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4 . NANOPARTICLE S, NANOFIBRES osteogenic differentiation of MG 63 cells (measured

eo0cooo0 by concentration of osteocalcin) was enhanced on

AND THEIR COMBINATIONS IN nanofibrous polylactide scaffolds loaded with 15 wt%
BONE TISSUE ENGINEERING - of hydroxyapatite. On PLGA nanofibrous scaffolds
loaded with approx. 23 wt.% of diamond patrticles, the
A REVIEW number of initially adhering MG 63 cells on day 1 after
seeding and the following growth dynamics of the cells
Lucie BAcakova were similar to the values on pure PLGA scaffolds [8].

However, the cells on PLGA meshes reinforced with

Acabemy oF SciENCEs oF THE CzecH REPuBLIC, nanodiamond formed larger and more numerous talin-

INSTITUTE OF PHYSIOLOGY, containing focal adhesion plaques. In addition, these
Vipenska 1083, PrRAGUE 4-KRrc, 142 20 CzecH RepPuBLIC; plaques in cells on PLGA-nanodiamond scaffolds were
E-mAIL: LUCY@BIOMED.CAS.CZ localized not only at the cell periphery but also in the

BI® MATERIALS

Nanostructured materials are considered as prom-
ising scaffolds for advanced tissue engineering. The
reason is that the nanostructure of a material resem-
bles the nanoarchitecture of the natural extracellular
matrix (ECM), e.g., its organization into nanofibres,
nanocrystals, nano-sized folds of ECM molecules,
etc. On nanostructured surfaces, the cell adhesion-
mediating ECM molecules adsorb in an appropriate
geometrical orientation which gives cell adhesion
receptors access to specific sites in ECM molecules,
such as amino acid sequences like Arg-Gly-Asp
(RGD), which serve as ligands for these receptors [1-
3]. In addition, these materials enhance the adsorption
of vitronectin, which is recognized preferentially by
osteoblasts over other cell types [1-3]. Nanostructured
materials have therefore been considered as suitable
particularly for bone tissue engineering.

Our studies have focused on carbon and hydroxya-
patite nanoparticles as components of substrates for
colonization with human bone-derived cells in vitro.
Carbon nanopatrticles, namely nanocrystalline dia-
mond (NCD) and fullerenes C60, have been used in
the form of films deposited on carbon, glass, silicon
and metallic substrates [3-4]. These films were of
continuous (NCD) or micropatterned (C60) morphol-
ogy, and have been intended for surface modifications
of bone and dental implants [5], or for creating sur-
faces enabling regionally-selective cell adhesion and
directed cell growth [6]. NCD films were also doped
with boron, which resulted in improved adhesion,
growth and osteogenic differentiation (measured by
the production of collagen I, osteocalcin and alkaline
phosphatase content) of human osteoblast-like MG 63
cells [7]. These beneficial effects can be explained by
the increased electrical conductivity of boron-doped
nanocrystalline diamond films, and can be further
enhanced by active electric stimulation of cells.

Some nanoparticles were also incorporated into
polymeric matrices, e.g. foils of a terpolymer of
polytetrafluoroethylene, polyvinyldifluoride and poly-
propylene (carbon nanohorns, carbon nanotubes) or
nanofibres prepared by an electrospinning technique
from polylactide, PLA (hydroxyapatite nanoparticles)
or poly(lactide-co-glycolide), PLGA (nanodiamond).

All these composite substrates promoted the adhe-
sion, growth and osteogenic differentiation of human
osteoblast-like MG 63 cells in an extent similar to or
even better than standard cell cultivation substrates,
such as polystyrene dishes or microscopic glass
coverslips. The adhesion and growth of MG 63
cells was particularly improved on the terpolymer of
polytetrafluoroethylene, polyvinyldifluoride and poly-
propylene enriched with 4 wt.% of single-wall carbon
nanohorns or multi-wall carbon nanotubes [3, 4]. The

central part of the cells (FIG. 1).

FIG. 1. Scanning electron microscope image of com-
posite nanofibrous PLGA-nanodiamond scaffolds
(A), transmission electron microscope image of
a PLGA fiber loaded with nanodiamond particles (B),
confocal microscope images of human osteoblast-
like MG 63 cells stained by immunofluorescence
against talin in 3-day-old cultures on pure PLGA
scaffolds (C) and composite PLGA-nanodiamond
scaffolds (D). Arrows indicate focal adhesion
plaques. The bar indicates 10 ym (A), 200 um (B)
and 20 ym (C, D).

Thus, it can be concluded that nanoparticle-
modified materials are more promising than their
non-modified counterparts for colonization with bone
cells, for construction of bone implants and for bone
tissue engineering.
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Polymers have been often applied in biology and
medicine for construction of tissue replacements.
However, the inert surface of the most polymers is not
able to support and control cell adhesion, migration,
proliferation, differentiation and other cell functions.
Hence, the modification of polymer surface led to
achieve appropriate properties. The polymer surface
can be modified by plasma discharge by which the pol-

ymer surface chemistry and morphology is changed.

Plasma treatment leads to creation of radicals, un- ® ® ® @ ® @ o

saturated bonds and new chemical groups, mainly
oxygen containing groups. Oxidized groups increase
the wettability of polymers, which supports adsorption
of cell adhesion-mediating extracellular matrix (ECM)
molecules in appropriate spatial conformation increas-
ing accessibility of specific sites in these molecules
by cell adhesion receptors. In addition, other surface
properties of polymers are altered by plasma etch-
ing which strongly influence cell-material interaction.
Radicals and unsaturated chemical bonds which are
created by plasma can be utilized for grafting new
chemical groups, biomolecules and nanoparticles.
The biomolecules grafted on the polymer surface,
such as amino acids, RGD-containing oligopeptides
(i.e., ligands for integrin receptors), ECM molecules,
enzymes, hormones, and also carbon and gold nano-
particles, not only have specific biological effects on
cells but also change physical and chemical properties
of the polymer surface, and by this way they support
its bioactivity.

This study is focused on physiochemical proper-
ties and biocompatibility of modified polymers. The
studied materials were poly(L-lactide) (PLLA) foils,
nanofibrous PLLA meshes and polyethylene terephta-
late (PTFE) foils. PLLA and PTFE foils were modified
in plasma with Ar* ions for time intervals of 50, 100
and 300 s with power 8 W, and then grafted with Au
nanoparticles.

Changes in the surface wettability were deter-
mined by reflection goniometry. The presence and
concentration of Au nanoparticles were examined
by X-ray Photoelectron Spectroscopy (XPS). For the
biocompatibility testing, the polymers were seeded
by mouse embryonic fibroblasts of the line 3T3, i.e.,
the cells often utilized as a feeder for keratinocytes.
The cell adhesion and growth was evaluated by the
number of cells, their morphology and the size of cell
adhesion area in the 1st, 3rd and 6th day after seeding.

The results indicate that the water drop contact
angle increases with the time of exposure to plasma,
which means that the vettability decreases. However,
the following exposure of plasma-irradiated polymers
to a sodium citrate solution (i.e., a storage solution for
Au nanopatrticles) and grafting with Au nanoparticles
decrease the contact angle, i.e., increase the mate-
rial surface wettability. Our tests of biocompatibility
indicate that the modification of the polymer surface
influences positively the cell behavior. The cells ad-
hered at higher numbers and by a larger cell adhesion
area on modified polymers; it was mainly manifested
on PTFE.
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Introduction

Quantity of patients with pyoinflammatory diseases in
the maxillofacial area is increasing [2]. It's determined by
different reasons: the virulence and pathogenicity of the
microorganisms was changed and there resistance to the
antibiotics was increased as well, the immunological re-
activity of the microorganism was greatly changed. In this
connection the big attention is pied to the pathogenesis of
this pathology last time. There is no doubt that processes of
the free radical oxidation (FRO) have extremely important
role in the life activity of cells [5]. But processes of the lipids
peroxidation (LP) and antioxidant activity (AA) for patients
with pyoinflammatory diseases in the maxillofacial area are
not studied well till now [4].

Aim of the work was to study the LP processes in the
oral fluid (OF) for patients with odontogenic phlegmons of
different locations and there dynamics during the treatment.

Objects and methods. We examined 64 patients with
odontogenic osteomilelitis of the lower jaw complicated
with phlegmon of the maxillofacial area. The phlegmon of
one cellular space was formed for 38 persons (group 1),
26 persons had phlegmon of two and more cellular spaces
(group 2). The group of control con-

PSD-B of the suppurative focus; the second test was made
on the second day of the treatment (next day after the PSD-
B), the third test was made on the 4 day of treatment; the
fourth test was made the last day of the treatment. LP and
AAlevels were checked in the OF with biochemiluminometer
BHL-06 with the method of induced chemiluminescence in
the reaction of Fenton [1]. We fixed the maximal intensity of
the luminescence (Imax, mV), pro rata to the LP, lightsum
(S, mV/s) of the luminescence inversely proportional to AA
and tga2 (tangent of angle of reduction of the indication after
the maximal intensity achievement characterized with the
speed reduction of the free radical processes). Final data

TABLE 1
LP and AA indices in the oral fluid for healthy
patients.

S, [mVes] | 15 451 | 35 | 48
lmaxo [MV] 15 | 0,43 [ 0,08 [ 0,42 | 0,38 | 0,5
tg a2 15 0,1 | -0,12 | -0,1

was processed statistically with tables application package
«Statistica 6.0» and «Excel». We evaluated the statistical
significance of difference between the dependent groups
taking into consideration the sign allocation using variance
analysis by Fridman and density-free test by Vilcocson
considering the Bonferoni amendment (p x 6). In order to
evaluate the statistical significance between independent
groups, we used Mann-Whetny criteria (U) [3].

Results. LP and AA indices in the oral fluid for healthy
patients (TAB.1)

LP indices in the OF for patients with odontogenic phleg-
mons in dynamic are presented in the table 2. Comparative
indices of the LP and AA in the oral fluid for patients with
different location of pyoinflammatory processe in the maxil-
lofacial area discovered statistically significant differences
between all indices we were studying during the treatment
(TAB.2). Thus, we found out the higher activity of LP proc-
esses and lower AA and speed reduction for PL in the OF for
patients with different phlegmons in respect of the patients
group with odontogenic phlegmon of one cellular space
during the treatment course.

We discovered the influence of the standard method of
treatment with odontogenic phlegmons on the indices LP

sisted of 15 persons without somatic ~ TABLE 2

the maxillofacial area. All patients

had the primary surgical d-bridement

(PSD-B) of the suppurative focus dur-

ing the first day of the treatment. Bac- S[mVss] | 543(4257,11) | 634(451:10,15) | 0,04
teriological examination of the wound

exudation was performed during the || 1 lmax [MV] 0,55(0,41;0,71) 0,65(0,48;0,97) 0,04
operation, complex anti-inf!ammatory tg a2 -0,14(0,16;-0,12) -0,16(-0,18;-0,12) 0,04
nsrEpy GENREE e ez i i S[mV's] | 592(4.22:7.8) 6.55(5.76:8.85) | 0,04
patients. Antibacterial, desensitizing

and disintoxication medicines were || 2 Imax [MV] 0,66(0,49;0,76) 0,75(0,61,0,91) 0,03
obligatory included into the treatment. tg a2 -0,13(-0,16;-0,12) -0,17(-0,19;-0,14) 0,03
During the examination we dldnt.fIX S [mV-s] 5,42(4,07:8,1) 6,67(5,4:8,76) 0,04
the further spread of the pathological - -

process for all patients as well as the 3 Iy [MV] 0,63(0,49;0,75) 0,8(0,5,0,87) 0,02
acute complications development tg a2 -0,16(-0,18;-0,12) -0,18(-0,22;-0,14) 0,02
(Tediasti“itisrxf Seps(jis4?FC)- Och sam S[mV's] | 5,26(3,63;6,69) 6,05(4,98,1) 0,03
pling was performe imes: the firs - -

test was performed during the first day E e [MV] 0.5(0,41:0,59) 0,61(0,41,0,84) 0,04
of treatment in the hospital and before tg a2 -0,13(-0,14;-0,12) | -0,16(-0,18;-0,12) | 0,01




and AA in the oral fluid with density-free dispersion method
by Fridman (TABs. 3-8). Data of the table there demon-
strates that indices of the lightsum in the OF for patients with
phlegmons of one cellular space on the next day after the
PSD-B of the suppurative focus (S2=5,92(4,22;7,8) mV"s)
and on the 4th day of the treatment. (S3=5,42(4,01;8,7)
mV:-s) is higher than at the first day of the tretment
(S1=5,43(4,25;7,11) mV:s). So, antioxidant activity of the
OF for patients with phlegmons of one cellular space is
reducing on the next day after the operation according to
the first day of the treatment and remains reduced till the
4th day of the examination.

TABLE 3
Comparative evaluation of the maximal intensity
of the luminescence (Imax) in OF for patients
with phlegmons of one cellular space during the
tretment.

Friedman ANOVA p<0,0008
p taking into
Indices for consideration
comparison the correction
Bonferoni (x6)
S1/S2 0,0001 0,0006 p<0,001
S1/S3 0,007 0,04 p<0,05
S1/S4 0,32 1,92 p>0,05
S2/S3 0,02 0,12 p>0,05
S2/S4 0,13 0,78 p>0,05
S3/S4 0,14 0,84 p>0,05
TABLE 4

Comparative evaluation of the maximal intensity of
the luminescence (l,...,) in OF for patients with phleg-
mons of one cellular space during the tretment.

Friedman ANOVA p<0,0000001
p taking into
consideration
the correction
Bonferoni (x6)

Indices for

comparison

Imax

lox 1/ 1ooe 2 | 0,0007 0,004 p<0,01
Lo 1/ 1oae 3 | 0,00002 0,0001 p<0,001
Lo 1/ 1 4 0,11 0,66 p>0,05
o 2/ 1oy 3 0,26 1,32 p>0,05
w2/ I 4 | 0,0008 0,004 p<0,01
o 3/ 1oy 4 0,01 0,06 p>0,05

LP process activity in the OF for patients of the group |
was raising correspondently to the first day of the treatment
in the clinic (0,55(0,41;0,71) mV) next day after the opera-
tion (0,66(0,49;0,76) mV) and kept the more high level till
the 3rd day after the operation (0,63 (0,49;0,75) mV). But
this indices became weak till 0,5 (0,41;0,59) mV by the day
of recovery comparing to the first day of the treatment after
the PSD-B of the suppurative focus (0,55(0,41;0,71) mV),
p=0,004. Thus, variable dynamics of the LP activity in the
OF was fixed for patients with odontogenic phlegmons. After
the PSD-B of the suppurative focus the activity of the free
radical processes is increasing but it reduces till the initial
indices by the end of the treatment. It was not possible to
find out the changes of LP in the OF by the end of the treat-
ment in the clinic accordingly to the indices of the 1! test.

The TABLE 5 says that the speed of the reduction of LP 7

in the OF for patients with phlegmons of one cellular space ® ® @ e @ o o

was reducing by the 4" day of the treatment accordinly to
the indices of the first day of the treatment. But to the end
of the treatment this indices was the same as the initial one
determined at the first day of the treatment in the hospital.

TABLE 5

Comparative evaluation of indices characteri-
zing the sped reduction of free radical processes
(tg a2) in OF for patients with phlegmons of one cel-
lular space during the treatment.

Friedman ANOVA p<0,0006
p taking into
Indices for consideration
comparison the correction
Bonferoni (x6)
tg 1/tg 2 0,07 0,42 p>0,05
tg 1/tg 3 0,00001 0,00006 p<0,001
tg 1/tg 4 0,75 4,5 p>0,05
tg2/tg 3 0,14 0,84 p>0,05
tg2/tg 4 0,23 1,38 p>0,05
tg 3/tg 4 0,06 0,36 p>0,05
TABLE 6

Comparative evaluation of the lightsum of lumine-
scence (S) in OF for patients with phlegmons of two
and more cellular spaces during the tretment.

edman ANOVA p<0,00

p ta g O

dices fo onsideratio

ompariso P e correctio

Bonfero 0
S$1/S2 0,42 2,52 p>0,05
S1/S3 0,35 2,1 p>0,05
S1/S4 0,01 0,06 p>0,05
S2/S3 0,24 1,44 p>0,05
S2/S4 0,03 0,18 p>0,05
S3/54 0,04 0,24 p>0,05

TABLE 7

Comparative evaluation of the maximum lightsum
of luminescence (Imax) in the OF for patients with
phlegmons of two and more cellular spaces.

Friedman ANOVA p<0,0001

p taking into

consideration
the correction
Bonferoni (x6)

Indices for
comparison

Lo 1/ 102 | 0,008 0,04 p<0,05 40 o
/1.3 | 007 0,52 p>0,05 — L
/1.4 | 004 0,24 0>0,05 “ =
LLl
. 2/1...3 | 001 0,06 p>0,05 m
| 2/1...4 | 0,009 0,05 0>0,05 1 E
| . 3/1...4 | 004 0,24 0>0,05 il
(D >

© 0 0000000000000 000000000000000000000000000_~ =mm
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Indices of the TABLE 6 demon-
strate that statistically significant
difference of AA in the tests of
the OF during the treatment of
patients with phlegmons of two
and more cellular spaces wasn’t
discovered.

So, processes of the LP in the
OF pass more actively after the
PSD-B of the suppurative focus
that at the first day of the treat-
ment before operation. Examin-
ing the table Nr 8 we discovered
that the speed of the processes

TABLE 8

Comparative evaluation of indices characterizing
the speed of free radicals reduction processes (tg
a2), in OF for patients with phlegmons of two and
more cellular spaces.

A p<0,00

of AA and the speed of the free
radical processes reduction in the
OF during the treatment regard-
ing to the indices of the healthy
people. For patients with phleg-
mons of one cellular space the
reduction of the AAin the OF was
evident, LP activity augmentation
the next day after the PSD-B of
the suppurative focus and reduc-
tion of the slowing-down speed
of LP processes by the 4 day of
the treatment. Dynamics of AAin
the OF was not determined for

reduction of PL in the OF for
patients of the group 2 reduced

patients with phlegmons of two
and more cellular spaces. LP

by the 4 day correspondently to

activity was increasing after the

the second day of the treatment.

operation and the speed of the

Results of LP and AA in the OF

LP processes slowing-down was

comparison with phlegmons of

one cellular space and practically

D ta g O
dices fo 0 deratio e
D

ompariso orrectio

Bonfero O
tg 1/tg 2 0,34 2,04 p>0,05
tg 1/tg 3 0,08 0,48 p>0,05
tg 1/ tg 4 0,55 3,3 p>0,05
tg2/tg 3 0,0002 0,001 p<0,01
tg 2/ tg 4 0,65 3,9 p>0,05
tg 3/ tg 4 0,05 0,3 p>0,05

reducing by the 4 day of the treat-

ment. Indices under examination

healthy people
are presented in
the TABLE 9. Re-
sults of compara-
tive evaluation of

TABLE 9

Indices for comparative evaluation of LP and AA in the OF for patients with
phlegmons of one cellular space and practically health people.

for both groups of
patients were no
different by the end
of the treatment
from indices re-

LP and AA iq the Indices Patients, Healthy people, ceived the first da_\y
O.lt:h c%m ptarlso_n Me (LQ; UQ) Me (LQ; UQ) J([)hf tl;]e tl‘.etaltnrtednt in
with odontogenic e hospital. It dem-
phlegmons of two S1[mV-s] 5,43(4,2577,11) 4.51(3,5:4.8) 0,02 |l onstrates the keep-
and more cellular loax1 [MV] 0,55(0,41;0,71) 0,42(0,38;0,5) 0,01 ing of LP and AA
spaces and practi- tg a2 1 -0,14(0,16;-0,12) -0,1(-0,12;-0,1) 0,01 deYIatlon in the oral
cally healthy peo- - - fluid from the norm
ple are presented S2[mV:s] 5,92(4,22;7,8) 4.51(3,5:4.,8) 0,01 even by the end
in the TABLE 10. lnax2 [MV] 0,66(0,49;0,76) 0,42(0,38;0,5) 0,00004 || of the treatment in
P;ese"ttﬁdtdit; tg o2 2 -0,13(-0,16;-0,12) -0,1(-0,12;-0,1) 0,002 I,he thOSPt'r:a('j-_ffPa-
confirm tha ients wi iffer-
and AA indices S3 [WB-s] 542(4,07:8,1) 4,51(3.54.8) 0,01 ent phlegmons had
of the oral fluid | nax3d [MV] 0,63(0,49;0,75) 0,42(0,38,0,5) 0,001 || higher activity of LP
f%rl patients with tga23 -0,16(-0,18;-0,12) -0,1(-0,12;-0,1) 0,005 IprocleSS:tsr; 'eSSA';‘
phlegmons are au- i - - evel and the spee
thentically different S 9 Z(E B e ) 2l LIS of the LP reduction
from the indices of Imad [MV] 0,5(0,41;0,59) 0,42(0,38;0,5) 0,04 Jlin the OF regard-
the health people tga2 4 -0,13(-0,14;-0,12) -0,1(-0,12;-0,1) 0,007 ||ing to the persons
during examina- with phlegmons
tion when stand- TABLE 10 with one cellular

ard treatment was
applied. Process-
es activity of the
LP is higher but

Indices of comparative evaluation of LP and AA in the OF for patients with
odontogenic phlegmons of two and more cellular spaces and practically
healthy people

space during the

treatment.
Conclusion. Re-

sults of LP proc-

AA and the speed ] esses examination
of the reactions re- Indices Patler)ts, Healthy Reople, Me in the OF for pa-
duction of the free Me (LQ; UQ) (LQ; UQ) tients with odon-
radical oxidation| S1[mV-s] 6,34(4,51;10,15) 4,51(3,5;4,8) 0,003 togenic phlegmons
ii'tfspf;; ipnaftl'z’r‘;s_ 1 [MV] 0,65(0,48;0,97) 0,42(0,38;0,5) 0,0002 g;‘;'f‘;fg’: 5);:;?1”
matory diseases tg a2 1 -0,16(-0,18;-0,12) -0,1(-:0,12;-0,1) 0,00008 ics during the treat-
than in the group S2 [mV-s] 6,55(5,76;8,85) 4,51(3,5;4,8) 0,0000001 ment give basis to
of control. basi lys2, MV 0,75(0,61,0,91) 0,42(0,38,0,5) 0000008 _|f make conelusion

us, basin a an in-
o (e examina? tga2 2 -0,17(-0,19;-0,14) -0,1(-0,12;-0,1) 0,00006 iees eaulldl e 2k
tions results data S3 [mV:s] 6,67(5,4;8,76) 4,51(3,5;4,8) 0,000005 ditional criteria for
B C;OU'd mal‘ke |3 [MV] 0,8(0,5;0,87) 0,42(0,38;0,5) 0,00003 d'a_gf)ostt'ﬁ Véhe"
Sions. Patients| 10023 | 018:0.22:0.14) | -0.1c012:0.4) | 0000006 || or/oR o o
with odontogenic| S4 [mV:s] 6,05(4,9;8,1) 4,51(3,5;4,8) 0,0008 ing the level of the
phlegmons had| | 4 [mv] 0,61(0,41;0,84) 0,42(0,38;0,5) 0,008 pyoinflammatory
more high level of tg a2 4 20.16(-0,18:-0,12) 20.1(-0,12:-0,1) 0.0005 process location.
the LP, less level

Z 0 00 0000000000600 000000000000000000000000000
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Introduction

Radiolucent composite materials have superior proper-
ties to insufficiently radiolucent metal alloys and unreinforced
polymers with poor mechanical properties. Their use as
medical device materials requires an understanding of the
micromechanical properties that provisionally define their
behavior. Sterilization is a mandatory process for such
materials used in a range of medical applications, e.g., in-
traoperative guides, screening equipment accessories and
patient support systems. The steam or dry heat sterilization
processes widely employed in medical practice can affect
the micromechanical properties of polymeric composites,
particularly in the interface region between the polymer
matrix and the reinforcing fibers. However, the effect of
sterilization processes on the properties of materials used in
medical devices is often ignored [1]. The structural integrity
and the overall performance of fiber reinforced polymer com-
posites are strongly influenced by the stability of the fiber/
polymer interfacial region. Absorption of moisture causes
dilatational expansion and induces stresses associated with
moisture-induced expansion, which degrade the structural
stability [2-5]. This may induce plastic deformation by plasti-
cization or differential strains [2]. These effects may greatly
alter the physical, chemical and mechanical properties of
the material at different scales [6]. This results in a signifi-
cant mismatch in moisture-induced volumetric expansion

between the matrix and the fibers, and leads to the evolution
of localized stress and strain fields in fibrous composites
[6]. Several variables affect the performance of composite
materials, including matrix, reinforcement, manufacturing
method and reinforcement orientation. It is necessary to
investigate both microscopic and macroscopic changes in
mechanical and structural properties due to the sterilization
processes that are employed. The aim of this study was
to prepare a composite material with suitable mechanical,
structural and radiolucent properties after repeated steriliza-
tion by widely-used techniques.

Materials and methods

Composites based on carbon T300 fibers (plain weave
fabrics, Toray, Japan) and/or polyetheretherketone (Porcher
Industrie, France) and polyphenylenesulfide (TenCate, Hol-
land) were prepared. T300/polyetheretherketone (PEEK)
was cured under a pressure of 0.08 MPa at 395°C. T300/
polyphenylene sulfide (PPS) was cured under a pressure
of 1.0 MPa at 310°C. The mechanical properties were
measured before sterilization (A), after 1 sterilization proc-
ess period (B1), and after 30 (B30) sterilization process
periods. An autoclave (Sterident, Prodenta, CZ) for steam
sterilization (134°C, 304 kPa, 10 min) was used for this
purpose. The ultimate strength in bending and the modulus
of elasticity in bending in the direction of the fiber axis were
determined with a four-point and three-point bending set-
up using the Inspekt 100 HT material tester (Hagewald &
Peschke, Germany), in accordance with ISO 14125.

Results

The flexural properties after multiple sterilizations were
tested and compared with those of the corresponding un-
sterilized samples (FIGS. 1 and 2). The modulus of elasticity
in bending is influenced by multiple sterilizations only in the
case of T300/PEEK composite (PEEK). The inexpressive
decrease in the modulus is equal to approx. 3-4% after 30
sterilization cycles. In the case of ultimate strength in bend-
ing, no decrease was observed. From this point of view, we
can state that no weakening of the reinforcement-matrix
bond occurred.

The influence of multiple sterilization processes on
changes in the structural integrity of the composites was
studied by an image analysis of cross sections. From
the point of view of image analysis, we can state that no
weakening of the reinforcement-matrix bond occurred (for
illustration, see FIGs. 3 and 4).

E
S 900 — .
= 800 |—r—%— . l I -
700 ——km 1 —
600 — =
500 — ‘ _ =
400}— - P
300}— |
200} ' =
100+— . | -
O OPSA  PPS.BL PPS-B30 PEEK-A PEEK-BL PEEK-B30

FIG. 1. The ultimate strength in bending
(*denotes statistically significant differences, new-
man-keuls post-hoc test, a = 0.05).

BI® MATERIALS



10

BI® MATERIALS

46 * e

) i

44

[GPa]

43

—
——t

42— : ’ -

41 — . T ; ! L

40

PPS-A PPS-BL PPS-B30 PEEK-A PEEK-B1 PEEK-B30

FIG. 2. The modulus of elasticity in bending
(*denotes statistically significant differences, Man-
n-Whitney post-hoc test, a = 0.05).

FIG. 3. Micrographs of polished sections of T300/
PPS composites (from left: A and B30).

FIG. 4. Micrographs of polished sections of T300/
PEEK composites (from left: A and B30).

Conclusions

On the basis of our analyses, we can state that both
PEEK and PPS composites are good candidates for appli-
cation as radiolucent materials providing resistance against
sterilization decomposition. Presently, increased sterilization
processes periods are applied and further analyses of physi-
cal properties are performed.
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Titanium and stainless steel are strong, corrosion-
resistant and biocompatible metals. Thanks to their re-
markable properties, they have been in use for a long
time in clinical medicine, mainly for constructing and
replacing large joints, in particular the bone-anchoring
parts, e.g. cups and stems, and also for fabricating or-
thopaedic screws and splints. In the Czech Republic,
these devices are produced by Beznoska Ltd., and are
clinically applied in the Orthopaedic Clinic, Bulovka
Faculty Hospital in Prague.

This study has investigated the biocompatibility of
samples made of pure titanium (according to quality
standard ISO 5832-2) and corrosion-resistant steel
(quality standards ISO 5832-1 and AISI 316L), ob-
tained from Beznoska. In addition to Fe, the steel sam-
ples contained C (max. 0.025 wt. %), Si (0.6 wt.%), Mn
(1.7 wt. %), P (max. 0.025 wt. %), S (max. 0.003 wt.%),
Cr(17.5wt. %), Ni (13.5 wt.%), Mo (2.8 wt.%), and Cu
(max. 0.1 wt.%). The materials were used in the form
of square samples (9x9 mm or 30x30 mm, thickness
1 mm). Both Ti and steel samples were grinded with
SiO,. The surface of the steel samples was then
treated by polishing with Al,O; paste (grain size up
to 1 um), while the surface of the Ti samples, i.e.
a material not suitable for polishing, was finished by
brushing using another type of Al,O, paste with slightly
larger grains. Thus, the surface of the steel samples
was finally smoother and glossy, while the Ti surface
was rougher and matted.

For the in vitro biocompatibility tests, human
osteoblast-like MG 63 cells (European Collection of
Cell Cultures, Salisbury, UK) were used. The smaller
samples (9 x 9 mm) were inserted into polystyrene
24-well cell culture plates (TPP, Trasadingen, Swit-
zerland; well diameter 1.5 cm). Each well contained
25 000 cells (approx. 14150 cells/cm?) and 1.5 ml
of Dulbecco’s Modified Eagle Minimum Essential
Medium (DMEM; Sigma, USA, Cat. No. 10270-106)
supplemented with 10% foetal bovine serum (FBS;
Gibco, Cat. No. 10270-106) and gentamicin (40 ug/
ml, LEK, Slovenia). These samples were used for
evaluating the size of the cell spreading area (day
1), and for evaluating cell shape and cell viability
(days 1, 4 and 7 after seeding). The size of the cell
spreading area was measured using Atlas Software
(Tescan Ltd., Brno, Czech Republic). The viability of
the cells was determined by the LIVE/DEAD viability/



FIG. 1. Morphology of human osteoblast-like MG 63 on day 4 after seeding on titanium (A), on stainless steel (B),
and on the control polystyrene culture dish (C). Cells stained with Texas Red C2-Maleimide and Hoechst #33342.
Olympus IX 51 microscope, obj. 20, DP 70 digital camera, bar = 200 pm.

cytotoxicity kit for mammalian cells (Invitrogen, Mo-
lecular Probes, USA).

The larger samples (30x30 mm) were inserted into
GAMA polystyrene dishes (diameter 5 cm; GAMA
Group Joint-Stock Company, Ceske Budejovice,
Czech Republic) and seeded with 300000 cells/dish
(approx. 15300 cells/cm?) suspended in 9 ml of the
above mentioned culture medium. These samples
were used for evaluating the cell number on days 1,
4 and 7 after seeding, using a Beckman Vi-CELL XR
Cell Analyser automatic cell counter.

The results indicated that the number of initially
adhering cells on day 1 after seeding was significantly
lower on the titanium (6320+390 cells/cm?) and on
the stainless steel (4110+370 cells/cm?) than on
the control polystyrene culture dishes (7740+350
cells/cm?). However, on day 4 after seeding, the
cell population density on both metallic materi-
als studied here became significantly higher than
on the control polystyrene dishes (75200+2 890
cells/cm? on Ti and 90870+2 350 cells/cm? on steel
vs. 56440+1180 cells/cm? on polystyrene). This
suggests faster cell proliferation on both metallic
materials than on polystyrene. At the same time, the
cell number on the stainless steel samples was sig-
nificantly higher than on the Ti samples. On day 7, the
differences in number of adhered cells on both studied
metals and on the control polystyrene substrate was
on an average similar (from 3287801680 cells/cm? to
362 200+760 cells/cm?). The cell viability on all tested
materials was almost 100% in all culture intervals. The
morphology of the cells on the studied materials was
similar to the morphology of the adhered cells on the
control polystyrene dishes, i.e. the cells were mostly
flat and polygonal, and the size of their cell spreading
areas was similar on all tested materials. The cells
were distributed homogeneously on the entire material
surface, and on day 4 they started to form confluent
cell layers (FIG.1).

It can be concluded that the tests of biocompat-
ibility confirmed that the titanium and the stainless
steel promoted the adhesion and growth of bone-
derived cells, and thus these materials are promising
for construction of bone implants and for their good
integration with the surrounding bone tissue. Further
studies on osteogenic cell differentiation, potential im-
mune activation and the response of the bone cells to
growth factors, including bone morphogenetic protein,
are in progress.
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Introduction

The inorganic part of the human bone has chemical and
structural similarities with hydroxyapatite (HA) in the form
of plate-shaped nanocrystals that are 2—3 nm in thickness
and tens of nanometers in length and width [1]. Bones do
not have a pure or a stoichiometric HA but incorporate
many elements; some of them at the ppm level [2]. lonic
substitution can affect the crystal structure, crystallinity,
surface charge, solubility etc., leading to major changes in <
the biological performance upon implantation. Nano HAwas
successfully synthesized from biowaste chicken eggshells
and from different types of sea creatures. Another possible
source for preparation of bioapatite (BAP) can be warm-
blooded animal bones (e.g. bovine bone) [3]. In this study
we report a preparation and characterization of bioapatite
from chicken femur, such as another alternative source of L]
bone apatite.

© 000000 0000000000 0000000000000 000000000000_  =mm

L



12

Materials and methods

BI® MATERIALS

BAP sample was obtained using a chemical and
thermal deproteinating process inspired by Murugan et
al. [3]. The cortical chicken bones were heated with a 2%
NaCl aqueous solution at 150°C and pressure of 0.2 MPa
in autoclave followed by disintegration of the sample in
mixer. Then the degreasing process in acetone — ether
mixture (ratio 3:2) for 24 hours followed. Bone samples
were then treated with 4% NaOH solution at 70°C for
24 hours. The chemically treated bone samples were
calcined overnight at 500°C. Product was washed with
deionized water and dried in oven at 80°C. Sodium and
magnesium were determined by AAS method (Varian AA
240), phosphate by the photometric method (UV-VIS 500,
Unicam) and calcium by titration method. Specific gravity
was determined pycnometrically in water. Morphology
of BAP particles was studied by TEM (Tecnai G2 Spirit
Twin). The surface area was determined by the BET
method (Sorptomatic 1990) with nitrogen as the adsorb-
ate gas. The XRD pattern of the final nanopowder was
obtained with X-Ray Powder Diffractometer D8 Advance
(Bruker AXS, Germany), Bragg-Brentano diffraction
geometry with CoK radiation (A=1.78 A), position sensi-
tive VANTEC detector, reflecting mode. The crystallite
size and distribution was calculated using software
MudMaster using Warren-Averbach [4] approach. The
FTIR spectroscopy was done with Protégé 460 E.S.P.
(Thermo-Nicolet, Inc., USA) by KBr tablet technique.
The CO,% content was qualitatively determined from the

infrared spectrum by comparing the extinction coefficient
(E) of the 1450 cm™ (carbonate) and 569 cm™' (phosphate)
bands using the formula: %CO,>=13.5(E1450/E569)-0.2
[3], the CO,% content was also quantitatively determined
using an el. analysis by a CHNS/O microanalyzator Flash
FA 1112 Thermo Finnigan (Carlo Erba).

Results and discussions

BAP sample contents 0.71 and 0.80 wt.% of magnesium
and sodium, respectively. The amount of magnesium in
apatite is usually much higher than that incorporated into
its crystalline structure and it is mainly adsorbed on the
apatite crystal surface [5]. Owing to these substitutions the
Ca/P molar ratio is smaller (1.64) than 1.67 that is typical for
stoichiometric HA. This fact becomes evident also in value
of specific gravity 2.864 for BAP sample compared to 3.080
for stoichiometric HA. Generally, the nanoparticles appear to
have a needle-shape (FIG.1a) with heights of ~ 20 nm to 90
nm and diameters of ~ 13 nm to 20 nm. The average values
of the specific surface area (73.3 m?-g') and pore specific
volume (0.28 cm3+g") determined by BET demonstrate the
nano nature of BAP particles.

The FTIR spectrum (FIG.1b) shows a weak broad bands
ranging between 3600-3350 cm™" and at 1634 cm™' corre-
sponds to strongly adsorbed and/or bound H,O. The weak
3564 cm™" band corresponds to the OH™ group, other bands
correspond to OH™ group at 635 and 595 cm-" were not de-
tected which is in agreement with published data [6]. The low
portion of OH™ groups in the bone apatite thus would enable
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FIG. 1. TEM image (a), baseline corrected FTIR spectrum (b) of BAP sample.
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its dissolution. A strong band of PO, group was seen at
1039, 959 (stretching vibration) and bands at 590-610 cm™
regions are due to deformation vibration of PO,* ions.
Bands pertain to the B-type CO,2 functional group at ~ 1450
and 870 cm™, indicating the substitution of CO,?" ions into
the apatite. The CO,2 peak at 1550 cm™ assigned to the
A-type was not detected owing to none existence of OH".
The amount of CO,?" estimated by a FTIR method using
an equation given in the Materials and Methods was found
to be 3.11 wt.%, which corresponds well with the results
determined by CHNS/O analyzer-3.25 wt.%. Carbonates in
apatite correlates positively with its solubility [7].

XRD analysis served for material crystallinity estimation.
The diffraction pattern of BAP (FIG.2a) represents typical
broadened peaks of semi-crystalline material. The area-
weighted mean crystallite size <Lc> was calculated accord-
ing to the theory of Warren and Averbach [4] from distribution
<Lc>=27 nm. The crystallite size distribution curve has
two major maximums (FIG.2b) and calculated log-normal
distribution (solid line) roughly traces the character of the
BAP distribution. Majority of the crystallites is in range 12 to
18 nm. Larger domains are represented with sizes around
30 nm. The crystallites are rather small and uniform, which
is advantageous for further applications. For comparison,
the average crystallite size Lc of human bone, studied by
Handschin et al. [8], has been determined as 28 nm within
age group 0-25, to reach a constant average domain size of
34 nm within age group 30-80. Crystallite size is connected
with apatite solubility and resorbability in bone [7].

Conclusions

The chicken femur bone was used to isolate nano-bioap-
atite powder via chemical treatment followed by calcination.
XRD, BET, crystalite size distribution and TEM proved the
nanostructured character of the sample. Values of specific
gravity and Ca/P molar ratio together with chemical analysis
and FTIR spectrometry have demonstrated that BAP sample
was Ca-deficient with Na, Mg and carbonate substitutions.
Properties mentioned above are related to good solubility
and resorbability, which are very important for bone remod-
eling. The present study shows that chicken femur bone can
be effectively utilized for the preparation of nano-bioapatite
powders as potential filler to biocomposites.

Acknowledgements

This study was supported by the Czech Science Founda-
tion (No. 106/09/1000), and by Ministry of Education project
Transdisciplinary Research in Biomedical Engineering II.
(No. MSM 6840770012).

References

[1] Weiner S., Wagner H.D.: Annu. Rev. Mater. Sci. 1998; 28:
271-98.

[2] Skinner H.C.W.: Mineralogical Magazine 2005; 69: 621-41.

[3] Murugan R., Ramakrishna S., Panduranga Rao K.: Mater. Lett.
2006; 60: 2844-47.

[4] Warren B.E., Averbach B.L.: J. Appl. Phys. 1953; 21: 595-599.
[5] Bertoni E., Bigi A., Cojazzi G., Gandolfi M., Panzavolta S., Ro-
veri N.: J. Inor. Biochem. 1998; 72: 29-35.

[6] Pasteris J.D., Wopenka B., Valsami-Jones E.: Elements 2008;
4:97-104.

[7] Wopenka B., Pasteris J.D.: Mat. Sci. Eng. C-Bio S 2005; 25:
131-143.

[8] Handschin R.G., Stern W.B.: Bone 1995; 16: 355S-363S.

RESULTS FOR MODERN
BANDAGING MATERIALS
APPLICATION IN ALVEOLITIS
TREATMENT

SHEVELA T.L., PoHoDENKO-CHuDAKOVA |.O., GRoSHEV E.Y.

BELARUSIAN STATE MEDICAL UNIVERSITY,
BeLARUSIAN CoLLABORATING CENTER EACMES,
220025, MINsK,

KossmoNAvTov STR., 9 — 1 — 63, PO Box 286.
REPUBLIK OF BELARUS,

IP-C(@YANDEX.RU

[Engineering of Biomaterials, 109-111, (2011), 13-14]

Introduction

Asmall pain appears in the postoperative wound after the
tooth extraction and when the anesthesia effect is not active.
Its intensity depends on the operation severity. Alveolitis is
forming after the alveolar socket injury and its gum crushing
as a result of the postoperative treatment disturbance when
the blood clot is washed out from the alveolar socket during
the mouth wash. Microorganisms of the oral cavity penetrate
into it and provoke its inflammation [1, 2].

Food ingress into the alveolar socket, not keeping of the
oral cavity hygiene also provoke the alveolitis development.
This complication is due to the following factors: periodont
tissues injuries of the extracted tooth when the microcir-
culation is violated into it; infected tooth into the alveolar
socket, dental deposit; infection-inflammatory focus in the
region of the apical or marginal periodontitis; reduction of
the activity level of the of the antimicrobial local system of
the oral cavity protection. An iodoform turunda was used
by surgeon-stomatologist during long time for treatment
of alveolitis during surgery hours. This preparation had
good recommendations as a banding material used for
many years. But the turunda manufacture is a complicated
process because not all pharmaceutical products are avail-
able. lodoform turunda contains of diethyl ether, glycerin,
anesthesin powder, iodophor, 70% alcohol, which are not
used for alcohol production for medical purposes. Special
equipment is required for this medicine storage - vessel
in dark glass with lapped head. Now Borisov Plant for
Medical Preparations produces banding materials such as
«Diosept», «kKombiksin», «Protzelan» (FIG. 1). Above-stated
confirms the topicality of this subject.

Aim of the work was to make comparative research and
evaluation of the banding materials «Diosept», «Kombik-
sin», «Protzelan» effectiveness. In order to realize this aim
we emphasized next subjects:

1) to appreciate application effectiveness of the banding
material of «Kombiksiny in maxillofacial surgeon practice;
2) to appreciate application effectiveness of the banding
material of «Diosept» in maxillofacial surgeon practice;
3) to appreciate application effectiveness of the banding
material of «Protzelan» in maxillofacial surgeon practice;
4) to make comparative assessment of the banding materials
application during the treatment of alveolitis.

Objects and methods

We made clinical examination of 32 patients with alveolitis
during September, 2010 - April, 2011 in the Minsk Central
Region Polyclinic Nr 14. All patients were divided into groups
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FIG. 1. Bandaging matrials: a - «Diosept», b - «<Kombiksin», ¢ - «Protzelan».

according to the tretment methods: «Kombiksin» banding
material was used for treatment of 10 patients, 11 patients
were treated with «Diosept» and 11 patients were treated
with «Protzelan» (FIG. 2).

We also studied the presence of the pain syndrome sub-
jectively. We checked without bias during the examination
the presence of the mucous tunic edema of the alveolaris
appendix, its hyperemia, presence of the necrotic deposit in
the region of the alveolar socket of extracted tooth. Results
evaluation was performed on the third day of the prepara-
tions of control application.

Results

During the treatment we discovered that during applica-
tion of preparations «Diosept», «Kombiksin», «Protzelan»
the «Protzelan» was effective for wound infection treatment.
The first day of the treatment with «Protzelan» patients
had the absence of pain in the region of the socket. By the
third day, reduction of clinical indices

Bandaging materials application

O"Diosept" "Kombiksin" O "Protzelan”

34,5%

34,5%

31%

FIG. 2. Percentage of examined patients.

of infection was checked (reduction = TABLE 1. Comparative evaluation of the dynamics of subjective and objec-
of edema, necrotic exudation from the  tive indices dynamics when «Diosept», «Kombiksin», «Protzelan» applied
socket, hyperemia of the mucous tunic by the 3 day of the tretment accordingly to each group of control.

of the alveolar socket). Necrotic deposit

was not absolutely found in the socket | \ o :
by the second day of examination. Indices «Kombiksin» «Diosept» «Protzelan»

Socket cicatrization passed without Pai N . N . N .
development of the evident pain syn- ain syndrome O pain o pain 0 pain
drome and local inflammatory reaction i ) )
of the mucus tunic. Edema Not fixed Not fixed Not fixed
. Hyperemia 3 patients had it 1 paatient ahd it Not fixed

Conclusion

Clinical examination after the ap- Necrotic deposit Not found Not found Not found
plication of banding materials of «Di-
osept», «Kombiksin», «Protzelan» during the out-patient
reception hours by surgeon-stomatologist, confirm ef-
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Wstep

Stopy NiTi stosowane na implanty medyczne musza wy-
kazywac wystarczajgcg elektrochemiczng odpornos¢ koro-
zyjng na dziatanie srodowiska organizmu ludzkiego w celu
utrzymania strukturalnej integralnosci i funkcjonalnosci im-
plantu oraz zminimalizowania wydzielania sie toksycznych
substancji, ktore w przeciwnym razie mogg wchodzi¢ w nie-
pozgdane reakcje z otaczajgcymi tkankami. Jednym z wy-
zwan stawianych w produkgji implantéw medycznych jest
zastosowanie krotkoterminowych badan in vitro do oszaco-
wania dtugoterminowego in vivo zachowania korozyjnego
implantow. Obecnie preferowang metodg okreslania koro-
zyjnego zachowania in vitro zaréwno gotowych implantow
jak iich podelementéw jest norma miedzynarodowa ASTM
F2129-08 [1]. Jest to niszczaca metoda badan, ktéra po-
zwala oszacowac podatnos¢ na korozje matych, metalicz-
nych implantéw medycznych za pomocg cyklicznej pola-
ryzacji potencjodynamicznej. Norma ta jest przeznaczona
do badan matych implantéw wykonanych z metali lub ich
stopow, wykazujgcych stosunkowo wysokg odpornosé na
korozje. W prezentowanej pracy podsumowano wyniki do-
Swiadczalne dotyczace okreslania elektrochemicznej od-
pornosci korozyjnej stopow NiTi uzyskane zgodnie z nor-
mg ASTM F2129-08 [1].

Elektrochemiczne badania korozyjne
medycznych implantéw niti

Zgodnie z normg ASTM F2129-08 [1] w badaniach elek-
trochemicznych probka metalowa (elektroda pracujgca) jest
eksponowana w roztworze fizjologicznym w naczynku ba-
dawczym, w ktérym umieszczana jest rowniez elektroda od-
niesienia (nasycony kalomel) i przeciwelektroda. Potencjo-
stat jest podtgczony do tych trzech elektrod, a skanuje sie
potencjat elektrody pracujgcej w odniesieniu do elektrody
referencyjnej. Doswiadczalnie rejestrowany jest prad pomie-
dzy elektrodg pracujgcy i przeciwelektrodg. Kazda prébka
przed rozpoczeciem cyklicznej polaryzaciji jest eksponowa-
na w odpowietrzonym i ogrzanym roztworze przez 1h przy
potencjale obwodu otwartego (Eq). Skanowanie rozpoczy-
na sie przy potencjale o 100 mV bardziej ujemnym wzgle-
dem Eq, a nastepnie kontynuowane jest z szybkoscig po-
laryzacji 1 mV/min w kierunku anodowych potencjatow, re-
jestrujgc przejscie katodowo-anodowe, az do potencjatu
przebicia (E,,), przy ktérym pojawiajg sie wzery. Nastepnie
kierunek skanowania jest odwracany i pomiar przebiega w
kierunku potencjatéw katodowych az do potencjatu ochron-
nego lub ustalonej wartosci koncowej prgdu (RYS.1a). Taki
skan jest pézniej przedstawiany w uktadzie pét-logarytmicz-
nym, ktéry zezwala na analize kluczowych wartosci prgdu
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Introduction

NiTi alloys used as medical implants must exhibit suf-
ficient electrochemical corrosion resistance to the envi-
ronment presented by the human body to maintain their
structural integrity and functionality, as well as to minimize
the release of toxic substance that otherwise might react
adversely with surrounding tissues. One of the challenges
faced by medical-implant manufactures is the use of short-
time in vitro data to evaluate the long-term in vivo corrosion
performance of implants. At present, the ASTM International
Standard F2129-08 [1] is the preferred method for evaluating
the in vitro corrosion performance of both finished implants
and their subcomponents. This is a destructive test which
assesses the corrosion susceptibility of small, metallic, im-
plant medical devices, or components thereof, using cyclic
potentiodynamic polarization. This standard is intended for
use on implantable devices made from metals and their
alloys with a relatively high resistance to corrosion. The
presented work summarizes experimental results concern-
ing determination of electrochemical corrosion resistance of
NiTi alloys using the ASTM F2129-08 standard [1].

Electrochemical corrosion testing of
medical niti implants

In accordance with the ASTM F2129-08 standard [1]
in the electrochemical tests, a metal specimen (working
electrode) is exposed to the physiological solution in a test
cell fitted with a reference electrode (saturated calomel) and
a counter electrode. The potentiostat is connected to these
three electrodes, and the potential of the working electrode,
with respect to the reference, is scanned. The resulting
current between the working and counter electrodes is
recorded. Each sample is exposed to the deaerated and
heated solution for 1h at open-circuit potential (Eycp) prior
to commencing the cyclic polarization scan. Scans begin
at 100 mV negative to the E,p, then proceed in a forward
direction at 1 mV/min through the cathodic/anodic transition
and continue on to a potential of breakdown (E,,) at which
pitts start occur. At a present current the scan direction is re-
versed and proceeds in the negative direction until a protec-
tion potential is found or the preset final current is achieved
(FIG.1a). This scan is then plotted on a semi-log graph,
allowing the resulting polarization curve to be analyzed for
key-point voltages or currents. The hysteresis loop formed
by polarization curve is an indication of the susceptibility of
the tested material to pitting corrosion. The best performing
materials in terms of pitting corrosion have relatively little or
no hysteresis effect. Theoretical anodic polarization curve
and an example of the experimental anodic polarization
scan for the NiTi alloy passivated in steam auctoclave that
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i potencjatu na krzy-
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tu histerezy. Teoretycz-
na krzywa polaryzacji
anodowej oraz przy-
ktad doswiadczalnego
skanu anodowego dla
stopu NiTi pasywowa-
nego w parowym autoklawie, wykazujgcego bardzo matg
petle histerezy, przedstawiono odpowiednio na RYS.1 aib.

Kluczowe wyniki elektrochemicznej odpornosci ko-
rozyjnej stopu NiTi pasywowanego w autoklawie [2] oraz
po procesie niskotemperaturowego azotowania (ponizej
400°C) [3,4] i tlenoazotowania jarzeniowego [5-7] zesta-
wiono w TAB.1.

RYS. 1. Teoretyczna (a) i doswiadczalna (b) krzywa polaryzacji anodowej dla klamry NiTi
pasywowanej w autoklawie przed i po 6 miesigcach implantacji w organizmie pacjenta [2].
FIG. 1. Theoretical (a) and experimental (b) anodic polarization curve for NiTi staple pas-
sivated in autoclave before and after 6 months of implantation in the patient organism [2].

exhibits a very small hysteresis loop [2] is shown in FIGs.
1a and b, respectively.

Key-point data of electrochemical corrosion resistance
for the NiTi alloy passivated in auctoclave [2], after low-
temperature glow discharge nitriding (below 400°C) [3,4]
and nitriding/oxidizing [5-7], are summarized in TAB.1.

The best parameters of corrosion resistance were re-
vealed for NiTi alloys covered with the layers of a relatively

TABELA 1. Kluczowe dane elektrochemiczne dla stopu NiTi po pomiarach potencjodynamicznych [2-7].
TABLE 1. Key-point electrochemical data for NiTi alloy from the potentiodynamic measurements [2-7].
*RSBF and TSBF is Ringer’s and Tyrode’s simulated body fluid, respectively.

3,5 min — przed implantacjg / before implantation -245 | 1,98 33,4 Ringer’a
Ste’?’.' |zaF:ja W autoklawie 3,5 min — po implantaciji / after implantation -298 | 1,98 33,1 Ringer’a
Sterilization in autoclave
90 min -479 | 1,93 27,3 Tyrode’a
300°C/10min -365 | 2,39 7,5 Tyrode’a
Niskotemperaturowe azotowanie|300°C/1h -455 | 2,41 12,3 Tyrode'a
Sl _ 300°C/1h, chiodzenie w H, / cooling in H, 394 [ 236 | 135 | Tyrodea
Low-temperature glow discharge
nitriding 350°C/10min -321 | 3,24 37,1 Tyrode’a
400°C/5min -80 | 2,10 - Tyrode’a
200°C/10min -382 | 2,21 53,4 Tyrode’a
) 250°C/10min -471 | 2,36 12,2 Tyrode’a
Niskotemperaturowe
tlenoazotowanie jarzeniowe 250°C/10min (wiecej O,) / (more O,) -339 | 2,35 4,6 Tyrode’a
Low-temperature glow discharge|380°C/15min/N,+5%powietrza/ air 83 | 1,94 - Tyrode'a
nitriding/oxidizing - - -
Grzanie / Heating Ar+H,/300°C/1,5h/N, +300°C/30min/O, -145 | 2,42 24,8 Tyrode’a
Grzanie / Heating 5%H,/350°C/1,5h/N, +400°C/15min/O, -8 2.87 - Tyrode’a

Najlepsze parametry odpornosci korozyjnej wykazujg
stopy NiTi pokryte warstwami o stosunkowo duzej grubo-
$ci, wytworzonymi w procesie jarzeniowym w temp. powy-
zej 300°C. W tych warunkach uzyskiwano potencjaty prze-
bicia nawet powyzej 3V. Wartosci E, wzrastajg wraz z gru-
boscig warstw. Uwzgledniajgc strukture otrzymywanych
warstw oraz fakt tworzenia sie warstwy posredniej ztozone;j
z fazy miedzymetalicznej Ni;Ti lub Ni,Ti [3,4] mozna stwier-
dzi¢, ze warstwy te mogg poprawia¢ wtasciwosci cierne oraz
biotolerancje stopoéw NiTi, jednak tylko tych stosowanych
bez wykorzystywania zjawiska pamieci ksztattu. W innych
przypadkach nalezy stosowac¢ proces jarzeniowego otrzy-
mywania warstw w temperaturach do 300°C. Zaréwno azo-
towane jak i tlenoazotowane warstwy otrzymywane w takich
warunkach wykazujg stosunkowo wysokg odpornos¢ koro-
zyjna, gdzie wartosci E;, wynoszg ok. 2,2-2,3V i sg wyzsze

large thickness, obtained in the glow discharge process
at temperatures above 300°C. For these conditions, the
breakdown potential even above 3V were obtained. The
Epb values increase with increasing the layer thickness.
Taking into account both the structure of the obtained layers
and the fact that a sublayer consisting of a Ni3Ti or Ni2Ti
intermetallic phase is formed [3,4], it can be ascertained
that these layers are able to improve frictional properties
and biotolerance of NiTi alloys, however, only those ap-
plied without the use of the shape memory phenomenon. In
other cases, the process of glow discharge at temperatures
up to 300°C should be used for the obtainment of layers.
The nitrided and oxynitrided layers alike obtained at such
temperatures exhibit a relatively high corrosion resistance,
where the Epb values are around 2.2-2.3V and are higher
as compared to the E,, of ~2.0V that are observed for the
layers formed by sterilization in autoclave.
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niz w przypadku E, ok.2,0V uzyskiwanych dla warstw otrzy-
mywanych przez sterylizacje w autoklawie.

Podsumowanie

Poprawa elektrochemicznej odpornosci korozyjnej sto-
pow NiTi przeznaczonych na implanty medyczne wykorzy-
stujgce efekt pamieci ksztattu moze zosta¢ uzyskana po-
przez wytworzenie warstw ochronnych zdolnych do od-
ksztatceh zwigzanych z indukowaniem tego efektu. Dla
potrzeb krétkoterminowych wszczepdw wystarczajgca jest
szybka pasywacja w autoklawie parowym, ktéra pozwala
na otrzymanie cienkich, amorficznych i samorepasywujg-
cych sie warstw ochronnych, zdolnych do zastosowan w
warunkach dynamicznych. Dla wszczepow diugotermino-
wych korzystniejsze parametry odpornosci korozyjnej wy-
kazujg warstwy otrzymywane w procesie jarzeniowym pro-
wadzonym w temperaturach do 300°C.

Pismiennictwo

[11ASTM F2129-08 - Standard Test Method for Conducting Cyclic
Potentiodynamic Polarization Measurements to Determine the
Corrosion Susceptibility of Small Implant Devices.

[2] Z. Lekston, B. Losiewicz, A. Winiarski, M. Jedrusik-Pawtowska,
M. Kromka-Szydek, K. Miernik, Inzynieria Biomateriatow (Engine-
ering of Biomaterials) 96-98 (2010) 29-33.

[3] J. Lelatko, T. Goryczka, T. Wierzchon, M. Ossowski, B. Losiewicz,
E. Réwinski, H. Morawiec, Proceedings of ESOMAT 2009, 05020
(2009), DOI:10.1051/esomat/200905020.

[4] J. Lelatko, T. Goryczka, T. Wierzchon, M. Ossowski, B. Losie-
wicz, E. Réwinski, H. Morawiec, Inzynieria Materiatowa 5(171)
(2009) 429-432.

Summary

The improvement of electrochemical corrosion resist-
ance of NiTi alloys intended for medical implants utilizing
the shape memory effect can be obtained by the formation
of protective layers that are able to deformations connected
with the induction of this effect. For the needs of short-term
implants fast passivation in steam autoclave is sufficient
that allows to obtain thin, amorphous and self-repassivating
protective layers which are able to work under dynamical
conditions. For the long-term implants, more advantageous
parameters of corrosion resistance are revealed by the lay-
ers obtained in the glow discharge process carried out at
temperatures up to 300°C.
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Streszczenie

Celem przedstawionych badan jest ocena przydat-
nosci wybranych materiatow polimerowych jako mate-
riatu do formowania matryc zastosowanych w proce-
sach kontrolowanego uwalniania doksycykliny. Omo-
wione wyniki stanowig cze$¢ pracy stuzgcej opraco-
waniu systemu miejscowego, kontrolowanego uwal-
niania lekow do leczenia chorob przyzebia o etiologii
bakteryjnej. Z materiatow biodegradowalnych o okre-
Slonych wiasnos$ciach mechanicznych wykonano ma-

POLYMERIC MATRICES

AS CARRIERS FOR LOCAL
DOXYCYCLINE DELIVERY
DEDICATED FOR PERIODONTAL
PURPOSES
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Abstract

Aim of this work is to evaluate chosen polymer
materials as means to form matrices for local doxy-
cycline delivery. Described results are part of project
that should lead to elaboration of local drug delivery
system for periodontal purposes. Periodontal diseases
are mainly caused by bacteria and seem to beco-
me common health problem. Chosen copolymers
have been used to obtain drug containing matrices.
Potentially pathogenic bacteria's suspectibility to
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tryce zawierajgce doksycykline. Oznaczono wrazli-
wos¢ potencjalnie patogennych bakterii, odpowie-
dzialnych za przebieg tych choréb na doksycykline.
Ocene kinetyki uwalniania doksycykliny z wybranych
matryc przeprowadzono w 28-dniowym eksperymen-
cie in-vitro w warunkach imitujgcych panujgce w ja-
mie ustnej. Dokonano wstepnej oceny dziatania ma-
tryc na komorki bakteryjne i wybrano optymalny mate-
riat na no$nik chlorowodorku doksycykliny - kopolimer
TMC/e-kaprolakton, zapewniajgcy uwalnianie tego
leku w okresie 28 dni w dawkach wystarczajgcych na
eliminacje bakterii patogennych prawdopodobnie od-
powiedzialnych za rozwdéj chordb przyzebia. .

Stowa kluczowe: periodontitis, miejscowe uwalnia-
nie leku, doksycyklina, biomateriaty w stomatologii

[Inzynieria Biomateriatow, 109-111, (2011), 17-21]

Wprowadzenie

Choroby przyzebia stanowig wspoétczesnie powszechny
problem zdrowotny. Mogg one doprowadzi¢ do przed-
wczesnej utraty zebdw i znaczgco obnizy¢ jakosc¢ zycia, ale
takze mogg stanowi¢ utajone wewnatrzpochodne ogniska
zakazne rzutujgc na zdrowie catego organizmu.

Choroby przyzebia dotyczg tkanek otaczajgcych zab,
a istota choroby polega w poczatkowym okresie na utracie
przyczepu nabtonkowego i stopniowym pogtebianiu szcze-
liny dzigstowej az do wytworzenia patologicznej kieszonki
dzigstowej co w konsekwencji prowadzi do rozluznienia tka-
nek utrzymujgcych zab w zebodole. W zdecydowanej wigk-
szosci przypadkow przyczyng choroby jest Zle oczyszczana
ptytka nazebna, ktéra gromadzi sie wzdtuz linii dzigsetioile
ztogi nie zostang odpowiednio wczesnie usuniete, ulegajg
wysyceniu tworzgc kamien nazebny. Bakterie w nim obec-
ne produkujg toksyny, ktére doprowadzajg do degradac;i
tkanek okotozebowych. lIstnieje spora grupa bakterii mar-
kerowych dla periodontitis. Sposrdd nich najlepiej udoku-
mentowane sg tzw. ,czynniki schorzenia przyzebia” (ang.
agents of periodontal disease): Porphyromonas gingivalis
(Pg), Actinobacillus actinomycetemcomitans (Aa) , Tanna-
rella forsythensis — syntetyzujg one najwiecej czynnikéw
wirulencji [1]. Boopathy w swoich badaniach na 9 z 17 po-
branych wymazéw poddzigstowo , wykryt obecnos¢ bakte-
rii redukujgcych siarczany (BRS) , w tym Desulfovibrio [2].

Nalezy podkresli¢, ze choroby przyzebia czynig nieod-
wracalne szkody w tkankach, a caty wysitek ich leczenia
skupia sie na zatrzymaniu postepu choroby.

Obecne wytyczne leczenia za podstawowg metode uzna-
ja mechaniczne usuwanie ztogéw i poprawe higieny jamy
ustnej, tak by nie dopusci¢ do progresji choroby. Mecha-
niczne usuwanie ztogéw nad- i poddzigstowych ( scaling &
root planning — SRP ) ciggle pozostaje najlepszg metodg
leczenia [3], jednakze nawet specjalistyczne narzedzia nie
zapewniajg dostepu do komérek bakteryjnych rezydujgcych
gteboko w tkankach, gdyz ogranicza je gtebokos$¢ kieszonki
dzigstowej. Dlatego wiasciwe wydaje sie stosowanie anty-
biotykdw w tej sytuacji, aby dziata¢ dwukierunkowo. Blisko
40-letnie doswiadczenie w stosowaniu antybiotykoéw ujaw-
nito wady dtugotrwatego ich przyjmowania (reakcje anafi-
laktyczne, wyjatowienie przewodu pokarmowego). Odrebny
problem stanowi uodparnianie sie szczepow bakteryjnych
na antybiotyki. Ostatnio w zwigzku z rozwojem biomateria-
téw, coraz wiecej uwagi przywigzuje sie do ich zastosowy-
wania w medycynie, a szczegodlnie systemow miejscowego
uwalniania lekéw. Pozwalajg one oming¢ droge przewodu
pokarmowego i efekt pierwszego przejscia przez watrobe,
a takze dystrybucje leku przez system naczyn krwionosnych,

doxycycline has been tested. In order to estimate
doxycycline release kinetics from different matrices,
four weeks long experiment has been carried out.
The environment of the experiment was supposed to
reflect oral cavity conditions. Preliminary estimation
of system influence on bacteria has been tested and
the optimum material has been chosen- copolymer
TMC/e-caprolactone. The copolymer provides drug
release concentration able to eliminate potentially
pathogenic bacteria.

Keywords: periodontitis, local drug delivery, doxy-
cycline, dental biomaterials

[Engineering of Biomaterials, 109-111, (2011), 17-21]

Introduction

Periodontal diseases are spread widely among society
nowadays. They may cause earlier teeth loss and affect life
quality significantly, but they may also be hidden source of
infections.

Periodontitis refers to tissues surrounding tooth. The
main problem initially boils down to epithelial attachment
loss and periodontal fissure progression to periodontal
pocket — tooth is getting more and more loose. In most
cases the reason of the disease is unbrushed dental plaque
that accumulates among gingiva line. If not removed, dental
plaque hardens into calculus. Bacteria present in calculus
produce toxins and enzymes responsible for periodontal
tissue destruction. There are known some bacterial species
recognized as periodontitis markers - agents of periodontal
disease : Porphyromonas gingivalis (Pg , Actinobacillus
actinomycetemcomitans (Aa) , Tannarella forsythensis [1].
Boopathy has also managed to detect sulfate-reducing
bacteria in 9 out of 17 periodontal tissue samples including
Desulfovibrio [2].

It is important to highlight that treatment effort focuses
on not proceeding the disease. Contemporary treatment is
based on scaling and root planning (SRP) and oral hygiene
improvement. SRP still seems to be the more efficient way of
treatment [3], although even specified tools have problems to
reach bacteria deep in the periodontal pocket. That is why
it seems to be reasonable to use antibiotics in periodonal
treatment as a helpful way of treatment. Aimost 40 years
of experience have revealed disadvantages of long-term
antibiotics use. Another issue is bacteria getting resistant
to antibiotics. Recently thanks to biomaterials develop-
ment more attention has been paid to their use for medical
purposes, especially as local drug delivery systems. They
enable to avoid digestive system and blood vessels transport
to tissues which lead to dicrease in final drug concentration.
Local drug delivery systems for periodontal purposes may
occur as strips, matrices, gel or fibers placed directly into
periodontal pocket.

Modern therapy needs new solutions convenient for
doctors and patients as well. Local drug delivery systems
seems to fulfill basement requirements. Drug carriers are
obtained from natural and man-made sources. Achieve-
ments in polymer science enabled use of biocompatible and
biodegradable man-made polymers that may be modified
by changing their chain structure and by comonomeric units
distribution in polymeric chain. This is why it is possible to
obtain drug carrier that would release proper drug dosage
at proper period of time[4,5]. Bioresorbable materials are
getting more and more popular owing to their degradation
to non-toxic forms inside human body . They are commonly
used in medicine as surgical sutures, bone implants and
scaffolds [6,7].
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ktore skutkujg obnizeniem stezenia leku w tkankach doce-
lowych. Systemy miejscowego uwalniania mogg mie¢ po-
sta¢ paskéw, bton, widkien lub zeli umieszczanych bezpo-
Srednio w kieszonce dzigstowe;j.

Wspotczesna terapia poszukuje rozwigzan dogodnych
zarowno dla lekarza (optymalizacja pracy i polepszenie re-
zultatéw klinicznych), jak i dla pacjenta (uproszczona apli-
kacja i poprawa komfortu leczenia). Systemy miejscowe-
go uwalniania leku wydajg sie spetnia¢ powyzsze postu-
laty. Osiggniecia w dziedzinie polimeréw pozwolity wyko-
rzystywa¢ w formowaniu nosnikow lekéw biokompatybilne
i biodegradowalne syntetyczne polimery, ktére mozna mody-
fikowac poprzez sktad, budowe czy morfologie, wychodzac
naprzeciw roznorodnym farmakologicznym i biologicznym
zapotrzebowaniom. Przy zastosowaniu wybranego mate-
riatu polimerowego, mozliwe jest otrzymanie nosnika leku,
ktéry pozwala na sterowanie czasem i dawkg podawane-
go tego leku, bez czynnego udziatu chorego [4,5]. Materiaty
bioresorbowalne na bazie poliestrow alifatycznych z uwagi
na degradacje do form nietoksycznych oraz hydrolize we-
wnatrz organizmu, stosowane w codziennej praktyce lekar-
skiej jako nici chirurgiczne, implanty kostne czy gabki [6,7],
a wiec o sprawdzonej biokompatybilnosci, sg w grupie ma-
teriatéw polimerowych najbardziej interesujgce.

Materialy i metody

Jako substancje leczniczg do wprowadzenia do bio-
degradowlanych matryc wybrano doksycykline - antybio-
tyk z grupy tetracyklin [8]. W przeprowadzonych wstep-
nych badaniach stwierdzono duzg skutecznos¢ tego leku
w zwalczaniu wybranych potencjalnie patogennych szcze-
pow bakterii, co réwniez potwierdzajg wczesniejsze dane
literaturowe [9,10,11]. O wyborze tego leku zadecydowa-
ta rowniez jego duza dostepnos¢ i niska cena, oraz co byto
najwazniejsze bardzo dobra rozpuszczalnos$¢ zaréwno
w wodzie, jak i w stosowanych kopolimerach jonowej for-
my tego zwigzku; chlorowodorku doksycykliny. Zjawisko to
zapewniato relatywnie szybkie uwalnianie leku, juz w po-
czatkowej fazie. W badaniach wykorzystano chlorowodo-
rek doksycykliny firmy Sigma (Doxycycline hyclate D9891)
. Celem wyznaczenia wartosci referencyjnej, ktéra pozwo-
litaby potem ocenia¢ skuteczno$¢ dziatania systemu bez-
posrednio na kolonie bakterii, konieczne byto oznaczenie
minimalnego stezenia hamujgcego wzrost potencjalnie pa-
togennych bakterii [2](na ktérych bedzie prowadzona oce-
na dziatania systemu) dla doksycykliny (Minimum Inhibito-
ry Concentration — MIC) . Oznaczenie MIC wykonano me-
toda rozcienczen w agarze.

Matryce w formie cienkich folii formowano przez wyle-
wanie na ptaszczyzne roztwordw polimerowych, zawiera-
jacych rozpuszczony lek i odparowanie rozpuszczalnika.
W tym celu zsyntetyzowano biodegradowalne kopolime-
ry stosujgc jako monomery cykliczne laktony: glikolid,(GL)
e-kaprolakton (e-CL) oraz cykliczny weglan: weglan tri me-
tylenu (TMC) o réznych udziatach jednostek monomerycz-
nych: 10% GL/90% ¢-CL, 50%TMC / 50% &-CL, 20%TMC
/ 80% &-CL. Kopolimery TMC/e-kaprolakton otrzymano sto-
sujgc jako inicjator kopolimeryzacji niskotoksyczny ace-
tylacetonian cynku (1), w wypadku kopolimeru glikolid/e-
kaprolakton inicjatorem byt réwniez nietoksyczny acetyla-
cetonian cyrkonu (V) [12]. Odpowiednio prowadzony pro-
ces syntezy zapewnit otrzymanym kopolimerom multibloko-
wa strukture fancucha i amorficznosé, co wigzato sie z ich
wysokg elastycznoscig (maksymalne wydtuzenie powyzej
300% dla wszystkich badanych probek) i wytrzymatoscig na
rozcigganie wyzszg od 10MPa. O wstepnym doborze wita-
$nie tych kopolimeréw zadecydowaty potrzebne, w wypadku

Materials and methods

The drug chosen for the experiment was doxycycline
— one of the tetracyclines [8]. Doxycycline effectiveness
to periodontal pathogenic bacteria and its therapeutic use
has been previously described [9,10,11] All of the examina-
tions have been carried out on doxycycline hydrochloride
by Sigma (Doxycycline hyclate D9891). The reason to
choose this drug was its low price, common use and good
solubility in water what resulted in proper and relatively fast
drug release in the beginning. It was necessary to estimate
minimum inhibitory concentration (MIC) for doxycycline
that D. desulfuricans (potentially pathogenic bacteria) [2]
are suspectibile to. MIC estimation has been carried out at
Departament of Biopharmacy (Medical University of Silesia)
by broth microdillution method.

Matrices as thin foils has been shaped by pouring poly-
mers solutions containing drug into forms. The biodegrad-
able copolymers for matrices have been synthetized in
Centre of Polimer and Carbon Materials Polish Academy of
Sciences. Copolymers samples with following co-monomeric
units content have been obtained: 10% glycolide / 90% &-CL,
50%TMC / 50% ¢-CL, 20%TMC / 80% ¢-CL. Copolymers
TMC / e-CL were obtained by use of low-toxic zinc (Il) acety-
lacetonate initiator and glycolide / e-CL copolymers were
obtained by use of zirconium (IV) acetylacetonate initiator
[12]. Proper conditions of synthesis resulted in multiblocks
chain structure and amorphousness of the copolymers.
They are highly elastic ( maximum elongation above 300%)
and resistant to extension above 10 MPa. These properties
were necessary to form subgingival rings as drug carrier.
Previously synthesized copolymers lactide / glycolide and
lactide / e-CL were not suitable for the predicted system.
The copolymers containing 5% of weight doxycycline were
manufactured in a form of foil by solvent casting. Samples
were round with 10x10 mm diameter. The samples were
used in in vitro doxycycline release kinetics measurments.
Each sample has been placed in amount of artificial saliva
and stored in 37°C continuously being shaked for gingival
pocket conditions simulation .

The experiment has lasted 28 days . During initial 2
weeks artificial saliva with the doxycycline released Has
been collected and replaced everyday and frozen until
drug concentration measurements. Beginning with the
third week of the experiment, saliva Has been collected
and replaced once a week. After the experiment matrices
have been dried and its degradation has been detected by
NMR spectroscopy.

The following part of the experiment was evaluation of
their bactericidal effectiveness. Matrices have been placed
in 0,5 Mc Farland bacteria’s inoculum. Bacteria have been
cultivated before adding doxycycline to inoculum to confirm
their growth without doxycycline. After having added the
released doxycycline bacteria hale been inoculated onto
prepared plates. Plates have been stored in anaerobic
chamber for 48 hours. Presence of growth or growth inhibi-
tion have been examined for each matrix.

Results and discussion

D.desulfuricans suspectibility to doxycycline has been
estimated at MIC level of 0,12 pg/ ml.

The artificial saliva with released doxycycline that Has
been collected, was used to measure drug concentration
in medium by means of Jasco V-570 spectrophotometer in
Centre of Polimer and Carbon Materials Polish Academy of
sciences. FIGURE 1. shows comparison of accumulative
diagrams of doxycycline amounts released from different
matrices during 28 days.
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formowania docelowych nosnikéw leku w formie pier-
Scieni dokieszonkowych, wiasnosci mechaniczne tych
kopolimerdw, tj. dobra wytrzymato$¢ na rozcigganie
i co najwazniejsze bardzo duza elastycznos¢. Warun-
ku tego nie spetniaty specjalnie wcze$niej syntezowa-
ne kopolimery laktydu z glikolidem, ani laktydu z e-CL. |
Wykonano folie z kopolimeréw z zawartoscig 5%wag.
doksycykliny , z ktérych nastepnie wycieto krgzki
o $rednicy 10 mm i grubosci 1 mm. Wykonane ma-
tryce postuzyty do oceny kinetyki uwalniania doksycy-
kliny z wybranych materiatéw. Matryce z kazdej serii
umieszczono w szczelnie zamykanych fiolkach.. Jako
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medium do uwalniania leku wybrano roztwér zwany
dalej sztuczng $ling, ktory sktadem ilosciowym i ja-
kosciowym zblizony byt do ludzkiej sliny. Dla jeszcze
lepszego odwzorowania warunkéw panujgcych w ja-
mie ustnej , fiolki z probkami umieszczono w cieplar-
ce w temperaturze 37°C w wytrzgsarce , ktérej ruchy
imitowaty ciggty przeptyw ptynu dzigstowego w szcze-
linie dzigstowe;j.

Za okres trwania eksperymentu przyjeto 28 dni.
W poczatkowym okresie eksperymentu, t.j. w pierwszych
dwéch tygodniach, medium z uwolnionym do niego lekiem
zbierano codziennie w 24-godzinnych odstepach czasu
i umieszczano w probéwkach typu Eppendorf. Do czasu
pomiaru stezenia uwolnionego leku, zbierane medium byto
przechowywane w temperaturze -80°C. W miejsce zebra-
nego medium codziennie umieszczano w fiolce nowg ob-
jetosc¢ sztucznej $liny. Poczgwszy od trzeciego tygodnia ba-
dania, medium wymieniane byto raz w tygodniu. Po zakon-
czeniu eksperymentu matryce suszono i wykonano anali-
ze 1H NMR celem oceny ich degradacji. Poziom uwolnio-
nej doksocykliny oznaczano metoda spektroskopii absorp-
cyjnej UV-VIS-NIR na spektrofotometrze JASCO V-570
w CMPiW PAN w Zabrzu.

Kolejnym etapem badan byta wstepna ocena dziatania
wybranych matryc z lekiem na bakterie. W tym celu matryce
z lekiem wykonane z poszczegdlnych materiatow umiesz-
czano w zawiesinie bakterii 0 znanym stopniu zmetnienia
w skali Mc Farland. Przed umieszczeniem prébek w inoku-
lum wykonano posiewy na szalkach z podtozem, ktére na-
stepnie inkubowano w warunkach beztlenowych przez 48
godzin. Po uptywie 48 godzin wykonano pasaz zawiesin
bakteryjnych z uwolniong do nich doksycykling na oddzielne
ptytki z podtozem i rbwniez umieszczono w komorze beztle-
nowej. Po 48 godzinach dokonywano odczytu wzrostu bak-
terii na ptytkach odpowiadajgcych doksycyklinie uwolnione;j
z poszczegolnych materiatow.

Wyniki i dyskusja

Bakterie D.desulfuricans wykazaty sie sporg wrazliwo-
$cig na doksycykling, gdyz zahamowanie ich wzrostu za-
obserwowano juz na poziomie MIC 0,12 pg/ml.

Zbierane medium w trakcie badania kinetyki uwalnia-
nia leku, postuzyto do oznaczenia stezenia doksycykli-
ny uwalnianej dobowo do sztucznej sliny. Poréwnanie
wykreséw kumulacyjnych uwolnionej doksycykliny z po-
szczegoblnych matryc polimerowych przedstawia RYS.1.
W wypadku wszystkich zastosowanych matryc zaobser-
wowano szybkie uwalnianie doksycykliny, co pozwalato na
uwolnienie od ponad 60% (kopolimer glikolid/e-kaprolakton)
do 70-80% (kopolimery e-kaprolakton/TMC) catkowitej ilo-
Sci leku w ciggu 28 dni. W wypadku matryc zbudowanych
z kopolimeréw kaprolakton/TMC proces ten dodatkowo byt
réwnomierny juz od 3 dnia eksperymentu. Przeprowadzone
wstepne badania oceny skutecznosci omoéwionych matryc
jako nosnikow doksycykliny wykazaty, ze matryca 20%TMC

RYS. 1. Poréwnanie wykresow kumulacyjnych doksycykliny
uwolnionej z matryc wykonananych z trzech réznych koplime-
row : 10% glikolid/90% &-CL, 50% &-CL / 50%TMC , 20%TMC
/ 80% &-CL.

FIG. 1. Comparison of cumulative graphs of doxycycline rele-
ased from matrices made of three different copolymers: 10%
glycolide/90% €-CL, 50% €-CL / 50% TMC, TMC 20% / 80% &-CL.

TABELA 1. Poréwnanie skutecznosci poszcze-
golnych matryc jako nosnikéw doksycykliny na
podstawie zahamowania wzrostu bakterii po 48-
godzinnym okresie inkubacji.

TABLE 1. Comparison of the effectiveness of these
matrices as doxycycline carriers based on inhibi-
tion of bacterial growth after 48-hour incubation
period.

Rodzaj kopolimeru

(The copolymer type)

Obecnos¢ kolonii
bakteryjnych po 48h

(The presence of bacterial
colonies after 48 hours)

10% GL / 90% I-CL

50%TMC/50% i-CL
20%TMC/80% i-CL

+
+
L]

Each matrix has released drug fastly — from 60% (co-
polymer glicolide/ e-caprolactone) to 70-80% ( copolymer
TMC/ e-caprolactone ) within 28 days. In case of TMC/
g-caprolactone matrix the process was regular since third
Day of the experiment.

Bactericidal effectiveness confirmation experiment has
shown surprising results (TABLE 1) .

With doxycycline released bacteria have shown no
growth after 48 hours of incubation in anaerobic conditions
only for 20%TMC / 80% -CL matrix. This was not the ma-
terial that has released the highest drug amount in in vitro
release kinetics measurements.

Conclusions

At the basis on drug release profile from chosen matri-
ces, presence of burst effect and released drug dosages,
it seems that 20%TMC / 80% ¢-CL matrix is suitable drug
carrier for the system. In in vitro research reflecting oral
cavity conditions, it was the material with the best drug
release profile close to linear and apart from burst effect
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/ 80% ¢-CL jako jedyna uwolnita dawke leku , ktéra spowo-
dowata catkowite zahamowanie wzrostu bakterii w odczy-
cie po wymaganych 48 godzinach

Whioski

Na podstawie profilu uwalniania doksycykliny z poszcze-
golnych matryc ( obecnos¢ lub brak zjawiska burst effect)
i dawek uwalnianego leku , nalezy uznac¢, ze matryca
wykonana z kopolimeru 20%TMC / 80% ¢-CL jest najbar-
dziej optymalnym nosnikiem doksycykliny dla zatozonego
systemu. . W warunkach in vitro zblizonych do tych, jakie
panujg w $rodowisku jamy ustnej, ta wtasnie matryca wy-
kazata sie optymalnym profilem uwalniania leku zblizonym
do liniowego i za wyjagtkiem zjawiska burst effect w dru-
giej dobie badania, nie wykazywata wiekszych fluktuacji
uwalniania podczas catego eksperymentu. W przypadku
antybiotykoterapii jest to zjawisko bardzo korzystne, gdyz
wahania stezen doksycykliny mogtyby doprowadzi¢ do po-
nownego hamnazania sie bakterii, a takze ich uodpornienia
na zastosowany lek. Ponadto w ocenie dziatania wybranych
matryc na kolonie bakteryjne, to wtasnie z tej matrycy zostata
uwolniona skuteczna dawka doksycykliny rowna lub wigksza
od MIC, ktéra spowodowata, ze nie zaobserwowano wzrostu
kolonii bakteryjnych po 48-godzinym okresie inkubacji. Na
obecnym etapie badan matryca 20%TMC/80% ¢-CL wydaje
sie spetnia¢ wszystkie niezbedne warunki wymagane do
skonstruowania biodegradowlangeo systemu z kontrolowa-
nym uwalnianiem doksycykliny przeznaczonym do leczenia
choréb przyzebia. W odréznieniu od juz dostepnych na
rynku systemow tego typu, matryca uwalnia mniej niz 96%
zawartego leku w ciggu 48 godzin swego dziatania oraz
degraduje diuzej, nie wymuszajgc wymiany nosnika leku
raz w tygodniu.
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(which is in fact wanted situation in antibiotics use) there
were no periods of higher drug amounts release.

Taking into consideration the fact that only this matrix
resulted in no single bacterial colony growth after 48 hours
(amount of drug released equal or higher than MIC), at
present stage of work 20%TMC / 80% &-CL material seems
to be fitting all the requirements of the designed system.
Further more it does not involve drug carrier replacement
every week and does not release 96% of the contained drug
within 48 hours as other systems available on the market.
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Wprowadzenie

Kos¢ jest materiatem kompozytowym, ztozonym z sub-
stancji nieorganicznej, organicznej oraz wody. Substancje
organiczng tworzg widkna kolagenowe, natomiast minerat
kosci stanowi hydroksyapatyt (Ca,,(PO,)s(OH),, HAp) w po-
staci nanokrysztatéw. Dlatego tez hydroksyapatyt oraz ko-
lagen wydajg sie by¢ odpowiednimi sktadnikami do wytwa-
rzania biomateriatow stuzacych do rekonstrukcji ubytkéw
kosci. Kolagen typu |, ze wzgledu na swoje wtasciwosci,
m.in. biokompatybilno$¢, biodegradowalnosé, jest uwaza-
ny za jeden z najbardziej uzytecznych biomateriatow. Syn-
tetyczny hydroksyapatyt, z uwagi na swe chemiczne i mi-
neralogiczne podobienstwo do substancji nieorganicznej
kosci i zebow, charakteryzuje sie znakomitg biokompaty-
bilnoscig i bioaktywnoscia.

Metodyka

Kolagen otrzymano ze sSciegien mtodych szczuréw
albinoséw w warunkach laboratoryjnych. Hydroksyapatyt
(nanoczgstki, <200 nm) zakupiono w firmie Sigma-Aldrich.
Przygotowano kompozyt kolagenu i hydroksyapatytu
poprzez dodanie odpowiedniej ilosci hydroksyapatytu do
roztworu kolagenu (stosunek wagowy HAp do kolagenu
wynosit 70/30). Metoda liofilizacji otrzymano skafoldy, ktére
nastepnie usieciowano za pomocg 1-etylo-3(3-dimetyloami-
nopropylo) karbodiimidu (EDC) i imidu N-hydroksy kwasu
bursztynowego (NHS) (RYS.1).

Morfologie porowatych prébek oceniono za pomocg Ska-
ningowego Mikroskopu Elektronowego (SEM) (LEO Elec-
tron Microscopy Ltd, Anglia). Przed obrazowaniem prébke
zamrozono w cieklym azocie i przecieto na pot skalpelem,
po czym poddano napyleniu ztotem.

Obliczono gestosé i porowatos¢ otrzymanego kompozytu
metodg wypierania cieczy przez zanurzone w niej ciato. Do
pomiarow uzyto izopropanol.

Wyznaczono stopien specznienia badanego kompozytu.
W tym celu zwazono suche ggbki kolagenowe (Wd), po
czym zanurzono je w 5 ml buforu fosforanowego (PBS,
pH=7,4) na 2h, 24h, 48h i 72h, w 37°C. Po okreslonym
czasie wyjeto probki z buforu PBS i ponownie zwazono (W,,).
Stopien specznienia (Esw) obliczono ze wzoru:

E=[(W,—W4)/W, 1x100%

Wyniki i dyskusja

Metoda liofilzacji pozwala na otrzymanie prébek w postaci
tréojwymiarowych, porowatych gabek (skafoldow), ktére
mogg znalez¢ zastosowanie w inzynierii tkankowej. Na RY-
SUNKACH 2 a-b przedstawiono zdjecia SEM otrzymanego
kompozytu HAp/Col.

PREPARATION AND PROPERTIES
OF A POROUS THREE-
DIMENSIONAL COLLAGEN
SCAFFOLDS
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[Engineering of Biomaterials, 109-111, (2011), 22-24]

Introduction

Natural bone is a complex inorganic-organic com-
posite material, in which hydroxyapatite nanocrystals
(Ca,o(PO,)s(OH),, HAp) and collagen fibrils (Col) are well
organized into hierarchical architecture. Synthetic hydroxya-
patite and collagen composites (HAp/Col) have the potential
in mimicking and replacing skeletal bones. Their combination
should be beneficial for bone tissue engineering due to their
natural biological resemblance and properties. Collagen type
| provides an excellent basis for biomaterials as it is readily
available, non-toxic and its fibril architecture is inherent in
natural tissues. Synthetic hydroxyapatite (HAp) has excel-
lent biocompatibility and bioactivity due to its chemical and
structural resemblance to mineral bone and tooth.

Materials and methods

Collagen was obtained in our laboratory from tail tendons
of young rats. Hydroxyapatite (nanopowder, <200 nm par-
ticle size) was supplied by the company of Sigma-Aldrich.
The starting materials for the final HAp/Col composite were
mixed and the concentration and amount of the starting
substances were set for HAp/Col weight ratio to be 70/30.
Scaffolds were prepared by lyophilization. The HAp/Col
sample was cross-linked using N-(3-dimethyloamino pro-
pyl)-N’-ethylcarboimide hydrochloride (EDC) combined with
N-hydroxysuccinimide (NHS) in water solution (FIG.1).

The morphology of porous samples was studied using
Scanning Electron Microscopy (SEM) (LEO Electron Micro-
scopy Ltd, England). Scaffolds were cut with a razor scalpel
after being frozen in liquid nitrogen for 3 min and were sput-
ter-coated with a layer of gold for observation.

The density and porosity of the fabriced 3D scaffolds
were measured by liquid displacement. The liquid used in
this study was isopropanol.

The weighted samples (Wd) were immersed in 5 ml
phosphate buffer saline (PBS, pH=7,4) for 2, 24, 48, and
72h at 37°C. At each time point, scaffolds were taken out
of the solution and weighted (W,,). Water uptake of scaffold
was calculated according the following equation:

swelling ratio (%)=[(W,—Wy)/W4]x100

Results and discussion

Freeze drying of HAp/Col blend leads to porous three-
dimensional sponge, mimicking the extracelluar matrix of
bone tissue. FIG.2 a-b shows the SEM image of the HAp/Col
composite.

Generally, HAp/Col scaffold was highly porous and in-
terconnected, and appeared to be relatively homogeneous
throughout the bulk of the scaffold.
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RYS. 1. Sieciowanie skafoldu HAp/Kol za pomocg mieszaniny sieciujacej EDC/NHS [1].
FIG. 1. Cross-linking of samples in EDC/NHS [1].

RYS. 2. Zdjecia SEM kompozytu HAp/Col w r6znym
powiekszeniu: a) x100, b) x500.

FIG. 2. SEM image of HAp/Col composite: a) x100,
b) x500.

Zdjecia SEM wskazuja, iz otrzymano tréjwymiarowy, wy-
soce porowaty kompozyt, z potgczonymi wzajemnie pora-
mi, 0 wzglednie jednorodnej strukturze.

Porowatos$¢ otrzymanego metoda liofilizacji kompozytu
HAp/Col wynosi 84,5%, z kolei gestos¢ 0,069 g/cm?.

Wyniki pomiaréw stopnia specznienia badanej prébki
przedstawiono na RYSUNKU 3. Przedstawione warto$ci
sg srednig z pomiaréw 3 probek. Po 2h pecznienia probek
w buforze PBS zostat osiggniety maksymalny, ustabilizowa-
ny stopien specznienia badanego kompozytu.

Whioski

Otrzymano tréjwymiarowy, porowaty materiat kompo-
zytowy ztozony z kolagenu typu | i nanohydroksyapatytu,
ktéry ma szanse by¢ wykorzystany w inzynierii tkankowej.
Metoda liofilizacji pozwala na otrzymanie probek o struktu-
rze wysoce porowatej. Sieciowanie ggbek kolagenowych
za pomoca mieszaniny sieciujgcej EDC/NHS jest efektyw-
na, bezpieczng metodg modyfikacji wtasciwosci otrzyma-
nych kompozytéw.
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RYS. 3. Stopien specznienia kompozytu HAp/Col po
réznym czasie zanurzenia w buforze PBS.

FIG. 3. Swelling ratio of hydroxyapatite/collagen
composite in different soaking times.

The HAp/Col scaffolds prepared by freeze-drying had
porosity 84,5% and density 0,069 g/cm?.

Swelling ratio of collagen matrices containing 70 mass %
of hydroxyapatite are shown in FIG.3. Value was averaged
from three parallel measurements. After 2h the swelling
ratio was constant.

Conclusions

3D composite material obtained from collagen type |
and nano-hydroxyapatite is suitable for tissue engineering.
Highly porous HAp/collagen scaffolds, with a interconnected
pore structure, were produced in this study by a freeze-
drying technique. Crosslinking of HAp/collagen scaffolds
using an EDS/NHS system proves to be an easy, effective
and contaminant free technique.
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Wprowadzenie

Kolagen jest biatkiem wystepujgcym w organizmach
zwierzecych, szeroko stosowanym w przemysle medycz-
nym i farmaceutycznym. Jednak wysoki koszt tego biatka
znacznie ogranicza mozliwosci jego zastosowania. Obec-
nie gldwnymi zrodtami pozyskiwania kolagenu typu | sg skoé-
ry bydlece i $winskie. Jednak, na skutek wystgpienia u by-
dta zwyrodnienia ggbczastego (BSE) oraz innych zakaz-
nych encefalopatii ggbczastych (TSE), a takze pryszczycy
(FMD) u $win i bydta, surowce rzezne sg juz mniej atrak-
cyjnym zrodtem tego biatka. Kolagen typu | mozna réow-
niez wyizolowac ze skor, kosci, ptetw czy tusek ryb. Ryby
spozywane sg codziennie na catym swiecie w duzych ilo-
$ciach. Ponad 30% rybich odpadéw to skory, tuski i kosci,
ktére sg bogatym zrédtem kolagenu. Dlatego odpady ry-
bie moga by¢ alternatywnym, bezpiecznym zrédtem kola-
genu, stad tez nastgpit wzrost zainteresowania i badan na-
ukowych w tej dziedzinie.

W pracy przedstawiono metodyke i wlasciwosci kolage-
nu wyizolowanego z tusek ryb z gatunku Esox lucius. Jest
to ryba stodkowodna, wystepujgca w krajach o umiarko-
wanym klimacie.

Metodyka

Kolagen wyizolowano z tusek rybich, poprzez deminera-
lizacje oraz rozpuszczenie w kwasie octowym. Za pomocg
spektrometru rentgenowskiego (EDX) oznaczono zawarto-
$ci pierwiastkow w tusce i potwierdzono catkowite rozpusz-
czenie fosforanu wapnia. Wykonano widmo FTIR filmu ko-
lagenowego oraz przeprowadzono analize sktadu amino-
kwasowego. Temperature denaturacji kolagenu wyznaczono

ISOLATION AND
CHARACTERIZATION OF
COLLAGEN FROM FISH (ESOX
LUCIUS) SCALE
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FacuLty oF CHEMISTRY, BiorPoLYMER RESEARCH GROUP,
7 GAGARINA STR., 87-100 ToruN, PoLAND
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Introduction

Collagen is the most abundant protein found in animal
body and widely used for biomedical and pharmaceutical
applications. However, its applicability is severely limited
due to high cost. At present, the main sources of type |
collagen are bovine or porcine dermis. However, due to
outbreak of Bovine Spongiform Encephalopathy (BSE),
Transmissible Spongiform Encephalopathy (TSE), Foot and
Mouth Disease (FMD) in pigs, cattle, use of collagen and
collagen derived products from these sources have been
limited. Type | collagen has also been extracted from skin,
bone, fins, and scales of fresh water and marine fishes. In
various parts of the world, different fish species are being
consumed daily in large quantities. More than 30% of fish
processing wastes consist of skin, scale and bone, which
are very rich in collagen. Thus, fish processing wastes may
be alternative collagen sources and these underutilized re-
sources have attracted the increasing attention of scientists
all over the world.

In the present study, collagen was isolated from scales
of Esox lucius. This fish is found in fresh water of temper-
ate countries.

Materials and methods

Collagen was isolated from fish scale, a calcified tissue,
through demineralization following acetic acid treatment.
Energy dispersive X-ray (EDX) analysis of demineralized
scale was carried out for quantitative estimation of inorganic
content. The isolated and purified collagen was character-
ized by FTIR and amino acid analysis. The denaturation
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wiskozymetrycznie, przeprowadzajgc
pomiar lepkosci w réznych tempera-
turach. Lepkos$¢ w kazdej temperatu-
rze pomiaru wyznaczono z nastepu-
jacej zaleznosci:
lepko$E=(Nsprrc)Nspao-c))

rem EDTA).

EDTA treatment.

Tabela 1. Analiza EDX $wiezej tuski oraz tuski po 48 h traktowania roztwo-

Table 1. EDX analysis for raw scale and demineralized scale after 48 h of

(Nsp(r0°cyNsprao-c))
gdzie n,, oznacza lepkos¢ wtasciwg

Procent masowy zawartosci pierwiastkow w tuskach [%]

: Pierwiastek Mass percent (%)

obliczona ze ""Zfr“' Element przed demineralizacja ~ po 48h traktowania roztworem EDTA 48h
nsp_(t'to)/to

. X . - Raw scale EDTA treatmet
(ti t, oznaczajg odpowiednio: czas
wyptywu z kapilary roztworu kolage- C 2.95 13.69
nu oraz rozpuszczalnika). N 6.97 14.02

Lo . (¢} 60.25 71.50

Wyniki i dyskusja P 904 0

Wyniki analizy EDX $wiezej tuski Ca 20.79 0

oraz tuski po demineralizacji przed-
stawiono w TABELI 1.

TABELA 2. Sktad aminokwasowy kolagenu wyrazo-
ny w nanomolach poszczegélnych aminokwaséw
w przeliczeniu na 50 pg biatka pobranego do analizy.
TABLE 2. Amino acid composition of collagen (nmol
of amino acid in 50 pug of collagen).

| Amino Acid |

Asparagine + Aspartic Acid 17.03
Glutamine + Glutamic Acid 31.56
Hydroxyproline 28.44
Serine 13.85
Glycine 129.84
Histidine 4.18
Arginine 20.49
Threonine 11.29
Alanine 45.48
Proline 46.17
Tyrosine 1.86
Valine 7.09
Methionine 4.19
Isoleucine 3.69
Leucine 7.67
Phenylalanine 6.65
Lysine 9.79

Analiza EDX potwierdza, iz po 48h traktowania tusek roz-
tworem EDTA nastepuje catkowita ich demineralizacja.

W TABELI 2 przedstawiono sktad aminokwasowy kolage-
nu rybiego.

W kolagenie rybim stwierdzono obecnosc¢ iminokwaséw
w nastepujgcej ilosci: 46,17 proliny i 28,44 hydroksyproli-
ny. Zawartos¢ proliny i hydroksyproliny w kolagenie wpty-
wa na stabilnos¢ termiczng i temperature denaturacji kola-
genu. Nie stwierdzono obecnosci cysteiny.

Widmo IR filmu kolagenowego przedstawiono na RY-
SUNKU 1. Zarejestrowano pasma typowe dla kolagenu:
pasmo amidowe A wystepuje przy liczbie falowej 3327 cm-,
pasmo amidowe B przy 3085 cm™, amid | przy 1658 cm",
a amid Il przy 1554 cm-.

of collagen in solution was determined from temperature
induced viscosity change using an Ubbelohde viscometer.
Fractional viscosity was calculated for each temperature
as follows:

Fractional viscosity=(Nqyrec)Nspuorc))(Nsp10°0yNspaoccy)
where, the viscosity was specific viscosity (n,) and was
calculated by following equation:

nsp=(t'to)/t0
(tand t, are the efflux times of collagen solution and solvent,
respectively).
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RYS. 1. Widmo IR filmu kolagenowego.
FIG. 1. IR spectrum of collagen film.

Results and discussion

EDX of raw scale and demineralized scale are shown
in TABLE 1.

Demineralization was almost completed after 48h of
EDTA treatment, which was confirmed by EDX.

The amino acid composition of collagen was shown in
TABLE 2.

The amount of imino acids, proline and hydroxyproline,
are 46.17 and 28.44 nmol of amino acid in 50 ug of colla-
gen, respectively, which is likely to have an influence on the
stability of the collagen fibers and influences the denatura-
tion temperature as well. Absence of cysteine in collagen
emphasizes presence of type | collagen.

IR spectrum of fish scale collagen film is shown in FIG.1. We
observe the bands typical for collagen such N-H stretching at
~3305 cm' for the amide A, C-H stretching at ~3081 cm™ for
the amide B, C=0 stretching at ~1635 cm™' for the amide I,
and N-H deformation at ~1545 cm™ for the amide II.

The denaturation temperature (T,) was determined by
viscosity measurement. Relative viscosity of collagen in 0.1
M acetic acid is depicted in FIG. 2.
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Temperatura denaturacji (T,) zostata wyznaczona z po-

® o o o o o o miaréw wiskozymetrycznych. Zalezno$¢ lepkosci roztworu

kolagenu w 0,1 M kwasie octowym od temperatury przed-
stawiono na RYSUNKU 2.

Tykolagenu rybiego wynosi ~28,5°C. Jest to wyzsza tem-
peratura w poréwnaniu z T, kolagenu wyizolowanego z tka-
nek niektérych zwierzat morskich takich jak: mintaj (16,8°C),
makrelosz (24°C), rekin (25,0°C), keta (gatunek tososia)
(19,4°C), makrela (26,1°C).

Whioski

Z tusek ryb z gatunku Esox lucius wyizolowano kolagen
typu |. Stabilno$¢ termiczna pozyskanego biatka (T,=28,5°C
) jest wyzsza niz w przypadku niektérych ryb morskich. Moze
to by¢ spowodowane wiekszg zawartoscig iminokwaséw
oraz wyzszg temperaturg ciata i Srodowiska zycia ryb z ga-
tunku Esox lucius. Temperature denaturacji mozna podwyz-
szy¢ stosujgc roze metody sieciowania biatek, m.in. siecio-
wanie za pomoca reakcji chemicznych. Kolagen uzyskany
z tusek rybich jest ciekawg alternatywg dla kolagenu ssa-
kow i moze znalez¢ zastosowania biomedyczne.

Pismiennictwo
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stry T.P., Preparation and partial characterization of collagen she-
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RYS. 2. Zmiany lepkosci roztworu kolagenu w za-
leznosci od temperatury.

FIG. 2. Change in fractional viscosity with tempe-
rature of fish scale collagen.

The T, of fish scale collagen was found to be ~28,5°C. The T,
of collagen from Esox lucius was higher than those of collagens
from some marine species: Alaska Pollack skin (16.8 °C), saury
(24°C), bullhead shark (25.0°C), chub salmon (19.4°C),
common mackerel (26.1°C) [4].

Conclusions

Collagen type | was successfully isolated from the scale
of Esox lucius. Thermal stability of isolated collagen (28.5°C)
was higher than that of sea fishes. The higher thermal sta-
bility of Esox lucius may be due to higher contents of imino
acids and may have correlation with their body temperature
and living environment. The thermal stability of collagen can
be improved by chemical crosslinking. The isolated fish col-
lagen may serve as an attractive alternative to mammalian
collagen for biomedical applications.
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Wstep

Jedwab jako biopolimer, wytwarzany przez stawonogi
w postaci nitek, jest cenny nie tylko dla przemystu tekstyl-
nego, ale i medycznego. Jedwab cechuje sig¢ biokompa-
tybilnoscig, biodegradowalnoscig i dobrymi wtasciwoscia-
mi mechanicznymi. Nici jedwabne uzywane byly czesto do
zszywania ran. Natomiast obecnie btonki na bazie fibroiny
jedwabiu znalazly zastosowanie jako nosniki lekéw, mikro-
tuby w plastyce naczyn krwionosnych, a takze jako pokry-
cie tub celulozowych i membran do dializy.

Nie ma jednak informacji na temat wtasciwosci po-
wierzchniowych jedwabiu po jego sterylizacji promieniowa-
niem UV. Polimery stosowane w medycynie, szczegolnie
w zakresie chirurgii i implantacji, musza charakteryzowac
sie wysokg adhezjg. Dotychczasowe badania naszego ze-
spotu potwierdzajg, korzystne dziatanie promieniowania UV
na zwiekszenie hydrofilowosci btonek kolagenowych, a tym
samym wiekszej na nim adhezji komorek. Wyniki tych ba-
dan sa potwierdzone we wspotpracy z Collegium Medicum
w Bydgoszczy [1]. Przewidujemy, ze btonki wykonane z fi-
broiny jedwabiu zmodyfikowane promieniowaniem UV by-
tyby, rowniez dobrym podtozem do hodowli komérkowe;.
W pracy przedstawiono sposob modyfikacji wtasciwosci po-
wierzchniowych btonek na bazie fibroiny jedwabiu, w celu
poprawy ich wtasciwosci implantacyjnych.

Materiaty i metodyka badan

Roztwor fibroiny jedwabiu (SF) otrzymano metoda
Ajisawa, ktora polega na usunieciu powtoki serycynowej
z surowego jedwabiu (w procesie odserycynowania) oraz
rozpuszczeniu czystych widkien jedwabiu w odpowiednim
rozpuszczalniku (CaCl,:H,0:C,H;OH, w stosunku molowym:
1/8/2, w 75°C przez 4h). Surowy jedwab pochodzit z koko-
now jedwabnikéw morwowych.

Do napromieniania probek uzyto sredniocisnieniowg
lampe rteciowg HPR-120 W (firmy Philips, Holand) emitu-
jaca promieniowanie UV o dtugosci fali 254 nm. Natezenie
promieniowania UV mierzono za pomocg radiometru HD
9021 (Delta OHM) z sondg pomiarowg LP 9021 UVC na
zakres promieniowania 200-280 nm. Zmierzone natgzenie
promieniowania lampy wynosito 0,256 J/(cm?-min).

Pomiaréw kata zwilzalnosci (8) zbadano na cienkich
btonkach z fibroiny jedwabiu. Pomiary katéw zwilzania pro-
wadzono za pomocg goniometru typu G10 (Kruss GmbH)
w temperaturze pokojowej, wyposazonego w kamere wi-
deo. Do pomiaréw uzyto dwdch cieczy pomiarowych glice-
ryny i dijodometanu, a obliczen dokonano metodg Owen-
sa-Wendta.

Mikrofotografie btonek z fibroiny jedwabiu otrzymano za
pomocg mikroskopu sit atomowych (Atomic Force Micro-
scopy - AFM) NanoScope Il w warunkach otoczenia. Ana-

MODIFICATION OF THE SURFACE
PROPERTIES OF SILK FIBROIN
BIOMATERIALS

A. PLANECKA*, A. SIONKOWSKA, P. SZARSZEWSKA

FacuLty oF CHEMISTRY, BioPoLYMER RESEARCH GROUP,
7 GAGARINA STR., 87-100 ToruN, PoLAND
*MAILTO: ANNAP@CHEM.UMK.PL

[Engineering of Biomaterials, 109-111, (2011), 27-28]

Introduction

Silk as a biopolymer, produced by arthropods in the
form of threads, is valuable not only for the textile industry
but also for medical applications. Silk is biocompatible,
biodegradable and possesses good mechanical properties.
Silk threads were often used for suture wounds. Recently
films based on silk fibroin were used as drug carriers, in the
angioplasty of micro blood vessels, as well as they cover
tubes and cellulose dialysis membranes.

However, there are no studies about the surface prop-
erties of silk after UV sterilization. The polymers used in
medicine, particularly for surgery and implantation, must
be characterized by high adhesion. Previous studies of our
research group showed the beneficial effects of UV radia-
tion to increase of hydrophilicity of collagen films, and thus
the improvement of adhesion of cells. The results of these
studies were confirmed in collaboration with the Collegium
Medicum in Bydgoszcz [1]. One can expect that the film
made from silk fibroin modified by UV radiation would be
also a good substrate for cell culture. The paper shows how
to modify the surface properties of films based on silk fibroin,
in order to improve its cells adhesion.

Materials and methods

Silk fibroin solution (SF) were obtained by Ajisawa’s
method, which involves removing the sericin shell of raw silk
and the dissolution of pure silk fibers in a suitable solvent
(CaCl,:H,0:C,H;OH in a molar ratio: 1/8/2 in 75°C for 4h).
Raw silk came from silkworm (Bombyx Mori) cocoons.

Silk-based samples were irradiated by mercury lamp
Medium HPR-120 W (Philips, Holand), emitting UV light
with a wavelength of 254 nm. The intensity of UV radiation
was measured using radiometer HD 9021 (Delta OHM) with
probe LP 9021 UVC radiation in the range 200-280 nm. The
measured intensity was 0,256 J/(s2:m).

Contact angle (8) measurements on thin films of silk
fibroin were carried out using a G10 goniometer (Kruss
GmbH) equipped with a video camera at room temperature.
For the measurements two liquid were used: glycerin and
diiodomethane. Calculations of surface free energy were
made by Owens-Wendt equation.

Microphotographs of fibroin silk films were obtained using
Atomic Force Microscopy (AFM) NanoScope Il at ambient
conditions. The analysis of each sample was carried out in
several places, and specific areas were photographed. Films
were analyzed before and after UV irradiation (2 and 8h).

Results and discussion

Our studies have shown that the surface free energy of
silk fibroin films increases with increasing time of UV irra-
diation. This may be caused by photochemical degradation
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lize kazdej prébki wykonano w kilku miejscach, a charak-
terystyczne obszary sfotografowano. Zanalizowano bton-
ki przed jak i po naswietlaniu promieniowaniem nadfiole-
towym (po 2 i 8h).

Wyniki i dyskusja

Badania wykazaty, ze swobodna energia powierzchnio-
wa filmow fibroiny jedwabiu rosnie wraz z czasem poddania
ich promieniowaniu UV. Moze to by¢ spowodowane przez
fotochemiczng degradacje, ktéra zwieksza polaryzacje po-
wierzchni, powodujgc silniejsze interakcje miedzy filmem
a kropla. Wzrost polarnosci powierzchni (TAB.1) mozna ttu-
maczy¢ przez fotoutlenianie, czyli fotodestrukcje wigzan gli-
kozydowych, a takze przez tworzenie sie pierscieni z gru-
pami karboksylowymi.

Zmianie ulegty takze wartosci swobodnej energii po-
wierzchniowej, jak i jej sktadowych, ktérych wartosci zwiek-
szyly sie, co swiadczy o lepszej adhezji tego materiatu.
Wolne rodniki powstajgce podczas napromieniowania UV
mogg reagowac z tlenem atmosferycznym tworzac roz-
nego rodzaju grupy karbonylowe, hydroksylowe, a takze
wodoronadtlenki, co powoduje silne zmiany w sktadowych
swobodnej energii powierzchniowej. Zmiany te spowodowa-
ne mogg by¢ m.in. wytworzeniem na powierzchni polimeru
wolnych rodnikéw (R+,ROO¢), wtérnymi reakcjami rodnikéw
tlenowych z wytworzeniem grup wodoronadtlenkowych
(ROOH) oraz utworzeniem grup polarnych (-OH, -COOH,
-CHO, =CO).

Na podstawie mikrofotografii AFM (RYS. 1) oraz wyni-
kéw chropowatosci mozna stwierdzi¢, iz z czasem naswie-
tlania promieniowaniem UV ich chropowato$¢ maleje, czego
dowodem sg malejgce wartosci parametru RMS (TAB. 2).

a) b)

RYS. 1. Obrazy AFM fibroiny jedwabiu a) niemody-
fikowanego i b) po modyfikacji promieniowaniem
UV (po 8h).

FIG. 1. AFM images of silk fibroin film: a) unmo-
dified; and b) after modification by UV radiation
(after 8h).

Whioski

Wyniki badan sugeruja, ze najkorzystniejszym czasem
modyfikacji promieniowaniem nadfioletowym sg 2 godziny.
Po czasie tym, odnotowuje sie 6 krotnie wiekszg hydrofilo-
wos$¢ powierzchni btonek na bazie fibroiny jedwabiu (w po-
réwnaniu z nie naswietlang) oraz zadowalajgcg ich chropo-
watos¢ (RMS=19.2 nm).

TABELA 1. Wartosci sktadowej polarnej [mN/m] bto-
nek z fibroiny jedwabiu przed i po naswietlaniu pro-
mieniowaniem UV.

TABLE 1. The values of polar component of surfa-
ce free energy [mN/m] for silk fibroin films before
and after UV irradiation.

’C'zas : Sktadowa polarna
ERWIEHERIE
. : v Polar component
Time of irradiation
[mN/m] v,
(h] °
0 2.9
1 7.5
2 17.4
8 223

and photooxidation, which increase the surface polarity,
resulting in stronger interactions between the film and drop.
The increase of surface polarity (TAB.1.) can be explained
by photooxidation which leads to formation of carbonyl and
carboxyl groups.

Free radicals formed during UV irradiation (R+,ROO¢)
may react with atmospheric oxygen and can form various
types of carbonyl groups, hydroxyl, and hydroperoxides,
which causes a strong change in polar component of surface
free energy (-OH, -COOH, -CHO, =CO).

Based on the AFM microphotographs (FIG. 1) the surface
roughness can be calculated as RMS. After UV exposure
of silk fibroin films the surface roughness decreases and
the values of RMS are shown in TAB. 2.

TABELA 2. Zestawienie wynikow parametru chro-
powatosci btonek z fibroiny jedwabiu przed i po 2
i 8 h napromieniania swiattem UV (obszar skano-
wania 5%5 pm).

TABLE 2. The surface roughness parameter RMS
of the silk fibroin films before and after UV irradia-
tion (scan area 5%5 ym).

a a elid d Oopo alo
e o adiatio Roug e R
0 22.8
|| 2 19.2
| 8 3.9
Conclusions

The results suggest that the best time of ultraviolet modi-
fication of silk fibroin film is 2 hours. After this time, surface
of films based on silk fibroin has six times more hydrophilic
character (compared to not irradiated ones) and satisfactory
roughness (RMS = 19.2 nm).

PiSmiennictwo References
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Wstep

Od wielu juz lat do otrzymywania biomateriatéw oraz
matryc dla inzynierii tkankowej szeroko stosuje sie zaréwno
polimery syntetyczne jak i naturalne. Jak wiadomo, materiaty
do zastosowan medycznych powinny charakteryzowac sie
odpowiednimi parametrami fizykochemicznymi i mecha-
nicznymi, biokompatybilnoscig i brakiem toksycznosci. Nie
powinny wywotywac¢ odczyndéw zapalnych oraz odpowiedzi
immunologicznej organizmu gospodarza oraz ulegac degra-
dacji w okreslony sposdéb. By sprosta¢ tym wymaganiom
zaczeto badac mieszaniny polimeréw syntetycznych i natu-
ralnych. Zwykle sktadnik syntetyczny zapewnia odpowiednie
wiasciwosci mechaniczne i fizyczne, podczas gdy biopolimer
poprawia parametry biologiczne materiatu [1,2].

Poli(alkohol winylowy) (PVA) jest syntetycznym polime-
rem rozpuszczalnym w wodzie. Charakteryzuje go znaczna
stabilnos¢ chemiczna i dos¢ duza elastyczno$c. Jest on
biokompatybilny i biodegradowalny. Dzieki tym wtasciwos-
ciom PVA znalazt wiele zastosowan medycznych, m.in. jako
soczewki kontaktowe, systemy dostarczania lekéw, memb-
rany, substytut kosci i chrzgstek oraz sktadnik rusztowan dla
inzynierii tkankowej. PVA wykazuje ponadto niskg adsorpcje
biatek i adhezje komorek [2-6].

Elastyna jest biatkiem widknistym stanowigcym skfadnik
macierzy zewngtrzkomoérkowej. Zapewnia ona sprezystos¢
wielu tkankom i organom, np. naczyniom krwionosnym,
skorze, sciegnom, ptucom. Lancuch elastynowy zbudowany
jest z dwdch rodzajow domen. Pierwsze z nich to mobilne,
bogate w glicyne, hydrofobowe obszary o strukturze B od-
powiedzialne za elastycznos¢ biatka. Drugi typ to regiony
a-helikalne. Zbudowane sg one gtéwnie z alaniny. Zawie-
rajg tez reszty lizynowe, ktore uczestniczg w tworzeniu
wielofunkcyjnych wigzan sieciujgcych — desmozyny (DES)
i izodesmozyny (IDES). Dzigki ich obecnosci tworzona
jest bardzo wytrzymata i elastyczna, trojwymiarowa sie¢
polimerowa [7,8]. Wtasciwosci mechaniczne i aktywnosé
biologiczna elastyny sprawity, ze budzi ona coraz wieksze
zainteresowanie jako surowiec do otrzymania biomateria-
tow, np. substytutéw skory czy naczyn krwionosnych [9].
Nalezy jednak pamietac, ze wysoki stopieh usieciowania
tego biatka, z jednej strony zapewnia znakomite wiasciwosci
mechaniczne, z drugiej jednak ogranicza mozliwosci jego
zastosowania. Dlatego tez stosuje sie hydrolizaty elastyny,
ktore wykazujg gorsze wtasciwosci mechaniczne, lecz che-
miczne i biologiczne zblizone do natywnego biatka, dzieki
czemu ich obecnos¢ w mieszaninie poprawia biokompaty-
bilno$¢ materiatu [10].

Wczesniejsze badania wykazaly, iz hydrolizaty elastyny
sprzyjaja adhezji i proliferacji komorek fibroblastéw mysich
3T3 [10]. Stad, w celu otrzymania atrakcyjnych matryc dla
inzynierii tkankowej postanowiono zastosowa¢ mieszani-
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Introduction

Many natural and synthetic polymers have been exten-
sively used in biomedical applications. The macromolecular
biomaterials have to possess appropriate physicochemical
and mechanical properties. They also should be degradable,
biocompatible, non-toxic, and do not cause inflammatory
response of the host tissues. The blends of synthetic and
natural polymers are extensively investigated as a materials
for medical applications. Synthetic component usually en-
sures appropriate mechanical and physical properties while
biopolymer improves biocompatibility of the material [1,2].

Poly(vinyl alcohol) (PVA) is water-soluble synthetic
polymer, with stable chemical properties and high elastic-
ity. It is biocompatible and biodegradable. PVA because of
its attractive properties is applicable in several biomedical
applications such as contact lenses, bone and cartilage
substitutes, delivery systems and membranes, for tendon
repair or scaffolds for tissue engineering. PVA exhibits low
protein adsorption and cell adhesion [2-6].

Elastin is a fibrous protein, one of the main components
of extracellular matrix. It provides resilience to many organs,
e.g. blood vessels, skin, ligaments and lung. In amino acids
sequence of the protein two kinds of domains are observed.
One, are glycine-rich, very mobile hydrophobic regions,
which possesses B-structure and are responsible for elastin
elasticity. Second kind alterate domains are alanine-rich,
a-helical regions. They consist also lysine residues which
participate in creation of multifunctional cross-linking bonds,
desmosine (DES) and isodesmosine (IDES). They are re-
sponsible for the formation of three-dimensional network of
this protein and ensure the stability, elasticity and flexibility
of elastin [7,8]. Due to its remarkable mechanical proper-
ties and biological activity, elastin is becoming more and
more popular as a biomaterial, e.g. as a skin substitutes,
vascular grafts and cartilage [9]. However, high insolubility of
elastin gives problems with processing of this protein. That
is why elastin hydrolysates are more useful for biomedical
applications. Elastin hydrolysates have similar chemical
properties to native protein and improve the biocompatibility
of materials [10].

Our previous investigations showed, that the elastin
hydrolysates promotes 3T3 cells adhesion and proliferation
[10]. So, for the purpose of obtaining an attractive scaffolds
for tissue engineering the blends of PVA and elastin hydro-
lysates were used. As the mechanical properties of elastin
hydrolysates are unsatisfactory, the aim of first stage of our
work was to study the mechanical parameters of poly(vinyl
alcohol)/elastin hydrolysates blends. Tensile strength and
elasticity of these materials depends on occurrence of
crosslinking bounds and water molecules in the material
structure. Thermal analysis was carried out due to determine
these factors.
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ny poli(alkoholu winylowego) z hydrolizatami elastyny. Po-
niewaz wiasciwosci mechaniczne hydrolizatow elastyny nie
sg zadowalajgce, dlatego celem pierwszego etapu badan
byto okreslenie wptywu dodatku tego biatka na parametry
wytrzymatosciowe uzyskanych materiatéw. Wytrzymatosc
i elastycznos¢ materiatow PVA/hydrolizaty elastyny jest wa-
runkowana miedzy innymi obecnoscig wigzan sieciujgcych
oraz czgsteczek wody w strukturze materiatu. By oszaco-
wac te dwa parametry przeprowadzono analize termiczng
badanych materiatéw.

Materialy i metody

PVA zakupiono w firmie Fluca (stopien hydrolizy 90,98%).
Nierozpuszczalng elastyne oczyszczono metodg Lansing’a.
Suchy materiat rozdrobniono w ciektym azocie i poddano
hydrolizie alkalicznej [10]. Przygotowano roztwory PVAi hy-
drolizatéw elastyny o odpowiednich stezeniach, a nastep-
nie mieszaniny zawierajgce 3 i 5% hydrolizatow elastyny.

Materials and methods

PVA was obtained from Fluca (90,98% degree of hy-
drolysis). Insoluble elastin was purified from pig’s aortas
by Lansing’s method. Dry material was minced in liquid
nitrogen. After this procedure elastin powder was hydrolysed
in alkaline medium [10]. The solutions of PVA, elastin hydro-
lysates, and PVA/elastin hydrolysates blend were prepared.
The ratio of elastin in PVA blends was: 97:3, 95:5.

The mechanical properties have been investigated by
Zwick&Roell Z 0.5. Thermal analysis was performed using
TA Instruments SDT 2960 at a rate of 10°C/min from 20 to
600°C in an atmosphere of nitrogen.

Results and discussion

As it was expected, the films of poly(vinyl alcohol) exhibits
the highest tensile strength. The elastin hydrolysates addi-
tion causes decrease of the mechanical strength (TABLE

TABELA 1. Wartosci naprezenia zrywajacego (or) oraz wydtuzenia wzglednego przy zerwaniu (g,) dla filméw PVA
i jego mieszanin z hydrolizatami elastyny.
TABLE 1. The values of ultimate tensile strength at breaking point (or) and ultimate percentage elongation at
breaking point (g,) of PVA films and its blends with elastin hydrolysates.

etap/staqge e SEElEEGE
brébka/Specime
PVA 4,96 269 78,72 426 14,95
PVA % 5,17 269 72,66 437 15,90
PVA % 5,49 264 71,46 443 16,83
a a/Ela 11,3 208 55,77 = =

Wiasciwosci mechaniczne uzyskanych filméw badano
przy uzyciu maszyny wytrzymatosciowej Zwick&Roell Z
0.5. Analize termiczng przeprowadzono wykorzystujgc apa-
rat TA Instruments SDT 2960. Badanie prowadzono z szyb-
koscig grzania 10°C/min w zakresie temperatur 20-600°C
w atmosferze azotu.

Wyniki i dyskusja

Zgodnie z oczekiwaniami, najwyzszg wytrzymatoscig
mechaniczng charakteryzujg sie filmy z poli(alkoholu winy-
lowego). Dodatek hydrolizatow elastyny obniza odpornosé
na zerwanie badanych materiatow (TABELA 1.). Zauwazo-
no jednak, ze obecnos¢ tego biatka poprawia elastycznosé
filméw. Elastyna jest bardzo hydrofobowym polimerem, lecz
by mogta by¢ elastyczna konieczna jest obecnos¢ wody.
Obecnie rozwaza sie r6zne modele elastycznosci elastyny.
Jeden z nich zaktada, ze z hydrofobowych domen zrelak-
sowanej czgsteczki biatka wystajg nieliczne polarne reszty
aminokwasowe biorgce udziat w jej zwilzaniu. Przy rozcig-
ganiu odstoniety zostaje hydrofobowy rdzen. Po zwolnie-
niu naprezenia czgsteczka wraca do pierwotnego ksztattu
wskutek wystepowania oddziatywan hydrofobowych reszt
aminokwasowych z polarnym $rodowiskiem [7,8]. Z tego
powodu suche filmy elastynowe sg zbyt kruche by mogty
zosta¢ poddane badaniu wytrzymato$ciowemu. Stwierdzo-
no jednakze, ze suche filmy zawierajgce oba polimery wy-
kazujg wiekszg elastyczno$¢ niz jednoskiadnikowe. Praw-
dopodobnie grupy hydroksylowe pochodzgce z PVA petnig
funkcje zblizong do czgsteczek wody i dzieki temu wartos¢
wydtuzenia przy zerwaniu filméw z mieszanin ulega zwiek-
szeniu. Teze te zdajg sie potwierdza¢ wyniki analizy ter-
micznej. Pierwszy etap przemian termicznych wszystkich

1). However, the presence of elastin improves the elasticity
of materials. Elastin is very hydrophobic polymer but it is
elastic only in wet state. Nowadays various models of elastin
elasticity are discussed. One theory is based on the assump-
tion that in relaxed state polar amino acids residues stick
out the hydrophobic domains of the protein and participate
in the moisten of the biopolymer chain. During stretching
the hydrophobic core is exposed. The interactions between
hydrophobic residues and polar environment causes recov-
ery to previous conformation after force elimination [7,8].
For this reason dry samples of elastin were to fragile to
be tested on Zwick&Roell. Dry films of blends were more
elastic than samples made from pure polymers. Probably the
hydroxyl groups which are present in PVA work like a water

TABELA 2. Wartosci temperatur i ubytkow masy
wystepujace w procesie degradacji termicznej fil-
mow z PVA, hydrolizatéw elastyny i ich mieszanin;
temperatura w maksimum szybkosci procesu (T,,.,)
i ubytek masy nastepujacy w czasie ogrzewania
(Am).

TABLE 2. The parameters of the thermal decompo-
sition of PVA, elastin hydrolysates and PVA/elastin
films; the temperature of the maximum speed of
the process (T,.,) and the mass decrement during
the heating (Am).

PVA 38,44 10,85
PVA + 3% 30,70 13,09
PVA + 5% 20,92 14,63
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rodzajéw prébek zwigzany jest z parowaniem wody obec-
nej w materiale. Na podstawie wynikow zaprezentowanych
w TABELI 2. stwierdzono, ze najwiecej wody zaabsorbowat
film elastynowy. Cho¢ uktady mieszane wykazujg tylko nie-
znacznie wiekszg ilos¢ wody zwigzanej niz filmy PVA, to
jednak materiaty tego typu zyskujg wiekszg elastycznosc.

Analiza termiczna wykazata, ze degradacja termiczna hy-
drolizatow elastyny przebiega w dwdch etapach, natomiast
PVA i mieszanin w trzech. Warto$¢ Tmax drugiego etapu
degradacji termicznej jest najwyzsza w przypadku hydroli-
zatéw elastyny (298°C). Niewielkie dodatki biatka do PVA
nie zmieniajg znaczaco temperatury w maksimum szybkosci
przebiegu tego procesu (264-269°C). Jednoczes$nie, naj-
mniejszy ubytek masy na tym etapie degradacji termicznej
charakteryzuje filmy z hydrolizatéw elastyny (56%), a naj-
wigkszy filmy z PVA (79%). Prébki z mieszanin PVA/elastyna
wykazujg ubytek masy nieco nizszy niz w przypadku filmoéw
z PVA (71%, 73%). Te réznice w stabilnosci termicznej ma-
teriatéw z PVA, hydrolizatéw elastyny oraz mieszanin obu
polimeréw mogg by¢ spowodowane obecnoscig wigzan
sieciujgcych DES i IDES w strukturze biatka. Trzeci pik,
wystepujacy tylko na krzywej DTG poli(alkoholu winylowego)
i mieszanin pojawia sie przy temperaturze 426°C. Zwicksze-
nie zawartosci elastyny w materiale powoduje wzrost Tmax
oraz ubytkéw masy w trzecim etapie degradacji termicznej
badanych probek. To sugeruje obecno$¢ oddziatywan po-
miedzy tancuchami polimeru syntetycznego i naturalnego.
Jednak by okresli¢ nature tych oddziatywan konieczne jest
przeprowadzenie dalszych badan.

Podsumowanie

Dodatek hydrolizatow elastyny obniza wytrzymatosc
mechaniczng materiatéw z PVA, lecz jednoczesnie zwigksza
ich elastyczno$¢. Prawdopodobnie wynika to z obecnosci
duzejilosci grup hydroksylowych wzdtuz tancucha PVA oraz
silnie hydrofobowego charakteru tarncuchéw hydrolizatéw
elastyny. Uzyskane wyniki sugerujg, ze oddziatywania hy-
drofobowo-hydrofilowe pomiedzy oboma polimerami majg
wiekszy wptyw na wtasciwosci mechaniczne mieszanin
niz obecnos¢ niewielkiej liczby wigzan sieciujgcych (DES,
IDES).
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molecules necessary for elastin elasticity and improve the
ability to elongation of the blends materials. Also the re-
sults of thermal analysis stay in agreement with this thesis.
The first stage of thermal decomposition of all samples is
connected with evaporation of water absorbed to polymer
chains. The results presented in TABLE 2. showed that
elastin film contains much more water molecules than PVA
and blends. The elasticity of blends increas, despite they
absorb only a few more water molecules than PVA films.

Thermal analysis demonstrates that elastin hydrolysates
destruction had been proceeded in two stages but PVA and
blends in three stages. It was observed that Tmax of the
second stage of thermal degradation is the highest for elastin
hydrolysates (298°C). The small additions of the protein to
poly(vinyl alcohol) do not change significantly temperature
of the process (264-269°C). At this stage the lowest value
of weight loss was noted for elastin sample (56%) and
the highest for PVA film (79%). The mass decrements of
PVA/elastin samples are a little lower than in case of pure
PVAfilm (71%, 73%). This differences in thermal stability of
elastin, PVA and blends are caused by presence of cross-
linking bounds — desmosine and isodesmosine in the protein
structure. The third peak on the DTG curve of poly(vinyl
alcohol) samples appeared with a maximum at 426°C. The
higher amount of elastin in the sample causes increase of
Tmax but also increase the mass decrement of third stage
of thermal decomposition. It suggests the presence of in-
teractions between protein and synthetic polymer chains.
However, further analysis are necessary for determination
of the interactions nature.

Summary

The addition of elastin hydrolysates decreases me-
chanical strength but increases elasticity of PVA materials.
It is probably caused by the presence of hydroxyl groups
in PVA chains and highly hydrophobic nature of elastin
hydrolysates. It is suggested that hydrophobic-hydrophilic
interactions between polymer macromolecules are more
important for mechanical properties than small amount of
crosslinking bounds (DES, IDES).
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Wstep

Materiaty wykazujgc pamiec¢ ksztattu naleza do grupy tzw.
materiatow inteligentnych. Nazwa ta pojawita sie w latach
80. XX wieku a kolejne lata przyniosty niezwykle duze zain-
teresowanie i burzliwy rozwdj badan naukowych w obszarze
tych materiatow. Nalezy zaznaczyc¢, iz nie ma powszechnie
akceptowanej definicji materiatow inteligentnych, spotyka
sie takze zroznicowane nazewnictwo: intelligent materials,
smart materials, adaptive materials, a nawet multifunctional
materials. Takagi [1] wprowadza rozréznienie miedzy smart
i inteligent materials. Jego zdaniem materiat inteligentny to
taki, ktory jest zdolny do reagowania na bodzce zewnetrzne
przez istotng zmiane swych wiasciwosci dla pozgdanego
i skutecznego odpowiedzenia na te bodzce. Wystepowa-
nie tylko 2 lub 3 z wymienionych cech nie wystarcza do
zaliczania materiatu do klasy materiatéw inteligentnych.
Wsrod materiatow inteligentnych rozréznia sie nastepujgce
grupy: materiaty zmieniajgce kolor, temperature, ciecze
zmieniajgce gestos¢, materiaty emitujgce Swiatto, materiaty
samogrupujgce sie, czy sam naprawiajgce sie, czy wreszcie
materiaty zmieniajgce ksztait lub wielkos¢, do ktérej nalezg
materiaty wykazujgce efekt pamieci ksztattu. Sg to dwa ro-
dzaje materiatéw: stopy z pamiecig ksztattu oraz polimery
wykazujgce efekt pamieci ksztattu.

Zjawiska pamieci ksztaltu w metalach

Charakterystyka odwracalnej przemiany
martenzytycznej

Stopy z pamiecig ksztattu majg zdolnos¢ powracania,
w odpowiednich warunkach, do nadanego im wczesniej
ksztattu. Zwigzane z tym odksztatcenia wynoszg dla poli-
krysztatow 1-8%, a dla monokrysztatéw do 15%. Zjawiskiem
fizycznym wywotujgcym zmiane ksztattu jest odwracalna,
termosprezysta przemiana martenzytyczna, polegajgca na
rekonfiguracji atomow i zmianie struktury materiatu. Jest to
przemiana pierwszego rodzaju a jej gtbwnymi cechami sg
bezdyfuzyjno$¢ oraz przemieszczeniowy charakter, ktory
polega na skoordynowanym przesunieciu atoméw w obsza-
rze przemiany. Termodynamiczng sita napedowg przemia-
ny jest zmiana energii swobodnej uktadu. Powstanie za-
rodka martenzytu w ksztatcie dysku o promieniu r i grubo-
sci 2t (r >> t) powoduje zmiane energii swobodnej uktadu:

AG=TIr’tAg, +21r’a+1rt?A + 11rt?B (1)

gdzie:

Ag, jest chemiczng energig swobodng na jednostke obje-

tosci,

o—energig rozdziatu faz na jednostke powierzchni,

czynniki A i B-wyrazajg energie odksztatcenia sprezyste-

go i odpowiednio plastycznego na jednostke powierzchni.
Tak wiec zmiana energii swobodnej uktadu spowodowa-

na powstaniem zarodka martenzytu ztozona jest z czterech

cztondw: zmiany energii chemicznej, spowodowanej zmiang

temperatury uktadu, zmiany energii spowodowanej powsta-
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Introduction

Shape memory materials belong to a group of so called
intelligent materials. The name appeared in 80-ies of the last
century and the following years brought great interest and
development of these materials studies. There is no gener-
ally accepted definition of the intelligent materials. Also the
name can be different, one can meet: intelligent materials,
smart materials, adaptive materials, and even multifunctional
materials. Takagi [1] makes difference between smart and
intelligent materials. He believes that intelligent material
is able to react on the external stimulus by a significant
change of the properties in order to make the proper and
successful response on the stimulus. If there exist only
one or two of these characteristics, the material cannot be
called “intelligent”. Among intelligent materials the following
groups are distinguished: materials that change their color
or temperature, fluids changing density, light emitting materi-
als, self-organising or self-repairing materials or materials
changing their shape or size. The shape memory materials
(SMA) belong to the last group. One can distinguish two
types of SMA's: shape memory alloys and polymers exhib-
iting the shape memory effect. In this paper only the NiTi
alloys, as the materials that are utilisied in medicine, will be
discussed. The shape memory polymers are the subject of
different studies.

Shape memory effects in metals

Characteristics of reversible martensitic transformation

SMA’s are able to come back to their original shape, if
proper conditions are restricted. The connected strains are
of order of 1-8% for polycrystals and up to 15% for single
crystals. The shape recovery is caused by the reversible,
thermoelastic martensitic transformation that occurs in
these alloys. The transformation consists in atoms shuffling
and change of the material structure. It is the first order
transformation and it is diffusionless and occurs in a coor-
dinated movement of atoms. The thermodynamical driving
force is a change of the system free energy. If a nucleus
of martensite in

AG=TIr’tAg, +2Tr’o+1rt?A + Tirt’B (1)

where:

Ag_. is chemical free energy per volume,
o-interface free energy per surface unit,

the factors A and B are free energies of elastic and
plastic strain per surface unit, respectively.

Thus, the change of the free energy of the system con-
sists of four components: change of the chemical free en-
ergy, caused by change of the system temperature, change
of the free energy caused by appearance of the interface,
and changes of the elastic and plastic energies. At Ms (the
martensite start temperature), at which the nucleus radius
reaches the critical value, the first component is larger than
the sum the of the others and the nucleus starts to grow. In
case of the martensitic transformation in steels the value
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niem powierzchni rozdziatu faz, zmiany energii sprezystej
oraz energii spowodowanej odksztatceniem plastycznym.
W temperaturze Ms (temperatura poczatku przemiany mar-
tenzytycznej), w ktérej promien zarodka osiggnie wartosc
krytyczng, pierwszy czton przekracza sume trzech pozosta-
tych i zarodek zaczyna rosng¢ a wiec przemiana postepuje.
W przypadku przemiany martenzytycznej w stalach wartosc
tej sumy energii nie chemicznych jest tak duza, ze wymaga-
ne jest przechtodzenie rzedu 200°C. Natomiast w stopach
z pamiecig ksztattu wymagane przechtodzenie jest rzedu
5-30°C [2]. Dzieje sie tak dlatego, ze w tych stopach dwa
cztony w wyrazeniu (1) sg tak mate, iz praktycznie mozna
je zaniedbac¢. Sg to: zmiana energii swobodnej zwigzanej
z powierzchnig rozdziatu faz oraz zmiana energii spowodo-
wana odksztatceniem plastycznym. Jest to mozliwe w ma-
teriatach, gdzie zmiany struktury, a w konsekwencji zmia-
ny objetosci, sg mate i wystepuje koherencja pomiedzy sie-
ciami fazy macierzystej i martenzytycznej. Najogdlniej, te
warunki sg spetnione, gdy faza macierzysta jest fazg upo-
rzadkowang [2]. Tak wiec, w wyrazeniu na zmiane energii
swobodnej uktadu pozostajg tylko czton zwigzany ze zmia-
ng temperatury oraz czton zwigzany ze zmiang energii od-
ksztatcen sprezystych. Ich rowno$¢ zapewnia réwnowa-
ge termodynamiczng ukfadu faza macierzysta - martenzyt,
jednak jakakolwiek zmian ktéregos z nich powoduje dalszy
wzrost ptytki martenzytu lub jej zanik. Stad ten rodzaj prze-
miany zostat nazwany termosprezystg przemiang marten-
zytyczna i jest ona z natury swej przemiang odwracalng.

Mechanizm efektu pamieci ksztattu

Przemianom martenzytycznym towarzyszg okreslo-
ne zmiany ksztattu a te zmiany sg realizowane poprzez
odksztatcenia typu scinania, zachodzgce réwnolegle do
pewnej niezmienniczej ptaszczyzny, zwanej ptaszczyzng
habitus.

Nawet jesli probka w stanie fazy macierzystej jest mono-
krysztatem, podczas przemiany tworzg sie réozne warianty
ptytek martenzytu, o krystalograficznie rbwnowaznych ptasz-
czyznach habitus. Schtodzenie prébki do temperatury ponizej
M (temperatura kohca przemiany), spowoduje powstanie ta-
kich wariantow martenzytu, dzieki ktorym zostanie zachowa-
ny makroskopowy ksztatt probki. Przytozenie zewnetrznego
obcigzenia w tej niskiej temperaturze powoduje odksztatce-
nie martenzytu polegajgce na wzroscie uprzywilejowanych
wzgledem tego obcigzenia wariantow kosztem pozostatych.
W efekcie mozna uzyska¢ monokrysztat martenzytu (o ile
probka wyjsciowa byta takze monokrysztatem).

Dalsze odksztatcenie spowodowatoby deformacje pla-
styczng martenzytu. Jezeli jednak w tym stanie probke
podgrzejemy do temperatury powyzej A; (temperatura
konca przemiany odwrotnej), woéwczas zajdzie przemiana
odwrotna a probka wréci do ksztattu wyjsciowego. Tak
wiec jednokierunkowy efekt pamieci ksztattu polega na
odksztatceniu probki w stanie martenzytycznym i nastep-
nym jej podgrzaniu do temperatury, w ktérej wystepuje faza
macierzysta (RYS.1).

Podobnie, jezeli zaindukujemy martenzyt poprzez przyto-
zenie zewnetrznego obcigzenia, zanik odksztatcenia spowo-
dowanego przemiang nastgpi tylko poprzez nagrzanie prob-
ki do temperatury powyzej Af. Odpowiednia obrébka mate-
riatu moze spowodowac, iz juz podczas chiodzenia z fazy
macierzystej tworzg sie okreslone warianty ptytek martenzy-
tu. Powoduje to makroskopowg zmiane ksztattu takze przy
przemianie faza macierzysta — martenzyt a w efekcie tzw.
dwukierunkowy efekt pamieci ksztattu.

Zjawisko nadsprezystosci
Zjawisko nadsprezystosci zwigzane jest z przemiang
martenzytyczng wywotang zewnetrznym naprezeniem.

of this sum is so large that the supercooling of 200°C is
necessary to start the transformation. However, in shape
memory alloys the required supercooling is equal to 5-30°C
[2]. This is because two components in the equation (1) are
so small that they can be neglected. These are: the free
energy connected with the interface and with the plastic
deformation. This is only possible in materials, where the
change of structure and consequently change of volume are
small and there exists coherency between the parent and
martensite phase. Generally, these conditions are fulfilled
when the parent phase is an ordered phase [2]. Thus, in the
total free energy change there exist only two components:
the chemical one i.e. the thermal one and the change con-
nected with elastic strain caused by transformation. If they
are equal, the systemis in equilibrium, but any change of any
of them causes that the martensite plate grows or shrinks.
That's why the transformation is called thermoelastic and
it is reversible.

Shape memory effect mechanism

Martensitic transformations are accompanied by change
of shape and these are realised by shear strains parallel to
the habit plane. During transformation different variants of
the martensite plates are formed, even if the parent phase
is a single crystal. The variants shows crystallograpically
equivalent habit planes and they are formed in such a way
that macroscopic shape of the specimen remains is not
changed. The external strain applied at this low temperature
causes growth of these variants that are privileged for the
strain, while the other variants shrink. In result, a single crys-
tal of martensite can be obtained. Further strain may cause
the plastic deformation of the martensite. However, if we heat
the specimen to temperature above A; (austenite finish tem-
perature), the reversible transformation will take place and
the specimen comes back to the original shape. Thus, the
one-way shape memory effect consists in deformation of the
specimen at low temperature (in the martensitic state) and
then heating it up to temperature exceeding the austenite
finish temperature (FIG.1). Similarly, if we induce martensite
by external strain, it will be recovered by heating the speci-
men. Proper treatment can cause that already during cooling
from the parent phase specific variants of the martensite are
formed which causes macroscopic shape change. In result
two-way shape memory effect is observed.

Superelasticity effect

Superelasticity is connected with the transformation
caused by external stress. Material deformed at temperature
above Af undergoes the martensitic transformation and in
result the strain of an order from a few to a dozen percents
is obtained. This strain is completely recovered when the
external stress is released [3]. FIG.2 shows the mechanism
of the superelasticity effect. From A to B the elastic strain
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RYS. 1. Schemat jednokierunkowego efektu pamie-
ci ksztattu.
FIG. 1. Scheme of the one-way shape memory effect.
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Materiat odksztatcany w tem-

of the parent phase takes

peraturze powyzej A;ulega
podlega przemianie marten-
zytycznej, po czym nastepu-
je wzrost uprzywilejowanych
wariantow martenzytu, dajgc
w efekcie odksztatcenie rze-
du kilku do kilkunastu pro-
cent. Odksztatcenie to catko-
wicie zanika podczas odcia-
zenia [3]. Schemat zjawiska
nadsprezystosci przedsta-
wiono na RYS. 2. Na odcinku
AB nastepuje odksztatcenie
sprezyste fazy macierzystej,

i
<

GM-P

naprezenie, G
Q

place, between B and C
the transformation occurs
and the privileged mar-
tensite variants grow, the
part CD is connected with
elastic strain of the mar-
tensite. At the point D the
yield stress of martensite,
oM is reached and further
deformation of the mate-
rial involves dislocations
movement. However, if
at C’ the external stress
is released, the strain is

w odcinku BC nastepuje prze-
miana martenzytyczna oraz
rozrost uprzywilejowanych

AH

odksztalcenie, €

completely recovered.
At first in C'F the elastic
strain of martensite dis-

0 e o - -

ptytek martenzytu, a odcinek
CD jest zwigzany ze sprezy-
stym odksztatceniem marten-
zytu. W punkcie D osiggnieta
zostaje granica plastycznosci
martenzytu, cM; jego dalsze
odksztatcenie przebiega kla-
syczng drogg ruchu dyslokacji. Jezeli w punkcie C’ napre-
zenie zostaje usuniete, to odksztatcenie zanika. Wpierw na
odcinku C’F znika odksztatcenie sprezyste martenzytu, p6z-
niej (odcinek FG) zachodzi przemiana odwrotna, az wresz-
cie zanika odksztatcenie sprezyste fazy macierzystej GH.
Naprezenie jakie jest konieczne do zainicjowania przemia-
ny wzrasta liniowa z temperaturg, natomiast granica pla-
stycznosci fazy macierzystej maleje z temperaturg. Prze-
ciecie sie tych dwodch linii wyznacza temperature T, powy-
zej ktorej zjawisko nadsprezystosci nie zachodzi.

krysztatu.

gle crystal.

Stopy NiTi wykazujgce pamieé ksztaltu

Najlepszymi z punktu widzenia wtasciwosci funkcjonal-
nych oraz jedynymi, ktére znalazty zastosowania jako bio-
materiaty sg stopy z pamiecig ksztattu na bazie Ni-Ti. Sg
to stopy a sktadzie bliskim rownoatomowemu a przemia-
nie ulega faza B2, regularna, przestrzennie centrowana.
Martenzyt w tych stopach jest fazg z uktadu jednoskos$ne-
go typu B19’. Temperatura Ms silnie zalezy od zawartosci
niklu w stopie i gwattownie spada przy wzrosScie tej zawar-
tosci powyzej 50%at. Co wiecej, jezeli zawarto$¢ Niw tych

RYS. 2. Schemat zjawiska nadsprezystosci dla mono-

FIG. 2. Diagram of the superelasticity effect for a sin-

appears, then (FG) the
reverse transformation
takes place and finally the
elastic strain of the parent
phase is released (GH).
The stress necessary for
inducing the transforma-
tion increases linearly with temperature, the martensite
yield stress decreases with temperature. The intersection
of these two lines gives the Td temperature, above which
the superelasticity does not occur.

NiTi shape memory alloys

Ni-Ti based alloys are not only the best shape memory
materials, but also these are the only SMA's that found appli-
cations as biomaterials. These are alloys of near equiatomic
composition at which the B2, body centred cubic phase
undergoes the martensitic transformation. The martensite
phase B19’ belongs to the monoclinic system. The Ms
temperature strongly depends on the nickel content and
violently decreases when the Ni contents exceeds 50%.
Moreover, if the nickel content is higher than 50.5 at.% the
precipitation process may occur in the alloy. The sequence of
the precipitating phases is complex and depends on ageing
temperature [4]. An important role, from the point of view of
shape memory effect, play precipitates of non-equilibrium
phase Ni,Ti;. These are lenticular coherent particles. Their
presence causes internal stresses in the surrounding matrix.

stopach przekracza 50,5% at.
wowczas mozna wywotac pro-
ces wydzieleniowy. Sekwencja s
tego procesu jest ztozona i za-
lezy od temperatury starzenia

R=B19’ J\Bz =R
7N -

This changes the transfor-
mation sequence: the B19’
martensite is preceded by
the R-phase transition. The
R-phase transformation is

o

[4]. Istotng role z punktu wi-
dzenia mozliwosci sterowania
efektami pamieci ksztattu od-
grywajg tu wydzielenia nieréw-
nowagowej fazy Ni,Tis, ktore sg
koherentnymi z osnowg czgst-
kami w ksztafcie soczewek. Ich
obecno$¢ w stopie powoduje

L
"

o

Efekt ciepny [mW]

&
—1

B19’= R

also martensitic and revers-
ible and gives the shape
memory effect. The effect
is weaker than this caused
by the B2—B19’ transforma-
tion, but the thermal hystere-
sis of the R-phase transition
is much lower (FIG. 3).

powstanie wewnetrznych na-
prezen wokot czgstki, a to z ko-
lei zmienia sekwencje przemia-

-0 v v
30040 40 70 0 KO 400X

Temperatura [*C]

VNV O0VNDN MK The functional proper-
ties of NiTi alloys strongly

depend on their structure,

ny martenzytycznej a mianowi-
cie przemiane w faze B19’ po-
przedza przemiana w faze R,
ktéra ma takze charakter termo-

sprezystej odwracalnej przemia- | 900°C/1 godz.

RYS. 3. Krzywe DSC dla stopu Ni51%at.-Ti poddane-
go starzeniu w 500°C/1 godz.
FIG. 3. DSC curves for the Ni51%at.-Ti alloy aged at

deformation degree, texture
and the grain size. It was
found, for example, that
good superelasticity effect
is obtained for specimens
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RYS. 4. Wptyw wielkosci ziaren na efekt nadsprezystosci stopu NiTi [5].
FIG. 4. Effect of the grain size on superelasticity of NiTi alloy [5].

ny martenzytycznej i wywotuje efekt odzysku ksztattu. Co
prawda jest on znacznie stabszy, niz w przypadku prze-
miany w martenzyt B19’, ale histereza termiczna przemia-
ny jest bardzo mata (RYS. 3), co jest korzystne z punku wi-
dzenia niektorych zastosowan.

Wiasciwosci funkcjonalne stopow NiTi bardzo silnie za-
lezg od ich szeroko pojetej struktury, w tym stopnia zdefek-
towania, tekstury a takze wielko$ci ziaren. Stwierdzono na
przyktad, ze dla uzyskania dobrego efektu nadsprezysto-
Sci korzystna jest mikrostruktura drobnoziarnista (RYS. 4).

W ostatnich latach poszukuje sie wiec mozliwosci po-
lepszenia tych wasciwosci poprzez amorfizacje stopu i na-
stepne jego wyzarzanie, tak aby uzyska¢ pozgdang wiel-
ko$¢ ziaren. Stwierdzono, ze przy wielkosci ziaren poni-
zej 50 nm przemiana martenzytyczna nie wystepuje. Uzy-
skano takze zmniejszenie histerezy termicznej przemiany
martenzytycznej oraz polepszenie stabilnosci cyklowania.

Podsumowujac, wtasciwosci stopow NiTi sg bardzo czu-
te na wszelkie zmiany sktadu chemicznego i struktury, co
powoduje trudnosci w uzyskaniu powtarzalnych wytopow.
Z drugiej zas strony ta mozliwo$¢ szerokiego sterowania
np. temperaturg odzysku ksztattu pozwala na ich rézno-
rodne zastosowania.
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with small grain size (FIG. 4). Therefore, recently there are
studies carried out on nanocrystalline NiTi alloys obtained
by amorphisation followed by proper annealing. It was found
that if the grain is smaller than 50 nm the martensitic trans-
formation does not occur. However, it was also found that
the thermal hysteresis of the B19’ transformation is smaller
for these alloys and the cycling stability is improved. Sum-
marizing, the NiTi are very sensitive to changes of chemical
composition and structure, this causes significant difficulties
at obtaining casts of the same parameters. On the other
hand, however, this gives wide possibilities of controlling
the properties and thus wide range of applications.
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Streszczenie

Ocena aktywnosci enzyméw jest kluczowym za-
gadnieniem w badaniu kinetyki reakcji enzymatycz-
nych i inhibicji. Ostatnio, macierze polimerowo-pep-
tydowe, gdzie peptyd jest specyficznym substratem
dla enzymu wzbudzajg coraz wieksze zainteresowa-
nie wsrod biochemikéw. W potgczeniu z czutymi me-
todami detekcji takimi jak spektrometria mas i fluore-
scencja macierze mogg znalezc¢zastosowanie jako
niezwykle uzyteczne narzedzia do detekcji enzymowi
oceny ich aktywnosciw diagnostyce klinicznej.

Macierze peptydowe sktadajgsie z powierzchni, na
ktérejimmobilizowanesg peptydy. Peptydy mogg byc
przytgczone bezposrednio do sfunkcjonalizowanej
powierzchni lub poprzez polimerowy linker. Obecnosc
polimerowego linkera pomiedzy powierzchnig a pep-
tydem przynosi wiele korzysci. Zastosowanie linkera
z poli(tlenku etylenu) minimalizuje niespecyficzng
adsorpcjebiomolekut na podtozu, zapewnia niskie
tto w pomiarach fluorescencyjnych i utatwia dostep
steryczny centrum aktywnego do peptydu.

W niniejszejpracy koniugaty peptydéw z poli(tlen-
kiem etylenu) zostaty otrzymane na drodze syntezy
na no$niku statym metodg Fmoc. Otrzymane koniu-
gaty immobilizowano na powierzchni krzemu zmody-
fikowanej aminopropylotrietoksysilanem. Powierzch-
nie scharakteryzowano technikg AFM i zbadano jej kat
zwilzania. Tak otrzymane macierze peptydowe podda-
no inkubacji z enzymami a produkty reakcji analizo-
wano za pomocg techniki ESI MS.

Stowa kluczowe: macierze peptydowe, koniugaty
polimer-peptyd, enzymy,powierzchnie, peptydy

[Inzynieria Biomateriatow, 109-111, (2011), 36]
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Abstract

Enzyme assays are methods for measuring enzy-
matic activity, they are vital to study enzyme kinetics
and enzyme inhibitors. Recently, polymer-peptide
arrays where the peptide is specific substrate for the
enzyme have attracted high attention. Such arrays can
be appliedas invaluable tools for enzyme recognition
whenconnected to fluorescence or mass spectrometry
detection.

Peptide arrays consist of peptides immobilized on
solid support directly or through polymeric linker. It
was shown that the presence of poly(ethylene oxide)
as a linker between surface and the peptide offers
many advantages. It minimizes non-specific binding of
biomolecules on the surface, provides low background
in fluorescence measurement, avoids steric hindrance,
and thus makes linked peptide fully accessible the
active site of an enzyme.

In this work, conjugate of peptide and poly(ethylene
oxide) were synthesized on the Tentagel resin using
solid phase Fmoc chemistry, and then covalently im-
mobilized by grafting-to method on the silica surface.
Silica plates before grafting were modified by 3-ami-
nopropyltriethoxysilane and characterized by AFM and
contact angel measurement. The obtained peptide
arrays were incubated with enzymes and products of
these reactions were analyzed by ESI MS.

Keywords: peptide arrays, conjugates polymer-
peptide, enzymes, surfaces, peptides

[Engineering of Biomaterials, 109-111, (2011), 36]
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Tytan oraz jego stopy sg materiatami szeroko wykorzy-
stywanymi w implantologii. Ostatnio wprowadzony stop
Ti6AI7Nb charakteryzuje sie duzg odpornoscig na korozje
i nie wykazuje reakcji uczuleniowych i toksycznych. Pod-
wyzszenie biokompatybilnosci oraz osteointegracji stopu
Ti6AI7Nb mozna uzyska¢ wytwarzajgc cienkg warstwe
fosforanu wapnia (CAP) na powierzchni implantu. Materiat
ten stanowi mineralne rusztowanie dla tkanki i przyczynia
sie do tatwiejszego i szybszego integrowania sie z koscia.
Niemal wszystkie implanty, w tym implanty kostne, majg
pierwotny, bezposredni kontakt z ptynami biologicznymi,
w szczegolnosci z krwig. Dobre ukrwienie sgsiadujgcych
z implantem tkanek zapewnia optymalne funkcjonowanie
wszczepu. Adhezja ptytek krwi do powierzchni implantu
jest jednym z pierwszych etapow kontaktu biomateriatu
z krwig. Ptytki krwi, w wyniku adhezji przybierajg formy
morfologiczne odpowiadajgce narastajgcej ich aktywac;ji.
Poczatkowo prezentujg ksztatt dyskoidalny, nastepnie
przyjmujg formy dendrytyczne lub catkowicie rozpostarte.
Kontaktujgce sie z powierzchnig implantu krwinki ptytkowe
ulegajg pobudzeniu i moga adherowac do powierzchni, ale
tez z réznych powodoéw mogg pozosta¢ w krazeniu gdzie
wykazujg stan spontanicznej aktywacji i agregacji. Niesie to
ze sobg ryzyko pobudzenia uktadu krzepniecia.

Probki ze stopu Ti6AI7Nb wykonano w formie krgzkow
o wymiarach 3 mm grubosci oraz 8 mm $rednicy. Surowe
prébki szlifowano na wodnych papierach Sciernych o ma-
lejgcej gradacji ziaren: 80, 260, 600, 800, 1200, a nastep-
nie polerowano zawiesing na bazie koloidalnego roztworu
krzemionki (Struers). W dalszym etapie wydzielong grupe
krazkow ze stopu Ti6AI7Nb pokryto cienkg warstwg fosfo-
ranu wapnia. Do tego celu wykorzystano metode zmienno-
prgdowego rozpylania magnetronowego (AC-MS). Row-
nolegle przygotowano prébke referencyjng, ktérg stano-
wit krgzek polerowanej stali medycznej AlS| 316L o dobrze
scharakteryzowanych wiasciwosciach biologicznych, pet-
nigcy role standardu wewnetrznego w Zaktadzie Biofizy-
ki PL. W badaniach przeprowadzonych z wykorzystaniem
cytometru przeptywowego dodatkowo wprowadzono jako
kontrole petng krew, ktéra nie zostata poddana kontaktowi
z zadnym z biomateriatow.

W celu oceny stopnia zaadherowania ptytek krwi do po-
wierzchni badanych materiatéw probki poddano inkubacji
przez 1h w petnej krwi cytrynianowej w 37°C, zapewniajgc
rotacyjny ruch probéwek zawierajgcych krew i badany ma-
teriat. Nastepnie krgzki ptukano dwukrotnie w buforze fosfo-

THROMBOGENICITY OF THIN
LAYER CALCIUM PHOSPHATE
CREATED ON POLISHED
SURFACE OF Ti6AI7Nb ALLOY

M. WaLkowiak-PrzyBYLo", W. OKrOJZ, M. WALCZYNSKAZ,
P. SkwiErczyNski®, B. WALKOWIAK?

TecHNICAL UNIVERSITY OF LoDz,
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[Engineering of Biomaterials, 109-111, (2011), 37-38]

Titanium and its alloys are among the most wide-spread
materials used in implantology. Recently introduced
Ti6AI7Nb alloy has a high resistance to corrosion and it does
not show any allergic and toxic reactions. Increase of its
biocompatibility and osseointegration can be achieved by
production of thin layer of calcium phosphate (CAP) on the
implant’s surface. This material acts as mineral scaffolding
for tissues and it contributes to easier and faster integration
with bone. Almost all implants, including bone’s implants,
have primeval direct contact with biological fluids, especially
with blood. Appropriate blood supply to implant surrounding
tissues ensures optimal functioning of this implant. Adhe-
sion of blood platelets to the implant’s surface is one of
the first step of biomaterial-blood interaction. As a result of
adhesion, platelets form a differential morphological shapes
corresponding to the level of their activation. Initially, they
represent discoidal shape, then they reach dendritic forms
or become completely spread. Platelets that had a contact
with implant’s surface can easily become stimulated and
may adhere to the surface, but, for some reasons, they can
also stay in circulation system, where they indicate the state
of spontaneous activation and aggregation. This increases
the risk of activation of the coagulation system.

Samples made of Ti6AI7Nb alloy were discs-shaped,
8 mm in diameter and 3 mm thick. They were grinded on
abrasive papers of decreasing grain grit: 80, 260, 600, 800,
1200, then polished with silica-based paste (Struers). Then,
some samples were covered with thin layer of calcium phos-
phate (CAP). To achieve this aim AC Magnetron Sputtering
(AC — MS) method was used. At the same time a reference
sample, which was a polished medical steel AISI 316L, was
prepared. Medical steel has well-defined biological properties
and serves as the inter-laboratory standard in Department
of Biophysics, Technical University of Lodz. Additionally, for
the flow cytometry experiments, among material contacting
blood samples, the whole blood free from any contact with
examined materials was used as a control sample.

In order to evaluate the rate of blood platelets’ adhesion
to the biomaterials’ surfaces, the materials were incubated
with the whole citrated blood for one hour at 37°C, ensuring
end-to-end move of tubes containing blood and examined
biomaterials. Then, the samples were washed twice with
phosphate buffer and fixed in 2,5% glutaraldehyde solution
for 1 hour at 4°C. The next step was dehydration of examined
surfaces in gradually increasing concentration of ethanol
(50%, 70%, 80%, 90%, ABS) Surfaces of air-dried samples
were observed with the use of fluorescence microscope
Olympus GX-71.

37

®© 0 00000 0000000000 000000000000 000000000000°0° ==

L



38

ranowym i utrwalono w 2,5% roz- [P
tworze glutaraldehydu przez 1h w S8
4°C. Kolejnym etapem byto od-
wodnienie badanych powierzch- |
ni w etanolu o wzrastajgcym ste- S
zeniu (50%, 70%, 80%, 90%, &S
ABS), nastepnie probki suszono & e
i poddano obserwacji w mikro- [SEAES S o
skopie fluorescencyjnym Olym-
pus GX-71 (FIG.1)

Do zliczenia ptytek krwi za-
adherowanych do poszczegol-
nych powierzchni wykorzysta-
no program Image J. Otrzyma-
ne wyniki zestawiono w
TABELI1.

Do oceny aktywacji
oraz agregacji krwinek
ptytkowych we krwi pod-
danej kontaktowi z ba-
danymi biomateriatami
zastosowano cytome-

scencyjny, pow. 500x.

li medycznej AISI 316 L.

FIG. 1. Aggregates of blood platelets adhered to the
surface of examined biomaterials observed in fluore-
scence microscope, magnification 500x.

TABELA 1. Liczba ptytek przypadajaca na 100 um2 powierzchni dla sto-
pow tytanu z niobem, stopu pokrytego warstwa fosforanu wapnia oraz sta-

TABLE 1. Number of blood platelets adhered to surfaces of Ti6Al7Nb alloy
and its modified surface covered with thin layer of calcium phosphate pre-
sented as a percent of reference sample made of medical steel AlSI 316 L.

The total number of platelets
adhered to examined surfaces
§ was counted with the use of
I Image J program. The data are
collected in TABLE 1.

{ In order to evaluate activa-
il tion and aggregation of blood
platelets in blood that had a con-

RYS. 1. Agregaty plytkowe zaadherowane do po- tactwith examined biomaterials,
wierzchni badanych materiatéw, mikroskop fluore- the flow cytometry with fluo-

rescence labeled antibodies:
CD-61, CD-62 and PAC-1 was
used. Samples of blood were
fixed in Cell-fix and incubated
for 12 h at4°C. The
expression of ac-
tive fibrinogen re-
ceptor on the blood
platelets’ surfaces
was studied using
PAC-1 antibody
labeled with FITC,

trie przeptywowg wraz z

fluorescencyjnie znako- | B[4 E=Nel i N R EROTONT]1E

wanymi przeciwciatami: % stali medycznej
CD-61, CD-62 i PAC-1.

Prébki krwi utrwalono

AISI316 L | TiBAI7ZNb | TiBAI7ZNb+CAP || @and the expres-
sion of selectin P
was evaluated us-

91,9 + 90,0

Percent of reference sample [%] [JAUULUESEETE] ReERAE RS

ing CD62 antibody
labeled with PE.

w Cell-fix i pozostawio-

no na 12h w 4°C. Ekspresje ak-
tywnego receptora fibrynogenu
na powierzchni ptytek krwi ba-
dano z uzyciem znakowanych

jako % kontroli.

sented as % of control.

TABELA 2. Aktywacja ptytek krwi. Wyniki przedstawiono

TABLE 2. Activation of blood platelets. Results are pre-

The results of this
experiment are presented in
TABLE 2.

Aggregation of blood plate-
lets was evaluated by re-

FITC przeciwciat PAC-natomiastl Przeciwciata / Antibodies PAC-1/FITC  anty CD62/PE | cording the light, which was

ekspresje selektyny P oceniano
przy uzyciu znakowanych PE

przeciwciat CD62. Wyniki zesta- || 1. kontrola \ control

100,0

168,2

99,1

wiono w TABELI 2. 2. AISI 316
Agregacje ptytek w petnej 3. TIBAI7ND
krwi badano rejestrujgc w cyto- |—
4. Ti6Al7Nb+CAP

metrze Swiatto rozproszone do

2474

Mediana / Median forward, and side scattered
(% of control) in cytometer. In the obtained
100,0 dot-gaphs (data not shown)
122,6 the areas with single platelets
(area R1) and with platelets
140,8 .
forming aggregates (area R2)
188,3 were separated The results

przodu i w bok. Na uzyskanych

wykresach kropkowych wyodreb-
niono obszar zajmowany przez po-
jedyncze ptytki (obszar R1) oraz
przez ptytki tworzgce agregaty (ob-

TABELA 3. Agregacja ptytek krwi — wyniki przedsta-
wiono jako % populacji ptytek krwi.

TABLE 3. Aggregation of blood platelets — results
shown as a % of blood platelets’ population.

are shown in TABLE 3.

On the grounds of obtained
results the following conclusions
were made:

* The surfaces of Ti6AI7Nb

szar R2). Wyniki te zestawiono w onreliel -
TABELI 3. ontro

Na podstawie uzyskanych wy- |LRY 84,5 84,0
nikéw sformutowano nastepuja- | R2 12,3 12,8

6AI7NbD OAI/IND and Ti6AI7Nb with calcium

ol phosphate layer seem to be
75,6 82,2 highly thrombogenic (the huge
13,0 13,3 platelets’ aggregates were

ce wnioski:

» Powierzchnie Ti6AI7Nb oraz Ti6AI7Nb pokryta fosfora-
nem wapnia wykazujg znaczng trombogennos¢ (widocz-
ne masywne agregaty ptytkowe).

* Nie zaobserwowano zmian w ekspresji aktywnego recep-
tora dla fibrynogenu w prébkach krwi poddanych kontak-
towi ze stopem Ti6AI7Nb. Natomiast ekspresja selekty-
ny P byta w tym przypadku znaczgco wyzsza niz w prob-

@) | kach kontrolnych.
* Probka Ti6AI7Nb+HPA powodowata bardzo znaczgcy
o < wzrost ekspresji zaréwno aktywnego receptora fibryno-

genu, jak i selektyny P.
Badane materiaty majg nieznaczny wptyw na spontanicz-
ng agregacje ptytek krwi

Podziekowania
Badania finansowane w ramach projektu ,DIAHAP: New

z carbon-hydroxyapatite nanocomposites on metallic bases
— applied in medicine” .

easily noticed), although the
number of adhered does not differentiate the examined
samples.

The changes in expression of active fibrinogen’s receptor
in the blood samples that had a contact with Ti6AI7Nb
alloy were not observed, whereas the expression of
selectin P was, in that case, significantly higher than in
control samples.

Ti6AI7Nb+CAP caused significant increase in the expres-
sion of both active fibrinogen receptor and selectin P.
Examined materials have insignificant influence on spon-
taneous aggregation of blood platelets.
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[Inzynieria Biomateriatow, 109-111, (2011), 39-41]

Wspoétczesnie za najbardziej biozgodne sposrod bio-
materiatdw metalicznych uznaje sie stopy na bazie tytanu.
Z tego wzgledu stanowig one wysoce atrakcyjne materiaty
dla zastosowan w r6znych obszarach medycyny i implanto-
logii. W ortopedii, protetyce stomatologicznej i kardiochirurgii
od lat powszechne stosuje sie stop tytanu z aluminium i wa-
nadem, Ti6AI4V. Jednakze, wedtug niektérych doniesien, ze
wzgledu na obecnos¢ wanadu, ktory okazat sie toksyczny
w warunkach eksploatacji implantu srodowisku biologicz-
nym, stop ten nalezy uzywac z ostroznoscig. W tym kontek-
Scie duze nadzieje budzi stop tytanu Ti6AI7Nb z lepiej tole-
rowanym niobem, ktory ponadto wykazuje wiekszg odpor-
nos¢ na korozje, niz powszechnie stosowany stop TiGAI4V.

W adhezji komérek do powierzchni implantow duzg role
odgrywa topografia powierzchni, energia powierzchniowa
ora sktad chemiczny. W celu oceny wplywu modyfikacji
powierzchniowej stopow Ti6AI4V i TiGAI7Nb na proliferacje,
przezywalnos¢ i roznicowanie osteoblastow linii Saos-2 oraz
komorek srédbtonka linii EA.hy 926, hodowle komorkowe
prowadzono na dwoch rodzajach powierzchni: polerowanej
i piaskowanej prezentowanych stopéw tytanu. Obrobka
powierzchni poprzez piaskowanie zapewnia rozwiniecie
powierzchni biomateriatu, a tym samym potencjalnie lep-
szg integracje tkankowg, przy zachowaniu niskich kosztéw
wytworzenia zmodyfikowanej powierzchni.

Prébki z wymienionych rodzajow materiatow stanowi-
ty krazki o wymiarach 3 mm grubos$ci oraz 20 mm $redni-
cy. Surowe prébki szlifowano na wodnych papierach Scier-
nych o malejgcej gradaciji ziaren: 80, 260, 600, 800, 1200,
a nastepnie polerowano zawiesing tlenkowg na bazie ko-
loidalnego roztworu krzemionki (Struers). Cze$¢ kragzkéw
poddano nastepnie piaskowaniu ziarnem Al,O, o grubosci
110 ym, padajgcym pod katem 45° przy cisnieniu 4-5 Bar.
Wszystkie probki myto w acetonie w myjce ultradzwiekowej
przez 10 min, a nastepnie w wodzie dejonizowanej przez
kolejne 10 min.

Ocene stopnia proliferacji osteoblastéw na polerowanych
i piaskowanych powierzchniach Ti6Al4V i TiGAI7Nb poprze-
dzono sterylizacjg parowg badanych krgzkéw. Po steryli-
zacji prébki inkubowano przez 48h z zawiesing osteobla-
stow linii Saos-2 w petnym medium hodowlanym (McCoy-
’s 5a Modified Medium z dodatkiem 15% ptodowej surowi-
cy bydlecej (FBS), penicyliny i streptomycyny) w tempera-
turze 37°C, przy wilgotnosci wzglednej 100%, w obecno-
sci 5% CO,. Rownolegle przygotowano proby kontrolne,

PROLIFERATION OF HUMAN
OSTEOBLAST-LIKE CELLS SAOS-2
AND HUMAN ENDOTHELIAL
CELLS EA.HY 926 ON POLISHED
AND SANDBLASTED SURFACES
OF TITANIUM ALLOYS Ti6Al4V
AND Ti6AI7Nb

M. WaLkowiak-PrzyBYro", M. WALCZYNSKA?,
P. Komorowski?, L. KuiMek', B. WALKowIAK?

TecHNIcAL UNIVERSITY OF Lobz,
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[Engineering of Biomaterials, 109-111, (2011), 39-41]

With theirs specific mechanical properties, titanium-
based alloys are considered as the most biocompatible
among metallic biomaterials. Thus, they constitute a very
attractive materials for applications in various fields of
medicine and implantology. The vast majority of implant-
able devices in orthopedics, dental prosthetics and cardiac
surgery is made of the commonly known titanium alloy with
aluminum and vanadium - Ti6Al4V. However, according to
some researches, this alloy should be used with a proper
care because of toxicity of vanadium during exploitation of
the implant in the highly corrosive biological environment.
This risk is eliminated for titanium alloy with aluminum and
niobium - Ti6AI7Nb, which appears to have not only a higher
biocompatibility but also increased resistance to corrosion
than commonly used Ti6AI4V alloy.

Surface topography, energy and its chemical composi-
tion play a vital role in adhesion of cells to the implant’s
surface. To assess the influence of surface modification of
Ti6Al4V and Ti6AI7Nb alloys on proliferation, viability and
differentiation of osteoblastic and endothelial cells, the cells’
cultures were grown on two kind of surfaces: polished and
sandblasted. Sandblasting ensures, at low costs, develop-
ment of biomaterial’'s surface and potentially better tissue
integration.

Samples made of aforementioned materials were discs-
shaped, 20 mm in diameter and 3 mm thick. They were
grinded on abrasive papers of decreasing grain grit: 80, 260,
600, 800, 1200, then polished with silica-based paste (Stru-
ers). Additionaly, some samples of each alloy were sand-
blasted with Al,O; grains 110 um in size which were hitting
the surface at a 45° angle and a pressure of 4-5 Bar. Then
all discs were cleaned in an ultrasonic bath in acetone for
10 minutes and in deionised water for the next 10 minutes.

Assessment of proliferation rate of Saos-2 cells on pol-
ished and sandblasted surfaces of Ti6AI4V and Ti6AI7Nb
was preceded with steam sterilized samples. After autoclav-
ing the samples were incubated for 48h with suspension of
osteoblastic cells Saos-2 in full medium (McCoy’s 5a Modi-
fied Medium supplemented with 15% fetal bovine serum
(FBS), penicillin and streptomycin) at 37°C, in the atmos-
phere of 5% CO, and relative humidity 100%. Control sam-
ples were prepared as well: cells that were not in contact with
any examined material (control) and cells that were grown on
the surface of polished medical steel AISI 316L (reference
sample). Medical steel has well-defined biological proper-
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ktére stanowity ko-
morki nie poddane
kontaktowi z bio- #E
materiatem (kon- ¥
trola) oraz komor- |
ki poddane kontak-
towi z polerowang &
powierzchnig sta-

g ties and serves as
| the inter-laboratory
standard in Depart-
ment of Biophys-
ics, assuring con-

il sideration of cells’
(i biological variation.
oun | After incubation pe-

li medycznej AlSI
316L (tzw. probka |
referencyjna). Za- s
stosowanie polero-
wanej stali medycz- B
nej jako standardu
wewnetrznego wy-
nika z konieczno-
Sci uwzglednienia
zmiennosci biolo-
gicznej badanych
komorek, a materiat
ten, dzieki wielolet-

STAL AISI 316L
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;,‘3:9

RYS. 1. Osteoblasty Saos-2 na stopach tytanu, stali medycznej i kontro-
li, pow. 100x.
FIG. 1. Human osteoblasts Saos-2 on titanium alloys, medical steel and
control; 100x magnification.

g riod the samples’
8 surface were ob-
4 served with the use
¥ of fluorescence mi-
croscope Olympus
GX-71 and the mix-
s ture of fluorescent

dyes: calcein AM/
ethidium D1 (Invit-
rogen) which stain
living cells green
and dead cells red
(FIGs.1 and 2).

nim badaniom pro-
wadzonym w Za-
ktadzie Biofizyki
PL, posiada dobrze
scharakteryzowa-
ne wtasciwosci bio-
logiczne. Po okre-
sie inkubacji bada-

KONTROLA

A parallel ex-
Al periment was con-
] ducted with the use
of human endothe-
lial cells culture line
EA.hy 926 in Dul-
becco’s Modified
mfEagle’s Medium

nych prébek z za-

wiesing osteobla-

stow przeprowa-
dzono obserwacje g4\

z uzyciem mikro- P

skopu fluorescen-

cyjnego Olympus 7

GX-71 i mieszaniny

znacznikéw fluore-

scencyjnych calce-
in AM/ethidium D1

(Invitrogen), znaku-

jacych odpowiednio

komérki zywe na

zielono i martwe na czerwono (RYS. 11 2).

Analogiczny eksperyment przeprowadzono z wykorzy-
staniem hodowli komoérek srédbtonka linii Ea.hy 926 prowa-
dzonej w Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium z dodatkiem
10% FBS, glukozy, penicyliny, streptomycyny oraz HAT.

Dla obu linii komdérkowych testy przeprowadzono w trzech
niezaleznych powtérzeniach.

Do zliczenia catkowitej liczby komérek oraz komérek zy-
wych i martwych na poszczegélnych powierzchniach wyko-
rzystano program Image J. Analize statystyczng przepro-
wadzono za pomocg testu jednoczynnikowej analizy wa-
riancji ANOVA. W TABELI 1 przedstawiono zestawienie
otrzymanych wynikéw z uwzglednieniem istotnosci staty-
stycznej. Poréwnanie uzyskanych danych pozwala sformu-
fowac¢ nastepujgce wnioski:

» Polerowana powierzchnia stopdw tytanu sprzyja zwigk-
szonej proliferacji komoérek endotelialnych, natomiast
osteoblasty wykazujg wiekszg tendencje do zasiedlanie
powierzchni piaskowanych.

* Najwyzszy odsetek komoérek martwych, zaréwno oste-
oblastow, jak i komorek endotelium, znaleziono na pia-
skowanej powierzchni stopu Ti6Al4V. Dla powierzchni po-
lerowanej Ti6AI4V tendencja ta zostata zaobserwowana
w przypadku osteoblastow. Wyniki te potwierdzajg cyto-
toksycznos¢ stopu tytanu z wanadem w poréwnaniu do
stopu tytanu z niobem.

pow. 100x.

control; 100x magnification.

RYS. 2. Komérki srédbtonka EA.hy 926 na stopach tytanu, stali i kontroli,

FIG. 2. Endothelial cells EA.hy 926 on titanium alloys, medical steel and

supplemented with

10% FBS, penicillin,

il streptomycin and

Al HAT. All of the tests

were carried out in

three independent

LAl experiments.

Total number of
proliferating cells as
well as the number
of living and dead
cells was counted
with Image J pro-
gram. Statistical
analysis was done by one-way analysis of variance (ANO-
VA). Obtained results with their statistical significance are
collected in TABLE 1. Comparison of presented data allows
to make the following conclusions:

» Polished surfaces of titanium alloys conduce highest
proliferation rate of endothelial cells, whereas osteob-
lastic cells tend to proliferate more on sandblasted than
polished surfaces.

» The highest number of dead osteoblastic as well as
endothelial cells were found on sandblasted Ti6AI4V
surface. For polished Ti6Al4V surface this tendency is
observed for osteoblasts. These results confirm cyto-
toxicity of titanium-vanadium alloy when compared to
titanium-niobium alloy.
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TABELA 1. Proliferacja osteoblastow i komérek srédbtonka na badanych materiatach.
TABLE 1. Proliferation of osteoblastic and enndothelial cells on examined materials.

Catkowita liczba
komorek w polu widzenia
(pow. 100x)

Total number of cells at
100x magnification

Liczba i procent komdrek
zywych
Number and percent of
living cells

Liczba i procent komédrek
martwych
Number and percent of
dead cells

Catkowita liczba
komérek w polu widzenia
(pow. 100x)

Total number of cells at
100x magnification

Liczba i procent komérek
martwych
Number and percent of
dead cells

Liczba i procent komoérek
martwych
Number and percent of
dead cells

Podziekowania

Ti6AI7Nb Ti6AI7Nb Ti6AI4V ) >
X Ti6Al4V Istotnosc¢
Kontrola AISI 316L polerowany piaskowany polerowany o
i i sandblasted Significance
Control (1) (2) polished sandblasted polished
(6) (Test ANOVA)
(3) 4) ®)
Proliferacja osteoblastéw Saos-2 / Proliferation of osteoblasts Saos-2
694 + 307 647 + 309 791 £ 323 866 + 294 607 + 248 764 + 225 4-5 p<0,05
(100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%) pozostate: p>0,05
675 + 298 628 + 301 771+ 316 846 + 289 587 + 241 730 + 208 4-5 p<0,05
(97,2%) (97,1%) (97,4%) (96,7%) (96,7%) (95,6%) pozostate: p>0,05
1-6, 2-6 p<0,01
19+ 11 19+ 9 20+ 10 20 £ 17 34 +20 3-6,5-6,4-6 p<0,05
20 £ 11 (2,3%) p
(2,8%) (2,9%) (2,6%) (3,3%) (4,4%) pozostate:
p>0,05
Proliferacja komoérek srodbtonka EA.hy 926 / Proliferation of endothelial cells EA.hy 926
1-3,1-5,2-5,3-4,3-6,4-
5,5-6 p<0,001
591 + 240 600 + 272 833 + 202 492 + 183 849 + 182 569 + 150 2.3 pp<0 01
1009 1009 1009 1009 1009 1009 ) '
(100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%) pozostale:
p>0,05
1-3,1-5,2-5,3-4,3-6,4-
5,5-6 p<0,001
575 + 240 588 + 270 817 + 203 478 + 181 832 + 180 551 + 149 2.3 2001
(97,3%) (97,9%) (98%) (97,3%) (98%) (96,8%) P
pozostate:
p>0,05
4-6 p<0,05
16+ 6 13+4 16+7 13+8 177 18+5 ozostale:
(2,7%) (2,1%) (2%) (2,7%) (2%) (3,2%) P :
p>0,05

Badania finansowane w ramach projektu ,DIAHAP: New
carbon-hydroxyapatite nanocomposites on metallic bases

applied in medicine”.
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The poroaccessibility of intra-osseous implant co-
ating is the ability of the porous coating outer layer to
accommodate the ingrowing bone tissue filling its pore
space and effective new bone formation mineralizing
in the pores to form biomechanically functional bone-
implant fixation. The poroaccessibility determines the
functional features of intra-osseous implant porous co-
ating which are called its structural-osteoinductive pro-
perties [6,8]. The structural-osteoinductive properties
can be characterized by the set of three-dimensional
parameters of poroaccessibility describing the func-
tional properties of microgeometry of implant porous
coatings: the effective volumetric porosity .., the in-
dex of the porous coating space capacity V,,, the re-
presentative surface porosity @g.,, the representati-
ve pores size pSrep, the representative angle of the
poroaccessibility Qrep and the bone-implant interfa-
ce adhesive surface enlargement index w [3,7,1].

The original method of stereometric evaluation of
the microstructural properties of intra-osseous im-
plants porous coatings by means of the parameters of

poroaccessibility [4] is based the 3D roughness pro-
filometry and was preliminary verified during experi-
mental tests performed on the representative exam-
ples of porous coated femoral stems and acetabular
cups of various hip endoprostheses [2,5,9].

In this paper we present the possibilities of com-
puter aiding for evaluation of the poroaccessibility of
porous coating outer layer of intra-osseous implants
illustrated by the measurement data from the experi-
mental tests performed on porous coated components
of various hip endoprostheses.

The computer aided evaluation of the microstruc-
ture of implant porous coatings can be realized by
the authoring application software PoroAccess 1.0
elaborated for our purposes in our research team in
Java programming language. The screen of the ap-
plication software is presented in FIG.1. The PoroAc-
cess_1.0 software lets to perform the dynamic analy-
sis of the surface porosity ¢S in function of the pores
depth pd which is showed as the map of porosity si-
tuated on the right side of the screen (see FIG.1). The
application software imports results from the series of
contact profilometry measurements as the 2D matri-
ces in ASCII format and calculates the values of the
poroaccessibility parameters of porous coating outer
layer according to the mathematical formulas given in
[3,11]. The applications software also has the module
enabling 3D visualization of measured region of poro-
us coating outer layer as the isometric plot.

The presented methodology provides the charac-
terization of the effective part of porous coating — its
outer layer, which is full of pores open for penetrating
bone tissue with the diameter of many macro pores
surpassing 100 um. Such size of pores, according to
clinical research [1], is beneficial for bone tissue to
grow into the coating, so the pore space of the po-
rous coating outer layer participates in creating bio-
mechanically functional bone-porous implant fixation.
The set of poroaccessibility parameters characterizes
some major aspects of porous coating outer layer fe-
atures. The parameters describe spatial (pVef, Srep),

|| PoroAccess L0

[E=E—

File Visualization Help

Loaded file: ENDO201

The curves of the surface porosity and the average pore size
in function of the roughness height (pores depth)

[wn] a2is au0d abesany

Level of depth for the porosity map [%]

Additional information

p_def: 49,22um
Fi_vef: 65.16%
V_PM: 3.2mm"3fcm™2
Fi_sRep: 65.77%
p_sRep: 190.59um
Psi: 1.54

Results

Level of height for the porosity map: 9,87 um
Level of depth for the porosity map 45.66%
Pore fraction: 61.91%

Average pore size! 161.82um

Measurement precision: 5.56 x 6,0um

o [9,] uoipde.y 2104

0%

100%

[ openfie |

3D parameters

5_a: 26,81um
5_q: 33.57um
5_sk: 0.06
5_ku:3.09

S_t: 246.12um
5_pi 122,250m
S_v: =123.87um

FIG. 1. Screen of the PoroAccess_1.0.



volumetric (Vy,), hybrid (pdef, Q,,) and some func-
tional (physicochemical) properties of implant porous
coatings outer layer, e.g. enhancement of the adhe-
sive properties (y), which can be indirectly interpre-
ted in the aspect of its structural-osteoinductive pro-
perties [10].

The presented methodology of characterization of
implant porous coatings with use of the poroacces-
sibility parameters is going to be applied as a speci-
fic tool in research on designing porous coatings with
functionally graded pore distribution and designed po-
roaccessibility. Nowadays, the best potential to manu-
facture implant porous coatings with designed poro-
accessibility have Direct Metal Manufacturing (DMM)
technologies like Selective Laser Sintering/Melting
(SLS/M) or Electron Beam Melting (EBM), so the next
stage of this research is the investigation on the po-
ssibilities to manufacture the porous coating with de-
signed poroaccessibility in one of DMM technologies.

The biostructural evaluation of the manufactured
in DMM technologies porous coatings together with
its biological evaluation in NHOst cultures is expected
to provide more information about the representative
features of the microstructure of the porous coatings
and allow to evaluate the most advantageous poro-
accessibility of their pore spaces for potential bone
tissue ingrowth to be verified in further in vivo test on
animal models.

[Engineering of Biomaterials, 109-111, (2011), 42-43]
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Abstract

Biomaterials basing on natural polysaccharides, i.e.
hiauronic acid, alginate, chitosane are an alternative
for already applied bioresorbable synthetic materials
basing on synthetic polyhydroxyacids. Their main
advantages are good accessibility, low cost, easy
forming and high biocompatibility. Additionally, they
are a perfect matrix for bioactive nanoparticles i.e.
hydroxyapatite (HAp), tricalcium phosphate (TCP)
and silica (SiO,).

The work presents results of research on nanocom-
posite consisting of chitosane matrix (CS) modified
with a nanofiller, which was natural montmorillonite
(MMT). Nanocomposite foils were produced by the
casting method. In order to induce better biocompati-
bility, the surface of the CS/MMT composite was neu-
tralized (bath in NaOH solution). The nanocomposite
foils were subjected to a bioactivity test by incubation
in SBF at 37°C for 7 days. It was observed that the
CS/MMT material surface showed a local supersatu-
ration, which was a result of apatite nucleation. The
CS/MMT nanocomposites were investigated using
FT-IR (Fourier Transform Infrared Spectroscopy) and
Fourier Raman Spectroscopy.

FTIR measurements of the samples were carried
out on the transmission and reflection modes. The
FTIR microscopy spectra were collected using Bio-
Rad Excalibur with ATR attachment as well as micro-
scope UMA500 equipped with MCT detector. Spectra
were measured at 4 cm™ resolution in the region from
4000 cm to 600 cm™'. FT-Raman spectra were obta-
ined using a FTS6000 Bio-Rad spectrometer with Ge
detector. The samples were excited with a Nd-YAG la-
ser (1064nm). Additional all materials in all steps expe-
riments were observed under Scanning Electron Mi-
croscopy (Nova NanoSEM).

Vibrational spectroscopy methods (FT Raman and
FTIR) can be used for investigation of nanocomposite
foils basing on biopolymers. High sensitivity the ap-
plied spectroscopy techniques show that in the result
of the neutralization of CS/MMT foil (via incubation
in NaOH solution) the biopolymer chain breaks. This
phenomena is visible by intensity ratio between COC/
COH bands. Increase of reactivity of chitosane chain
lead to entrapment of PO,*, which is the origin of the
apatite forms nucleation process.

Chemical treatment of the nanocomposite foils,
i.e. NaOH washes influences their chemical struc-
ture and microstructure. Neutralisation of the foils is
the first processing stage which precedes the poten-
tial use of CS/MMT foils in biomedical applications.
The materials show a tendency to apatite crystallisa-
tion which may support regeneration of damaged bone

tissue. The applied spectroscopic methods allowed to
observe changes in the whole volume of the sample.

Individual ATR measurements taken at various
spectral ranges and penetration depths allow to ob-
serve subtle changes in the polymer matrix caused by
chemical treatment (NaOH and SBF incubation). Re-
sults of the investigations indicate that in the CS/MMT
systems new chemical bonds and related to them vi-
brations appear. Quantity and quality of the interac-
tions is related to characteristics of the nanoparticle
and the presence of forming apatite structures.

[Engineering of Biomaterials, 109-111, (2011), 44]
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Abstract

Ailments linked to back pain is a serious problem
not only medical but also social. Not only elder people
but also people in working age suffers from problems
related to spine pain. The most common disorders of
the spine are pain syndromes of the lumbar part whe-
re center of gravity of the human body is located and
where major forces are acting on the vertebrae and
intervertebral discs. The market currently offers a va-
riety of spinal implant solutions (FIG. 1).

In the Metal Forming Institute there is realized re-
search Project entitled Investigations and spine im-

FIG. 1. Examples of artificial discs: a) Bryan’s disc,
Acroflex implant, c) Charite disc, ProDiscll prosthe-
sis, e) ProDisc prosthesis.
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FIG. 3. Proposed solutions of spine implant linner.

couple materials tested: 316L steel - polyethylene
UHMWPE — 316L steel, titanium alloy Ti6Al4V — po-
lyethylene UHMWPE and nitrided Ti6AI4V titanium
alloy — polyethylene UHMWPE.

Influence of number of cycles on friction coef-
ficient, surface roughness and poliethylene linner
thickness change illustrates FIG.4. As it results
from performed investigations, too high hardness
level of metal elements (upper and lower clasps)
provides to accelerated wear of the polyethylene
part. New challenge is application of “metal-me-
tal” friction couple.

[Engineering of Biomaterials, 109-111, (2011), 44-45]
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FIG. 4. Influence of number of cycles on friction coefficient (a), surface roughness (b), and polyethyle-
ne liner thickness (c).
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1. Computer tomography digital images of patients
after hip replacement database preparation

2. Study the impact of prosthesis setting on amount
of released metal ions: chromium and cobalt to the
human organism.

3. The development of digital image processing me-
thod for endoprostheses setting modeling using
FEM.

4. Investigate the friction-wear investigations perfor-
mance with different endoprosthesis settings.

5. Characterization of the wear products after tribo-
logical tests.

6. Optimal endoprosthesis settings database elabo-
ration.

Abstract

Scientific goal of the Project is determination of fe-
moral head and acetabular cup symmetry axes deter-
mination for patients after hip endoprosthesis implan-
tation, investigation and adjudication of physicoche-
mical and mechanical processes in hip joint implants
exploitation taking account into tribological proces-
ses and weatr intensity evaluation with different cor-
related femoral head and acetabular cup setting. In-
vestigations also contains examination of amount of
metal ions in patients bodies after hip replacement
operations.

Planned effect of the Project is determination of pa-
rameters assigning operation technique quality and
indication of optimal friction couple setting. In the fra-
me of the Project friction moment run and friction work
values for single cycle in dependence on correlated
setting of endoprosthesis components and as a con-
sequence influence of implant setting on amount of
metal ions releasing to human body will be determi-
nated using simulator.

The extent of work contains:

7. Verification and optimization of mounting through
numerical analysis of implant-bone system in en-
doprosthesis.

The final result of the Project is to improve the sur-
gical navigation system by identifying in femoral head
and acetabular cup setting that will provide the least
resistance to motion, increased stability and the least
amount of metal ions released during exploitation. In-
itiators intend to create a database containing the as-
signment of setting parameters for exploitation proper-
ties. In the future it is planned to use the developed
database for surgical navigation software, enabling
surgeons to avoid negative endoprostheses mutual
settings during operation.

[Engineering of Biomaterials, 109-111, (2011), 46]
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Wstep

Stopy NiTi znajdujg praktyczne zastosowanie zarow-
no w medycynie jak i weterynarii oraz jako narzedzia chi-
rurgiczne oferujgc matoinwazyjne zabiegi chirurgiczne [1].
Jednakze z dtugotrwatym zastosowaniem w organizmie
materiatu o tak wysokiej zawartosci niklu wigze sie ryzy-
ko uwalniania jego jonéw do krwioobiegu. Nikiel jest zna-
ny ze swojej toksycznosci oraz kancerogennosci, dodat-
kowo moze powodowac¢ alergie u wrazliwych oséb [2]. Po-
czgtkowo jony niklu uwalniane sg bardzo powoli i ich wykry-
cie jest prawie niemozliwe ze wzgledu na ich niski poziom
w srodowisku organizmu ludzkiego. Udowodniono jednak,
iz szybkos$¢ uwalniania jonow niklu z czasem moze znaczg-
co wzrosng¢, w zwigzku z czym istnieje potrzeba modyfika-
cji stopow NiTi w celu podniesienia ich odpornosci korozyj-
nej [3,4]. Tego rodzaju modyfikacje mozna przeprowadzi¢
np. poprzez zmiang sktadu chemicznego stopu czyli zmniej-
szenie zawartosci niklu lub jego catkowitg eliminacje. Otrzy-
mane w ten sposob stopy nie wykazujg jednak zadawala-
jacych efektow zwigzanych z indukowaniem efektu pamie-
ci ksztattu. Z tego powodu gtéwng metodg poprawy odpor-
nosci korozyjnej stopow jest modyfikacja ich powierzchni.

SURFACE MODIFICATION OF NiTi
ALLOYS
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Introduction

In a practice NiTi alloys have been applied in both medi-
cine and veterinary fields and also as surgical instruments
offering low-invasive surgery [1]. However, with long-term
use in the human body of these materials with such a high
nickel content the risk of release of ions into the bloodstream
is associated. Nickel is well known for its toxicity and carci-
nogenicity, and additionally may cause allergies in sensitive
people [2]. Initially, nickel ions are released very slowly and
their detection is almost impossible due to their low level in
the environment of the human body. However, it has been
proven in many studies that the release rate of nickel ions
over time may increase significantly, thus there is the need
for modification of NiTi alloys in order to increase their cor-
rosion resistance [3,4].

This kind of modification can be performed for example
by change of the alloy composition or reduction of nickel
content or its complete elimination. The obtained in this
way alloys don not exhibit satisfactory results related to
the induction of shape memory effect. For this reason, the
main method of improving the corrosion resistance of alloys
is their surface modification.

TABELA 1. Metody otrzymywania warstw pasywnych na stopach NiTi.
TABLE 1. Methods for obtaining passive layers on NiTi alloys.

. . Pasywacja — . .
Pasywacja Pasywacja . . . Pasywacja Pasywacja
o " . implantacja Pasywacja ; . L
Modyfikacja w wodzie W powietrzu . elektrochemiczna | metodg zol- zel | Passivation
. L . jonow laserowa . )
\V[eleliile=1ile]s M Passivation in | Passivation . . Electrochemical Sol-gel by autoclaving
. Passivation — |Laser passivation . L
water in air . . passivation passivation
ion implantation
Grubosc¢
warstwy 10 — 26 nm - - 25 nm 20 nm 200 nm ~3 nm
Layer thickness
Nisko skrysta- Amorficzna TiO,
lizowany rutyl i krystaliczna
Struktura i anataz Amorficzna Ti;Ni, Amorficzna Amorficzna Amorficzna Amorficzna
Structure Low-crystalli- | Amorphous [Amorphous TiO,| Amorphous Amorphous Amorphous Amorphous
zed rutile and and crystalline
anatase Ti;Ni,
Odpornos¢ E\,=33 mV E,.= -327 mV
korozyjna E,=1227mV ) ) E,,=1500 mV E,..=-208 mV ) E,,=1900 mV
Corrosion E.=33 mV E.=-327 mV E.=-208 mV E,.=1900 mV
resistance E,=1227mV E,=1500 mV
Przy wyzszych Strefa wptywu Wspdiczyn n,' k, .Wspolczyn- Dobra
. . . o . chropowatosci | nik chropowato- .
Staba adhezja | temp. Ni;Ti Duza grubosé | ciepta — 60 nm o adhezja
. . . 0,04 sci 3,9
Poor adhesion |At higher temp.|Large thickness| Heat-affected Good
. Roughness Roughness fac- )
Ni, Ti zone — 60 nm adhesion
factor 0,04 tor 3,9
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Rodzaje modyfikacji powierzchni

Wytwarzanie tlenkéw tytanu, azotkéw tytanu, powtok dia-
mentopodobnych, biopolimerowych czy apatytowych stano-
wi potencjalny sposdb uzyskiwania powtok chronigcych or-
ganizm ludzki przed szkodliwym wptywem niklu. Podnosze-
nie odpornosci korozyjnej poprzez pasywacje powierzchni
jest obecnie najbardziej rozpowszechnione. Pasywacja sto-
pow NiTi prowadzi do powstania na ich powierzchni stabil-
nej powtoki TiO,, ktéra w istotny sposdb ogranicza uwalnia-
nie jonow niklu. Na chwile obecng nie istnieje jedna, stan-
dardowa metoda wytwarzania warstw pasywnych. Jedng
z najtanszych oraz najprostszych metod jest sterylizacja
w parze wodnej (TAB. 1), w ktérej duzy dostep tlenu oraz
podwyzszona temperatura i ciSnienie prowadzg do uzyska-
nia amorficznych warstw TiO,. Warstwy pasywne otrzyma-
ne w wyniku gotowania w H,0O, sktadajg sie gtéwnie z ru-
tylu i anatazu, nie stwierdza sie w nich obecnosci Ni jak to
ma miejsce przy zastoso-
waniu pozostatych sposo- |
bow modyfikacji. Jednak [
pomimo dobrych rezulta-
téw warstwy otrzymane w
ten sposob wykazujg sta- IS
ba przyczepnosé¢ do pod- '. o
foza a na ich powierzch-
ni mozna zaobserwowac
pekniecia (RYS.1.), co | 2 3000
skutkuje stabszg odpor- ;
noscig korozyjna.

Pasywacja w pod-
wyzszonej temperaturze
w powietrzu moze zostacé
zastosowana jako obréb-
ka termiczna przed osadzeniem apatytu na powierzchni sto-
pu. Przeprowadzone badania [6] wykazaty, iz otrzymane w
ten sposéb warstwy tlenkowe sg stabej jakosci, natomiast
po zainkubowaniu ich w roztworze symulujgcym srodowi-
sko organizmu ludzkiego juz po 3 dniach (po obrdbce ter-
micznej w 600°C) na powierzchni powstajg zarodki apaty-
tu, a po 14 dniach wytwarza sie ciggta warstwa. Niewielka
grubos¢ warstw pasywnych wigze sie z duzg mozliwoscig
ich uszkodzenia a co za tym idzie mozliwoscig uwalniania
jonow niklu. Z kolei grube warstwy tlenkowe ulegajg uszko-
dzeniu podczas indukowania efektu pamieci ksztattu dajac
przestanki do poszukiwania innych metod.

Inny, bardziej
obiecujgcy spo-
so6b modyfika-

Det WD
SE 103

(b) oxidation in H,0, [5].

Types of surface modification

Production of titanium oxides, titanium nitrides, diamond-
like carbon coatings, biopolymers or apatites coatings is a
potential way of obtaining protective layers that protect the
human body against harmful effect of nickel. Nowadays, the
most widespread is improvement of corrosion resistance by
surface passivation. The passivation of NiTi alloys leads
to obtainment a stable TiO, coating on the surface, which
significantly reduces the nickel ions release. At the present
moment, there is no single, standard method for producing
passive layers. One of the cheapest and simplest methods is
steam sterilization (TAB. 1) in which the large access of oxy-
gen and high temperature and pressure leads to obtainment
of amorphous TiO, coatings. The passive layers obtained by
boiling in H,0, are mainly composed of rutile and anatase,
there was no presence of nickel ions as it was ascertained
using other methods of modification. Despite the good re-

RYS. 1. Fotografia SEM powierzchni stopu NiTi po: (a) polero-
waniu mechanicznym, (b) utlenianiu w H,0, [5].
FIG. 1. SEM image of NiTi surface after: (a) mechanical polishing,

TABELA 2. Metody otrzymywania warstw azotkowych na stopach NiTi.
TABLE 2. Methods for obtaining nitride layers on NiTi alloys.

=g sults, the layers obtained
gl by such a method exhibit
a poor adhesion to the
substrate and one can
| observe cracks on their
&4l surface (FIG. 1) what re-
|l sults in weaker corrosion
4 resistance.

¥l Passivation at higher
Al temperatures in air may
be used as a thermal pre-
treatment before apatite
deposition on the alloy
surface. The carried out
studies [6] showed that
the oxide layers obtained
in this way are of poor quality but after incubation them in
a solution simulating conditions of the human body already
after 3 days (after heat treatment at 600°C) there are apatite
nucleus formed on the surface and after 14 days a con-
tinuous layer is formed. The small thickness of the passive
layers is connected with a great possibility of their damage
and hence with the possibility of release of nickel ions. In
other hand, thick oxide layers can be damaged during the
induction of shape memory effect giving reasons to search
other methods.

Another more promising method of modification is the
production of nitride layers that can be obtained in several
ways (TAB. 2).
The production
of nitride lay-

cji, stanowi wy-

twarzanie warstw Azotowanie - | Niskotemperaturowe | Azotowanie Azotowanie —
azotkowych, ktore Modyfikacja PIRAC azotowanie jarzeniowe| laserowe implantacja jonow
mozna otrzymac Modification Nitriding — | Low-temperature glow | Laser nitriding | Nitriding — ion
na kilka sposo- PIRAC discharge nitriding implantation
béw (TA_B'Z')' Wy- Grubos¢ warstwy
twarzanie warstw Layer thickness 0,4 -1,5nm 6,22 — 47,4 nm 2 um =
a;otlfowych przy . Dendrytyczne
uzyciu wysokich Struktura Nanokrystaliczna ziama fazy TiN
temperatur pro- Structure : L itic grains )
cesu obraébki, jak of TiN phase
taerszgﬁjic%: e e E.=130 mV E,=-400 mV E,.=-163 mV
tod, prowadzi do zyjna E,,=540 mV E_,=2500 mV ) E,,=1170 mV
rozg)a du fazy ma- (O] EIINCEER E. =-130 mV E..=-400 mV E..=-163 mV

; asy tance E, =540 mV E, =2500 mV E,=1170 mV
cierzystej z row- : = : — : —
noczesnym wy- Mikrotwardosé Mikrotwardosé| Mikrotwardos¢
tworzeniem pod- Inne 4.1— 18 GPa | Podwarstwa — 39 nm 890 — 2000 HV 9,4.1 — 29,21 GPa
warstwy Ni,Ti, Ni- Other Microhardness | Sublayer —39 nm | Microhardness| Microhardness

4 -18 GPa 800 — 2000 HV| 9.41 — 29.21 GPa
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ers using high
temperatures of
treatment proc-
ess leads to the
disintegration of
the parent phase
with simultane-
ous creation of
Ni,Ti, Ni;Ti, or
NiTi, sublayers
as is the case
in most of meth-
ods. Appear-
ance of the sub-
layer of this type
has a negative
effect on the in-
duction of shape
memory effect.



3T, czy NiTi,. Powstanie tego
rodzaju podwarstwy ma ne-
gatywny wptyw na induko-
wanie efektu pamieci ksztat-
tu. W przypadku uzycia la- |
sera, mimo iz nie wystepujg
tego rodzaju fazy, pojawiajg
sie dendrytyczne ziarna fazy
TiN, ktoére formujg sie w wy-
niku reakcji stopionego tyta-
nu z gazowym azotem a na-
stepnie szybkiego krzepnie-
cia produktéw tej reakciji [7].

Mozliwos¢ eliminacji tego
rodzaju zjawisk zapewnia
metoda azotowania nisko-
temperaturowego, ktérg
mozna przeprowadzi¢ juz w
temperaturze ponizej 400°C.
Otrzymane w ten sposob warstwy majg strukture nanokry-
staliczng (RYS. 2), duzo mniejszg grubos¢ oraz cechujg sie
bardzo dobrg odpornoscig korozyjng oraz biozgodnoscia [8].

Warstwy diamentopodobne oraz hydroksyapatytowe
stosowane sg w elementach statycznych, gdyz charakte-
ryzujg sie wysokg wytrzymatoscig mechaniczng, dobrg od-
pornoscig na zuzycie czy tez biokompatybilnoscig. War-
stwy te nie spetniajg swojej ochronnej funkcji w przypadku
elementéw wykorzystujgcych zjawisko pamieci ksztattu ze
wzgledu na ich relatywnie duzg grubo$¢ oraz stabg przy-
czepnos$¢ do podtoza - w czasie odksztatcania tuszczg sie
i odpadajg [9-11].

Warstwy biopolimerowe mozna otrzymywac¢ w wyniku
elektroosadzania na powierzchni stopu kilku, naprzemiennie
utozonych, cienkich warstw polietylenoiminy oraz heparyny -
ktéra ma zapobiegac tworzeniu sie skrzepow na powierzchni
stopu [12,13]. Zastosowana modyfikacja zapewnia lepsza
odpornosc¢ korozyjng, zwilzalno$¢ oraz biokompatybilnosc.
Dodatkowo w tego rodzaju warstwach mozna zabudowywaé
réznego rodzaju czgstki zawierajgce lekarstwa, ktére mozna
uwalnia¢ w kontrolowany sposob.

Podsumowanie

Istniejg rézne metody modyfikacji powierzchni zapew-
niajgce otrzymanie grubych warstw na potrzeby zasto-
sowan statycznych, ktére w wyniku indukowania pamieci
ksztattu ulegajg niszczeniu. W przypadku modyfikowania
powierzchni stopéw przeznaczonych na implanty medycz-
ne wykorzystujgce efekt pamieci ksztattu, konieczne jest
wytworzenie warstw ochronnych zdolnych do odksztatcen
zwigzanych z indukowaniem tego efektu. Do najbardziej
obiecujgcych naleza:

» Metoda sterylizacji w autoklawie prowadzgca do wytwo-
rzenia cienkich, sprezystych warstw ok. 3 nm, ktére mogg
pracowa¢ w warunkach dynamicznych. Ze wzgledu na
duze powinowactwo tytanu do tlenu, nawet w przypad-
ku uszkodzenia tego rodzaju warstw, nastepuje szybka,
samorzutna repasywacja w zwigzku z czym jony niklu
nie przedostajg sie do srodowiska organizmu ludzkiego.

* Metoda azotowania jarzeniowego w niskich temperatu-
rach (ponizej 400°C) pozwalajgca na wytworzenie cien-
kich warstw, ktére zdolne sg do matych odksztatcen w
zakresie indukowania efektu pamieci ksztattu (3-6% od-
ksztatcenia). Jednoczesnie metoda ta w matym stop-
niu wptywa na zmiany strukturalne w fazie macierzystej
oraz daje mozliwos$¢ pokrywania detali o skomplikowa-
nych ksztattach.

RYS. 2. Mikrostruktura przekroju poprzecznego warstwy azot-
kowej otrzymanej w temp. 400°C/5min (a), dyfraktogram dla wy-
branego obszaru warstwy TiN (b) [8].

FIG. 2. Microstructure of cross-section of the nitride layer ob-
tained at 400°C/5min (a), diffraction pattern for a selected area
of TiN layer (b) [8].

In the case of a laser
use, even though such
phases are not present,
dendritic grains of TiN
phase occur which are
formed as the result
of reaction of molten
titanium with nitrogen
gas, and then quick
solidification of the
products of this reac-
tion [7]. Elimination
possibility of this kind
of phenomena gives
a low-temperature glow
discharge nitriding
method, which can be
carried out at tempera-
ture below 400°C. The
obtained in this way layers have a nanocrystalline structure
(FIG. 2), they are much thinner and they have very good
corrosion resistance and biocompatibility [8].

Diamond-like-carbon (DLC) and hydroxyapatite layers
are applied in static elements as they are characterized by
high mechanical strength, good wear resistance or biocom-
patibility. These layers do not fulfill their protective function in
the case of elements using shape memory phenomenon due
to their relatively high thickness and poor adhesion to the
substrate - during deformation they peel and drop off [9-11].

Biopolymer layers can be obtained by electrodeposi-
tion on the alloy surface in a form of several alternate thin
layers of polyethyleneimine and heparin were deposited
where the latter was intended to prevent clot forming on
the alloy surface [12,13]. The applied modification ensures
better corrosion resistance, wettability and biocompatibility.
Additionally, there is a possibility to embed into such lay-
ers particles of different types containing drugs that can be
released in a controlled way.

Summary

There are various methods of surface modification that
ensure the production of thick layers for the needs of static
applications, which are in the result of shape memory induc-
tion could be destroyed. In the case of surface modification
of alloys assigned for medical implants exhibiting the shape
memory effect, it is necessary to produce the protective lay-
ers able to deformations related with the induction of this
effect. The most promising methods are the following:

» The method of sterilization by autoclaving leading to the
formation of thin, elastic layer of about 3 nm which can
work under dynamic conditions, and because of a high
affinity of titanium to oxygen, even in the case of damage
of such layers, fast and spontaneous repassivation pro-
ceeds so the nickel ions do not get into the environment
of the human body.

» The method of low-temperature glow discharge nitriding
(below 400°C) allowing to produce thin films which are
able to small deformations in the range of shape memory
induction (3-6% of deformation) without a major damage.
Simultaneously that method in a small degree influences
the structural changes in the parent phase and gives
a possibility of covering parts with complicated shapes.
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Wprowadzenie

Znieksztatcenia klatki piersiowej stanowig od lat istotny
problem leczniczy i w ponad 90% obejmujg: znieksztatce-
nie typu: lejkowatego oraz kurzego. Wprowadzanie w ostat-
nich latach nowych, matoinwazyjnych technik operacyjnych
bazuje na doswiadczeniach zespotdéw interdyscyplinarnych
inzynierii biomedycznej. Wytworzenie stabilizatorow ptytko-
wych oraz instrumentarium chirurgicznego opracowanych
w Centrum Inzynierii Biomedycznej Politechniki Slgskiej
oraz ich wdrozenie do produkcji w BHH Mikromed wielo-
krotnie obniza koszty zabiegu operacyjnego. Efektem tego
jest rozpowszechnienie tej metody leczenia operacyjnego
w wielu osrodkach torakochirurgii w Polsce.

Uzyskane do tej pory efekty przeprowadzonych stabiliza-
cji metodg Nussa sg w ocenie klinicznej bardzo pozytywne.
Niemniej jednak biezgce analizy do$wiadczen klinicznych
wskazujg na koniecznos¢ dalszej weryfikacji i korygowania
cech konstrukcyjnych i biomechanicznych stabilizatoréw
w odniesieniu do populacji wiekowej pacjentéw oraz cech
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Introduction

The anterior surface deformity of chest has been a sig-
nificant treatment problem since years and in more than
90% it includes pectus excavatum and pectus carinatum
types of deformation. Recently introduced new minimally
invasive surgery procedures are based on the research of
the interdisciplinary biomedical engineering teams. Cre-
ating new generation plate stabilizers and surgical tools
developed in the Biomedical Engineering Center of the
Silesian University of Technology and manufactured by BHH
Mikromed significantly decrease costs of a surgical treat-
ment. As a result, the surgical treatment has been widely
used in many Thoracic Surgery Centers in Poland. Clinical
results of the stabilization obtained so far and carried out
using Nuss’es method are very positive. Nevertheless,
current analysis of clinical research reveal a necessity of
further verification and correction of the constructional and
biomechanical features of the stabilizers with a reference
to the age of patients and their individual reactivity features.
So far it has been observed that in some cases the plate
becomes loose and, as a consequence, rotates causing ir-
ritation of the inner structure of ribs and breastbone resulting
in pain problems. Therefore, implementing new solution of
the geometry of the stabilizer will undoubtedly contribute
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reaktywnosci osobniczej. Dotychczas obserwowano przy-
padki obluzowania ptyty i w nastepstwie jej obrét powodujgcy
draznienie wewnetrznej struktury zeber i mostka stwarzajgc
dolegliwosci bélowe. Dlatego tez zastosowanie nowego roz-
wigzania geometrii stabilizatora przyczyni sie niewatpliwie
do zwiekszenia komfortu pacjenta po operacji zapewniajgc
prawidtowg korekcje wady [1-5].

Wyniki badan numerycznych i doswiadczalnych stoso-
wanych obecnie implantéw potwierdzity spostrzezenia klini-
cystow o koniecznos¢ modyfikacji ich geometrii. Dodatkowo
przeprowadzone przez Autorow badania odpornosci koro-
zyjnej ptyt w stanie wyjsciowym, jak rowniez po okreslonym
czasie uzytkowania pozwolity na opracowanie technologii
modyfikacji powierzchni biomateriatu metalowego uwzgled-
niajgca koniecznos¢ sterylizacji implantu [6-8].

W pracy przedstawiono wyniki badan doswiadczalnych
nowej generacji stabilizatora do leczenia znieksztatcen
klatki piersiowej o zmodyfikowanej geometrii i sposobie
mocowania zapobiegajgcemu rotacji, obluzowywaniu i jej
przemieszczaniu sie podczas stabilizacji. W szczegdlnosci
wyznaczono wartosci sity i przemieszczenia ptyty podczas
obcigzania oraz sprawdzono skuteczno$¢ nowego sposobu
stabilizacji.

Metodyka

Do badan doswiadczalnych stabilizatora ptytkowego do
leczenia znieksztatcen przedniej Sciany klatki piersiowej
przygotowano specjalne stanowisko opracowane przez pra-
cownikéw Zaktadu Inzynierii Biomedycznej, ktére odpowied-
nio zamontowane w uniwersalnej maszynie wytrzymatoscio-
wej Firmy MTS Insight, umozliwiato pomiar wartosci prze-
mieszczenh wytypowanych obszardw ptyty oraz sit obcigza-
jacych F. Badaniu poddano ptyte o wymiarach 16x3,5x400
mm wykonang ze stali Cr-Ni-Mo — RYS. 1. Pomiar polegat
na rejestrowaniu sity osiowej F w kierunku osi ,z” oraz war-
tosci przemieszczen w kierunku osi ,x” odczytywanych dla
przemieszczenia osiowego w kierunku osi ,z”. Zatozono
mozliwo$¢ przemieszczen do 10 mm co 1mm, uwzglednia-
jac ugiecie klatki piersiowej. Taka warto$¢ przemieszczen
nie powoduje dolegliwosci bolowych.

Aby zasymulowac prawidtowg stabilizacje zdeformowa-
nej klatki piersiowej przed przystgpieniem do badan ptyte
odpowiednio dogieto do jej anatomicznej krzywizny przy
pomocy specjalistycznego instrumentarium chirurgiczne-
go i przymocowano do nowo opracowanej poprzeczki. Na-
stepnie zamocowano jg na stanowisku, za pomocg drutu
chirurgicznego zgodnie z technikg operacyjng. Stanowisko
umozliwiato rézny sposdb mocowania ptyty — z wykorzysta-
niem podpér statych (z niewielkg mozliwoscig przemiesz-
czania sie czesci bocznej ptyty podczas obcigzania wynika-
jacq z elastycznosci konstrukgji) oraz wykorzystaniem pod-
pory ruchomej (zaktadajgc ograniczenie przemieszczenia
do max 10 mm z jednej strony).

to increasing patient’s comfort after operation, providing an
appropriate correction of the defect [1-5].

The results of numerical and experimental researches of
currently used implants have proven the clinical researchers’
observation about the necessity of modifying their geometry.
Furthermore, conducted by the Author analysis of the corro-
sion resistance of the plates in initial state as well as after
particular time of usage enabled to develop the modification
technology of the surface of the steel biomaterial taking the
necessity of sterilizing the implant into consideration [6-8].

The paper presents the results of an experimental analy-
sis of the new generation stabilizer used for anterior surface
deformity treatment with a modified geometry and way of
fixing preventing rotation, loosening and its displacement
during stabilization. In particular, forces and displacements
of the plate during loading were determined and the effec-
tiveness of the new way of stabilizing was verified.

Methods

In order to conduct experimental research of the plate
stabilizer used in anterior chest deformity treatment, a spe-
cial stand was created by the researchers of the Division of
Biomedical Materials Engineering. The stand, properly fixed
in universal testing machine manufactured by MTS Insight,
enabled calculating results of displacements of chosen
areas of the plate and loading forces F. The analysis was
performed on the plate 16x3,5x400 mm made of Cr-Ni-Mo
stainless steel - FIG.1. The calculations were based on reg-
istering axial force F directed towards axis “z” and the value
of displacements directed towards axis “x” interpreted for
axial displacement directed towards axis “z”. The possibility
of displacements up to 10 mm step of 1mm were assumed,
considering chest bending. Such value of displacement does
not cause any pain problems.

In order to simulate the correct stabilization of the de-
formed chest before starting the research the plate was
appropriately fitted to its anatomical curvature with the use of
the dedicated surgical tools and fixed to the newly designed
bar . Then, it was fixed on the stand with surgical wire ac-
cording to the operational technique. The stand enabled
different types of fixing the plate with the use of fixed support
(with the small possibility of displacement of the side part of
the plate during loading caused by flexibility of the construc-
tion) and with the use of mobile support (assuming the limit
of the displacement up to maximum 10 mm from one side).

Such way of limiting includes possibility of stabilizer’s
displacement in the place where it is fixed to ribs while pa-
tients breathing. In order to calculate the value of displace-
ments in characteristic areas of the model (along the axis
“x”) sensors were used (sensor 1 and sensor 2) according
to the scheme shown in FIG.2. The values of displacement
directed towards axis “z” were registered with the help of
specialist program of the universal testing machine.

a)

Sensor 2

RYS. 1. a) konstrukcja stabilizatora ptytkowego, b) schemat obciazenia i przemieszczen.
FIG. 1. a) The construction of the plate stabilizer, b) the scheme of load and displacements.
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52 Taki sposodb ograniczenia
® o 0 0000 ywzglednia mozliwos¢ prze-
mieszczania sie stabilizatora

w miejscu jej mocowania do ze-

ber podczas oddychania pa-

cjenta. W celu okreslenia war-

tosci przemieszczehn w charak-
terystycznych punktach mode-

lu (wzdtuz osi ,x”) zastosowa-

no czujniki zegarowe (Czujnik 1

i Czujnik 2) zgodnie ze schema-

tem przedstawionym na RYS.2. RYS. 2. Stanowiska do badan doswiadczalnych, mocowanie z wykorzystaniem

Wartosci przemieszczenia w kie- | POPOr: a)statych, b) jednej podpory ruchome;.
runki osi ,z” rejestrowane byty = FIG-2.Research stand, fixing with the use of support: a) fixed b) one mobile support.

przy pomocy specjalistycznego
oprogramowania maszyny wy-

trzymatosciowej. Results
Wyniki The results of the research are presented in FIG.3 and
in TAB.1.
Wyniki badan przedstawiono na RYS.3 i w TABLICY 1. On the basis of the obtained results it can be stated that

Na ich podstawie mozna stwierdzi¢, ze przy zadaniu mak-
symalnej wartosci przemieszczenia osiowego ,z°=10 mm
uzyskuje sie sity osiowe: F=888 N przy zatozeniu sztyw-
nych podpdr, natomiast przy mozliwosci przemieszczania
sie ptyty z jednej strony o warto$¢ max 10 mm sita ta zma-

“om

applying maximum value of axial displacement “z’=10mm,
generates the axial force F=888 N for the fixed support,
whereas with the possibility of plate displacement from one
side with the maximum value of 10 mm, this force decreased
to the value of F=442N.

lata do wartosci F=442 N. In the first case, obtained displacement values registered

W pierwszym przypadku uzyskane wartosci przemiesz-
czenia rejestrowane w punkcie 1 i punkcie 2 wzdtuz osi X’

in point 1 and point 2 along the
equal to: 1,16 mm and 0,54 mm, whereas for the mobile

X" axis were respectively

support: 9,65 mm and 0,42 mm.

TABLICA 1. Wartosci sit F i przemieszczen ,,x” zarejestrowanych przy
wartosciach przemieszczenia osiowego ,,z”: od 1 mm do 10 mm co
1 mm.

TABLE 1. The values of the force F and displacement “x” registered at
the axial displacement values “z”- from 1 mm to 10 mm.

Conclusions

Obtained in the experimental research
values of the axial forces which cause the
plate bend of 10 mm were respectively equal
to: 888 N with the fixed support and 442 N
with the mobile support Relating obtained

) ) Podpory state Podpora ruchoma results to the results obtained in the analysis
\o PEES:::;Z;TE Fixed support Mobile support of the chest stiffness at children [9], where
[mm] Sita / Force ~ [Sensor 1|Sensor 2| Sita / Force F, |Sensor 1|| the maximum axial displacement which did
F, [N] [mm] [mm] [N] [mm] || not cause pain problems was obtained at the
1 1 13 0,030 | -0,010 7 -0,004 || load of 100 N and ranged from 10 to 20 mm.
2 2 70 0,080 | -0,040 14 -0,200 || It can be stated that in both cases, the plate
3 3 195 0,220 | -0,050 54 1,000 || has greater stiffness than a chest, which can
4 4 317 0,360 | -0,070 100 2,350 || be the subject of further research aiming
5 5 429 0,490 | -0,120 168 3,500 || at minimizing the stiffness of the stabilizer
6 6 542 0,640 | -0,200 227 4,700 || through optimizing its geometry — width and
7 7 654 0,780 | -0,290 281 5,950 || thickness of the plate. It was also concluded
8 8 738 0,910 | -0,380 346 7,050_|| that the applied type of bars fixation by means
9 = 817 1,030 | -0,460 392 8350 |l of surgical wires ensures the appropriate
10 1) £ Y | 0l e 9650 || stabilization of the system. While loading in
1000 500 the first stage, the elimination
2o g of clearances between the bar
e = fixed with surgical wire and ribs
W Z 600 \1 —E’Z‘fp:::me"‘ Z 300 \\ —z‘;f"“eme"‘ "2 | occurred. The wires were not
(D S s g 29 e 1 v damaged as well as no clamps
O S 400 ensor1,mm | S 200
— o } = were observed to come loose.
< o AT 100 \‘ FEearsonZ mim Moreover, it was stated that
O — 103 | 52 ) the suggested innovative way
Zm DR e S of fixing the p!ate to_the bgrs
a) Displacement, mm b) Displacement, mm prevented from its rotation during
- L|J loading. No mechanical damages
e |— RYS. 3. Wykres zaleznosci wartosci przemieszczenia w osi ,,x” i ,z” od sity F:  Of cooperating elements were
1] a) podpory state, b) podpora ruchoma. observed i.e. seats of the plate,
Ll FIG. 3. The diagram of the dependence of the values of the displacements in axis bars and locking screws, which
> “x” and “z” on the F force: a) fixed support b) mobile support.
(D .
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wynosity odpowiednio: 1,16 mm i 0,54 mm, natomiast dla
podpory ruchomej: 9,65 mm oraz 0,42 mm.

Podsumowanie

Uzyskane w badaniach doswiadczalnych wartosci sit
osiowych, ktére powodujg ugiecie ptyty o 10 mm wynosity
odpowiednio: 888 N przy zatozeniu podpor statych, nato-
miast 442 N przy zatozeniu jednej podpory ruchomej. Od-
noszgc otrzymane wartosci do wynikéw uzyskanych w ba-
daniach sztywnosci klatki piersiowej u dzieci [9], gdzie mak-
symalne przemieszczenie osiowe, ktére nie powodowato
dolegliwosci bolowych osiggnieto przy obcigzeniu 100 N
i wynosito od 10 do 20 mm mozna stwierdzi¢, ze zarbwno
w jednym, jak i drugim przypadku ptyta charakteryzuje sie
wiekszg sztywnoscig, niz klatka piersiowa. Moze to stano-
wi¢ przedmiot dalszych badan dgzgcych do zminimalizo-
wania sztywnosci stabilizatora poprzez optymalizacje jej
geometrii — szerokosci i grubosci. Stwierdzono réwniez,
ze sposOb mocowania poprzeczek drutami chirurgicznymi,
zapewnia odpowiednig stabilizacje uktadu. Podczas obcig-
zania w pierwszym etapie nastepowato kasowanie luzéw
pomiedzy poprzeczkg mocowang drutami chirurgicznymi,
a zebrami. Druty te nie ulegty uszkodzeniu, jak réwniez nie
zaobserwowano obluzowania mocowania.

Ponad to stwierdzono, ze zaproponowane nowatorskie
mocowanie ptyty do poprzeczek uniemozliwiato jej rota-
cje podczas obcigzania. Nie zaobserwowano uszkodzen
mechanicznych wspétpracujgcych ze sobg elementow, tj.
gniazd ptyty, poprzeczki i Srub blokujgcych co wskazuje na
odpowiedni dobdr cech geometrycznych i materiatowych
tych elementow.

Podsumowujgc wyniki uzyskane w pracy mozna stwier-
dzi¢, ze zaproponowany nowy sposoéb stabilizacji zapewnia
prawidtowg prace ptyty minimalizujgc niebezpieczenstwo jej
rotacji co zdarzato sie podczas standardowego mocowania
ptyty jedynie przy pomocy drutéw. Natomiast w dalszych ba-
daniach nalezy przeprowadzi¢ analizy ptyt o zmodyfikowanej
geometrii zapewniajgcej mniejszg ich sztywnos¢ zblizong
do sztywnosci klatki piersiowe;.

Podziekowania

Prezentowana praca byta finansowana z projektu badaw-
czego nr 4159/B/T02/2010/38 na lata 2010-2012.
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indicates an appropriate choice of geometrical and material
features of these elements.

Summarizing the results obtained in the paper it can be
stated that the suggested new way of stabilizing ensures a
proper work of the plate, minimizing the risk of its rotation,
which took place during standard fitting of the plate by means
of wires only. However, in further research analysis of plates
with modified geometry providing their less stiffness related
to the stiffness of the chest should be conducted.
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Wprowadzenie

Znieksztatcenia klatki piersiowej stanowig od lat istotny
problem leczniczy i w praktyce dotyczg one dwoch wad
rozwojowych, tj. lejkowatej klatki piersiowej oraz kurzej
klatki piersiowej. Przez wiele lat leczenie tych wad tgczyto
sie z rozlegtymi zabiegami operacyjnymi obejmujgcymi
resekcje wielu zeber [1]. Obecnie jednak dominujgcg jest
matoinwazyjna metoda Nussa polegajgca na wprowadzeniu
pod zebra przy pomocy laparoskopu odpowiednio przygo-
towanej ptyty korygujacej znieksztatcong chorobowo klatke
piersiowg [2-7].

Stosowane powszechnie w biomechanice komputerowe
metody obliczeniowe przyczyniajg sie do szybszego opraco-
wywania i wdrazania do praktyki klinicznej nowych, udosko-
nalonych implantéw poprawiajgcych jako$c¢ leczenia i kom-
fort pacjenta podczas ich uzytkowania. Na podstawie modeli
fizycznych oraz matematycznych buduje sie uktady biome-
chaniczne, a metoda elementdw skornczonych pozwala de-
terminowac stan naprezen i przemieszczen w warunkach
zblizonych do rzeczywistych. Uzyskane wyniki dajg pod-
stawe do optymalizacji cech konstrukcyjnych poszczegdl-
nych elementéw uktadu stabilizujgcego oraz doboru odpo-
wiednich wlasnosci mechanicznych biomateriatu, jak réw-
niez pozwalajg symulowac rézne warianty aplikacyjne dla
réznych znieksztatcen klatki piersiowej oraz cech antropo-
metycznych [8-10].

Metodyka

W pracy analizowano ptyty przeznaczone do rekonstruk-
cji znieksztatcen klatki piersiowej. Przeprowadzona ana-
liza obejmowata wyznaczenie stanu przemieszczen, od-
ksztatcen i naprezen zredukowanych oraz reakcji w pod-
porach wystepujacych w uktadzie ptyta-poprzeczki-wkrety
blokujgce. W badaniach wykorzystano modele geome-
tryczne ptyty, poprzeczek i wkretéw blokujgcych sporza-
dzone na podstawie dokumentacji technicznej. Analizowa-
ne ptyty charakteryzowaty sie dtugoscig 340 mm, szeroko-
$cig 11 mm i gruboscig 2,5 mm. Do takiej ptyty zostaty do-
brane odpowiednie poprzeczki i wkrety blokujgce - RYS.
1. Dla potrzeb analizy przyjeto wtasnosci materiatowe im-
plantu odpowiadajgce stali Cr-Ni-Mo o module Younga
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Introduction

Deformations of chest have been a significant treatment
problem since years and in practice they concern two main
malformations - pectusexcavatum and pectuscarinatum.
Through many years treating those malformations was
connected with extensive surgical procedures including
costectomy of many ribs [1].However, currently it is more
common to use minimally invasive Nuss’es method based
on implanting under a rib with the use of laparoscope ap-
propriately prepared plate to fixing deformed chest [2-7].

Commonly used in biomechanics computer calculating
methods have contributed to a faster development and
introduction into clinical practice new, better implants im-
proving the quality of the treatment and patient's comfort
while using them. On the basis of physical and mathematical
models biomechanical systems are built and the finite ele-
ments method enables to determine the state of stresses
and displacements in the conditions similar to natural. Ob-
tained results provide the basis for optimizing constructional
features of separate elements of the stabilizing system and
for the selection of the appropriate mechanical features of
the biomaterial as well as enable to simulate different vari-
ants of application for different deformations of chest and
anthropometric features [8-10].

Methods

In the paper fixing plates designed for chest deformation
reconstruction were analyzed. Conducted analysis included
calculating the state of displacements, deformations, stress-
es and reaction in supports present in the plate-bars-locking
screws system. In the research geometrical models of the
plate, bars and locking screws constructed on the basis
of technical documentation were used. The analysis was
carried out on the plate of 340 mm length, 11 mm width
and 2,5 mm thickness. For such a plate appropriate bars
and locking screws were selected-FIG.1.A stainless steel
wasassumed in order to carry out the analysis.The follow-
ing material properties corresponding with Cr-Ni-Mo steel
were set : Young modulus E=1,93-10°MPa, Poisson’s ratio
v=0,31, yield strength R,,=690 MPa and tensile strength
R,=1200 MPa.

On the basis of geometrical models a mesh of finite ele-
ments was generated. For discretization of the model finite
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E=1,93-10°MPa, liczbie Poissona’a v=0,31, umownej gra-
nicy plastycznosci R, ,=690 MPa i wytrzymatos¢ na rozcig-
ganie R,,=1200 MPa.

Na bazie modeli geometrycznych wygenerowano siatke
elementéw skonczonych. Do dyskretyzacji modelu wyko-
rzystano element skonczony typu SOLID187, stosowany
w analizie bryt przestrzennych.

Warunki brzegowe

W trakcie badan wyznaczano stan przemieszczen,
odksztatcen oraz naprezen w elementach uktadu oraz
reakcje w podporach. Dla przeprowadzenia obliczen
niezbedne byto okreslenie i nadanie warunkéw poczat-
kowych i brzegowych, ktére z odpowiednig doktadnoscig
odwzorowywaty zjawiska zachodzgce w uktadzie rzeczy-
wistym. Dla potrzeb analizy przyjeto nastepujace zatozenia:
* W miejscu wystepowania poprzeczki (punkty B i C) zostaty

odebrane wezlomlezgcym na ptaszczyznie wszystkie stop-

nie swobody, co uniemozliwiato przemieszczanie sie ptyt

i symulowato sposdéb przytwierdzenia poprzeczek do ze-

ber — RYS.1.

* pomiedzy ptytami, poprzeczkami i Srubami blokujgcymi
zatozono kontakty, umozliwiajgce analize wzajemnego
oddziatywania tych elementéw. W odniesieniu do obiek-
tu rzeczywistego pominieto wszystkie luzy wystepujgce
w ukfadzie,

» obliczenia przeprowadzono w 5-ciu krokach dla sity ob-
cigzajgcej F (punkt A) od 250N do 1200 N co 250 N.

element SOLID187 used for special analysis of solids was
applied.

Boundary conditions

In the course of the work the state of displacements,
deformations, stresses in elements of the system and
reactions in supports were obtained. In order to carry out
the calculations appropriate initial and boundary conditions
reflecting phenomena in real system were determined. The
following assumptions were set:

* inthe place of bar presence (points B and C),all degrees
of freedom of nodes lying on the plane were taken, which
prevented the plates from displacements and simulated
the way of attaching the bars to the ribs — FIG. 1.

» between the plates, bars and locking screws the contacts
were set, which enabled to analyze mutual interaction
of those elements. With the reference to the real object
all the clearances present in the system were omitted.

» the calculations were conducted in 5 steps for loading
force (point A) from 250N to 1200N every 250N.

The obtained displacements,strains and stresses are
the reduced values according to the Huber-Mises-Henck
hypothesis.

Results
The obtained results of displacements, deformation and
stresses and values of reaction and moments in supports are
presented in TABLE

p—
Force: 250,N

1 and FIGs. 2 and 3.

[B) Fud Support
[€) Foed Suppom 2

The analysis of
the obtained results

locking

[ 2
@

;|

pate\
L ! ‘\\\

showed that the maxi-
mum loading force,
which for Cr-Ni-Mo
stainless steel do not
cause exceeding the
value of the assumed
tensile strength
R,0,=690 MPa is
equal to 300 N. Ap-

SCrews

|
. Iu

RYS. 1. Model geometryczny uktadu i schematyczna prezentacja warunkéw brzegowych za-
stosowanych w analizie numerycznej: punkt A — sita obcigzajaca F, punkty B i C — miejsce

przytozenia podpor statych.

FIG. 1. Geometrical model of the system and schematic presentation of the boundary con-
ditions used in numerical analysis: point A — loading force F, points B and C — the point of

attaching fixed support.

Naprezenia i odksztatcenia uzyskane w wyniku analiz
byty wartosciami redukowanymi wedtug hipotezy Hube-
ra-Misesa-Henckiego.

Wyniki

Uzyskane wartosci przemieszczen, odksztatcen i napre-
zeh zredukowanych oraz wartosci reakcji i momentéw w
podporach zestawiono w TABELI 1 i przedstawiono na RY-
SUNKACH 2 3.

Analiza uzyskanych wynikéw wykazata, iz maksymalne
obcigzenie, ktore dla stali Cr-Ni-Mo nie powoduje przekro-
czenia zatozonej wartosci umownej granicy plastycznosci
Ry0,=690 MPa wynosi 300 N. Odpowiadajgce temu obcig-
zeniu przemieszczenie zredukowane wynosi 2 mm, war-
tos¢ reakcji w podporach R = 250 N oraz moment reakcji
M=4250 N-mm - RYS.2 aib.

propriate to that force
reduced displace-
ment equals to 2 mm,
the value of reactions
in supports equals to
R=250 N and reac-
tion moment equals
to M=4250 N-mm -
FIG.2 a and b.

The areas particularly exposed to damages were located
in the point of applying the force and especially in the point
of fixing locking screws and bars to the plate-FIG.3 a, b and
c. Obtained values of reactions and moments in the point of
fixing bars to the ribs show as well that there is a possibility
of damaging a bone structure by applying bigger forces to
the plate.

Conclusions

Previous researches of the stiffness of chest at children
at the school age conducted by the authors of the paper
showed that the maximum bend of chest which does not
cause any pain problems varies from 10mm up to 20mm
whereas forces causing such bend were equal to 100N
[11].However, in the paper, loading force up to 1250N was
simulatedto the system. Such force was also used in the
next stage of the research during experiments conducted on
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TABELA 1. Wyniki analizy numerycznej uktadu ptyta-poprzeczki-wkrety blokujace.
TABLE 1. The results of the numerical analysis of the system plate-bars-locking screws.

1000 1250

750

0 250 500

Loading force F, N
g Stresses Rp0,2

e F dla Rp0,2 el Displacements

. L Przemieszczenia Odksztatcenia Naprezenia Reakcja Moment reakcji
Sita obcigzajgca zredukowane w podporach
iczen Loading force zredukowane zredukowane von Misses W podporach Moment reaction
Krok obliczen 9 Displacements  von Misses strains Reaction in suport :
Step . stresses R in supports
c M
mm/mm MPa \| N*mm
1 250 1,700 0,002 461,110 208,070 3452,400
2 500 3,401 0,004 746,500 416,130 6902,700
3 750 5,105 0,004 795,040 624,020 10343,000
4 1000 7,030 0,005 891,390 827,660 13556,000
5 1250 11,323 0,005 953,450 1026,800 16711,000
a) 14 b) 1200 18000 .
L 12 1000 [ 16000 E
& £ z L 14000
= —~ 10 E : e
5 - £ 800 12000 5
" - H o
3 Fe £ g L 10000 §
# ﬁ g 2 600 a
] Le @ £ F 8000 2
o @ c o
g s % 400 6000 g
H (a8 ] L 4000 8
z Lo = 200 £
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0 0 0 5

0 250 500 750 1000 1250

Loading force F,N

g Reaction e | dla Rp0,2

=== Moment raction

RYS. 2. Wykresy: a) naprezenie i przemieszczenie zredukowane w funkcji sity obcigzajacej, b) reak-
cje i momenty w podporach w funkcji sily obciazajacej.

FIG. 2. Graphical representation of obtained results: a) reduced stresses and displacement in the
function of loading force, b) reactions and moments in support in the function of loading force.
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RYS. 3. Przyktadowy rozktad naprezen zredukowanych w elementach uktadu ptyta-poprzecz-
ki-wkrety blokujace dla obcigzenia sitag F=1250 N: a) plyta, b) poprzeczki, c) wkrety blokujace.
FIG. 3. Sample scheme of von Misses stresses in the elements of the system plates-bars-
locking screws for loading force F=1250 N: a) plate, b) bars, c) locking screw.

Obszary szczegdlnie narazone na uszkodzenia byly zlo-
kalizowane w miejscu przytozenia sity oraz w szczegodlno-
$ci w miejscu mocowania wkretami blokujgcymi poprzeczek
do ptyt- RYS. 3 a, b i c. Réwniez uzyskane wartosci reakc;ji

o | i momentow w miejscach przytwierdzenia poprzeczek do
< zeber wskazujg na mozliwos¢ uszkodzenia struktury kost-
0 nej przy duzych sitach dziatajgcych na ptyte.
Z I l .
~LLJ Podsumowanie
o
|— Przeprowadzone przez Autoréw wczesniejsze badania
w sztywnosci klatki piersiowej u dzieci w wieku szkolnym wy-
o8 kazaty, iz maksymalne ugiecie klatki piersiowej nie powodu-
=z jace dolegliwosci bélowych waha sie w przedziale od 10 mm
— do 20mm natomiast sity powodujgce takie ugiecie wyniosty
(D >

the real object. Simultaneously the analysis of the obtained
results showed that loading force up to 250N did not cause
permanent deformation of the elements of the system indi-
cating at the same time its big stiffness which resulted from
insignificant values of displacement of the plate equal to
1,7mm in comparison to the obtained results in the research
of the stiffness of chest at children.

In conclusion, it has to be stated that the obtained results
of the numerical analysis were significantly influenced by
assumed boundary conditions. In the real object particular
interacting elements are joined with one another in the way
which ensures appropriate clearances and the whole con-
struction is prone to deformation. In the numerical model no
clearances were assumed and all the elements were joined
with one another stiffly with possible contact. That caused
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do 100 N [11]. W pracy natomiast zasymulowano obcigze-
nia ukfadu sitg do wartosci 1250 N. Site takg zastosowano
réwniez w kolejnym etapie badan podczas doswiadczen
na obiekcie rzeczywistym. Przyjecie takiej sity maksymal-
nej miato na celu wskazanie miejsc narazonych na trwate
uszkodzenia oraz na mozliwos$¢ destabilizacji uktadu. Jed-
noczesnie analiza uzyskanych wynikow wykazata, ze obcig-
zenie sitg do 250 N nie spowodowato trwatego odksztatce-
nia elementéw uktadu jednoczesnie wskazujgc na duzg jego
sztywnos$¢, ktora wynikata z niewielkiej warto$¢ przemiesz-
czenia ptyty rownej 1,7 mm w poréwnaniu do uzyskanych
wartosci w badaniach sztywnosci klatki piersiowej u dzieci.
Podsumowujac nalezy stwierdzi¢, iz na uzyskane wyni-
ki analizy numerycznej duzy wptyw miaty zatozone warun-
ki brzegowe. W obiekcie rzeczywistym poszczegdlne ele-
menty wspotpracujgce tgczone sg ze sobg w sposob za-
pewniajgcy odpowiednie luzy, a cata konstrukcja jest po-
datna na odksztatcenia. W modelu numerycznym nie zato-
zono luzéw, a wszystkie elementy byly potgczone ze sobg
sztywno z ewentualnym kontaktem. Spowodowato to zawy-
zenie uzyskanych wartosci naprezen, odksztatcen i sit re-
akcji w podporach z jednoczesnym ograniczeniem mozli-
wosci przemieszczania sie ptyty. Ponad to mocowanie pty-
ty do zeber w warunkach klinicznych jest elastyczne, wy-
konane za pomocg drutu chirurgicznego zapewniajgcego
mozliwo$¢ uzyskania odpowiedniego potgczenia z koscia.
Mocowanie takie ogranicza mozliwos$¢ uszkodzenia struktur
kostnych czego w modelu numerycznym nie uwzgledniono.
Wstepna analiza numeryczna stanowi punkt wyjscia
zarowno do optymalizacji cech konstrukcyjnych ptyt w celu
zmniejszenia jej sztywnosci, jak rowniez do petnej analizy
biomechanicznej uwzgledniajgcej uktad kostny z warunkami
brzegowymi adekwatnymi do obiektu rzeczywistego.
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inflation of the values of stresses, deformations and the reac-
tion forces in supports limiting at the same time possibility
of displacement of the plate. Moreover, fixing the plate to
the rib in clinical conditions is flexible, made of surgical wire
enabling possibility of obtaining the appropriate connection
with a bone. Such fixing limits the possibility of damaging
bone structures, which was not taken into consideration in
numerical model.

The preliminarynumerical analysis is a starting point both
for optimizing constructional features of the plates aiming at
decreasing its stiffness and for full biomechanical analysis
considering skeleton with boundary conditions adequate
to the real object.
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Wstep

Stopy NiTi o skftadzie chemicznym zblizonym do réw-
noatomowego wykazujg efekt pamieci ksztattu i efekt
nadsprezystosci. Jako stopy o duzej zawartosci tytanu
cechujg sie dobrg biokompatybilnoscig [1]. Dlatego sg one
bardzo dobrym biomateriatem stosowanym w stomatologii,
ortopedii, chirurgii naczyniowe;j i tkanek migkkich [2]. Apli-
kacje te, szczegdlnie w przypadku stosowania implantow
dtugoterminowych, wymagajg szczegodlnej uwagi ze wzgledu
na przenikanie jonow niklu do otaczajgcych je tkanek. Wia-
domym jest, ze nikiel, gdy nie jest zatrzymany w stopie moze
wywotywac alergie i toksyczny efekt komorek, gdy jego ilo$¢
osiggnie dopuszczalne stezenie [3]. Sposobem na podnie-
sienie odpornosci korozyjnej stopoéw NiTi i zapobiezenie
przenikania jonéw niklu jest modyfikacja ich powierzchni.
Wytworzenie na powierzchni warstwy tlenkow i azotkow
tytanu jest wystarczajgcym sposobem zabezpieczenia
ludzkiego ciata [3,5]. Jednakze, warstwy o wigkszej grubosci
wytwarzane sg przy wyzszych temperaturach. Wytworzone
w tych warunkach warstwy cechujg sie mikrokrystaliczng
strukturg, a pomiedzy warstwg a podtozem z NiTi tworzy sig
warstwa ztozona z rbwnowagowej fazy miedzymetalicznej
(Ti,Ni lub Ti;Ni) [4,6]. Takie warstwy nie posiadajg odpowied-
nich wtasciwosci niezbednych podczas indukowania efektu
pamieci ksztattu i efektu nadsprezystosci. Dlatego, zalecane
jest wytwarzanie tych warstw w temperaturze ponizej 300°C.
Wytworzone woéwczas warstwy posiadajg nanokrystaliczng
lub czesciowo amorficzng strukture i ograniczong podwar-
stwe fazy miedzymetalicznej [7].

W pracy badano azotowane i tlenoazotowane warstwy
wierzchnie, wytworzone technikg jarzeniowag w tempeaturze
300°C na stopie NiTi.

Materiat i metodyka badan

Azotkowe i tlenkowo-azotkowe warstwy wierzchnie na-
noszono na stop NiTi o sktadzie chemicznym zblizonym
do réwnoatomowego: 50,6 at.% Ni. Stop o takim skfadzie
chemicznym i po przesyceniu z temperatury 800°C w wo-
dzie z lodem posiada temperature A; rowng -1,7°C. Ozna-
cza to, ze w temperaturze otoczenia posiada strukture fazy
B2 i nadsprezyste wtasciwosci. Probki do badan, o ksztat-
cie prostokgtnym i wymiarach 14 mm x 12 mm x 0,8 mm
byty wstepnie polerowane mechanicznie na papierach do
gradacji 1200, a nastepnie przy uzyciu zawiesiny diamento-
wej o gradacji 1 um. Kohcowe polerowanie przeprowadzono
w zawiesinie tlenku krzemu — 0,1 ym. Warstwy nanoszono
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Introduction

NiTi alloys with near equiatomic chemical composi-
tion reveals unique features such as shape memory and
superelasticity effects. Similar to the alloys with a high
amount of titanium they possess good biocopmpatybility
[1]. Therefore the NiTi alloys are an excellent biomaterial
for dental, vascular, orthopedics and organ surgeries ap-
plications [2]. However, these applications, especially as
a long term implants, require attention in respect of nickel
ion release into the patient’s metabolism and surrounding
tissue. It has been known that nickel, when is chemically
free, can cause allergies and taken a toxic effect on the
cell if its concentration exceeds a certain level [3]. The
way to improve the corrosion resistance of the NiTi alloy
and suppress the release of nickel ions is modification of
its surface. Titanium oxide and titanium nitride has been
found as a good material for the layers, which sufficiently
protect human body against nickel release [4, 5]. However,
technology for the layers deposition requires application
of elevated temperature. In these conditions the received
layers reveal microcrystalline structure. Moreover, between
this layer and the NiTi matrix intermediate layer, which is
formed from intermetallic phase (Ti,Ni ore Ti;Ni) is created
[4,6]. Both equilibrium phases do not posses the proper-
ties which are needed for induction of shape memory or
superelasticity effect. Therefore the temperature lowers
than 3000C is recommended for the creation of layers with
nanocrystalline or partially amorphous structure and limited
amount of sublayer of intermetallic phase [7].

In the present work the nitride and nitride-oxide layers,
deposited at temperature of 300°C on NiTi, using the glow
discharge technique, were investigated.

Experimental procedure

The nitride and nitride-oxide layers were deposited on
commercial NiTi alloy with nominal chemical composition:
50.6 at.% Ni. Such chemical composition of the alloy with
a combination of quenching from 800°C to the iced water en-
sures that the A; temperature equals to -1,7°C which means
that alloy reveals the B2 structure at room temperature
and posses superelastic properties. Rectangular samples
of the alloy with dimension of 14 mm x 12 mm x 0.8 mm
were mechanically polished successively with SiC abrasive
papers down to 1200 grit. Next, diamond suspensions up
to 1 um were used. Final treatment was done using 0.1 pm
colloidal silica suspension. The layers were formed using
glow discharge technique at temperature of 300°C and
deposition time 0,5h.

The structure, thickness, surface roughness, interface
roughness and density of obtained layers were examined
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technikg jarzeniowg w temperaturze 300°C w czasie 0,5h.

Badania struktury, grubosci, gestosci i chropowatosci
zaréwno powierzchni warstwy jak i podtoza przeprowadzono
metodg rentgenograficzng z uzyciem dyfraktometru X’'Pert
Pro firmy Philips. Strukture warstw w skali nano badano
uzywajac transmisyjnego mikroskopu elektronowego JEM
3010. Badania byty prowadzone na poprzecznych prze-
krojach warstw. Probki do badan wykonywano metodag
jonowego polerowania.

Wiasciwosci korozyjne wytworzonych warstw badano
w roztworze Tyrrod’a uzywajgc metody potencjodynamicz-
nej.

Wyniki badan

Strukture warstw azotowanych i tlenoazotowanych wy-
tworzonych w temperaturze 300°C na stopie NiTi badano
metoda reflektometrii rentgenowskiej. Stwierdzono, ze pod-
czas procesu azotowania tworzy sie cienka warstwa azotka
tytanu. Wprowadzenie w drugim etapie procesu tlenu powo-
duje wytworzenie sie na warstwie azotka dodatkowej cien-
kiej warstwy tlenku tytanu (RYS. 1). Poréwnujgc dyfraktogra-
my, mozna na nich zauwazy¢ poszerzenie reflekséw nale-
zacych do azotka tytanu otrzymanego w procesie azotowa-
nia. Oznacza to, ze struktura warstwy azotowanej cechuje
sie mniejszg wielkos$cig ziaren niz warstwy tlenoazotowane;.

Obserwacje mikroskopowe pozwolity na scharakteryzo-
wanie struktury warstw w nanoskali wzdtuz przekroju po-
przecznego. Przy tych powiekszeniach powierzchnia war-
stwy, cechuje sie duzg gtadkosciag (RYS. 2), natomiast po-
wierzchnia podtoza ze stopu NiTi wykazywata zwiekszong
chropowatos¢ (RYS. 2a). Na obrazach mikroskopowych ob-
serwowano kontrast $wiadczacy o niejednorodnosci struk-
tury warstw. W poblizu gérnego jak i dolnego obszaru war-
stwy sg obserwowane pola o jasniejszym kontrascie. Ozna-
cza to, ze miejsca te posiadajg mniejszg gestos¢ lub bar-
dziej amorficzng strukture. Miejsca ciemniejsze pochodza
od nanoziaren. Niektére z ziaren w warstwie tlenkowo-azot-
kowej posiadajg kolumnowy ksztatt (RYS. 2b). Pod wytwo-
rzonymi warstwami obserwowano strukture silnie zdefor-
mowanej fazy B2 (RYS. 2a).

Obserwacje mikroskopowe przy wysokiej rozdzielczo-
Sci pokazaty nanokrystaliczny charakter struktury warstw
(RYS. 3). Struktura warstwy azotowanej posiadata duzag
ilos¢ fazy amorficznej (RYS. 3a). W strukturze warstwy
tleno-azotowanej znajdowata sie mniejsza ilos¢ tej fazy,
a warstwa cechowata sie wiekszym stopniem krystaliczno-

applying X-ray diffraction using X'Pert Pro diffractometer.

The nanostructure of the layers was investigated using @ ® @ e @ o o

transmission electron microscopy JEM 3010. The micro-
scopic observations were carried out on the cross sectioned
specimens. The ion polishing method was applied for
preparing of these specimens. The corrosion resistance
was tested in the physiological Tyrod’s solution using the
potentiodynamic method.

Results and discussion

Structure of the layers, which were formed during nitriding
and nitriding/oxidizing processes at 3000C, was determined
from GIXD measurements. It has been found that during the
nitriding process the thin layer of TiN was created. Adding,
in the second period of process, oxygen created the thin
layer of titanium oxide on the nitride (FIG. 1). It can be seen,
from the comparison of both diffraction patterns, that nitrided
sample reveals broaden diffraction line than oxided. It means
that the nitride layer shows lower crystalline structure.

The microscopic observations show the structure of the
cross section of the layers in nanoscale. At these magni-
fications the layers reveals their high smoothness of the
top surface (FIG. 2) and a significant roughness of the NiTi
matrix (FIG. 2a). Inside the layers there exists the contrast,
which proves an inhomogenity of the structure. Near the
top and bottom part of the layers the areas of brightness
contrast can be seen. It means that these areas characterise
the lower density or are more amorphous. Also, the darker
areas are visible in the place of nanograins. Some of grains
in nitride-oxide layer were columnar shape (FIG.2b). Under
the layers strongly deformed regions of B2 matrix phase
were observed (FIG.2a).

The high resolution TEM investigations revealed the
nanocrystalline state of the layers (FIG.3). The nitride layer
was characterized with high amount of amorphous phase
(FIG.3a). The nitride/oxide layer posses smaller amount of
this phase. However, higher step of crystallinity was noticed
(FIG.3b). In both cases the nanograins of nitride and oxide
phases were strongly deformed.

More information of the investigated layers, from larger
areas, was obtained from the X-ray reflectivity measure-
ment. Obtained values are presented in TABLE 1. Average
thickness of the layers, which were formed from the TiN and
TiN+TiO,, phases at temperature of 300°C, varied between
47 and 57 nm. It is worth to notice that relatively low value
of the surface roughness 4-5 nm was obtained in the op-
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RYS. 1. Dyfraktogramy zmierzone przy stalym kacie padania wigzki pierwotnej: 0.2°
z warstwa otrzymang w wyniku azotowania (a) i tlenoazotowania (b) w temperaturze

300°C.

FIG. 1. X-ray diffraction patterns obtained at constant angle 0.2 degrees of alloy ni-

trided (a) and nitride/oxidized (b) at 300°C.
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sci (RYS. 3b). W obydwu przypadkach
ziarna azotka lub tlenku tytanu byty sil-
nie zdefektowane.

Wiecej informacji dotyczgcych ba-
danych warstw, z wiekszych obszaréw,
uzyskano z pomiaréw reflektometrycz-
nych. Otrzymane wyniki zestawiono
w TABELI 1. Srednia grubo$é warstw
z TiN lub TiN+TiO, wytworzonych w tem-
peraturze 300°C wynosita 47-57 nm.
Warto podkresli¢ duzy stopien gtadkosci
powierzchni warstw, w przeciwienstwie
do duzej chropowatosci podtoza z NiTi.
Mniejsza gestos¢ podtoza w poblizu
warstwy wierzchniej Swiadczy o duzym
jego zdefektowaniu. Wszystkie otrzyma-
ne parametry swiadczg jednak o dobrej
jakosci wytworzonych warstw.

Wyniki badan korozyjnych metodg
potencjodynamiczng wykazujg wysokag
odpornosc¢ korozyjng azotkowych i tlen-
kowo-azotkowych warstw wytworzonych

RYS. 3. Obrazy wysokorozdzielcze warstw azotkowych (a) i tlenkowo-azot-

kowych (b).

RYS. 2. Obrazy struktury przekroju poprzecznego azotowej i tlenkowo-azot-
kowej warstwy wierzchniej naniesionej an stopie NiTi.

FIG. 2. The image of the structure of the nitride (a) and nitride-oxide (b)
cross-section surface layers deposited on the NiTi alloy.

posite to surface roughness of NiTi
matrix. Lower density of the matrix
1l close to the surface layer attests the
1| high structural perturbations in this
Wl phase. All these parameters prove
3 high quality of deposited layers.
‘1 The results obtained from cor-
rosion measurement proved high
Wk corrosion resistance of the nitride
1l and nitride/oxide layers obtained at
300°C (TABLE 2). These values are
comparable with the thicker layers de-
posited at higher temperatures [4,6,8].
Moreover, they are much higher than
obtained for the TiO, layers after pas-
sivation [7].

FIG. 3. High resolution images of nitride (a) and nitride-oxide (b) layers.

TABELA 1. Wyniki badania warstw uzyskane metoda sta-
tego kata padania wiazki rentgenowskiej i metoda reflek-
tometrii.

TABLE 1. The results obtained from the X-ray grazing dif-
fraction (GIXD) and the reflectivity (XRR) measurements.

Surface
Parameters Phase Thickness roughness Density
of the proces composition  Grubo$¢ Chropowatos¢ Gestosc
Parametry procesu Sktad fazowy [nm] powierzchni  [g cm™]
[nm]
Nitriding NiTi - 16.9 5.69
Sngéc/’;‘gaﬁ?n_ TiN 46.9 4.1 434
w Nitriding-oxidizing NiTi - 21.5 5.62
CD Tlenoazotowanie TiN 25.7 8.5 4.57
o | 300°C/30 min TiO, 31.6 5.1 3.91
Bt

na stopie NiTi w temperaturze 300°C (TABELA 2). Uzyska-
ne wartosci sg poréwnywalne z wynikami otrzymanymi dla
znacznie grubszych warstw wytworzonych w wyzszych tem-
peraturach [4,6,8] oraz sg znacznie wyzsze od wartosci dla
warstw tlenkowych wytworzonych w procesie pasywac;ji [7].

TABELA 2. Odpornos¢ korozyjna azotowanych i tle-
no-azotowanych stopéw NiTi okreslona w roztwo-
rze Tyrrod’a metodg potencjodynamiczna.

TABLE 2. The corrosion resistance of the nitri-
de and nitride/oxidize Nitti alloy measured in the
Tyro’s solution using the cyclic potentiodynamic
polarization method.

| Parameters of the proces
Parametry procesu
Nitriding / Azotowanie -
300°C/30 min
Nitriding-oxidizing / Tlenoaz-

otowanie
- 300°C/30 min

Summary

The nitriding and nitriding/oxidizing glow discharge
process carried out at temperature of 300°C allowed to
obtain the thin (47+57 nm) surface layer, which consisted
of titanium nitride or titanium nitride/oxide phases. Such
modification significantly improves the corrosion resistance
of the NiTi alloy. Decrease of the processing temperature
down to 300°C and shortening time of the process to 0,5h
caused that between deposited layer and NiTi matrix an
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Podsumowanie

Proces azotowania i tlenoazotowania jarzeniowego pro-
wadzony w temperaturze 300°C powoduje wytworzenie
na powierzchni stopu NiTi cienkich warstw (grubosci 47
— 57 nm), ktére zbudowane sg odpowiednio z azotkow lub
mieszaniny tlenkow i azotkdw tytanu. Taka modyfikacja po-
wierzchni znacznie poprawia odpornos¢ korozyjng stopow
NiTi. Obnizenie temperatury procesu do 300°C i skrocenie
czasu do 0,5h spowodowato brak warstwy posredniej zto-
zonej z rownowagowej fazy miedzymetalicznej. W tym ob-
szarze obserwowano natomiast silnie zdeformowang struk-
ture fazy macierzystej B2. Wytworzone warstwy, charakte-
ryzujgce sie nanokrystaliczng strukturg z duzg iloscig fazy
amorficznej i pozbawione podwarstwy fazy miedzymetalicz-
nej, moga by¢ wykorzystane do modyfikacji implantow me-
dycznych ze stopow NiTi wykorzystujgcych efekt pamieci
ksztaltu i efekt nadsprezystosci.

Podziekowanie

Praca byta finansowana ze srodkow Ministerstwa Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego - projekt N N507 230540.

Pismiennictwo

[1] C.M. Wayman, J. Met., 6 (1980), p. 129.

[2] H. Morawiec, Z. Lekston, Implanty medyczne z pamiecia ksztat-
tu,Wyd. Pol. SI. 2010.

[3] G.C. McKay, R. Mac Macnair, C. MacDonald, M.H. Grant, Bio-
materials, 17 (1996) p. 1339.

[4] D. Starosvetsky, . Gotman, Surf. and Coat. Tech., 148 (2001),
p. 268.

[5] Y. Fu, X. Wu, Y. Wang, B. Li, S. Yang, App. Surf. Sci., 157
(2000), p. 167.

intermediate layer of intermetallic phase did not appear.
However, in the cost of the optimized processing parameters
strongly perturbation of the B2 matrix structure was noticed.
The deposited surface layers consisted of nanocrystalline
structure with high amount of amorphous phase without
sublayer of intermetallic phase. These layers can be used
for modification of NiTi implants revealing shape memory
effect or superelasticity properties.
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Wstep

Stopy NiTi wykazujgce zjawiska pamieci ksztattu ze
wzgledu na bardzo dobre wiasciwosci mechaniczne, wy-
sokg odpornosc¢ korozyjng oraz biokompatybilnos¢ stano-
wig atrakcyjny biomateriat metalowy do produkcji wyrobow
medycznych [1,2]. Unikalne wiasciwosci funkcjonalne tych
stopdw zwigzane sg z jedno- i dwukierunkowym efektem
pamigci ksztattu wystepujgcym podczas odwracalnej prze-
miany martenzytycznej aktywowanej cieplnie oraz efektem
supersprezystosci indukowanym naprezeniami [3,4]. Od
stopdw majgcych znalez¢ zastosowanie na implanty me-
dyczne oczekuje sie wystgpienia zjawisk pamieci ksztat-
tu w temperaturach ponizej temperatury ciata pacjenta [5].
Dlatego prowadzone sg badania nad optymalizacjg struk-
tury i wkasnosci stopow NiTi pod kagtem specyfiki zastoso-
wania medycznego [6,7].

Liczne zastosowania certyfikowanych wyrobow medycz-
nych NiTi znane s3a z literatury Swiatowej. Przyktadem takim
moga by¢ tuki ortodontyczne, stenty, filtry Simona, prowad-
niki dla chirurgii matoinwazyjnej czy implanty Amplatzera [8-
11]. Inne, np. klamry do zespolen ztaman kosci, stabilizatory
kregostupa stosowane podczas leczenia skoliozy u dzieci
lub spinki do anastomozy tkanek migkkich sg w dalszym
ciggu poddawane badaniom klinicznym w celu uzyskania
akceptacji do powszechnego zastosowania [12-14].

Ostatnio zastosowano implanty NiTi wykazujgce zjawisko
supersprezystosci w badaniach klinicznych w kranioplasty-
ce . Do tej pory w leczeniu kraniostenoz u dzieci uzywano
stalowych sprezynek mocowanych na sklepieniu czaszki
wspomagajgc w ten sposéb korekcje ksztattu czaszki w po-
zgdanych kierunkach. Funkcje tg z powodzeniem mogg
petni¢ dystraktory ze stopow NiTi dziatajgce podczas roz-
prezania statg sitg w wymaganym zakresie odksztatcen
[15-18]. Innym przyktadem badan klinicznych moze by¢
zastosowanie kompresyjnych spinek NiTi do zespolen jelit
[19,20].

W pracy przedstawiono przykiady zastosowan w bada-
niach klinicznych prototypowych implantéw medycznych
ze stopow NiTi opracowanych i wykonanych w Instytucie
Nauki o Materiatach Uniwersytetu Slgskiego.

Materiat i metody badan

Do badan zastosowano druty NiTi i TiNiCo z wtasnych
wytopédw wykonanych w indukcyjnych piecach proznio-
wych oraz druty firm Smatec i Euroflex o réznych $redni-
cach od 1 do 2 mm. W celu uzyskania pozgdanych wtasno-
Sci potwyroby po przerdbce plastycznej na gorgco i na zim-
no oraz implanty byly poddane odpowiednio dobranej ob-
rébce mechanicznej, cieplnej i powierzchniowej. Odzysk
ksztattu implantéw mierzono na skomputeryzowanym sta-
nowisku pomiarowym wyposazonym w czujniki temperatu-
ry i przemieszczenia. Wiasnosci supersprezyste implantow
badano na maszynie wytrzymatosciowej Instron 4469 oraz
podczas odksztatcania na stanowisku pomiarowym wypo-

NiTi SHAPE MEMORY IMPLANTS
APPLIED IN CLINICAL STUDIES

Z. LeksToN, T. Goryczka, H. MorAwIEC

UNIVERSITY OF SILESIA, INSTITUTE OF MATERIALS SCIENCE,
12 BANKOWA STR., 40-007 KATowiCcE, POLAND

[Engineering of Biomaterials, 109-111, (2011), 62-65]

Introduction

Due to the very good mechanical properties, high cor-
rosion resistance and biocompatibility shape memory NiTi
alloys become an attractive material for the manufacturing
medical devices with unique functional properties [1,2].
The unique properties are connected to one- and two-way
shape memory effect, which occurs during the reversible
martensitic transformation (thermally activated) as well as
the pseudoelastic phenomena induced by external stress
[3,4]. It is expected from the shape memory alloys, which
have to be applied for medical implants, that appearance
of the shape memory phenomena at temperatures below
the temperature of the patient’s body [5]. For that reason
studies have been carried out to optimize the structure and
properties of the NiTi alloy for individual medical applica-
tion [6,7].

Numerous application of certified medical NiTi implants
are known from the literature data. For example they are:
orthodontic arches, stents, Simon filters, guide-wires for
minimally invasive surgery or Amplatzer implants [8-11].
Other NiTi implants as staples for fixation of bone fractures,
stabilization of the spine during treatment of scoliosis in
children or clips to the soft tissue anastomosis are used
in clinical trials conducted in accordance with applicable
regulations [12-14].

Recently, the cranial reshaping springs for craniosynos-
tosis have been applied in clinical studies. In the treatment
of children, with craniostenosis, a steel spring was fixed on
the vault of the skull forcing its proper shape correction. This
function can be overtake by NiTi distractors , which expand
with constant force in the required range of deformations
[15-18]. Also, NiTi wires were used as the compression
clips for anastomoses [19,20].

In presented papers application of clinical studies of pro-
totype medical implants were described. The implants were
designed and made in the Institute of Materials Science in
University of Silesia.

Materials and experimental methods

For the studies TiNiCo and NiTi alloys were obtained by
melting of elements in a vacuum induction furnace. From
the ingots thin wires were drown. Also, commercial wires
(Euroflex and Smatec) were used. The diameter of apllied
wires varied from 1 to 2 mm. In order to received proper
properties they were thermomechanically treated including
surface modification.

Recovery of the shape of the implants was measured on
a computerized test bench equipped with temperature sen-
sors and movement. Superelastic properties of the implants
were tested with use of the Instron 4469 testing machine as
well as during deformation using the dynamometer equipped
with strain gauge force transducer and transformer linear
displacement sensor.
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sazonym w tensometryczny przetwornik sity i transforma-
torowy czujnik przemieszczen liniowych.

Wyniki badan

Zastosowanie klamer NiTi z pamiecig ksztattu do
zespalania ztaman zuchwy u ludzi

Uwzgledniajgc anatomiczng budowe zuchwy cztowie-
ka oraz rodzaje i umiejscowienie ztaman zaprojektowano
i wykonano do zespolen ztaman kosci klamry NiTi o réz-
nych ksztattach i rozmiarach. Efekt pamieci ksztattu indu-
kowany byt w klamrach termicznie pod wptywem ciepta
ciata pacjenta. Klamry i spinki do zespolen tkanek dziata-
jace kompresyjnie formowano na gorgco w ptomieniu pal-
nika gazowego z wiasnych drutéw TiNiCo odzyskujgcych
ksztalt w temperaturach ponizej 37°C. W latach 1991-1995
zespolono ztamania pojedyncze i wieloodtamowe zuchwy
u 82 chorych leczonych w Klinice Chirurgii Szczekowo-Twa-
rzowej SAM w Katowicach [12,13]. Przyktad zespolenia zta-
mania klamrami NiTi i radiogramy zespolen pokazano na
wybranych fotografiach (RYS.1).

RYS. 1. Zespolenie ztamania zuchwy klamrami NiTi (a) oraz zdje-
cia radiologiczne przed osteosynteza (b) i po osteosyntezie (c).
FIG. 1. Joining of mandible fractures by the shape memory NiTi
staples (a) and radiographs before osteosynthesis (b) and after

osteosynthesis (c).

Przeprowadzone badania potwierdzity prawidtowe ze-
spolenie i dobrg stabilizacje odtamoéw kostnych oraz dobre
potgczenie implantéw z koscig. Zaktadanie klamer podczas
operaciji jest fatwiejsze w poréwnaniu do stosowanego po-
wszechnie zszywania odtaméw drutem stalowym lub przy-
krecania wkretami mikroptytek stalowych lub tytanowych.
Stabilne potgczenie odtamoéw umozliwia eliminacje wigza-
nia miedzyszczekowego zapewniajgc chorym wiekszy kom-
fort leczenia. Histopatologiczna ocena 68 wycinkéw okost-
nej otaczajgcej klamry pobranych w okresie od 6 tygodni
do 2,5 roku po ich zatozeniu nie wykazata nietypowych re-
akgji tkankowych.

Zastosowanie supersprezystych dystraktorow NiTi
w leczeniu kraniostenoz

Podjete w latach 1999-2001 badania ciggtego wydtuza-
nia kosci zuchwy u mtodych $win stanowity podstawe pod-
jecia prob klinicznego zastosowania supersprezystych dys-
traktorow w kranioplastyce [21]. Implanty do korekciji ksztat-
tu czaszki wykonano z prostych drutéw nadsprezy-
stych zakonczonych oczkowymi podgieciami umoz-
liwiajgcymi umocowanie ich na czaszce.

Zadaniem takiego implantu uformowanego
w ksztaicie napietego tuku jest dziatanie z zapro-
gramowang statg sitg podczas dystrakcji. Prostsze
W uzyciu sg implanty pierscieniowe wykonane z su-
persprezystych drutéw NiTi wyginanych do ksztat-

Results

Application of the NiTi shape memory staples for joining
of human mandible bone fractures

Concerning the anatomical structure of human mandible,
the type and location of the fracture

NiTi staples of different shapes and sizes were designed
and manufactured.

The shape memory effect in the implants were thermally
induced using temperature of the pateinty’s body. Shape of
the clips and staples compression-acting for tissue anas-
tomosis was formed using the hot flame of a gas burner
with its own wires TiNiCo recovering shape at temperatures
below 37°C. In the years: 1991-1995, 82 patients with sin-
gle or multi bone fracture were successfully treated in the
Department of Maxillofacial Surgery in Katowice, SAM [12,
13]. Example of the bone joining with use of the NiTi staples
were shown in selected photographs (FIG.1).

Clinical studies, which were carried out, have proved
correct fixation of the bone fractures, their good stabilization
as well as proper joining between bone and implants. Use
of the staples during surgical operation is easier
in comparison to fixation with use of steel wire
or screwing screws made from steel or titanium
microplates.

Stable connection eliminates binding fragments
giving patients more comfortable during medical
treatment. Histopathological evaluation of 68 seg-
ments of the periosteum, which surrounded the
staples, did not show any abnormal tissue reac-
tions. The samples were taken in the period from
6 weeks to 2.5 years after implantation.

Application of the superelastic NiTi
distractors in the craniostenosis treatment

Results of the studies carried out in period of 1999-
2001 on a continuous elongation of the jaw bone in young
pigs were the basis to test the clinical use of superelastic
distractors in the craniostenosis [21]. The NiTi distractors,
developed at the Institute of Materials Science University
of Silesia, were designed and made in the shape of arch
or rings. Implants for the correction of skull shape were
made from straight wire circle-ended. Function of such
implant, formed in the shape of a stretched arch, was to
distract a bone with programmed constant force. Simpler
for medical use are NiTi implants made from superelastic
NiTi wire bent into the shape of circles with diameters from
90-110 mm. The ends of wires were welded using
a dental laser with power of 30W in a protective atmos-
phere of argon. Since 2002, in the Plastic Surgery Clinic
in Polanica Zdréj more than 20 modelling operations of
the skull in children, with use of superelastic distractor
prototype, have been successfully done. No early or

Ci d
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tu okregéw o srednicach od 90-110 mm i spawa-
nych na zaktadke w atmosferze ochronnej argonu
przy uzyciu lasera dentystycznego o mocy 30W. Od
2002 roku w Klinice Chirurgii Plastycznej w Polani-
cy Zdroju wykonano okoto 20 operacji modelowa-
nia czaszki u dzieci wspomaganego prototypowymi
supersprezystymi dystraktorami NiTi w ksztatcie tu-

RYS. 2. Fotografie sklepienia czaszki z dystraktorami NiTi
w ksztalcie tukow(a) i pierscienia (b) raz ksztalt czaszki przed
leczeniem (c) i po dystrakc;ji (d).

FIG. 2. Photography of skull with NiTi distractors in the shapes
of arches (a) and flattened ring(b) and the shape of child’s head
before treatment (c) and after distraction (d).
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kow i pierscieni opracowanymi w Instytucie Nauki o Mate-
riatach Uniwersytetu Slagskiego. Nie stwierdzono wczesnych
ani pozniejszych komplikacji podczas implantacji sprezynek
jak réwniez podczas ich usuwania. Ponizej na fotografiach
przedstawiono sposéb mocowania tukéw i Scisnietego pier-
Scienia na zdeformowanej czaszce dziecka bezposrednio
po rozcieciu szwow czaszkowych (RYS. 2ai 2b) oraz ksztatt
gtowy dziecka przed (RYS. 2c) i po dystrakcji (RYS. 2d).

Zastosowanie kompresyjnych klipséw NiTi do
anastomozy jelit

W 2007 roku w Instytucie Nauki o Materiatach podjeto
proby opracowania wtasnych spinek NiTi do kompresyjnej
anastomozy jelit. Badania kliniczne zespalania jelit spinkami
sg prowadzone w Klinice Chirurgii Przewodu Pokarmowe-
go Slaskiego Uniwersytetu Medycznego w Katowicach [22].
Na RYS. 3 przedstawiono prototypy opracowanych klipséw
z zaindukowang dwukierunkowg pamiecig ksztattu w sta-
nie rozwartym (RYS. 3a) i Scisnietym (RYS. 3b) oraz klips
wprowadzany do tkanki w celu mechanicznego zszycia je-
lita (RYS. 3c).

b M

W oz

ci

RYS. 3. Kompresyjne, zespalajace klipsy NiTi w sta-
nie rozwartym (a) i Scisnietym (b) oraz klips wsu-
wany w naciecia scianek jelita (c).

FIG. 3. NiTi compression anastomosis clips in ope-
ned (a) and compressed (b) state and the clip in-
serted into the incision walls of the intestine (c).

late complications were observed during springs im-
plantation as well as during the operation of their re-
moval. Below, the photographs shows fixation of arches
(FIG. 2a) and flattened ring (FIG. 2b) on the child’s skull im-
mediately after suture cutting (Fig. 2a) and the shape of the
child’s head before (FIG. 2c) and after distraction (FIG. 2d).

Application of the NiTi compression clips for
intestinal anastomosis

Since 2007, in the Institute of Materials Science Univer-
sity of Silesia the elaboration of own NiTi compression clips
for intestinal anastomosis was started. The clinical investi-
gations of intestinal anastomosis, with use of compression
clips, were carried out in the Clinic Gastrointestinal Surgery,
Medical University of Silesia in Katowice [22]. FIG.3 shows
example of compression clips application: the clips with
induced two-way shape memory in opened (FIG.3a) and
compressed (FIG.3b) state as well as the clip inserted into
the tissue for mechanical stapling of bowel (FIG.3c).

Application of the NiTi staples for joining of the man-
dibular condyle and the facial bone fractures

The NiTi implants were applied also for joining of bone
fragments in the craniofacial region. Prototypes of the su-
perelastic NiTi staples were used for fixation of mandibular
condyle and face bone fractures [23]. Appropriate shape and
size of the staple was programmed adequately to individual
clinical case. Exampled specification of the NiTi staples,
applied in the Clinic of Cranio-Maxillofacial Surgery Medical
University of Silesia, are shown in FIG. 4. Prototypes were
formed and tested with use of the skull model (Fig. 4b).
The fixation of bone fragments, applying the superelastic
staples during surgical operation, is easier and quicker in
comparison to joining with use of a thermal-activated staples
[22]. Figure 4c shows radiograph performed after joining
operation of zygomatic- orbital bone fractures.

Zastosowania implantow NiTi do zespolen
ztaman wyrostka kltykciowego zuchwy oraz
ztaman kosci twarzy

Stopy NiTi zastosowano réwniez w zespoleniach
fragmentéw kostnych w obrebie twarzoczaszki. Do
zespolen wyrostka ktykciowego zuchwy oraz ztaman
kosci twarzy wykorzystano prototypowe supersprezy-
ste klamry NiTi. Odpowiednie ksztatty oraz wielkos¢

13113

klamer byty programowane w zaleznosci od indywidu-
alnego przypadku klinicznego. Przyktadowy typosze-
reg klamer zastosowanych w Klinice Chirurgii Czasz-
kowo-Szczekowo Twarzowej Slgskiego Uniwersytetu
Medycznego przedstawiono na RYS. 4a. Prototypy for-
mowano a nastepnie testowano na modelu czaszki
(RYS. 4b). Fiksacja odtaméw kostnych klamrami su-
persprezystymi podczas operacji chirurgicznej jest fa-
twiejsza i szybsza w poréwnaniu do zespolen klamra-
mi aktywowanymi termicznie [22]. Na RYS. 4c przed-
stawiono radiogram wykonany po operacji zespolenia zta-
mania kosci jarzmowej klamrami NiTi.

Podsumowanie

Wieloletnie badania prowadzone w Instytucie Nauki
o Materiatach umozliwity zoptymalizowanie temperatur i cza-
séw obrobki stopow NiTi w postaci drutow charakteryzujg-
cych sie odpowiednimi wtasno$ciami umozliwiajgcymi ich
zastosowanie na implanty medyczne. Wykazano mozliwosc¢
regulowania temperatur odzysku ksztattu oraz superspre-
zystosci drutéw NiTi przeznaczonych dla chirurgii poprzez
zastosowanie odpowiedniej obrébki cieplno-mechaniczne;.
Z drutdow odzyskujgcych ksztatt w temperaturach ponizej

RYS. 4. Supersprezyste klamry NiTi do zespolen ztaman ko-
$ci twarzy (a), zespolenie ztamania kosci jarzmowej na mode-
lu czaszki (b) radiogram wykonany po operacji zespolenia zta-
mania klamrami NiTi (c).

FIG. 4. Superelastic NiTi staples for fixation of face bone frac-
tures (a), the zygomatic bone fracture fixation on the model of
the skull (b) and radiograph performed after bone fracture fi-
xation with use the superelastic NiTi staples (c).

Summary

The long-term studies have been carried out in the Insti-
tute of Materials Science. The studies allowed to optimize
temperature and time of the thermal treatment for NiTi al-
loys applied for medical implants. It has been shown that
using appropriate thermal treatment enable to regulate
temperatures and shape recovery of NiTi wires intended for
use in surgery. From the wire, which recovers its shape
below 37°C, clips and staples were designed and made for
compression-acting tissue anastomosis. The wires, which
revealed superelastic phenomena, distractors for skull mod-
eling in craniostesis and clips for fixation of bone fractures of
the face were designed, fabricated and practically applied.
Forces of clamps and springs depending on the extent of
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37°C opracowano i wykonano klamerki oraz spinki dziata-
jace kompresyjnie do zespalania tkanek. Natomiast z dru-
téw wykazujgcych zjawisko supersprezystosci zaprojekto-
wano i wytworzono dystraktory do plastyki czaszki w lecze-
niu kraniostenoz oraz klamerki do zespolen ztaman kosci
twarzy. Sity oddziatywan klamer i sprezyn w zaleznosci od
zakresu odksztatcen, ksztattu i rozmiaréw oraz Srednicy
drutéw z ktérych zostaty wykonane nie przekraczajg wiel-
kosci okoto 15N.

Uzyskane wyniki w zakresie opracowania wtasnej tech-
nologii wytwarzania stopoéw NiTi, z pamiecig ksztattu, ba-
dan struktury oraz ksztattowania i optymalizacji wiasno-
$ci opracowanych implantéw NiTi a takze pozytywne wyni-
ki dotychczasowych badan klinicznych stanowig podstawe
do podjecia produkcji tych implantéw w kraju i uzyskania
wyrobow medycznych z certyfikatem CE, zarejestrowanych
i dopuszczonych do stosowania w medycynie. Efektem pro-
wadzonych prac sg opracowane i wprowadzone do prak-
tycznego zastosowania prototypy implantow. Implanty te
z powodzeniem zastosowano w badaniach klinicznych przy
wspotpracy z kilkoma osrodkami krajowymi takimi jak: Kili-
nika Chirurgii Szczekowo-Twarzowej SIAM w Katowicach,
Klinika Chirurgii Plastycznej w Polanicy Zdroju oraz Kilini-
ki Chirurgii Przewodu Pokarmowego i Chirurgii Czaszko-
wo-Szczekowo Twarzowej Slgskiego Uniwersytetu Medycz-
nego w Katowicach.
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deformation, the shape and size and diameter of wires from
which they were made do not exceed a size of about 15N.

The results obtained in developing its own manufactur-
ing technology NiTi alloys, shape memory, the structure of
research and development and optimization of properties
of NiTi implants developed and the positive results of previ-
ous clinical trials are the basis for the manufacture of these
implants in the country and obtain a medical device with CE
certificate, registered and authorized for use in medicine.

The final results of studies was introduction to practical
application prototype of medical implants. These implants
were successfully applied in clinical studies in cooperation
with national clinics: Maxillofacial Surgery Clinic of Medical
Academy in Katowice, Plastic Surgery Clinic in Polanica and
Gastrointestinal Surgery and Cranio-Maxillo-Facial Surgery
Clinics in Medical Univeristy of Silesia in Katowice.
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WYTWARZANIE
NANORURKOWYCH WARSTW
TLENKOWYCH NA STOPIE
TYTANU Ti13Nb13Zr

A. Ossowska*, A. ZIELINSKI, M. SUPERNAK

PoLITECHNIKA GDAKSKA,
uL.NARuTOwICczA 11/12., 80-952 GDANSK, PoLskA
*E-MAIL: AGNIESZKA.OSSOWSKA@PG.GDA.PL

Streszczenie

W pracy przedstawiono wyniki badan utleniania
i testow korozyjnych przeprowadzonych na stopie ty-
tanu Ti13Nb13Zr w réznych warunkach. Warstew-
ke tlenkowg wytworzono metodg elektrochemiczng
w Srodowisku 2M H,PO,+0.3%HF w czasie 30 min.
i 1h, przy statym napigciu 20V. Testy korozyjne prze-
prowadzano metodg potencjodynamiczng w $rodo-
wisku roztworu Ringera. Stwierdzono obecno$c nono-
rurkowych warstw tlenkowych na stopie Ti13Nb13Zr
zwiekszajgcych odporno$c korozyjng nawet w kwa-
$nym $rodowisku.

Stowa kluczowe: stop tytanu, utlenienia, struktura
nanorurkowa

[Inzynieria Biomateriatow, 109-111, (2011), 66-68]

Wstep

Wozrastajgce zapotrzebowanie w implantologii na tytan
i jego stopy powoduje ciggte poszukiwanie nowych proce-
sow, ktore zwiekszajg odpornos¢ korozyjng, biozgodnosé
i czas uzytkowania implantow [1]. Znaczaca poprawe wia-
Sciwosci implantéw tytanowych mozna osiggna¢ przez mo-
dyfikacje sktadu chemicznego, tworzenie warstwy wierzch-
niej z metali nieszlachetnych lub powtok ceramicznych
wykazujgcych korzystne wtasciwosci fizyczne, chemiczne
i mechaniczne [2,3]. Zastosowane modyfikacje warstwy
wierzchniej mogg spowodowac wzrost adhezji komorek
na powierzchni metalu. Proces zachodzgcy na granicy im-
plant-$rodowisko moze by¢ kontrolowany poprzez zmiany
wiasciwosci implantow.

Istotnym procesem wptywajgcym na odpornosé tytanu
i jego stopow jest samorzutne tworzenie sie na powierzch-
ni cienkiej warstewki tlenku [4,5]. W wyniku utleniania elek-
trochemicznego przeprowadzonego w warunkach laborato-
ryjnych istnieje mozliwos¢ uzyskania

Materiat i metody

Badania przeprowadzono na dwufazowym stopie tytanu
Ti13Nb13Zr, ktorego sktad chemiczny przedstawia Tabela 1.

Z blachy wycieto probki o wymiarach 15x10x2 mm.
Prébki byty szlifowane i polerowane. Polerowanie zakon-
czona na papierze o gradiacji 2500. Nastepnie probki pod-
dano czyszczeniu w myjce ultradzwigkowej w trzech réz-
nych roztworach- acetonie, izopro-
panolu i wodzie destylowanej. War-
stewka tlenkowa zostata utworzo-
na metodg elektrochemiczng w 1M | Ti13Nb13Zr.
H,PO,+0.3%HF w s$rodowisku kwa-

TABELA 1. Sklad chemiczny stopu tytanu Ti13Nb13Zr.
TABLE 1. Chemical composition of titanium alloy

PREPARATION OF
NANO-TUBULAR OXIDE LAYERS
ON TITANIUM ALLOY Ti13Nb13Zr

A. OssowskA*, A. ZIELINSKI, M. SUPERNAK

GbANSK UNIVERSITY OF TECHNOLOGY,
11/12 NARuUTOWICZA STR., 80-952 GbANSK, POLAND
*E-MAIL: AGNIESZKA.OSSOWSKA@PG.GDA.PL

Abstract

The article presents results of oxidation tests and
corrosion investigations of titanium alloy Ti13Nb13Zr
performed at different conditions. The oxide layers
have been formed using electrochemical method in
2M H;PO,+0.3% HF solution for 30 min. and 1h at 20V
constant voltage. The corrosion tests have been made
with potentiodynamic method in Ringer's solution
at pH ranged between 3 and 7. It has been shown
that the nano-oxide films, which improved corrosion
resistance of titanium alloy Ti13Nb13Zr even in acidic
environment, have been formed.

Keywords: titanium alloy, anodic oxidation, na-
no-tubular structure

[Engineering of Biomaterials, 109-111, (2011), 66-68]

Introduction

Increasing demand for titanium and its alloys used in
implantology results in searching of new processes which
increase corrosion resistance, biocompatibility and lifetime
of implants [1]. Significant improvement of properties of
titanium implants can be achieved through modification
of chemical composition, creation of surface layers or
ceramic coatings with advantageous physical, chemical
and mechanical properties [2,3]. Applied modifications of
surface layer can improve adhesion of cells to the metal
surface. Process which occurs at the implant-environment
interface can be controlled through the changes of proper-
ties of implants.

The substantial process which affects the corrosion
resistance of titanium and its alloys is a spontaneous crea-
tion of thin oxide layer [4,5]. The artificial electrochemical
oxidation made at laboratory conditions may result in the
achievement of thicker passive layers on the surface of
a metal and its alloys.

Materials and methods

Tests were performed on two-phase titanium alloys
Ti13Nb13Zr, which chemical composition is shown in Table
1.

The specimens of dimensions 15x10x2 mm were cut
from the metal sheet. Then the specimens were polished
with abrasive papers, No. 2500 as the last. Afterwards
the specimens were cleaned in ultrasonic chamber filled,
subsequently in aceton,
isopropanol and distilled
water.

The oxide layers have
been created by electro-

$nym. Proces przeprowadzono w tem-

peraturze 20°C przy potencjale 20 V [l 43 544 | 13.5-13,8 | 0,05-0,06 | 0,04 | 0,013-0,019 | 0,11

przez czas 30 min. lub 1 h.

chemical method in 1M
H,P0O,+0.3%HF acidic
environment. The proc-
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RYS. 1. Mikrostruktura stopu tytanu po procesie anodyzowania przy 20V, w srodowisku 1M H,PO,+0.3%HF,

30 min, 20°C: a) pow. 80.000, b) pow. 37.000x.

FIG. 1. Titanium alloy microstructure after being anodized at 20V above the 1M H;PO,+0.3%HF solution,

30 min, 20°C: a) 80.000x, b) 37.000x.

Uzyskane struktury nanorurkowe obserwowano na mikro-
skopie skaningowym (SEM) (JEOL JSM-7600F, Japonia).

Potencjodynamiczne pomiary korozyjne przeprowadzo-
no w roztworze Ringera przy réznych wartosciach pH: 3, 5
i 7 uzyskanych przez dodatek kwasu chlorowodorowego,
przy szybkosci zmiany potencjatu 10 mV/min.

Wyniki i dyskusja

RYS. 1 przedstawia mikrostrukture uzyskang w proce-
sie utleniania elektrochemicznego. Widoczna jest struktu-
ra nanorurkowa o parametrach; dtugos¢ do 2 um, $redni-
ca 80-120 nm i grubos¢ scianek 10-25 nm. Odrézni¢ moz-
na co najmniej dwie grupy nanorurek o zréznicowanych wy-
miarach, przypuszczalnie tworzgce sie na réznych fazach.
Wyniki wskazuja, ze powstawanie warstwy nanorurkowej
na badanym stopie jest stosunkowo fatwe, zas otrzymane
nanorurki majg wymiary utatwiajgce pozniejszg adhezja hy-
droksyapatytu i/lub osteoblastow. Czas miat niewielki wptyw
na geometrie nanorurek.

RYS. 2 pokazuje krzywe potencjodynamiczne uzyskane
przy pH=7 dla stopu nieutlenianego i pH=3 dla stopu utle-
nianego. Widoczny jest wzrost odpornosci korozyjnej na-
wet przy tak niskim pH.

ess was performed at 20°C at 20 V voltage for 30 min. or 1h.
The obtained structures of nano-tubular oxide leyers
were observed using scanning electron microscopy (SEM
Jeol JSM-7600F, Japan).
Potentiodynamic corrosion tests were made in Ringer's
solution at pH - 3, 5 and 7 obtained with addition of hydro-
chloric acid at potential change rate 10 mV/min.

Results and discussion

FIG. 1 shows microstructure obtained after electrochemi-
cal oxidation. The nanotubular structure is seen with follow-
ing dimensions: length up to 2 ym, diameter 80-120 nm and
wall width 10-25 nm. At least two colonies of nanotubes can
be distinguished, likely grown on different phases. The re-
sults prove that formation of nanotubular structure on tested
alloy is relatively easy and obtained nanotubes have dimen-
sions enhancing further hydroxyapatite and osteoblasts1
adhesion. Time had a small effect on nanotubes™ geometry.

FIG. 2 present potentiodynamic curves obtained at
pH=7 for non-oxidised alloy and pH=3 for oxidised alloy.
The increase in corrosion resistance is observed even at
such low pH.

1[Am2] Oxidized alloy Ti-13Nb-13Zr
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RYS. 2. Krzywe anodowe uzyskane dla stopu: utlenianego, przy pH=3 (a) i nieutleniane-

go, przy pH=7 (b).

FIG. 2. Anodic curves obtained for the alloy: oxidised, at pH=3 (a), and non-oxidised, at

pH=7 (b).
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W wyniki procesu utleniania elektrochemicznego w obec-
nosci kwasu fluorowodorowego wytworzone zostajg na sto-
pie Ti13Zr13Nb struktury nanorurkowe tlenku tytanu. Wy-
miary nanorurek moga utatwia¢ adhezje hydroksyapatytu
i osteoblastow.

Uzyskana nanorurkowa warstwa tlenku tytanu poprawia
istotnie odpornosc¢ na korozje stopu tytanu Ti13Nb13Zr.

Podziekowania

Badania zostaty wykonane w ramach Polsko-Islandzkie-
go projektu ,,Porous composite titanium alloy of high corro-
sion resistance, and bioactivity PORTAL” w ramach progra-
mu ERA-NET MATERA.
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BADANIA BIOAKTYWNOSCI

Z WYKORZYSTANIEM KOMOREK
KOSCIOTWORCZYCH NA
TYTANIE POKRYTYM
CHITOZANEM

MILENA SUPERNAK

PoLiTecHNIKA GbANskA, WyYDzIAL. MECHANICZNY,
KATEDRA INZYNIERI MATERIALOWEJ | SPAJANIA,
uL.GaBRIELA NARUTOWICZA 11/12, 80-233 GDARNSK
E-MAIL: MILENA@SHL.PL

Streszczenie

Chitozan to naturalny polimer z grupy polisacha-
rydéw, ktory znalazt szerokie zastosowanie w aplika-
cjach biomedycznych w celu wywotania bioaktywnosci
implantu. W opisanych badaniach przeprowadzono
probe natozenia membran chitozanowych o réznym
stopniu deacetylacji na powierzchnie tytanu, a nastep-
nie sprawdzenie bioaktywnosci materiatu w warunkach
in vitro, przy wykorzystaniu komorek kosciotwérczych
MC3T3-E1. Powierzchnia tytanu przed natozeniem
powfoki chitozanowej zostata poddana utlenianiu. Po
siedmiu dniach od natozenia komorek na tytan pokryty
powtokg chitozanowg wykonano testy proliferacji,
ktorych rezultat analizowano na mikroskopie fluore-
scencyjnym Olympus BX 51. Zaobserwowany wzrost
komoérek wskazuje na uzyskanie dobrej bioaktywnosci
powierzchni, jednak niewystarczajgcej adhezji pomie-
dzy tytanem a membrang chitozanowg. Proponowana
jest dalsza modyfikacja powierzchni tytanu i procesu
naktadania powfok chitozanowych.

Stowa kluczowe: chitozan, tytan, bioaktywnosc,
komorki kosciotworcze

[Inzynieria Biomateriatéw, 109-111, (2011), 69-72]

Wprowadzenie

Tytan i jego stopy sg materiatami powszechnie stoso-
wanymi na implanty, majg bardzo dobrg wytrzymatosc
i odpornos¢ korozyjng [1]. Jednak mimo doskonalenia ich
powierzchni pozostaje problematyczna kwestia trwatego
potgczenia implant-tkanka kostna [2]. Rozwigzaniem tego
problemu jest uzyskanie powierzchni o odpowiedniej bio-
aktywnosci umozliwiajgcej szybki i stabilny przerost im-
plantu tkanka [3].

Na poprawe bioaktywnosci powierzchni tytanu moze
wptyng¢ naniesienie powtoki chitozanowej[4]. Chitozan - na-
lezy do grupy polisacharydéw produkowanych w procesie
chemicznej deacetylizacji chityny [5]. Moze uzyskiwaé réz-
ne stopnie deacetylacji [6]. Nizszy stopien zwigksza bioak-
tywnos$¢, wyzszy sprzyja lepszemu przywigzaniu komorek
[7]. Ten naturalny polimer jest nietoksyczny, biodegradowal-
ny, biokompatybilny, a przede wszystkim dziata antybakte-
ryjnie [8,9]. Dzigki swym wiasciwosciom znalazt szerokie
zastosowanie w biotechnologii, farmacji i medycynie [10].

Celem badan byto podjecie proby natozenia powtoki
chitozanowej na powierzchnie tytanu, a w dalszym etapie
sprawdzenie bioaktywnoséi takiej powierzchni w warun-
kach in vitro, z wykorzystaniem komérek kosciotworczych.

BIOACTIVITY STUDIES USING
OSTEOGENIC CELLS ON
TITANIUM COATED WITH
CHITOSAN

MILENA SUPERNAK

GbANsk UNIVERSITY OF TECHNOLOGY,
11/12 NAarRuTOWICZA STR., 80-952 GpANSK, POLAND
E-MAIL: MILENA@SHL.PL

Abstract

Chitosan is a natural polymer from the group of
polysaccharides, which has found wide application
in biomedical applications to induce bioactivity of
implant. The studies described were carried out test
imposition of chitosan membranes with varying de-
grees of deacetylation on the surface of titanium, and
then check the bioactivity of the material in vitro, using
osteogenic cells MC3T3-E1. Titanium surface before
imposition of chitosan coating has been subjected to
oxidation. After seven days of the imposition of cells
on titanium with chitosan coated, we performed pro-
liferation test using fluorescent microscope Olympus
BX51. The observed increase in cell indicates a obtain
good bioactivity of the surface, however the adhesion
between the titanium and the chitosan membrane is
insufficient. Proposed a further modification of titanium
surface and chitosan coating process.

Keywords: chitosan, titanium, bioactivity, oste-
ogenic cells

[Engineering of Biomaterials, 109-111, (2011), 69-72]

Introduction

Titanium and its alloys are materials commonly used
for implants, they have very good strength and corrosion
resistance [1]. However despite the improvement of their
surface, remains a problematic question of a lasting con-
nection implant-bone tissue [2]. The solution to this problem
is to obtain a suitable surface bioactivity enabling fast and
stable implant tissue overgrowth [3]. To improve bioactivity
of titanium surface may affect drawing of chitosan coating
[4].

Chitosan - belongs to a group of polysaccharides pro-
duced by chemical deacetylation of chitin [5]. May obtain dif-
ferent degrees of deacetylation [6]. Lower degree increases
bioactivity, higher promotes better cell attachment [7]. This
natural polymer is non-toxic, biodegradable, biocompatible
and especially antibacterial [8, 9]. Thanks to their properties,
has found wide application in biotechnology, pharmacy and
medicine [10].

The aim of this study was to try to impose chitosan coating
on titanium surface and at a later stage to check bioactivity
of this surface using osteogenic cells in vitro.

Materials and methods

Materials

To test was used pure titanium 99.6% (AST B262), with
dimensions 10x10x2 mm. The samples were polished on
one side with waterproof paper to the final graduation 2400,
and then subjected to ultrasonic cleaning in the reagents
such as acetone, ethanol, deionized water. Prepared in this
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Metodyka badan

Materiaty

Do badan uzyty zostat czysty
tytan 99,6% (AST B262), o wy-
miarach 10x10x2 mm. Probki
byly szlifowane jednostronnie

Spectrum processing :
No peaks omitted

Processing option : All elements analyzed
(Normalised)
Number of iterations = 3

Standard :

O 2440 CaCO3 15-Mar-2011 03:37 PM
Si 3587 AISI 316 14-Dec-2010 02:09 PM
T 2440 T 2-Dec-2010 03:56 PM

na wodoodpornym papierze do

koncowej gradacji 2400, a na- | Flement Weight¥ - Atomics

stepnie poddane czyszczeniu | ok 13.40 3162
ini ult d' iek . t SiK 0.26 0.35

W myjni ultradzwigkowej, w ta- | 86.33 68.02

kich odczynnikach jak: aceton,
etanol, woda dejonizowana. Tak
przygotowane probki zostaty
poddane utlenianiu w atmos-
ferze powietrza w temperatu-
rze 550°C, w czasie 3h. Po za-
konczonym procesie utleniania
probki poddano obserwacji mi-
kroskopowej (RYS. 1) na ska-

Totals 100.00

1 2 3 H
LI Ss3e 7003 =2 Coso” 5677 (107 g £

ningowym mikroskopie elek-
tronowym (SUPRA 25 ZEISS),
udostepnionym przez Islandz-
kie Centrum Innowacji.

Chitozan w postaci sproszkowanej (udostepniony przez
Bloodbank, Landspitali-Univ. Hospital) o réznym stopniu
deacetylacji: DD 87% sigma, DD 87% , DD 96% zostat wy-
korzystany w procesie nanoszenia powtoki na powierzch-
nie tytanu.

W eksperymencie wykorzystano komorki kosciotworcze
(udostepnione przez Bloodbank, Landspitali-Univ. Hospital)
pochodzgce od myszy, typu MC3T3-E1. Komorki pobra-
ne z organizmu zywego byly przechowywane w tempera-
turze -80°C. W celu wykorzystania ich do badan doswiad-
czalnych zostaty one rozmrozone w tazni wodnej w tempe-
raturze 37°C. Komorki zostaty umieszczone w inkubatorze
w temperaturze 37°C z wilgotnoscig siegajacg 95% i dodat-
kiem 5% CO,. Jako pozywke dla komérek zastosowano
specjalny pokarm skfadajacy sie z roztworu o nazwie han-
dlowej a-MEM przygotowanego przez firme GIBCO™ z do-
datkiem 10% FBS (surowica bydleca)

Metody badan

Membrany chitozanowe przygotowano wg procedury:
1% wagowy chitozanu rozpuszczonego w 0,5% wagowy
kwasu octowego w wodzie, nanoszono na probki tytanowe
3 krotnie, w odstepie czasowym 5 minut pomiedzy drugg
aplikacja, w celu podsuszenia warstw. Nastepnie probki zo-
staty przeniesione do inkubatora w temp. 37°C, gdzie ule-
gly wysuszeniu. Kolejnym etapem byta neutralizacja mem-
bran w wodorotlenku sodu oraz sterylizacja z wykorzysta-
niem etanolu. Na tak przygotowanych prébkach zasiedlono
komorki kosciotworcze MC3T3-E1, w ilosci 5000 komérek
na cm?. Komorki byty karmione co 2 dni pokarmem o na-
zwie handlowej DMEM-F12 przygotowanym przez firme
GIBCO™ z dodatkiem surowicy bydlecej (FBS) oraz peni-
cyliny i streptomycyny (P/S).

Po siedmiu dniach przeprowadzono testy proliferacji ko-
morek, wykorzystujg w tym celu dwa odczynniki:
» CFSE (dioctan karboksyfluoresceina, sukcynimidowy es-

ter) pokazujacy rozrost komorek,
» DAPI (4,6-diamidyno-2-fenyloindol) pokazujacy jgdra ko-

morkowe.

Wyniki i dyskusja

Prébki po badaniach proliferacji poddano obserwacji mi-
kroskopowej na mikroskopie fluorescencyjnym Olympus BX

RYS. 1. Topografia powierzchni oraz sktad chemiczny prébki tytanowej po utlenianiu.
FIG. 1. Topography and surface composition of titanium samples after oxidation.

way samples were subjected to oxidation in air atmosphere
at 550°C during 3h. After the oxidation process, samples
were subjected to microscopic observation (FIG.1) on scan-
ning electron microscope (ZEISS SUPRA 25), shared by
Icelandic Innovation Center.

Chitosan in powder (shared by Bloodbank, Landspitali-
Univ. Hospital) with different degrees of deacetylation: 87%
DD sigma, DD 87% 96% DD were used in the process of
applying a coating on the titanium surface.

In the experiment were used osteogenic cells (shared by
Bloodbank, Landspitali-Univ. Hospital) coming from mouse,
MC3T3-E1 type. Cells taken from a living organism were
stored at -80°C. To use them for experimental studies they
were unfrozen in a water bath at 37°C. The cells were placed
in an incubator at 37°C with humidity up to 95% and the
addition of 5% CO,. As a medium for the cells used a spe-
cial food consisting of solution called a-MEM prepared by
GIBCO ™ with 10% FBS (bovine serum).

Methods

Chitosan membranes were prepared according the
procedure: 1% by weight of chitosan dissolved in 0.5% by
weight of acetic acid in water applied to the titanium sample
3 times, waiting five minutes between one application and
another, to dry layers. Then samples were transferred to
an incubator at 37°C, where the were dried. The next step
was a neutralization of membranes in sodium hydroxide and
sterilization using ethanol. At so prepared samples inhabited
osteogenic cells MC3T3-E1, in an amount 5000 cells per
cm?. Cells were fed every 2 days food DMEM-F 12 prepared
by GIBCO™ with the addition of FBS (bovine serum) and
P/S (penicillin and streptomycin).

After seven days performed tests of cell proliferation, use
for this purpose two reagents:
» CFSE (carboxyfluorescein diacetate, succinimidyl ester)

cell proliferation,
» DAPI (4,6-diamidyno-2-phenylindole) — cell nucleus.

Results and discussion

Samples after proliferation studies subjected to micro-
scopic observation on fluorescence microscope Olympus
BX 51. We analyzed four samples:

» sample with chitosan membrane DD87% sigma (FIG. 2),
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51. Analizie zostaty poddane 4 probki:
» probka z membrang chitozanowg DD87% sigma (RYS.

2),

» probka z membrang chitozanowg DD87% (RYS. 3),
» probka z membrang chitozanowag DD 96% (RYS. 4),
* prébka tytanowa po procesie utleniania (RYS. 5).

Na prébkach tytanowych z powtokg chitozanowg DD
87%, (RYS. 3) i DD 96%, (RYS. 4) uzyskano oczekiwany
wzrost komorek. Zaobserwowac mozna znaczng ilos¢ jgder
komérkowych, co swiadczy o statym wzroscie komérek, kto-
ry w dalszym etapie prowadzi do narastania tkanki kostnej.
Prébka z membrang DD87% sigma (RYS. 2) nie uzyskata
oczekiwanego wzrostu komorek, zaobserwowaé mozna nie-
znaczng ilos¢ jgder komoérkowych, ale nie wida¢ ich rozwo-
ju. Spowodowane jest to niewystarczajgca adhezjg powtoki
chitoznowej do powierzchni tytanu (membrana nie utrzymata
sie na catej powierzchni probki). Na probkach tytanowych
bez powtoki chitozanowej (RYS. 5) obserwowany jest zbyt
szybki wzrost komorek, ktéry prowadzi¢ bedzie do ich ob-
umierania z powodu braku odpowiedniej ilosci pozywienia.

Przeprowadzone badania sg jednymi z pierwszych, kto-
re podjety probe potgczenia tytanu z powtokg chitozano-
wa bez stosowania szkodliwych substancji dla organizmu
zywego, takich jak np. glutaraldehyd i silany [11, 12]. Uzy-
skane wyniki $wiadczg o zadowalajgcej bioaktywnosci po-

» sample with chitosan membrane DD87% (FIG. 3),
» sample with chitosan membrane DD96% (FIG. 4),
« titanium sample after oxidation (FIG.5).

On samples of titanium coated with chitosan DD 87%,
(FIG.3) and DD 96% (FIG.4) obtained the expected growth
of cells. May be observe a considerable amount cell nuclei,
which shows steady growth of cells, which in a later stage
lead to a build bone tissue. A sample of membrane DD 87%
sigma (FIG.2) did not obtain the expected increase in cell, may
be observe a slight amount cell nuclei, but can not see their
growth. This is due to not sufficient adhesion chitosan coat-
ing to the surface of titanium (membrane is not kept over the
whole surface of the sample). On samples of titanium without
coating chitosan (FIG.5) observed is too fast cell growth, which
will lead to their death because do not have enough medium.

The research are one of the first, which attempted to
connect the titanium with chitosan without using noxious
substances for the living organism, such as glutaraldehyde
and silanes [11,12]. The results show a satisfactory bioac-
tivity of the surface, which leads to even better osseointe-
gration of the implant tissue. However it is necessary to
continue modification the surface of titanium and attempt
to use its non-toxic alloys and coating process of chitosan,
so that the the resulting material fulfills all the requirements
for biomaterials.

RYS. 2. Obraz powierzchni prébki tytanowej pokrytej membrang chitozanowa
DD87% sigma z zastosowanymi odczynnikami: a) CFSE b) DAPI.

FIG. 2. Image of the surface of titanium samples with chitosan membran
DD87% sigma - effects of reagents: a) CFSE b) DAPI.

RYS. 3. Obraz powierzchni préobki tytanowej pokrytej membrang chitozano-
wa DD87% z zastosowanymi odczynnikami: a) CFSE b) DAPI.

FIG. 3. Image of the surface of titanium samples with chitosan membran
DD87% - effects of reagents: a) CFSE b) DAPI.

RYS. 4. Obraz powierzchni prébki tytanowej pokrytej membrang chitozano-
wa DD96 z zastosowanymi odczynnikami: a) CFSE b) DAPI.

FIG. 4. Image of the surface of titanium samples with chitosan membran
DD96% - effects of reagents: a) CFSE b) DAPI.
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RYS. 5. Obraz powierzchni probki tytanowej po procesie utleniania, z zasto-
sowanymi odczynnikami: a) CFSE b) DAPI.

FIG. 5. Image of the surface of titanium samples after oxidation - effects of
reagents: a) CFSE b) DAPI.

wierzchni, ktéra prowadzi do jeszcze lepszej osteointegrcji
tkanki z implantem. Niezbedna jest jednak dalsza mody-
fikacja powierzchni tytanu oraz préba wykorzystania jego
nietoksycznych stopéw i procesu naktadania powtok chi-
tozanowych, tak aby uzyskany materiat spetniat wszystkie
kryteria stawiane biomateriatom.
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kom Polsko- Islandzkiego projektu “Porous composite
titanium alloy of high corrosion resistance, biocompatibili-
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MATERA, jak tez stypendium z Funduszu Stypendialnego
i Szkoleniowego (FSS).
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Abstract

The objective of our in vivo study was to investi-
gate the biocompatibility of polymer foils enriched
with chitosan.

Methods: three types of chitosan: non-modified
(jp), and modified with montmorillonite K5 and mont-
morillonite K10 (p2-p3 ) were prepared.

The in vivo studies were carried out using the rat
soft tissues as a model. Small pieces of foils (2mm x
4mm) used in the experiment were sterilized by UV
radiation. Next they were implanted under sterile con-
ditions into the gluteus muscle of adult male outbred
Wistar rats. Each animal received two implants: the
modified foil into the right muscle, and the unmodified
foil used as a control into the left one. All procedures
were conducted in sterile conditions and under ana-
esthesia. Animals were anesthetized with intraperito-
neal injection of xylazine and ketamine (Biowet Pu-
tawy, Poland). Skin in the site of surgery was shaved
and disinfected, and a small incision was made in the
gluteus muscle. Equal pieces of foils were inserted into
the such created pouch. The muscle and skin wounds
were closed with 5/0 PDS Il (polydioxanone) monofi-
lament absorbable sutures (Ethicon Ltd., UK). All ani-
mals survived the surgery. No wound healing compli-
cations were observed after the surgery. The animals
were maintained under standard conditions with free
access to food and water. After 7, and 30 days from
the surgery, at each time point 12 animals were sacri-
ficed. Tissue specimens containing the implanted ma-
terials were excised and immediately frozen in liquid
nitrogen. Next they were cut into 8 um thick slides in
a Shandon cryostat (Thermo-Scientific, UK) at -22°C.
Obtained slides were investigated through histologi-
cal and histochemical methods to estimate the inten-
sity of inflammation, production of collagen, and me-
tabolic activity of connective and muscle tissues sur-
rounding implant. In order to estimate the effect of the
implants on the metabolic state of surrounding tissu-
es, activities of the marker metabolic enzymes: cyto-
chrome c oxidase, and NADH dehydrogenase were
examined. The activity of acid phosphatase was used
to assess the extent of inflammation around the im-
plants. The presence and thickness of fibrous capsu-
le around the implants were estimated on slides sta-
ined by van Gieson’s method.

Results: Differences between non-modified and
modified with chitosan materials were not manifested
in short, 7- and 30 days series. The activities of mito-
chondrial oxidative enzymes, cytochrome ¢ oxidase

and NADH dehydrogenase, in muscle fibres in close
proximity to the implants were slightly lower than in
those further away. Probably one month was too short
period to obtain the whole recovery after the surge-
ry. At the same time the process of regeneration se-
emed to be intense: numerous regenerating muscle
fibres infiltrated the granulation tissue around the im-
planted foils were observed The inflammation respon-
se was visibly lower in 30 days series compared to
7 days ones what indicate that the inflammation was
evoked in higher degree by surgery than by the pre-
sence of the implanted materials. The fibrous capsu-
le around foils was thin or not present at all — there
were places where pieces of foils were in direct con-
tact with the muscle tissue. After one month experi-
ment there were no signs of degradation of materials.
The experiment has been continued to compare abi-
lities of biomaterials in long term series.

Conclusion: The regeneration and enzymic acti-
vity of muscle tissue together with the lack of continu-
ous fibrous capsule suggest that the materials used in
our study are biocompatibile and are suitable for the
treatment of tissue injury.

[Engineering of Biomaterials, 109-111, (2011), 73]
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Streszczenie

W pracy przedstawiono prébe modyfikacji chito-
zanu kwasem ttuszczowym stosujgc kwas linoleino-
wy oraz chlorowodorek 1-(3-dimetyloaminopropy-
lo)-3-etylokarbodiimidu (EDC*HCI) jako zwigzek ini-
cjujgcy reakcje pomiedzy grupami funkcyjnymi mono-
merdw (karboksylowymi i aminoglikozydowymi). Ana-
liza widm w podczerwieni potwierdzita zaj$cie reakcji
i utworzenie hydrofilowo-hydrofobowych makroczgste-
czek, ktére w kolejnych badaniach zostang poddane
probom wytwarzania nanoczgstek o spodziewanych
wia$ciwosciach antybakteryjnych.

Stowa kluczowe: chitozan, kwasy ttuszczowe,
warstwy przeciwdrobnoustrojowe, biofilm

[Inzynieria Biomateriatéw, 109-111, (2011), 74-77]

Wprowadzenie

Materiaty i wyroby medyczne obejmujg duzg grupe
tworzyw sztucznych, przeznaczonych w lecznictwie do cza-
sowego lub dtugotrwatego kontaktu z organizmem. | choé
materiaty polimerowe stosowane do wyrobu implantéw czy
protez wykazujg pozgdang dla danego zastosowania bio-
kompatybilnos¢, to wcigz czesto wystepujgcym problemem
przy ich stosowaniu sg infekcje, ktére mogg prowadzi¢ do
powaznych stanéw chorobowych, a nawet Smierci pacjenta.
Infekcje wywotywane sg gtownie przez mikroorganizmy,
takie jak bakterie czy grzyby, ktére w wyniku adhezji do
powierzchni materiatu, rozmnazajg sie i tworzg biofilm (po-
lisacharydowg btone redukujgcg aktywnos¢ metaboliczng
mikroorganizmow, zwiekszajgcg ich odpornos¢ na czynniki
Srodowiska zewnetrznego, w tym rowniez na antybiotyki)
[1,2].

W interakcji pomiedzy biomateriatem a patogenem oraz
zdolnoscig do tworzenia sie biofilmu, gtéwna role odgrywa
charakterystyka powierzchni materiatu jak zwilzalnos¢, ta-
dunek elektryczny, morfologia czy topografia. W profilak-
tyce powstawania antybiotykoopornych stanéw zapalnych
konieczne jest zahamowanie procesu powstawania biofil-
mu. Pierwszym etapem tego procesu (o charakterze od-
wracalnym), jest wystepowanie oddziatywan bliskiego za-

SYNTHESIS AND SELECTED
PROPERTIES OF CHITOSAN
MODIFIED WITH FATTY ACID

AS POTENTIAL ANTIMICROBIAL
COATINGS FOR POLYMERIC
IMPLANTS
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Abstract

The paper presents preliminary investigation of
chitosan modification with fatty acid using linoleic acid
and 1-(3-dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimide
hydrochloride (EDC-HCI) as initiator for monomers
functional (carboxyl and aminoglycoside) groups. The
analysis of Infrared spectra confirmed the formation
of hydrophilic-hydrophobic macromolecules, which
further will be used for preparation of nanoparticles
with antibacterial properties.

Key words: Chitosan, fatty acid, antimicrobial co-
atings, biofilm

[Inzynieria Biomateriatéw, 109-111, (2011), 74-77]

Introduction

Materials and medical devices include a large group
of polymers, intended for medical uses for temporary or
prolonged contact with the organism. Although polymeric
materials used in manufacturing of implants or prostheses
are characterized by the desired biocompatibility for a given
application, bacterial infections are still a frequent problem
in many applications, what can lead to serious illnesses
and even patients death. The main reason of infection are
microorganisms, such as bacteria or fungi, which proliferate
and form a biofilm (polysaccharide matrix reducing the meta-
bolic activity of microorganisms, increasing their resistance
to external environmental factors, including antibiotics) as a
result of the adhesion to the material surface [1,2].

The surface characteristics like wettability, electric
charge, morphology and topography play the major role
in the biomaterial and pathogen interaction as well as in
the ability to form a biofilm. The biofilm formation process
needs to be inhibited in order to prevent the formation of
antibiotic-resistant inflammation. The first stage of a proc-
ess (which is reversible) is the occurrence of short-range
interactions (mainly van der Waals) and a key factor for this
step is a biomaterial surface wettability. The second (an
irreversible) step is related to cell adhesion to the material
surface, and revealing specific impact on different types of
adhesion proteins on cell surfaces. Subsequently, the cells
proliferate and create the layer of microorganisms on the
surface. If the biological structure reach an extensive size,
some elements are peeled off (by the action of shear forces)
and transported to the another location on the material
and surrounding tissues, where they are re-adhered to the
surface [3,4]. In order to obtain antibacterial properties of
biomaterials, various methods of surface modification, such
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siegu (gtéwnie Van der Waalsa), a kluczowym czynnikiem
tego etapu jest zwilzalnosci powierzchni biomateriatu. Dru-
gim etapem jest nieodwracalna adhezja komérek do po-
wierzchni materiatu zwigzana ze specyficznymi oddziaty-
waniami réznego typu biatek adhezyjnych wystepujacych
na powierzchni komorek. Kolejno dochodzi do namnazania
sie komorek i pokrycia podtoza warstwg mikroorganizmow.
Gdy struktura biologiczna zostanie odpowiednio rozbudowa-
na, elementy tej struktury sg odrywane (w wyniku dziatania
sit Scinajgcych) i przenoszone na dalsze odcinki materiatu
i sgsiednich tkanek, gdzie ponownie mogg ulec adhezji do
podtoza. [3,4]. W celu uzyskania wtasciwosci antybakteryj-
nych biomateriatéw stosuje sie r6zne metody modyfikaciji
powierzchni, takie jak naszczepianie zwigzkéw posiadajg-
cych wtasciwosci antybakteryjne (np. odpowiednie biatka)
[2], wprowadzanie dodatkow metali - gtéwnie srebra, ale
réwniez miedzi, cynku, glinu i zelaza [5], impregnacja po-
wierzchni lekami [6] oraz naktadanie powtok [3].

Chitozan, naturalny polielektrolit, o wiasciwosciach po-
wiokotworczych, zbudowany z 3(1—4)-2-amino-2-deoksy-
D-glukopiranozy i 3(1—4)-2-acetamido-2-deoksy-D-glukopi-
ranozy (ktérych udziat zalezny od stopnia deacetylacji, DD)
jest nietoksycznym polisacharydem, biodegradowalnym,
biokompatybilnym, biofunkcyjnym o szerokim spektrum
bakterio- i fungistatycznym [7]. Ponadto, dzieki licznie wyste-
pujacym w czgsteczce grupom funkcyjnym (hydroksylowym
i aminowym) w prosty sposéb mozna podda¢ go modyfikaciji
chemicznej. | tak, poprzez naszczepienie na hydrofilowe tan-
cuchy chitozanu czgsteczek o charakterze hydrofobowym,
mozna otrzymac czasteczki amfifilowe, majgce zdolnos¢ do
samoorganizacji i tworzenia sie mieli [8].

Celem pracy byta chemiczna modyfikacja chitozanu kwa-
sami ttuszczowymi i otrzymanie czgsteczek o charakterze
hydrofilowo/hydrofobowym zdolnych do samoorganizac;ji
i tworzenia nanoczastek. Czasteczki takie zostang w ko-
lejnych pracach wykorzystane do tworzenia chitozanowo-
ttuszczowych powtok antybakteryjnych na powierzchni
elastomerow termoplastycznych stosowanych w kardiologii
i urologii.

Materialy i metody badawcze

Chitozan (Sigma-Aldrich, lepkos¢ 20-300 cP 1% w 1%
kwasie octowym, DD 75-85%) rozpuszczono w 1% kwa-
sie octowym. Roztwor kwasu linoleinowego (LA) i chloro-
wodorku 1-(3-dimetyloaminopropylo)-3-etylokarbodiimidu
(EDC-HCI) (1:1 mol/mol) w metanolu wkroplono do roztwo-
ru chitozanu, inicjujgc reakcje grup karboksylowych z gru-
pami aminoglikozydowymi (0,34/1 mol/mol). Reakcje pro-
wadzono w temperaturze pokojowej przez 24 h. Produkt
wytrgcono w roztworze amoniaku, odwirowano, przemyto
wodg destylowang i metanolem. Osad suszono pod obni-
zonym cisnieniem w 30°C przez 24 h. Ocene budowy che-
micznej zmodyfikowanego chitozanu wykonano na podsta-
wie analizy widm podczerwieni. Stopieh deacetylacji (DD,
%) chitozanu oznaczono miareczkowaniem konduktome-
trycznym, na podstawie analizy pierwszej pochodnej funk-
cji przewodnictwa roztworu chitozanu w 0,1 mol HCI, do ob-
jetosci roztworu miareczkujgcego (0,1 mol NaOH) oraz ko-
rzystajgc z rownania:

DD=203,2-100/(42,0+1000m-0,1(V,-V,))"

gdzie m odpowiada ilosci chitozanu (g), a V,-V, objetosci
NaOH potrzebnej do odmiareczkowania grup aminowych
chitozanu [8].

as grafting of antibacterial compounds (eg. some protein) [2],
the implementation of metal ions, especially silver, but also
copper, zinc, aluminum and iron [5], surface impregnation
with drugs [6] and different coatings have been used [3].

Chitosan, a natural polyelectrolyte, with film-forming prop-
erties, consist of B (1—4)-2-amino-2-deoxy-D-glucopyran-
ose and R (1—4)-2-acetamido-2-deoxy-D-glucopyranose
(with ratio depending from the deacetylation degree, DD)
is a non-toxic polysaccharide, biodegradable, biocompat-
ible, biofunctional with broad bactericidal and fungicidal
spectrum [7]. Moreover, through numerous functional groups
(hydroxyl and amine) in chitosan molecule, chemical modi-
fication can be carried out in a simple way. Thus, through
grafting of hydrophobic chains onto hydrophilic chitosan,
amphiphilic molecules, which can self-assembly to form
micelle can be obtained [8].

The aim of this work was chemical modification of
chitosan by the fatty acids grafting to obtain hydrophilic-
hydrophobic macromolecules with self-assembling and
nanoparticles formation ability. Such nanoparticles will be
used for creating chitosan-fatty antibacterial coatings on the
surface of thermoplastic elastomers applied in cardiology
and urology.

Materials and methods

Chitosan (Sigma-Aldrich, viscosity 20-300 cP 1% in
1% acetic acid, 75-85% DD) was dissolved in 1% acetic
acid. Linoleic acid (LA) and 1-(3-dimethylaminopropyl)-3-
ethylcarbodiimide hydrochloride (EDC-HCI) (1:1 mol / mol) in
methanol solution was added dropwise to chitosan, initiating
the reaction of carboxyl and aminoglycoside groups (0.34/1
mol/mol). The reaction was carried out at room tempera-
ture for 24 h. The product was precipitated in a solution
of ammonia, centrifuged, washed with distilled water and
methanol. The precipitate was dried under vacuum at 30°C
for 24 h. Assessment of the chemical structure of modified
chitosan was performed by analyzing the infrared spectra.
Deacetylation degree (DD, %) of chitosan was determined
by conductometric titration method, taking the first deriva-
tive of conductivity of chitosan solution (dissolved in 0,1 mol
HCI) and the volume of titration solution (0.1 mol NaOH),
and using equation:

DD=203,2-100/(42,0+1000m-0,1(V,-V,))"

where m is the amount of chitosan (g), V.-V, is the volume
of NaOH solution consumed in titration of amino groups of
chitosan [8].

Results and discussion

The starting point for carrying out the modified of chi-
tosan by fatty acid was the determination of degree of
deacetylation of chitosan. For this purpose we used con-
ductometric titration, which is one of the simplest methods
for determining the deacetylation degree of chitosan. The
first measurement point (V,) is the volume of NaOH solution
needed to equilibrate free H* ions from the excess of HCI,
while the second measurement point (V,) is the volume of
NaOH solution needed to protonate the amino groups. The
determinated degree of deacetylation was ~ 78%.

The reaction of chitosan with fatty acid was catalyzed with
water-soluble carbodiimide EDC, which reacts with carboxyl
group of fatty acid to form an active ester intermediate (FIG.
1A). The intermediate can react with primary amine groups
of chitosan to form an amide bond [9] (FIG.1 B). The reac-
tion does not require high temperatures and the catalyst can
easily be removed from the reaction. Chemical structure of
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punkt pomiaru V, odpowiada
objetosci roztworu NaOH po-
trzebnej do zwigzania wolnych
jonéw H* pochodzacych z roz-
tworu HCI, natomiast V, to objeto$¢ potrzebna do sprotono-
wania grup aminowych. Wyznaczony DD wyniost ~ 78%.

RYS. 1. Schemat modyfikacji chitozanu kwasem tluszczowy.
FIG. 1. A scheme of chitosan modification with fatty acid.

the product - chitosan grafted with fatty acid chains (CH-LA)
was verified from the analysis of IR spectra shown in FIG. 2.
The comparison

of infrared spectra of
chitosan and modified
with linoleic acid prod-
A uct (CH-LA) showed
) the characteristic ab-
sorption at 2924 cm-,
2854 cm™, 1464 cm™,
1182 cm assigned to
vibrational band corre-
sponding to CH, group,
as well as the vibration-
al bands at 1739 cm"'
and 1590 cm’, cor-
responding to amide

group which became
stronger. A significant
absorption intensity
decrease was found at
3000-3600 cm' what
can be related to di-
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tion of amino groups
of chitosan which were

reacted with LA.

RYS. 2. Spektrofotogramy ATR FTIR wyjsciowego chitozanu (a) i produktu modyfikacji (b).

FIG. 2. The ATR FTIR spectra of (a) chitosan and (b) modified chitosan.

Reakcje chitozanu z kwasem ttuszczowym katalizowano
wodorozpuszczalnym karbodiimidem EDC, ktéry z grupa-
mi karboksylowymi kwasu tworzy estrowy produkt posred-
ni (RYS. 1A), zdolny do reakcji z pierwszorzedowymi gru-
pami aminowymi chitozanu z utworzeniem wigzan amido-
wych (RYS. 1B) [9]. Reakcja nie wymaga wysokich tempe-
ratur, a katalizator jest tatwo wymywany ze srodowiska re-
akgiji. Strukture chemiczng produktu — chitozanu z naszcze-
pionymi fancuchami kwasowymi (CH-LA) potwierdzono na
podstawie analizy widm IR przedstawionych na RYS. 2.

Poréwnujgc widma chitozanu i produktu jego modyfika-
cji kwasem linoleinowym (CH-LA) widoczny jest wzrost in-
tensywnosci pasm przy dtugosci fali 2924 cm-', 2854 cm™,
1464 cm™, 1182 cm™' (drgania zwigzane z grupg CH, pocho-
dzace od kwasu ttuszczowego), 1739 cm™ i 1590 cm™ (drga-
nia zwigzane z wigzaniem amidowym); oraz istotne zmniej-
szenie intensywnosci pasma w obszarze 3000-3600 cm™
(wynikajgce z zmniejszeniem sig ilosci grup aminowych wy-
korzystanych w reakcji chitozanu z LA).

Conclusions

The use of a car-
bodiimide catalyst allowed the chemical modification of
chitosan with linoleic acid, as the result, the material with
hydrophilic-hydrophobic characteristic was obtained. Such
material, under appropriate conditions (i.e. in water or emul-
sion system) should demonstrate the ability to self-assembly
and nanoparticles formation with the antibacterial properties.
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Whioski

Wykorzystanie katalizatora karbodiimidowego pozwoli-
fo na przeprowadzenie chemicznej modyfikacji chitozanu
kwasem linoleinowym i otrzymanie materiatu o charakterze
hydrofilowo/hydrofobowym. Materiat taki, w odpowiednich
warunkach (tj. w $rodowisku wodnym lub uktadzie emul-
syjnym) powinien wykazywac¢ zdolnos¢ do samoorganiza-
cji i tworzenia sie nanoczastek o spodziewanych wiasciwo-
Sciach antybakteryjnych.
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Wprowadzenie i cel pracy

Funkcjonowanie tak ztozonej struktury, jaka jest uktad
kostny cztowieka, mozliwe jest dzieki odpowiedniej budowie
i wlasciwosciom tkanki kostnej. Zapewnienie wystarcza-
jacej wytrzymato$ci przy zachowaniu minimalnej masy,
niezbednej podatnosci i zdolnosci przenoszenia obcigzen,
mozliwe jest tylko dzigki optymalnemu potgczeniu réznych
sktadnikow tkanki kostnej, ktérych cechy wzajemnie sie
uzupetniajg. Tkanka kostna, dzieki swojej budowie jest
materiatem, ktory caty czas dostosowuje swoje wiasciwosci
mechaniczne i strukturalne reagujgc na najmniejszg nawet
zmiane w warunkach obcigzenia [6]. Z jednej strony, z uwa-
gi na takie cechy jak krucho$c¢ i sztywnos¢ tkanka kostna
zaliczana jest do materiatow ceramicznych [2], z drugiej
natomiast strony witdkna kolagenowe nadajg jej swoistg
sprezystosc. Z tego tez wzgledu, tkanke kostng nalezy roz-
patrywac jako dwufazowy materiat kompozytowy, sktadajacy
sie z macierzy kolagenowej o niskim module sprezystosci,
w ktorej ,zatopione sg” krysztaty hydroksyapatytu HA
0 wysokim module sprezystosci [7].

Wiodkna kolagenowe zawierajg gtéwnie kolagen typu
I, ktéry uczestnicy w najwazniejszych procesach budowy
i przebudowy tkanki kostnej, takich jak proces tworzenia
kosci, jej mineralizacja oraz uzyskiwanie prawidtowych
wiasciwosci mechanicznych. Wzdtuz witdkien kolagenu
odktadane sg zwigzki nieorganiczne, krysztaty hydroksyapa-
tytu, jony weglanowe i fosforanowe. Gtéwnymi sktadnikami
mineralnymi tych krysztatow jest wapn i fosfor [5].

Na stopien strawnos$ci zwigzkow fosforowych wptywa
wiele czynnikéw, do ktorych zalicza sie m.in. rodzaj paszy,
gatunek i rase zwierzat, zawarto$¢ witamin i probiotykéw
oraz stosunek Ca:P i innych sktadnikéw odzywczych. Pod-
stawowg paszg uzywang w zywieniu $win jest ziarno zboz,
ktore jest jednoczesnie gtdéwnym zrédtem fosforu, wystepu-
jacym w formie fitynianow. Fosfor, w formie fityniandw jest
bardzo trudno przyswajalny przez organizm. Czgsteczki
kwasu fitynowego cechujg sie wysokim potencjatem chela-
tujgcym, co powoduije, iz przy neutralnym pH tworzg trudno
rozpuszczalne kompleksy z aminokwasami, cukrami oraz
dwuwartosciowymi kationami metali powodujgc zmniej-
szenie ich absorpcji w organizmie. Dodatek egzogennej
fitazy mikrobiologicznej do mieszanek paszowych dla
trzody powoduje nie tylko wzrost dostepnosci fosforu, lecz
zwigksza takze biodostepnos¢ wapnia, nawet do 32% [1],
oraz wykazuje pozytywne dziatanie na procesy mineralizacji
tkanki kostnej [8].

INFLUENCE OF CALCIUM
CONTENT IN FEED PHOSPHATE
ON MECHANICAL PROPERTIES
OF BONE TISSUE
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Introduction and purpose of study

The operation of the highly complex structure such as the
human skeletal system is possible by the appropriate con-
struction and properties of bone tissue. Sufficient strength
while maintaining minimum mass, necessary resilience,
and ability to transfer loads can only be assured by the
optimum connection of various bone tissue components,
whose features are mutually complementary. Bone tissue,
due to its design, is a material that continuously adapts its
mechanical properties and structural response to the small-
est change in load condition [6]. On the one hand, due to
brittles and stiffness properties, bone tissue is considered
to be ceramics [2] but, at the same time the collagen fibers
give it elasticity. Therefore, the bone should be viewed as
a two-phase composite material, consisting of a collagen
matrix with low elasticity and HA hydroxyapatite crystals
with high elasticity modulus [7].

Collagen fibers consist mainly of collagen type I, which
play important role in processes of modeling and remodeling
of bone tissue during bone formation and mineralization
as well as when it achieves proper mechanical properties.
Along the collagen fibers inorganic compounds, crystals of
hydroxyapatite, carbonate ions and phosphate are accumu-
lated. The main mineral components of these crystals are
calcium and phosphorus [5].

The degree of digestibility of phosphorus compounds is
affected by many factors, which include, type of feed, breed
and species of animals, amount of vitamins and probiotics,
and the ratio of Ca vs. P and other nutrients. The primary
feed used in pig feeding is grain, which is also the main
source of phosphorus that has in the form of phytate. This
form of phosphorus is very difficult absorb as molecules of
phytic acid are characterized by high chelating potential.
Consequently, in neutral pH phytate forms sparingly soluble
complexes with amino acids, sugars and divalent metal
cations, thus reducing its absorption. Addition of exogenous
microbial phytase as a compound of feed for cattle not only
increases the availability of phosphorus, but also increases
the bioavailability of calcium, even up to 32% [1]. Moreover
it is beneficial to bone mineralization processes [8].

Amount of phosphorus supplied with the feed, even when
supplemented by microbial phytase, does not cover the
requirements of extensively growing pigs. Therefore, there
are a number of commercial products which are intended
to supplement deficiencies in calcium and phosphorus.
The most frequently used phosphate are one, two and
tricalcium, calcium-sodium, sodium-calcium-magnesium
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llos¢ fosforu dostarczana z pasza, nawet po jej uzupet-
nieniu paszy fitazg mikrobiologiczng, jednak nie pokrywa
potrzeb intensywnie rosngcych swin. Na rynku pasz istnie-
je szereg produktéw, ktére majg za zadanie uzupetnic nie-
dobory wapnia i fosforu, do najczesciej stosowanych nale-
zg fosforany: jedno, dwu i tréjwapniowe, wapniowo-sodo-
we, sodowo-wapniowo-magnezowe i amonowe. Badania
wykazujg ze najlepsze efekty zywieniowe u swih uzyskuje
sie stosujgc fosforan jedno lub dwusodowy [3]. Oczywiscie
nie wystarczy tylko wprowadzi¢ duzg ilos¢ danego zwigzku
do pokarmu, wazne jest aby ten zwigzek zostat prawidto-
wo wchtoniety i wykorzystany przez organizm. Z tego powo-
du, w przypadku pasz, coraz czesciej poszukuje sie zwigz-
kow umozliwiajgcych zwiekszenie absorpcji wapnia i fosfo-
ru z pozywienia bez zmiany w wydalanej ilosci. Dlatego tez,
konieczne staje sie wprowadzanie specjalnych pasz uzu-
petnionych o niezbedng ilo$¢ fosforu mineralnego [1]. Pyta-
niem pozostaje jednak wcigz: czy zwiekszona przyswajal-
nos¢ fosforu przez organizm spowoduje jego wyzszy poziom
w tkance kostnej? oraz czy wyzszy poziom tego pierwiast-
ka spowoduje wzrost wytrzymatosci samej tkanki kostnej?

Gtéwnym celem prezentowanych badan byto okreslenie
wiasciwosci mechanicznych oraz zawartosci pierwiastko-
wej tkanki kostnej pochodzgcej od swin, karmionych paszg
o zréznicowanej zawartosci wapnia i fosforu. Dodatkowo,
badania miaty na celu okreslenie wartosci paszowej nowe-
go fosforanu dwuwapniowego (n-DCP), wyprodukowanego
przez Gdanskie Zaktady Nawozow Fosforowych ,Fosfory”
Sp.z.0.0. zgodnie z patentem No P-369805 i poréwnaniu
go do innych uznanych na rynku, fosforanéw jednowapnio-
wego oraz wapniowo-sodowego.

Materiat i metoda

Materiatem do badan byty nasady blizsze kosci udowych
(N=24) mtodych warchlakéw, przygotowane w Zaktadzie Do-
$wiadczalnym Zywienia Zwierzat Gorzyn (tucz 87 dni [4]). Ze
wzgledu na rodzaj zastosowanej paszy, materiat podzielono
na trzy grupy pomiarowe: grupa | — osobniki karmione mie-
szankg z udziatem fosforanu jednowapiowego (MCP); gru-
pa Il — osobniki karmione mieszankg z udziatem fosforanu
dwuwapiowego (n-DCP) oraz grupa Il — osobniki karmio-
ne mieszankg z udziatem fosforanu wapniowo-sodowego
(grupa kontrolna CNP). Badania podzielono na kilka eta-
pow, pierwszym z nich byto przygotowanie szesciennych
prébek o wymiarach 10x10x10 mm z tkanki ggbczastej gto-
wy i kretarza wiekszego (n=180) kosci udowej oraz prosto-
padtoscienne o wymiarach 4x4x20 mm z tkanki zbitej trzo-
nu kosci udowej (n=90).

Wiasciwosci mechaniczne tkanki kostnej okreslono w te-
Scie jednoosiowego Sciskania na stanowisku obcigzenio-
wym wykorzystujgc maszyny MTS 858 MiniBionix, dodat-
kowo dla kazdej z probek tkanki zbitej okreslono wartos¢
mikrotwardosci Vickersa. Pomiary wykonano za pomoca
mikrotwardosciomierza HMV Micro Hardness Tester Shi-
madzu®, zgodnie z normg PN-EN ISO 6507-1 (RYS. 3i 4).

Wyniki i dyskusja

Uzyskane wyniki wskazujg iz najwyzsze wartosci para-
metrow mechanicznych takich jak wytrzymato$é i modut
Young’a otrzymano dla Il grupy pomiarowej, czyli dla osob-
nikéw karmionych przyzyciowo paszg o podwojnej zawar-
tosci wapnia. Spowodowato to odktadanie tego pierwiastka
w obrebie tkanki zbitej (korowej), jednak nie w tkance gab-
czastej, gdzie poziom wapnia byt podobny we wszystkich
grupach pomiarowych. Dla tkanki zbitej zaobserwowano,
w zwigzku z tym najwyzsze wartosci wskaznikéw mecha-

and ammonium. Studies in literature present that the best
results in swine nutrition is obtained when one or disodium
phosphate is used [3]. Obviously, adding a large amount of
the extra compounds into the food is not enough. It is also
important that this compound is properly absorbed and
utilized by the body. For this reason, in the case of feed, we
investigating the proper amounts of additional compounds
that will increase absorption of calcium and phosphorus from
the forage without changing the amount that is excreted.
Therefore, it becomes necessary to use specific forage
supplemented with the properly adjusted quantity of mineral
phosphorus [1].

Another question that has to be answered is whether
the additional, assimilated amount of phosphorus will in-
crease its concentration in bones. Also whether the higher
concentration will lead to improvement in structural and
mechanical properties of bone? The main goal of this study
was to determine the mechanical properties and elemental
content of bone tissue derived from pigs fed with forage
with different amounts of calcium and phosphorus. In ad-
dition, the study was to determine the fodder value of the
new dicalcium phosphate feed (n-DCP) produced by the
Gdansk Phosphate Fertilizer Plants’ Fosfory “Ltd. accord-
ing to patent No. P-369805, when compared to other feeds
recognized in the market - monocalcium phosphate, calcium
and sodium.

Material and methods

The experimental material consists of epiphysis of femur
bone (N = 24) of young piglets, prepared in the Experimental
Animal Feeding Company Gorzyn (fattening for 87 days [4]).
Due to the type of feed used in experiments, the material
was divided into three test groups: Group | - animals fed
a supplement of monocalcium phosphate (MCP), Group
Il - animals fed with a supplement of dicalcium phosphate
(n-DCP) and Group Il - animals fed with a supplement of
with calcium-sodium phosphate (control group CNP). The
study was divided into several stages, the first stage was to
prepare cubic specimens with dimensions of 10x10x10 [mm]
from the cancellous tissue of the head and greater trochanter
(n=180) of femur and rectangular with dimensions of 4x4x20
[mm] of compact tissue of the femoral diaphysis (n=90).

The mechanical properties of bone were investigated
using uniaxial compression test with testing machine MTS
858 MiniBionix. Additionally, for each of the compact tissue
samples the value of the Vickers microhardness, were es-
timated. Measurements were performed using microhard-
ness Micro Hardness Tester HMV®Shimadzu, according to
PN-EN ISO 6507-1 (FIG. 3 and 4).

Results and discussion

Results indicate that the highest values of mechanical pa-
rameters (i.e. strength and Young’s modulus) were obtained
for measurement of group Il, which was fed with supplement
of double calcium content. This result is a consequence of
accumulation of calcium in compact bone tissue, but not
in the cancellous bone tissue where the concentration of
calcium was similar for all the groups. For the compact
bone tissue we have observed, higher values of mechani-
cal properties and change in the nature of the tissue that
appeared to be more brittle (FIG. 2).

Samples from the group Il have the highest value of
density while values of microhardness HV (FIG. 3) was
the lowest. On the other hand, samples from the group Il
had the lowest density and the highest density. The results
obtained from present study show, that dense material does
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RYS. 3. Srednie wartosci mikrotwardosci Vickersa HV
uzyskane dla prébek tkanki kostnej zbitej mtodych
swin, dla kazdej z trzech badanych grup.
FIG. 3 Average values of hardness (Vickers HV), cal-
culated for samples of compact bone from three gro-
up of young pigs.

nicznych oraz zmiane charakteru prébek tej tkanki na bar-
dziej kruchy (RYS. 2).

Najwyzszg wartoscig gestosci (RYS. 3) chociaz naj-
mniejszg wartoscig mikrotwardosci HV (Rys. 3) charakte-
ryzuja sie probki grupy Il, natomiast najmniejszg gestoscig
a jednoczesnie najwiekszg mikrotwardoscig prébki grupy lll.
Z uzyskanych rezultatéw wynika zatem, iz gesty nie ozna-
cza od razu wytrzymaty, dlatego tez w koncowym etapie ba-
dan, okreslono stopien mineralizacji tkanki kostnej na pod-
stawie widm uzyskanych z wykorzystaniem spektroskopii
Ramana. Otrzymane wyniki wskazuja, iz stopien minerali-
zacji tkanki kostnej jest odwrotnie proporcjonalny do twar-
dosci tkanki kostne;j.
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not mean robustness, and therefore in the final stage of
the study, the degree of mineralization of bone tissue was
determined from spectra obtained using Raman spectros-
copy. The results show that the degree of mineralization
of bone tissue is inversely proportional to the hardness of
bone tissue.
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ANALIZA WLASCIWOSCI
POWLOK HAp WYTWARZANYCH
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Hydroxyapatyt (HAp) jest fosforanem wapnia sto-
sowanym jako biomateriat, ktéry wspomaga odbudo-
we tkanki kostnej. Jednakze ze wzgledu na jego ni-
skie wtasciwo$ci mechaniczne, a takze anizotropie
wtasciwosci fizykochemicznych czeSciej stosowany
jest w postaci powtok na implantach medycznych.
Szereg technologii syntezy pozwala na wytwarza-
nie powiok fosforanéw wapnia o szerokim wachla-
rzu sktadow stechiometrycznych oraz innych wiasci-
wosci. Cechg wspdlng powtok HAp wytwarzanych na
podfozach metalicznych jest ich staba adhezja spo-
wodowana réznymi warto$ciami wspotczynnikéw roz-
szerzalno$ci cieplnej. Proponowang w niniejszej pra-
cy metodg poprawy adhezji powtok HAp do réznych
podfozy stosowanych w medycynie jest zastosowanie
miedzywarstwy weglowej. Dzieki wysokiemu powino-
wactwu chemicznemu wapnia do fosforu mozliwe jest
uzyskanie lepszej adhezji warstwy HAp do podfoza,
a przez to zapewnienie jej lepszych wtasciwosci uzyt-
kowych. Warstwy hydroksyapatytowe otrzymano me-
todg rozpylania magnetronowego katody, wykonanej
z proszku HAp, przy réznych parametrach pradowo
napieciowych. W efekcie koncowym uzyskano war-
stwy kompozytowe C/HAp charakteryzujgce sie po-
prawiong adhezjg i zréznicowanymi wtasciwoS$ciami fi-
zykochemicznymi. Strukture i morfologie otrzymanych
warstw badano przy wykorzystaniu SEM. WtaSciwoSci
mechaniczne analizowano za pomocg metody nano-
indentacji, grubosc¢ otrzymanych warstw mierzono za
pomocg profilometru stykowego, natomiast swobod-
ng energie powierzchniowg metodg Owensa-Wend-
ta przy wykorzystaniu analizy kata zwilzania warstw.
W wyniku przeprowadzonych badari opracowano ty-
poszereg parametrow syntezy warstw HAp na pod-
tozach metalicznych, modyfikowanych warstwg we-
glowg, o poprawionych wtasciwosciach uzytkowych,
adekwatnych dla konkretnej aplikacji.

[Inzynieria Biomateriatow, 109-111, (2011), 81]
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INSTITUTE OF MATERIALS SCIENCE AND ENGINEERING,
1/15 STEFANOWSKIEGO STR., 90-924 + 6Dz, POLAND

Hydroxyapatite (HAp) is a calcium phosphate used
as a biomaterial, that supports the reconstruction of
bone tissue. However, due to an anisotropy of its phy-
sicochemical properties and its low mechanical pro-
perties is often used in the form of thin coatings on
medical implants. A number of synthesis technolo-
gies allows the production of calcium phosphate co-
atings characterized by a wide range of stoichiome-
tric compositions and other properties. A common fe-
ature of HAp coatings produced on metal substrates
is their poor adhesion caused by different coefficients
of thermal expansion. Proposed in this paper method
to improve adhesion of hydroxyapatite coatings to va-
rious substrates used in medicine is the application of
carbon interlayer. High chemical affinity of calcium to
carbon makes it possible to obtain a better adhesion
of HAp layer to the substrate, and thus to ensure its
better performance. Hydroxyapatite layers were ma-
nufactured by RF magnetron sputtering of cathode,
which was made of pressed and sintered HAp powder,
using different synthesis parameters. The final result
are obtained C/HAp composite layers characterized
by improved adhesion and variety of physicochemi-
cal properties. The structure and morphology of ob-
tained layers were studied using SEM. The mechani-
cal properties were analyzed using a nanoindentation
method. Thickness of deposited layers was measu-
red on the profilometer, whereas free surface energy
(SEM) was investigated by Owens-Wendt method ba-
sed on the measurement of layers contact angle. Fol-
lowing this study a range of synthesis parameters of
HAQp layers on substrates modified using carbon inter-
layer was worked out. Conducted investigation made
it possible to obtain hydroxyapatite layers with impro-
ved performance characteristics that are adequate for
the particular application.
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Srebro ze swych antyseptycznych wtasciwosci
znane byfto juz od starozytnosci. Po odkryciu antybio-
tykow (penicyliny w 1929 r.) poszto w zapomnienie,
przegrywajgc z silnie rozwijajgcg sie farmakologig.
Powrdt srebra nastgpit we wezesnych latach 60-tych
XX wieku, a obecnie srebro jako Srodek bakteriobdjczy
przezywa swoj prawdziwy ,renesans”.

Srebro swojg mocng pozycje zawdziecza temu,
Ze atakuje komorke bakterii na wielu ptaszczyznach,
m.in.: atakuje jgdro bakterii — wigze sie z bakteryjnym
DNA uszkadzajgc w ten sposob replikacje komérek
bakterii, powoduje zaburzenie przemieszczania sie
elektronéw i tym samym ogranicza proces wytwa-
rzania przez bakterie energii - proliferacja (rozrost)
bakterii zostaje zahamowana, tgczy sie z btong
komodrkowsg bakterii, co zaktoca jej funkcje, blokuje
enzymy, tym samym powodujgc przerwanie procesow
fizjologicznych.

Obok zdolno$ci zwalczania drobnoustrojow srebro
moze miec jednak rowniez toksyczne dziatanie na ko-
morki cztowieka. Jak wskazuje Schierholz i wspofaut.
(1998) bezpieczeristwo stosowania srebra jest ograni-
czone. Wg nich koncentracja jonéw srebra w ptynach
ustrojowych powyzej 10 mg/l moze byc¢ toksyczna dla
pewnych makromolekut obecnych w ludzkim organi-
zmie. Bosetti i wspotaut. (2002) w swoich badaniach
dowodzg braku toksycznego wptywu srebra na komorki
ludzkie (tj. limfocyty, fibroblasty i osteoblasty), a nawet
twierdzg, ze metal ten pobudza komérki koSciotworcze
(osteoblasty) do wzmozonej aktywnosci. Argument ten
dodatkowo budzi zainteresowanie srebrem jako czyn-
nikiem nadajgcym sie do uzytku medycznego. Biorgc
pod uwage takie wyniki sprzymierzerica w srebrze upa-
truje m.in. ortopedia (badania in vitro przeprowadzone
przez Bosetti i wspotfaut. (2002) dowodzg zwigkszonej
skuteczno$ci implantéw zawierajgcych srebro, stoso-
wanych przy ztamaniach czy tez sttuczeniach). Rozpa-
trujgc za i przeciw stosowaniu srebra jako Srodka dzia-
fajgcego bakteriobojczo lub/i bakteriostatycznie nalezy
wzig¢ pod uwage, iz efekt toksycznosci metali (w tym
réwniez srebra) zalezy od formy w jakiej sg one dostep-
ne dla komorki mikroorganizmu, czy jest to jon czy po-
stac organiczna (Ennever 1994).

Realizowane badania majg na celu uzyskanie od-
powiedzi na pytanie jak wykorzystac¢ wtasciwo$ci sre-

Silver had been known since antiquity for its an-
tiseptic properties. After the discovery of antibiotics
(penicillin in 1929) felt into oblivion, losing to the strong
growth of pharmacology. Return of silver occurred in
the early 60s of the twentieth century, and now silver
as a bactericide is undergoing a big “renaissance”.

Silver its strong position has thanks to the fact that
attacks the bacteria cell on multiple levels. It attacks
the nucleus of bacteria - is associated with bacterial
DNA, thus damaging the bacterial cell replication,
causes a movement disorder of electrons and thereby
reduces the process of energy by the bacteria - pro-
liferation (growth) of bacteria is inhibited, combines
with the cell membrane of bacteria, which disturbs
with its function, blocks the enzymes, thus causing
the disruption of physiological processes.

Besides the ability to fight against microbial, silver
can also have toxic effects on human cells. As indi-
cated by Schierholz et al. (1998) the safety of silver is
limited. According to them, the concentration of silver
ions in body fluids of more than 10 mg /| may be to-
xic to certain macromolecules present in the human
body. Bosetti et al. (2002) in their studies have shown
no toxicity of silver to human cells (eg lymphocytes,
fibroblasts and osteoblasts), and even claim that
this metal stimulates cells (osteoblasts) to increased
activity. This argument makes that raises interest in
silver as a patrticle suitable for medical use. Given
these results orthopedics sees silver as an ally (in vitro
studies conducted by Bosetti et al. (2002) demonstrate
the increased effectiveness of silver-containing im-
plants used for fractures or contusions). Considering
the pros and cons of using silver as an antibacterial
agent acting and / or bacteriostatic should take into
account that the effect of toxic metals (including silver)
depends on the form in which they are available to the
cells of the microorganism, whether it is a form of ion
or organic (Ennever 1994).

Studies are carried out to obtain answers
to the question of how to use the propetrties of silver for
biomedical applications while avoiding its toxicity. Pre-
liminary studies show that surfaces coated with a thin
layer of silver strongly associated with the substrate
can reduce the toxicity of silver in the tissue environ-
ment, while maintaining antibacterial activity.

- bra do zastosowar biomedycznych przy jednocze- [Engineering of Biomaterials, 109-111, (2011), 82]
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