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IMPLANTS FOR ENHANCING
THEIR BIOCOMPATIBILITY
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[Engineering of Biomaterials 125 (2014) 2-5]

In hard tissue surgery, i.e. orthopaedics, traumatology,
cranial, maxillofacial and dental surgery, metallic material for
construction of bone implants cannot be avoided, because
these implants are often exposed to a high load and mechan-
ical stress. Ceramic materials are usually too brittle for these
applications, and polymers are too elastic, unless they are
reinforced with metallic, ceramic or carbon components [1-3].
Thus, the number of operations requiring metallic implants
is continuously increasing. It is often desirable if the bone-
contacting surface of the implant enables tight conjunction
of the implant with the surrounding bone. In other words,
the implant should have the primary and secondary stability.
The primary stability is determined mainly by the shape of
the implant and the quality of the bone preparation, but its
duration is limited to several weeks or months. For exam-
ple, in hip endoprostheses, the primary stability is limited to
3 months. The secondary stability comes after the primary
stability, and is due by the bone tissue ingrowth into the
surface structure of the implant. Therefore, the secondary
stability strongly depends on the surface properties of the
endoprosthesis. If a high secondary stability is achieved,
a good and painless function and durability of an implant
can be expected, completely without or with considerably
delayed revision surgery and need of reimplantation.

In order to obtain the secondary stability of bone implants,
i.e. its integration with the surrounding bone tissue, many sur-
face treatments have been experimentally developed (with
participating of our group), such as grinding, polishing [4],
electric discharge machining, shot peening, acid etching
[5-7], oxidation procedures [8,9], or ion implantation [10].
Some of these modifications have been also introduced
into clinical practice (mostly for dental implants), e.g. elec-
tric discharge machining [11], acid etching alone [12] or in
combination with sandblasting [13], microarc oxidation [14]
and CO ion implantation [15].

Although some of the mentioned modifications, e.g.
polishing, electric discharge machining or sandblasting,
strengthened the material surface, these modifications,
which are mostly referred as subtractive, i.e. degrading
or reducing the material surface layer, are not able to fully
prevent the release of cytotoxic ions and wear particles
from the bulk material of the bone implant. Clinically used
metallic bone implants are usually made of Ti (mainly
stomatologic implants [11,13]), Ti-6Al-4V alloy (total hip
arthroplasty [16], craniomaxillofacial surgery [17]), Co-Cr-
Mo alloys [18,19] and stainless steel [20]. When exposed to
load and corrosive biological environments, these materials
can release cytotoxic and immunogenic ions, which can
damage the adjacent and remote tissues and thus cause
the implant failure or systemic diseases (e.g. neurode-
generative diseases caused by Al, carcinogenicity of Cr).
These ions have been detected in the blood of patients with
bone implants [18,19]. Even titanium, which is generally
considered as highly biocompatible metal, caused allergy
in stomatologic and other patients [21].

The release of ions and wear particles from the bone
implants could be effectively prevented by a strong,
continuous, non-permeable and biocompatible coating,
well-adhering to the bulk material. Clinically used coatings
include e.g. zirconium [18], hydroxyapatite [22], bioactive
glass [23], apatite-wollastonite-containing ceramics [24],
titanium dioxide [25], or biphosphonate coating [26]. Other
promising coatings are nanocrystalline diamond (NCD) films
developed in our earlier studies [27-30].

FIG. 1. Morphology of a nanocrystalline diamond film (NCD) evaluated by atomic force microscopy (AFM),
picture 1 x 1 um (A), and the adhesion of primary human osteoblasts on H-terminated (B) and O-terminated
(C) NCD films. The cells were stained for talin (green, immunofluorescence), actin (red, phalloidin/TRITC), and

DNA (blue, DAPI). Scale bar = 25 pm.

Z 0 © 00000 0000000000000 00000000000000000060000

Ll



A. Cell number, day 7 B. Collagen |
180 000 - [ i X 240 - !
o
L 150 000 - Y % 200 - I &
S 120000 | [T] : P 160 - m v
w S
S 90000 - Q 120 -
© 60000 - § 80 -
30000 - § 40 -
o]
0 T T < 0 T T T
Q o o o Q o
\Q% o & & S \'Q‘J &’ 5 & 6\0‘5
YW e e YO e e
» Q\ 3 W \Q Ky
C. Alkaline phosphatase D. Vinculin .
= b L1, = 120 7 ’
o
= 2 1004
— 1,0, - —F—
n 160 1 i, v - Ea
7
o 120 o 60
) o i
[&] (&)
= 80 1 S 40
2 =
3 40 o 20 -
a2 3
< U { 0 T T
) Q
< q,/ N> & P Y R S &
AN h P '\ © N N ©
D \\.0 &7 7 W \\_0/ Q7 &~
3 Q Ky 3 Q Q-
= E. Collagen adsorption F. Osteocalcin
S I, v —_ Lol L
= 7- 52 140 - : I
S S 120 ]
£ 6 - 11l = 1 =
3 5 I o 100 | =
g 4 A 80 -
-TE 3 | § 60 -
Y | (3] 4
5 2 8 40
2 14 c 20 -
@ 4
E D T T < 0 T T T
Q ) ) o Q ) o o
= \Qc’ Q&7 a2 ,\@ 6\“ \?‘o 7 N & 6\“
W \Q" Y Q7 W \‘@’ Q7 @7
W Q KY N Q KY

FIG. 2. Number of human osteoblast-like MG-63 cells (A), concentration of early markers of osteogenic cell
differentiation collagen I (B) and alkaline phosphatase (C), concentration of integrin-associated focal adhesion
protein vinculin (D), adsorption of collagen |, conjugated with Texas Red C,-Maleimide, on the tested materials
after 2 h at room temperature (E) and concentration of osteocalcin, a marker of late osteogenic differentiation
(F) in MG-63 cells on day 7 after seeding on polystyrene culture dishes (PS), pure NCD films (NCD_0) and NCD
films with B:C ratio of 133, 1000 or 6700 ppm (B_133, B_1000 and B_6700, respectively). Mean * S.E.M. from
3 experiments. ANOVA, Student-Newman-Keuls Method. Statistical significance: """:V: p<0.05 compared to the

group labeled with the same Roman number.
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In general, nanostructured substrates are considered

® e o o o @ o as extraordinary suitable cell carriers for implantology and

tissue engineering. The nanoscale irregularities on their
surface mimic the nanoarchitecture of the native extracel-
lular matrix (ECM) molecules, e.g. nano-sized irregularities
in these molecules, e.g. folded (wavy) or helical structure,
branching etc. Nanoscale irregularities enlarge the surface
area of a material and also increase its wettability. On nanor-
ough surfaces, the cell adhesion-mediating ECM molecules,
such as vitronectin, fibronectin, collagen or laminin, are
spontaneously adsorbed in a bioactive geometrical confor-
mation, which allow binding between specific sites in these
molecules, e.g. RGD-containing amino acid sequences,
and cell adhesion receptors. In addition, it is believed that
among the cell adhesion-mediating molecules, nanorough
surfaces adsorb preferentially vitronectin (due to its relatively
small and linear molecules), which is recognized prefer-
entially by osteoblasts through the amino acid sequence
KRSR, specific for osteoblast binding [31-34]. Thus, the
nanostructured surfaces are much more suitable for bone
implants and bone tissue engineering than conventional flat
or microstructured substrates.

In accordance with these ideas, in our earlier studies
conducted in vitro, as well as in studies by other authors,
the NCD films proved as excellent substrates supporting
the adhesion, growth, viability and metabolic activity of hu-
man osteoblast-like cell MG-63 and Saos-2 cells [27-30],
and also their osteogenic differentiation, as indicated by an
increased activity of alkaline phosphatase [35,36], produc-
tion of osteocalcin, i.e. an ECM glycoprotein binding calcium
[30], and ECM mineralization [36]. The biocompatibility and
bioactivity of NCD can be further enhanced by its termina-
tion with specific atoms and chemical functional groups,
e.g. oxygen, which increases the material surface wetta-
billity, and thus the adsorption of cell adhesion-mediating
molecules and cell colonization [37,38]. In our experiments,
the O-terminated NCD coatings promoted the proliferation,
synthesis of collagen |, and calcium deposition in human
osteoblast-like Saos-2 cells. Primary human osteoblasts
showed better developed talin-containing focal adhesion
plaques and actin cytoskeleton on O-terminated than on
H-terminated NCD films (FIG. 1).

The oxygen termination can be further utilized for im-
mobilization of biologically active molecules promoting bone
tissue formation, such as bone morphogenetic protein-2
(BMP-2). Primary human bone marrow mesenchymal stro-
mal cells cultured on these substrates strongly activated
the expression of osteogenic markers, and when inserted
into sheep calvaria, the implant showed enhanced osse-
ointegration [39]. Osteogenic cell differentiation can be also
supported by BMP-7, which is approved for clinical use in
the Czech Republic in the form of commercially available
preparation Osigraft [40,41].

Another possibility how to increase the NCD bioactivity
is doping the NCD with boron. Boron induces electrical
conductivity of NCD films, and thus enables electrical
stimulation of osteoblasts, which accelerates osteogenic
cell differentiation, and finally integration of the implant into
the bone [42,43]. In our experiments, boron-doped NCD
films were prepared with the B:C ratio of 133, 1000 and
6700 ppm. The NCD films doped with the low and medium
B:C ratio (i.e., 133 and 1000 ppm of B) showed the most
pronounced increase in the number of human osteoblast-
like MG-63 cells in 7-day-old cultures. As measured by an
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) per mg of
total protein, the cells on NCD with the B:C ratio of 133 and
1000 ppm also contained the highest concentrations of col-
lagen | and alkaline phosphatase, respectively. On the NCD
films with the B:C ratio of 6700 ppm, the cells contained the
highest concentration of focal adhesion protein vinculin,
and the highest amount of collagen | was adsorbed. The
concentration of osteocalcin also increased with increasing
level of boron doping (FIG. 2).

In addition, due to their strength, continuity, mechani-
cal resistance and chemical stability, the NCD films could
prevent the release of harmful ions from metallic implants.
In our studies, the NCD films coated hermetically silicon
substrates and fully prevented their cytotoxicity in vitro,
which was clearly apparent in bare Si substrates [28].

Thus, it is of worth to test the NCD films in preclinical
studies on laboratory animals and to introduce in future
these coating into clinical practice, at least in the case of
stomatological and other small implants (due to a still rela-
tively high cost of these coatings).
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Streszczenie

Enzymatyczna mineralizacja hydrozeli jest obiecu-
Jjacym sposobem uzyskiwania materiatéw do leczenia
ubytkéw tkanki kostnej. Dzieki wytworzeniu wewnatrz
materiatu fosforanéw wapnia (CaP), hydrozele stajag
sie sztywniejsze, przez co bardziej odpowiednie do
regeneracji tkanki kostnej.

W przedstawionych badanych hydrozele z gumy
gellan (GG) zawierajgce enzym — fosfataze alkaliczng
(ALP, 0,5 mg/ml) byty mineralizowane poprzez inku-
bacje w roztworze glicerofosforanu wapnia (CaGP).
Poréwnano trzy rézne stezenia GG: 0,7; 1,2 i 1,6%.
W celu oceny zawarto$ci CaP oznaczono suchg mase
mineralizowanych probek. Rozmieszczenie fazy mi-
neralnej obserwowano w mikroskopie $wietlnym na
przekrojach. Przeprowadzono réwniez testy mecha-
niczne w probie Sciskania. W badaniach komoérkowych
komorki osteoblastopodobne MG-63 hodowano na
powierzchni materiatdw jak i na przekrojach w okresie
1 oraz 7 dni. Zywotno$é komérek oznaczono przy
pomocy barwienia live/dead.

Badania mechaniczne wykazaty znacznie wyzszy
modut Younga w przypadku materiatbw zmineralizo-
wanych w poréwnaniu z czystymi hydrozelami jednak
wzrost ten nie byttak wyrazny dla hydrozeli o wyzszym
stezeniu GG. Z powodu wyptukiwania ALP, rozmiesz-
czenie fazy mineralnej w obrebie probek nie byto
jednorodne: wiekszo$¢ CaP tworzyta sie wewngtrz
materiatu. Obecnosc¢ fazy mineralnej sprzyjata adhezji
komorek MG-63 do materiatu, ich rozptaszczeniu jak
réwniez przezywalnosci.

Stowa kluczowe: hydrozel, kompozyt, mineralizacja,
fosfataza alkaliczna

[Inzynieria Biomateriatow 125 (2014) 6-12]
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Abstract

Enzymatic mineralization of hydrogels is a pro-
mising approach to obtain new materials for the
treatment of bone tissue defects. Thanks to creation
of calcium phosphates (CaP) inside the material, the
hydrogel becomes more rigid and therefore more
suitable for bone tissue replacement.

In this study, gellan gum (GG) hydrogels containing
the enzyme alkaline phosphatase (ALP, 0.5 mg/ml)
were mineralized by incubation in mineralization so-
lutions of calcium glycerophosphate (CaGP). Three
different concentrations of GG were compared.: 0.7,
1.2 and 1.6% (w/v). In order to assess amount of CaP
formed, dry mass percentage was calculated while
distribution of mineral phase was observed by light
microscopy. Mechanical tests in compression mode
were also carried out. Osteoblast-like MG-63 cells
were cultured for 1 and 7 days on the surface and
cross-sections of mineralized and non-mineralized
samples. Viability of cells was measured by live/dead
staining.

Mechanical testing revealed that Young’s modulus
of mineralized hydrogels was much higher than un-
mineralized hydrogels. However, this increase was
not particularly pronounced for samples of higher
GG content. Due to ALP leaching, the distribution of
minerals was inhomogeneous: most of the mineral
phase was formed inside the material. The presence
of CaP in mineralized samples promoted attachment,
spreading and viability of MG-63 cells.

Keywords: hydrogel, composite, mineralization,
alkaline phosphatise

[Engineering of Biomaterials 125 (2014) 6-12]
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Guma gellan (GG) jest wigzgcym wapn, anionowym po-
lisacharydem wytwarzanym przez bakterie (Sphingomonas
elodea) w procesie fermentaciji tlenowej. W sktad GG wcho-
dzg powtarzajgce sie jednostki tetrasacharydowe zbudowa-
ne z glukozy, kwasu glukuronowego i ramanozy w stosunku
2:1:1.[1,2]. GG jest szeroko wykorzystywana w przemysle
spozywczym oraz farmaceutycznym [3]; ostatnio stosowa-
na jest takze jako materiat do regeneracji chrzgstki [4-6].
GG stosowano tez w charakterze rusztowania do inzynierii
tkankowej, jako nosnik lekéw oraz materiat wstrzykiwany.
Zaletg GG jest niski koszt, wysoka biozgodno$¢, biodegra-
dowalnosé, niska toksycznos$¢ produktéw rozktadu oraz
to, ze nie jest to produkt pochodzenia zwierzecego. Jedng
z gtéwnych wad GG w konteks$cie zastosowan w regeneracji
tkanki kostnej jest jej staba wytrzymatosé mechaniczna
[1,3,7]. W prowadzonych ostatnio badaniach postuluje sie
wprowadzenie do zelu fazy nieorganicznej w postaci nano-
czgstek apatytowego fosforanu wapnia moggcego swojg
strukturg przypominac nanostrukture tkanki kostnej [8].

Mineralizacja GG fosforanem wapnia odbywa sie poprzez
inkubacje w roztworze glicerofosforanu wapnia (CaGP) przy
jednoczesnej obecnosci w zelu enzymu — fosfatazy alka-
licznej (ALP). ALP katalizuje uwalnianie grupy fosforanowej
z CaGP, co zwigksza lokalne stezenie jonow fosforanowych
i umozliwia precypitacje nierozpuszczalnych soli fosfora-
nowych [8,9].

Fizyczne oraz biologiczne wiasciwosci enzymatycznie
mineralizowanej gumy gellan w charakterze zastosowan
do tkanki kostnej byty badane przez Douglasa i wsp. [9,10].
W pierwszej pracy podatnos¢ na mineralizacje oraz sztyw-
nos¢ zeli z 0,7% GG poprawiano przez wprowadzenie
polidopaminy (PDA) [9]. W drugiej pracy materiat mineralizo-
wano fosforanem wapnia oraz fosforanem magnezu (MgP)
poprzez inkubacje CaGP oraz glicerofosforanie magnezu
(MgGP) [10]. Obecnos¢ MgP oraz PDA w zmineralizowa-
nych zelach sprzyjata adhezji i poprawiata przezywalnosé
komorek osteoblastycznych (MC3T3-E1) nie powodujgc
jednoczes$nie pogorszenia cytozgodnosci materiatu.

Celem niniejszych badan bylo lepsze zrozumienie pro-
cesu enzymatycznej mineralizacji GG, przede wszystkim
w kontekscie rozlokowania fazy mineralnej oraz jej stabilnosci
w obrebie materiatu. W tym celu zele o roznych stezeniach
GG (0,7;1,2; 1,6% GG) i zawartosci ALP rownej 0,5 mg/ml,
tj. nizszej niz wykorzystywanej w pracach Douglasa i in.
(2,5 mg/ml), poddano procesowi mineralizacji. Nastepnie
analizowano ich wtasciwosci zaraz po mineralizacji, a takze
po 7 dniowej inkubacji w wodzie. Dodatkowo przeprowadzo-
no badania biologiczne z wykorzystaniem komorek osteo-
blastopodobnych MG-63 hodujac je na powierzchni oraz na
przekrojach zmineralizowanych materiatow. Badania te miaty
na celu stwierdzenie czy obecnos¢ fazy mineralnej wptywa
na adhezje i przezywalnos¢ komorek.

Materialy i metody

Przygotowanie zelu

Hydrozele GG (Gelzan™ CM, G1910, Sigma-Aldrich)
zawierajgce ALP (P7640, Sigma-Aldrich) przygotowano
przez ogrzanie wodnego roztworu GG do temp. 90°C oraz
dodanie CaCl, (0,03% w/v) jako czynnika sieciujgcego [6].
Po schtodzeniu do 50°C dodano ALP (0,5 mg/ml), a roztwor
wylano na ptytki Petriego i pozostawiono do ochtodzenia.
Po zelifikacji z zeli przy pomocy wycinaka wycieto cylin-
dryczne probki (12 i 4 mm Srednicy, 4 mm wysokosci).
Przygotowano sze$¢ rodzajow prébek: 0,7; 1,2; 1,6% GG
z 0,5 mg/ml ALP oraz bez ALP.

Introduction

Gellan gum (GG) is an anionic calcium-binding polysac-
charide produced by bacteria (Sphingomonas elodea) during
aerobic fermentation. It consists of repeating tetrasacharide
units of glucose, glucuronic acid and rhamnose in a 2:1:1
ratio [1,2]. It is widely used in the food and pharmaceutical
industries [3] and more recently it has been used as a hydro-
gel biomaterial for cartilage regeneration [4-6]. GG has been
applied as a tissue engineering scaffold for controlled drug
delivery and as an injectable material. Further advantages
of GG are its low cost, high biocompatibility, biodegradabilty
and the low toxicity of its by-products, as well as the fact
that it is not animal-derived, avoiding regulatory concerns.
One of the main disadvantages concerning the application of
GG as an alternative strategy for bone regeneration is its low
mechanical strength [1,3,7]. Many studies have explored the
reinforcement of hydrogels by the use of inorganic phases,
such as apatitic calcium phosphate (CaP) nanoparticles,
because they closely resemble the nanostructured mineral
phase of bone tissue [8].

The mineralization of GG with CaP minerals can be
achieved by the incorporation of an enzyme, alkaline
phosphatase (ALP), during incubation in solutions contain-
ing calcium glycerophosphate (CaGP). The ALP uses the
CaGP as a substrate, cleaving the phosphate and, thereby
increasing its local concentration, enabling the precipitation
of insoluble phosphate salts [8,9].

Physical and biological properties of enzymatically min-
eralized GG with a focus on bone regeneration applications
were studied by Douglas et al [9,10]. Mineralizability and
stiffness of 0.7% GG gels was enhanced by the incorpora-
tion of polydopamine (PDA) [9]. In a second study CaP
and magnesium phosphate (MgP) mineral formation in
0.7% GG hydrogels was performed by incubation in CaGP
and magnesium glycerophosphate (MgGP) solutions [10].
The presence of MgP as well as PDA in mineralized samples
promoted attachment and vitality of osteoblastic MC3T3-E1
cells and did not negatively impact the materials’ cytocom-
patibility.

The aim of this study was to gain a deeper understand-
ing of mineralization process of GG with CaGP in terms of
mineral phase distribution and its stability within the material.
To this end different concentrations of GG (0.7, 1.2, 1.6%
GG (w/v)) and ALP content (0.5 mg/ml) lower than that
used by Douglas et al. (2.5 mg/ml) were used to produce
mineralized hydrogels and the properties of the materials
were analyzed prior to and after incubation in water for
7 days. Moreover osteoblast-like MG-63 cells were cultured
on the outer surfaces as well as on the cross sections of
mineralized materials to ascertain if differences in mineral
phase concentrations affect cell adhesion and viability.

Materials and Methods

Gel preparation

GG (Gelzan™ CM, G1910, Sigma-Aldrich) hydrogels
containing ALP (P7640, Sigma-Aldrich) were prepared by
heating a GG solution to 90°C and addition of CaCl, as
a crosslinker to reach a final CaCl, concentration of 0.03%
(w/v) [6]. After cooling to 50°C ALP (0.5 mg/ml) was added,
the solution was cast on glass Petri dishes at room tem-
perature. After gelation cylindrical hydrogels samples (12 or
4 mm in diameter, 4 mm in height) were cut out with a hole
punch. Six types of the samples were prepared: 0.7, 1.2,
1.6% GG with 0.5 mg/ml ALP and without ALP.
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Uwalnianie ALP

Aby oceni¢ ubytek biatka z zelu, prébki zeli GG (4 mm
Srednicy i 4 mm wysokosci) inkubowano w 200 pl wody
destylowanej. Dla kazdego punktu czasowego 80 pl eluatu
przenoszono do dotka ptytki 96-dotkowej i dopetniano 80 pl
odczynnika BCA (5 ml kwasu bicynchoninowego, 20 mg
bezwodnego siarczanu (lI) miedzi - oba z Sigma-Aldrich
i 500 pl H,0). Absorbancje roztworu mierzono przy 570 nm
po 30 min inkubacji. Do sporzgdzenia krzywej kalibracyj-
nej, uzyto piec¢ roznych stezen ALP (0 mg/ml, 0,05 mg/ml,
0,25 mg/ml, 0,5 mg/ml and 2,5 mg/ml ).

Mineralizacja

Probki inkubowano 14 dni w roztworze 0.1 M CaGP
(50043, Sigma-Aldrich) w temperaturze pokojowej. Roztwor
CaGP wymieniano co drugi dzieh. Po mineralizacji, zele
przemyto wodg dejonizowang a nastepnie inkubowano
w wodzie dejonizowanej 1 dzien w celu wyptukania pozo-
statosci CaGP, jak réwniez 7 dni w cel oceny stabilnosci
fazy mineralne;.

Testy mechaniczne

Prébki hydrozeli (n=6) poddano testom mechanicznym
na $ciskanie na uniwersalnej maszynie wytrzymatosciowej
(Zwick 1435). Test przeprowadzono z szybkoscig $ciskania
2 mm/min. Bazujgc na uzyskanej zalezno$ci naprezenie-
-odksztatcenie modut Younga wyznaczano z liniowego
fragmentu krzywej (zakres w przedziale 0,2 do 5 N).

Sucha masa

Aby oznaczy¢ zawartos¢ fazy mineralnej wyznaczono %
suchej masy. Probki wazono na mokro zaraz po minerali-
zacji (m,) oraz po suszeniu w temp. 37°C przez okres 2 dni
(m,). Procent suchej masy (dmp) wyznaczono w oparciu
o nastepujgcy wzor: dmp=(m,/m,)-100%.

Badania biologiczne

Przekroje probek (niezmineralizowanych — GG oraz
zmineralizowanych — GG+ALP) uzyskano przez przecie-
cie cylindrycznej probki na pét rownolegle do podstawy
cylindra. Prébki wysterylizowano pod UV przez 20 min
(10 min z kazdej strony), a nastepnie umieszczono
w ptytkach 24-dotkowych i inkubowano przez 2 h w 37°C
w medium hodowlanym (DMEM, ATTC) z 10% FBS, 1%
peniciliny/streptomycyny i 2 mM L-glutaminy. Nastepnie,
200 pl zawiesiny komorek MG-63 (3x10* komorek) nanie-
siono na powierzchnie kazdej prébki. Po 10 min, dodano
800 pl DMEM. Komorki hodowano przez okres 1 oraz 7 dni
w temp. 37°C i 5% CO,. W celu oceny przezywalnosci do
kazdego dotka dodano 1 ml roztworu barwnika (20 ml PBS,
20 pl kalceiny i 20 pl jodku propidyny, Sigma) i inkubowano
przez 20 min w temperaturze pokojowej. Po tym czasie wy-
barwione preparaty obserwowano za pomocg mikroskopu
fluorescencyjnego (Axiovert, Zeiss).

Wyniki

RYS. 1 przedstawia uwalnianie ALP z prébek GG-ALP
w czasie 3 dni inkubacji w wodzie. Najbardziej intensywny
proces uwalniania ALP zaobserwowano w pierwszych go-
dzinach inkubacji. Po 2 godzinach okoto 50% ALP zostato
uwolnione z zelu, a po 3 dniach praktycznie cate ALP zo-
stato wyptukane przez wode. Probki zawierajagce 1,6% GG
wykazywaty tendencje do szybszego uwalniania ALP niz
zele 0,7% 1 1,2% GG.

ALP release studies

To evaluate the protein loss, GG disks (4 mm in diameter
and 4 mm in height) were incubated in 200 pl of water over
different periods of time. At each time point the water was
removed and 80 pl were added to one well of a 96-well
plate. 80 ul of BCAreagent (5 ml bicinchoninic acid solution,
20 mg of copper Il sulfate anhydrous pure - both from Sigma-
Aldrich and 500 pl H,O) were then added and the absorb-
ance was measured at 570 nm after 30 min of incubation.
For the standard curve, five different concentrations of ALP
were prepared (0 mg/ml, 0.05 mg/ml, 0.25 mg/ml, 0.5 mg/ml
and 2.5 mg/ml ).

Mineralization

The samples were incubated in 0.1 M CaGP (50043,
Sigma-Aldrich) solution at room temperature over 14 days.
Mineralization medium was changed every other day.
After mineralization, the gels were rinsed with UHQ-water
and subsequently incubated in UHQ-water for 1 day with
the aim of removing residual CaGP and 7 days to assess
mineral phase stability.

Mechanical test

Hydrogel samples (n=6) were subjected to compressive
testing in a universal testing machine (Zwick 1435). Samples
were tested with compressing speed of 2 mm/min. Based
on the obtained force - strain curve Young’'s modulus was
determined from the linear dependence: from 0.2 to 5 N.

Dry mass

To determine formed mineral content mass change was
measured. Samples were weighed after incubation (m;,)
and after drying at 37°C for 2 days (m,). The dry mass
percentage (dmp) was calculated according to the formula:
dmp=(m,/m,)-100%.

Cell culture

Cross-sections of the samples (non-mineralized GG and
mineralized GG+ALP) were prepared by cutting the sam-
ples into halves parallel to the bases of the cylinders. The
samples were sterilized under UV light for 20 min (10 min
from each side), placed in 24-well plates and incubated at
37°C for 2 h in minimal essential medium (DMEM, ATTC),
supplemented with 10% FBS, 1% penicilin/streptomycin
and 2 mM L-glutamine. Afterwards, 200 pl of MG-63 cell
suspension (3x10¢ cells) were added on the surface of each
sample. After 10 min, 800 pl of DMEM were added and the
cells were cultured for 1 and 7 days at 37°C and 5% CO.,.
To assess cell viability, 1 ml of staining solution (20 ml of
PBS, 20 pl of calcein and 20 pl of propidium iodide, both from
Sigma) was added to each well and incubated for 20 min at
room temperature. Afterwards, the samples were observed
under a fluorescence microscope (Axiovert, Zeiss).

Results

FIG. 1 shows concentration of ALP released from GG-
ALP samples during 3 days. The most intensive release
of ALP was observed in the first hour of the experiment.
After 2 h _50% of ALP was released and after 3 days practi-
cally all the ALP introduced was leached out. The samples
with 1.6% GG showed the tendency to release ALP faster
than those with 0.7% and 1.2% GG.
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RYS. 1. Stezenie ALP uwalnianej z cylindrycznych prébek GG-ALP po 15 min, 30 min, 1 h, 2 h, 4 h, 8 h, 24 h,
48 h i 3 dniach inkubacji wodzie (n=3, brak istotnych statystycznie réznic w obrebie poszczegdlnych grup
w danym okresie czasu wedtug testu ANOVA). Przerywana linig zaznaczono maksymalne stezenie ALP w zelu.
Wykres w postaci wstawki pokazuje kinetyke zmian w pierwszych 300 min inkubacji.

FIG. 1. Concentration of ALP released from GG-ALP disks after 15 min, 30 min, 1 h, 2 h, 4 h, 8 h, 24 h, 48 h and
3 days in water (n=3, no significant differences between sample groups at each time point according to
ANOVA). Dashed line represents concentration for 100% of ALP released. The insert presents ALP release

kinetics from 0 to 300 min.

0.7%GG+ALP 1.2%GG+ALP

before

after

1.6%GG+ALP

RYS. 2. Przekroje zmineralizowa-
nych prébek zeli o réznym stezeniu
GG (0,7% - A, D; 1,25% - B, E; 1,6%
C, F) przed (A, B, C) i po 7 dniowej
inkubacji w wodzie (D, E, F).

FIG. 2. Cross-sections of mineralized
GG gels with different concentration
of GG (0.7% -A, D; 1.25% - B, E; 1.6%
C, F) before (A, B, C) and after 7-day
incubation in water (D, E, F).

RYS. 2 pokazuje przekroje zmineralizowanych prébek
zeli roznigcych sie stezeniem GG przed oraz po 7 dniowej
inkubacji w wodzie. Faza mineralna w kazdym przypadku
byta ulokowana wewnatrz zelu natomiast powierzchnia préb-
ki pozostawata stabo zmineralizowana. Nie zaobserwowano
istotnych réznic w pod wzgledem ulokowania fazy mineral-
nej pomiedzy probkami o poszczegdlnych stezeniach GG
(RYS. 1 AB,C). Probki po 7 dniowej inkubacji w wodzie
(RYS. 1 D,E,F) staty sie bardziej przezroczyste: jest to
szczegolnie widoczne w przypadku brzegéw probki 1,6% GG
(RYS. 1F).

RYS. 3 przedstawia wyniki pomiaréw modutéw Younga
niezmineralizowanych i zmineralizowanych zeli GG przed
oraz po 7 dniach inkubacji wodzie. Dla probek niezmine-
ralizowanych modut Younga wzrastat wraz ze wzrostem
stezenia GG: probki zawierajgce 1,6% GG byty okoto 5
razy sztywniejsze od prébek 0,7% GG. Moczenie w wodzie
nie wptywato na wtasciwosci mechaniczne tych zeli. Po
mineralizacji moduty wszystkich materiatéw byty wyzsze,
jednak najwiekszy wzgledny przyrost modutu zanotowano
w przypadku prébki 0,7% GG. Nie byto istotnych réznic
pomiedzy modutem Younga prébek 0,7 i 1,2% GG, jedynie
prébka 1,6% GG wykazywata wyraznie wiekszy modut od
pozostatych. Po inkubacji w wodzie istotny statystycznie
spadek modutu Younga zanotowano dla prébki 0,7% GG.

FIG. 2 presents cross-sections of mineralized gels with
different concentrations of GG before and after 7-day in-
cubation in water. In every case, the mineral phase was
located mostly inside the gel while the regions close to
the surface were poorly mineralized. There were no visual
differences in terms of mineral phase distribution just after
the mineralization process between hydrogels with different
GG concentrations (FIG. 1 A,B,C). On the other hand the
samples after incubation in water for 7 days (FIG. 1 D,E,F)
seemed to be more transparent. This was especially visible
on the edges of the 1.6% GG sample (FIG. 1 F).

FIG. 3 shows the results of Young’s modulus of non-
mineralized and mineralized GG samples prior and after
incubation in water for 7 days. For the samples without
ALP Young’s modulus increased with GG concentration.
Samples containing 1.6% GG were approximately 5 times
more rigid than 0.7% GG. Soaking in water did not influence
mechanical properties of those gels. After mineralization,
Young’s modulus of every material was higher, although the
biggest relative gain of this parameter was noted for 0.7%
GG samples. There was no significant difference in Young’s
modulus between 0.7 and 1.2% GG after mineralization.
Only 1.6% GG samples had significantly higher Young’s
modulus. After incubation in water, a significant drop in
stiffness was noted in 0.7% GG samples.
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RYS. 3. Modut Younga zmineralizowanych
(GG+ALP) oraz niezmineralizowanych (GG)
zeli ré6znigcych sie stezeniem GG (0,7; 1,2
and 1,6%) przed oraz po inkubacji w wo-
dzie; (n=6, istotnos¢ statystyczna *p< 0.05
wedtug testu ANOVA).

FIG. 3. Young’s Modulus of mineralized
(GG+ALP) and non-mineralized (GG) gel

m0.7%GG
. samples with different concentrations of

c GG (0.7, 1.2 and 1.6%) before and after incu-
1.6%GG bation in water; (n=6, significant difference

*p< 0.05 according to ANOVA).

Zmiany procentu suchej masy po inkubacji w wodzie
przedstawiono na RYS. 4. Zanotowano spadek suchej masy
(okoto 1%) dla wszystkich probek nie zawierajacych ALP po
inkubacji w wodzie. Sucha masa po mineralizacji byta okoto
4 krotnie wyzsza niz przed mineralizacjg dla wszystkich pro-
bek i wynosita okoto 8%. Nie zanotowano istotnych réznic
pod wzgledem procentu suchej masy pomiedzy probkami
o réznym stezeniu GG. Po inkubacji w wodzie wszystkie
probki wykazywaty znaczacy spadek suchej masy do
poziomu okoto 6% jednak nadal nie stwierdzono istotnych
statystycznie réznic dla probek o roznym stezeniu GG.

Dry mass changes after mineralization and after incuba-
tion in water are presented in FIG. 4. There was a drop in
dry mass (approximately 1%) of the GG samples without
ALP after soaking in water. Dry mass after mineralization
was approximately four times higher than before mineraliza-
tion for every sample and accounted for approximately 8%.
There were no significant differences in dry masses after
mineralization between the samples with different concentra-
tions of GG. After incubation in water a significant decrease
of dry masses up to 6% was noticed but the differences
between the samples with various GG concentrations were
still not significant.

ey
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£
> b ferr-cersnrrsen-nacns-n s
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ES *
4 4---T 4o --- F-
- —
2 >”I H >>>>>>>>>>>>>>> H |
o - ‘
GG GG,7days in GG+ALP  GG+ALP,7 days
water in water

RYS. 4. Procent suchej masy zmineralizo-
wanych (GG+ALP) i niezmineralizowanych
(GG) zeli r6zniacych sie stezeniem GG (0,7;
1,2 i 1,6%) przed oraz po inkubacji w wo-
dzie; (n=6, istotnos¢ statystyczna *p< 0.05
wedtug testu ANOVA).

FIG. 4. Dry mass percentage of mineralized
(GG+ALP) and non-mineralized (GG) gel

H0.7%GG samples with different concentration of GG
1.2%GG (0.7, 1.2 and 1.6%) before and after incuba-
%G tion in water; (n=6, significant differences

[01.6%

*p< 0.05 according to ANOVA).

Obrazy barwienia live/dead komoérek hodowanych
na powierzchni materiatéw jak rowniez na przekrojach
przedstawiono na RYS. 5. Zywe komérki (zabarwione na
zielono) byty obecne na wszystkich badanych materiatach:
zmineralizowanych oraz niezmineralizowanych. Jednak
oba typy materiatéw charakteryzowatly wyrazne réznice w
morfologii rosngcych na nich komérek. Na materiale niezmi-
neralizowanych komérki wykazywaty tendencje do wzrostu
w postaci klastrow (RYS. 5 A,B,F,G) podczas gdy na ma-
teriale zmineralizowanym komorki po 1 dniu byty znacznie
bardziej rownomiernie rozmieszczone (RYS. 5 C,D,H,I).
Jednak w poréwnaniu z TCPS komorki te byty znacznie
stabiej rozptaszczone (RYS. 5 E). Po 7 dniach komorki
przyjmowaty bardziej rozptaszczong i wydtuzong postac,
a ich morfologia byta zblizona do tych rosngcych na TCPS
(RYS. 5 E,J). Wiekszg gestos¢ komorek zanotowano dla
przekrojéw zmineralizowanych prébek (RYS. 5 1) w porow-
naniu z komérkami rosngcymi na powierzchni (RYS. 5 H).

Live/dead staining of the cells cultured on the surface
of the materials as well as on their cross-sections are pre-
sented in FIG. 5. Live (stained in green) cells were found on
all samples studied, both mineralized as well as non-miner-
alized. However there were pronounced differences in mor-
phology between these groups. Cells on non-mineralized
GG gels had a tendency to grow in clusters (FIG. 5 A,B,F,G)
whereas on mineralized materials cells were more evenly
separated on day 1 (FIG. 5 C,D,H,l). However their spread-
ing was reduced compared to that on TCPS (FIG. 5 E).
After day 7 (FIG. 5 H,I) the cells were spreading over the
surface and their morphology was similar to that on TCPS
(FIG. 5 E,J). Higher cell density was observed on the
cross-section of mineralized samples (FIG. 5 1) than on the
material surface (FIG. 5 H).
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RYS. 5. Barwienie live/dead komoérek MG-63 po 1 dniu (A-E) i 7 dniach (F-J). Komérki hodowano na powierzchni (A, C
i F, H) oraz na przekrojach (B, D i G, I) niezmineralizowanych zeli GG (A, B, F, G) oraz zmineralizowanych zeli GG+ALP
(C, D, H, I). Dodatkowo przedstawiono komorki na materiale odniesienia (TCPS) po 1 dniu (E) oraz 7 dniach (J).
FIG. 5. Live/dead staining of MG-63 cells after 1 day (A-E) and 7 days (F-J). Cell were cultured on the surfaces
(A, C and F, H) and cross-sections (B, D and G, ) of GG samples non-mineralized (A, B, F, G), and mineralized
GG+ALP samples (C, D, H, I). Cells on reference TCPS on day 1 (E) and day 7 (J) are also present.

Dyskusja wynikow

Testy mechaniczne na $ciskanie hydrozeli po 14 dniowej
mineralizacji w CaGP wykazaty wzrost modutu Younga
wszystkich prébek zawierajgcych ALP (RYS. 3). Byto to
spowodowane formowaniem sie fazy mineralnej (CaP)
w hydrozelach w obecnosci enzymu — ALP, co wykazano
juz we wczesniejszych badaniach [8,9]. Obecnos$¢ minera-
tow zostata potwierdzona poprzez pomiar procentu suchej
masy (RYS. 4). Rozmieszczenie CaP zostato uwidocznione
poprzez przygotowanie przekrojow zmineralizowanych zeli.
Wykazano, ze najwieksza zawartos¢ fazy mineralnej znajdo-
wata sie wewnatrz zelu, podczas gdy powierzchnia i brzegi
probki byty zmineralizowane w niewielkim stopniu (RYS. 2).

Wedtug naszej hipotezy niejednorodne rozlokowanie fazy
CaP jest spowodowane wyptukiwaniem ALP z powierzchni
materiatu w czasie moczenia w roztworze do mineralizacji
(CaGP) co sprawia, ze tylko wewnetrzna cze$¢ zelu za-
chowuje wystarczajgcg ilos¢ enzymu niezbedng do petnej
mineralizacji. W naszym eksperymencie wykazano, ze
ponad potowa ALP jest uwalniana z zelu do roztworu pod-
czas pierwszych 2 h inkubacji w wodzie (RYS. 1). Podobna
kinetyka procesu wymywania byta prezentowana dla gumy
gellan o innym stezeniu ALP [9].

Drugim zjawiskiem odpowiedzialnym za zmiane steze-
nia CaP w obrebie Zelu jest rozpuszczanie fazy mineralnej
w roztworze wodnym. Podczas procesu przygotowania pro-
bek inkubacja w wodzie jest niezbednym etapem pozwalajg-
cym na wyptukanie pozostatosci CaGP ze zmineralizowane-
go materiatu. Nasze badania pokazuja, ze faza CaP nie jest
catkowicie stabilna w roztworze wodnym, na co wskazuje
znaczgcy spadek modutu Younga oraz procentu suchej
masy po 7 dniowym okresie inkubacji w wodzie (RYS. 3i4).
Ubytek fazy mineralnej zostat réwniez wykazany na prze-
krojach zeli (RYS. 2 D,E,F). Chociaz ubytek masy nie byt
zalezny od stezenia zelu (RYS. 4), spadek modutu Younga
byt bardziej wyrazny dla zeli 0,7 niz 1,6% GG. (RYS. 3).
Wynik ten sugeruje ze poprzez zmiane stezenia GG moz-
liwe jest ograniczenie utraty ALP oraz CaP z zelu, jednak
zagadnienie to wymaga dalszych badan.

Discussion

Compressive testing of the hydrogels after 14 days
incubation in mineralization solution (CaGP) revealed an
increase in Young’'s modulus of every sample containing
ALP (FIG. 3). It is due to formation of a mineral phase
(CaP) in hydrogels in the presence of ALP as previously
reported in other studies [8,9]. The presence of minerals
was demonstrated by the increase in dry mass percentages
of the samples (FIG. 4). Distribution of CaP was visualized
by preparing cross-sections of mineralized samples. It was
found that the majority of the minerals were concentrated
inside the gels, whereas the surface and edges of the sam-
ples were only mildly mineralized (FIG. 2).

Our hypothesis is thatinhomogeneous distribution of CaP
may be attributed to leaching out of ALP from the surface
of the samples during soaking in mineralization solution,
as a result of which only the inner part of the sample con-
tains a sufficient amount of enzyme to be fully mineralized.
In our experiment it was found that more than half of the
amount of ALP was released from the samples during the
first 2 h of incubation in water (FIG. 1). Similar ALP release
kinetics was measured previously for GG with different
concentration [9].

The second phenomenon affecting mineral concentration
in the samples is CaP dissolution in aqueous media. During
the manufacturing procedure, one day incubation in water
is applied to remove residual CaGP from the mineralized
material. Our results show that the CaP phase is not com-
pletely stable in the aqueous environment, which is indicated
by substantial loss in Young’s modulus and dry mass after
7 days incubation in water (FIG. 3 and 4). Mineral phase
loss was also demonstrated on sample cross-sections
(FIG. 2 D,E,F). Although mass loss was independent of the
GG concentration (FIG. 4), Young’s modulus decrease was
the more pronounced for 0.7% than for 1.6% GG samples
(FIG. 3). Such results suggest that by changing GG con-
centration it is possible to reduce ALP as well as mineral
release from the samples, but further studies are needed.
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Nasze badania komoérkowe wykazaty réznice w zacho-
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a zmineralizowanymi (RYS. 5). W pierwszym przypadku
komarki miaty ksztatt okragty, byly stabo rozptaszczone co
sugeruje ich stabg adhezje do podtoza. Po 7 dniach komaorki
na tym materiale tworzyty klastry. Natomiast na zmineralizo-
wanym GG komorki byty bardziej rdwnomiernie rozlokowane
na powierzchni po 1 dniu a po 7 dniach ich morfologia przy-
pominata morfologie komorek rosngcych na TCPS (RYS. 5).
Podobne wyniki zostaty juz opublikowane przez Douglasa
i wsp., ktorzy badali 0,7% zele GG przed oraz po procesie
mineralizacji [9,10]. Nasze badania wykazujg jednak istnie-
nie ciekawego zjawiska: mianowicie liczba komorek rosng-
cych na przekrojach materiatéw byta znaczgco wieksza od
liczby komdrek rosngcych na powierzchni. Przyczyng tego
moze by¢ utrata mineratéw i ekspozycja matrycy polimero-
wej zelu GG, ktdra nie sprzyja adhezji komorek.

Whnioski

Poprzez inkubacje w roztworze CaGP zeli zawierajgcych
ALP wytworzono w ich wnetrzu faze mineralng. Minerali-
zacja enzymatyczna doprowadzita do wzrostu sztywnosci
oraz procentu suchej masy wszystkich mineralizowanych
materiatow. Proces tworzenia sie fazy mineralnej byt
nierbwnomierny w obrebie probki: silniejsza mineraliza-
cja zachodzita wewnatrz niz na powierzchni. Hydrozele
o wyzszym stezeniu GG byly bardziej podatne na tworzenie
stabiej zmineralizowanej powierzchni, co byto wynikiem
szybszego uwalniania ALP. Zmineralizowany zel wspierat
adhezje oraz wzrost komorek a byto to szczegdlnie widoczne
na przekrojach materiatéw, to znaczy w miejscach, gdzie
stezenie fazy CaP byto najwyzsze.

Podsumowujac, zjawisko niejednorodnej mineralizacji
spowodowanej utratg enzymu oraz pdzniejszym wyptuki-
waniem fazy mineralnej powinno zosta¢ uwzgledniony przy
wytwarzaniu zmineralizowanych enzymatycznie materiatow
do dobudowy tkanki kostne;.
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Our biological results show that cells’ behavior is differ-
ent if cells are cultured on non-mineralized or mineralized
GG hydrogels (FIG. 5). In the first case, the cells are round,
poorly spread, which suggests weak adhesion. After 7
days they form clusters. On the other hand, on mineral-
ized GG the cells are evenly distributed on day 1 and after
day 7 their well-spread morphology resembles that of cells
on TCPS (FIG. 5). Similar results were already reported in
the studies of Douglas et al. who studied GG samples of
0.7% concentration prior and after enzymatic mineralization
[9,10]. However in our recent experiments we also found
a very interesting phenomenon, namely a significantly higher
number of cells on mineralized GG material cross-sections
than on the outer surfaces. This can be attributed to surface
mineral loss, leaving only the GG polysaccharide hydrogel
matrix, which does not promote cell adhesion.

Conclusion

CaP mineral formation in GG hydrogels was induced by
incorporation of ALP and subsequent incubation in CaGP
solution. Enzymatic mineralization led to an increase in
stiffness and dry mass of all materials. Mineral formation
was inhomogeneous within the samples: more mineral was
formed inside than on the outer surface. The samples with
higher GG concentration were more prone to form mildly
mineralized surfaces due to mineral and ALP loss. Mineral-
ized gels promoted cell attachment and growth, especially
in the case of cell culturing on sample cross-sections, i.e.
where the concentration of mineral phase was the highest.

In summary, the processes of inhomogeneous miner-
alization caused by enzyme and mineral loss should be
considered in order to produce materials for bone tissue
engineering by enzymatic means.

Acknowledgement

This study was financed from statutory works of AGH
(No 11.11.160.616) and Polish National Science Center
(Grant No. 2012/05/B/ST8/00129).

References

[7] E. Miyoshi, T. Takaya, K. Nishinari: Rheological and thermal
studies of gel-sol transition in gellan gum aqueous solutions.
Carbohydrate Polymers 30.2 (1996) 109-119.

[8] T.E. Douglas, E. Pamula, S. Leeuwenburgh: Biomimetic Mine-
ralization of Hydrogel Biomaterials for Bone Tissue Engineering.
In Biomimetics Published by John Wiley & Sons Inc, 2013

[9] T. Douglas, M. Wlodarczyk, E. Pamula, H. Declercq, E. de
Mulder, M. Bucko, L. Balcaen, F. Vanhaecke, R. Cornelissen,
P. Dubruel, J. Jansen, S. Leeuwenburgh: Enzymatic mineralization
of gellan gum hydrogel for bone tissue-engineering applications and
its enhancement by polydopamine. Journal of Tissue Engineering
and Regenerative Medicine 8 (2014) 906-918.

[10] T.E. Douglas, G. Krawczyk, E. Pamula, H.A. Declercq,
D. Schaubroeck, M.M. Bucko, L. Balcaen, P. van Der Voort, V. Bliznuk,
N.M. van den Vreken, M. Dash, R. Detsch, A.R. Boccaccini,
F. Vanhaecke, M. Cornelissen, P. Dubruel: Generation of compo-
sites for bone tissue engineering applications consisting of gellan
gum hydrogels mineralized with calcium and magnesium phosp-
hate phases by enzymatic means. Journal of Tissue Engineering
and Regenerative Medicine (2014), DOI:10.1002/term.1875.

Z ommm® 0 00000 0000000000000 000006000000060000000000

L



ANALIZA BIOMECHANICZNA
WKLADU KORONOWO-
KORZENIOWEGO Z
WYKORZYSTANIEM METODY
ELEMENTOW SKONCZONYCH

Sonia Loska*, ZBIGNIEW PAszENDA, MARCIN BAsIAGA,
ANNA Ziesowicz, MARTA KIEL-JAMROZIK

KATEDRA BIOMATERIALOW | INZYNIERI WYROBOW MEDYCZNYCH,

WyDzIAt INZYNIERII BIOMEDYCZNEJ, POLITECHNIKA SLASKA,
uL. GENERAtA CHARLESA DE GAULLE'A 72

41-800 ZABRZE

* E-MAIL: SONIA.LOSKA@POLSL.PL

Streszczenie

Destrukcje koron zebéw, bedgce wynikiem ztaman
lub zaawansowanej préchnicy z towarzyszgcym
im stanem zapalnym miazgi stanowig szczegdlny
problem stomatologii zachowawczej. W praktyce kli-
nicznej takie zeby leczone sg endodontycznie, czyli
kanatowo. Wynikiem takiego leczenia jest zgb mar-
twy, bez miazgi, przygotowany do odbudowy. Jedng
z metod stosowanych w procesie rekonstrukcji koron
zebow po leczeniu endodontycznym, jest stosowanie
metalowych wktadéw koronowo-korzeniowych, ktére
nalezg do grupy protez statych jednocztonowych oraz
stanowig podbudowe pod uzupetnienie protetyczne.
Na rynku dostepnych jest wiele rodzajéw cementéw
stomatologicznych [1]. Aby utatwic ich wybor, przepro-
wadzono analize numeryczng uktadu wktad koronowo-
korzeniowy — zgb z wykorzystaniem trzech réznych
rodzajow stosowanych cementéw dentystycznych.
Do analizy wytypowano wktad koronowo-korzeniowy
Flexi-Post (wykonany ze stopu Ti6Al4V) ze wzgledu na
Jjego duzg retencje w kanale korzeniowym oraz maty
nacisk na Sciane korzenia. Zakres przeprowadzonej
analizy obejmowat wyznaczenie stanu przemieszczen,
odksztatcen i naprezen w elementach analizowanego
uktadu w zalezno$ci od zastosowanego cementu
stomatologicznego. Na podstawie uzyskanych wyni-
koéw stwierdzono, ze najwieksze warto$ci naprezen
zredukowanych wystepujg w przypadku zastosowania
cementu fosforanowo-cynkowego, gdzie warto$¢ ta
byta 3-krotnie wieksza w poréwnaniu do cementu
szklanojonomerowego oraz kompozytowego. Dodat-
kowo nie stwierdzono istotnego wptywu zastosowa-
nego cementu na pozostate elementy analizowanego
uktadu wktad-zgb. Uzyskane wyniki analizy nume-
rycznej uktadu wkiad-zgb z wykorzystaniem metody
elementéw skonczonych stanowig cenng metodyke
dla prawidtowego zaprojektowania jego postaci, cech
geometrycznych, doboru wiasnosci mechanicznych oraz
stopnia umocnienia biomateriatu metalowego.

Stowa kluczowe: odbudowa zebéw po leczeniu
endodontycznym, standardowe wktady koronowo-
-korzeniowe, cementy dentystyczne

[Inzynieria Biomateriatow 125 (2014) 13-20]
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Abstract

The destruction of tooth crowns, resulting from
fractures or advanced decay with an accompanying
inflammation of the pulp is a particular problem in
conservative dentistry. In clinical practice, these teeth
are treated endodontically that is root canal therapy.
The result of such treatment is inanimate tooth,
without pulp, prepared for a reconstruction. One of the
methods used in the process of reconstruction of the
teeth crowns after endodontic treatment, is the use of
metal endodontic posts-and-cores that belong to the
group of monosegmental fixed dentures and constitute
a foundation for restoration. There are a lot of different
kinds of dental cements on the market [1]. In order to
facilitate selection of the optimal system, numerical
analysis of the dental post-and-core — tooth system
(for three variants of dental cements) was carried out.
The main aim of the present work was numerical ana-
lysis of the dental post-and-core — tooth system using
finite element method. For the analysis the Flexi-Post
was selected (made of Ti6Al4V alloy) because of its
high retention in the root canal and a small pressure
on the root’s wall. The scope of the analysis included
calculation of displacements, strains and stresses in
the analyzed elements — depending on the applied
dental cement. Based on the obtained results, it was
found that the largest value of the equivalent stress
occurred for zinc-phosphate cement. The value in this
case was three times higher in comparison to the glass
ionomer cement as well as composite cement. In addi-
tion, there was no significant influence of the cement
used for other elements of the dental post-and-core
— tooth system. The results of the analyzed system
provide a valuable methodology for proper designing
of its form, geometrical characteristics, the selection of
the mechanical properties and an optimal degree of
metallic biomaterial strengthening.

Keywords: restoration of teeth after endodontic
treatment, standard post-and-core, dental cements

[Engineering of Biomaterials 125 (2014) 13-20]
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Wprowadzenie

Jeden z problemdéw stomatologii zachowawczej stanowig
przypadki powaznych destrukcji koron zebéw z towarzy-
szgcym im stanem zapalnym miazgi. W praktyce klinicznej
takie zeby sg leczone endodontycznie. Po leczeniu zgb
staje sie martwy, nie posiada miazgi, jednak zachowany
zdrowy korzen stanowi naturalny wszczep i pozwala na
wykorzystanie go do dalszej odbudowy. Pozostawienie
wyleczonego i prawidtowo zabezpieczonego korzenia zeba
pozwala w pewnym stopniu op6zni¢ proces zaniku kosci
wyrostka zebodotowego. Jedng z metod stosowanych
w procesie rekonstrukgji takich koron zebdw, jest stosowanie
metalowych wktadéw koronowo-korzeniowych, ktére nalezg
do grupy protez statych jednocztonowych i stanowig pod-
budowe pod uzupetnienie protetyczne, zwiekszajg retencje
wypetnienia a jednoczesnie powinny zachowac fizjologicz-
ng droge przenoszenia obcigzen wywieranych w trakcie
zucia [2,3]. Wktady koronowo-korzeniowe sktadajg sie
z czesci koronowej bedacej substytutem zniszczonych tka-
nek zeba oraz korzeniowej osadzonej w kanale zeba. Czes$¢
koronowa wkfadu tworzy podbudowe pod przyszte uzupet-
nienie protetyczne, zas czes$¢ korzeniowa ma petni¢ funkcje
elementu retencyjnego. Ze wzgledu na sposéb wytwarzania
wktady koronowo-korzeniowe mozna podzieli¢ na wktady
indywidualne odlewane oraz wktady prefabrykowane [4,5].

W przypadku wktadéw prefabrykowanych skutecznosé
rehabilitacji protetycznej jest w rownym stopniu zalezna
od postaci konstrukcyjnej wktadu koronowo-korzeniowego
i materiatu, z ktérego zostat on wykonany oraz rodzaju
zastosowanego cementu. Na rynku dostepnych jest wiele
rodzajow postaci konstrukcyjnych wktadéw koronowo-
-korzeniowych i cementéw stomatologicznych. Do analizy
wytypowano wktad Flexi-Post. Wktad ten charakteryzuje sie
duza retencjg w kanale korzeniowym oraz matym naciskiem
na sciane korzenia. Aby utatwi¢ wybor odpowiedniego
rodzaju cementu, przeprowadzono analize numeryczng
ukfadu wkiad koronowo-korzeniowy — zgb z wykorzystaniem
trzech réznych cementéw stomatologicznych.

W literaturze niewiele miejsca poswieca sie zagadnie-
niom biomechanicznym uktadu wktad koronowo-korzeniowy
—zgb z uwzglednieniem stanu przemieszczen, odksztatcen
i naprezen. Dotychczas przeprowadzone analizy uwzgled-
niajg uproszczone modele uktadéw wkiad — zgb. Niewiele
z nich zawiera analizy uwzgledniajgce rézne rodzaje ce-
mentéw stomatologicznych [6-11]. Z tego wzgledu celem
przeprowadzonej analizy byto okreslenie wptywu zasto-
sowanego rodzaju cementu w uktadzie wkfad koronowo-
korzeniowy - zgb.

Celem przeprowadzonej analizy numerycznej byto wy-
znaczenie stanu przemieszczen, odksztatcen i naprezen
w elementach analizowanego ukfadu. Tego rodzaju analiza
jest podstawg do optymalizacji zaréwno cech geometrycz-
nych implantu, jak i wlasnosci mechanicznych biomateriatu.
Niniejsza praca stanowi fragment badan prowadzonych
przez autoréw dotyczgcych poprawy wiasnosci uzytkowych
wktadoéw koronowo-korzeniowych stosowanych w protetyce
stomatologicznej [12].

Materialy i metody

Analizie poddano wktad koronowo-korzeniowy Flexi-Post
firmy Essential Dental Systems o rozmiarze nr 2, wykonany
ze stopu tytanu — RYS. 1a. W pierwszym etapie pracy wy-
konano model geometryczny wktadu k-k — RYS. 1b.

Introduction

The one of the problems in conservative dentistry is the
destruction of tooth crowns with the simultaneous occur-
rence of the inflamed pulp. In clinical practice, these teeth
are treated endodontically. After the treatment the tooth be-
comes dead, does not have a pulp. However a healthy root
is a natural implant that can be used for further restoration.
Leaving cured and properly secured root’s canal may avoid
or minimize alveolar bone loss. A post-and-core is a type
of monosegmental dental restoration that is utilized when
there is inadequate tooth structure remaining to support
a traditional restoration. Posts-and-cores are usually made
of metallic alloy, which increase the fill's retention and at
the same time should retain physiological transfer way of
stresses exerted during mastication [2,3]. The endodontic
posts consist of the crown part which is a substitute for
damaged tissue of tooth and root part which is embedded
in the tooth canal. Because of the fabrication method these
restorations can be divided into individual cast and prefab-
ricated posts [4,5].

In the case of prefabricated posts the effectiveness of
prosthetic rehabilitation equally depends on its geometric
form and material, from which it was made, and on the
type of used cement. There are many types of dental post-
and-cores and dental cements commercially available.
The Flexi-Post was selected to realize research. This post
has high retention in the root canal and small emphasis on
the root wall. In order to facilitate the selection of optimal
cement, numerical analysis of the dental post-and-core —
tooth system (for three variants of dental cements) was
carried out.

Little attention has been devoted in the literature on
a post-and-core — tooth system biomechanical issues taking
into account displacements, strains and stress state. To date,
taken analyses include simplified models of post-and-core
—tooth system. Few of them contain analysis including differ-
ent types of dental cements [6-11]. For this reason, the aim
of the work was to determine effects of the type of cement
used in the post-and-core — tooth system. Displacements,
strains and stresses have been designated in the analysis.

This kind of analysis is the basis to optimization both
the characteristics of geometry of the implant and the
mechanical properties of the biomaterial. This work is
a part of research carried out by the authors concerning
improvement of functional properties of endodontic posts
used in dental prosthetics [12].

Materials and methods

Flexi-Post from Essential Dental Systems, Inc.; (Size 2),
made of titanium alloy was analyzed in the work — FIG. 1a.
In the first stage the post-and-core geometrical model was
created — FIG. 1b.

The geometrical model of a tooth was modeled, main-
taining its actual dimensions — FIG. 2. The lower right
canine model with fully reconstructed crown was analyzed.
Subsequently model of post-and-core — tooth system was
developed. In the root’s canal — the hole filled with cement
was simulated — combining the post with the tooth root.
At the apex of the tooth root, 5 mm gutta-percha filling was
simulated. In the canal the post was inserted. To the coro-
nal part of post-and-core a composite material (rebuilding
tooth stump) was applied. The next step was to simulate the
crown imposed on the tooth stump. Around the periodontal
tooth root with a thickness of about 0.2 mm was modelled.
Geometrical models of analyzed system were created in
Autodesk Inventor — FIG. 2.
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W kolejnym etapie pracy wykonano model
geometryczny zeba, zachowujgc jego rzeczy- a)
wiste wymiary — RYS. 2. Analizie poddano
model kta dolnego prawego z catkowicie
odbudowang korong. W dalszej kolejnosci
opracowano model uktadu wktad koronowo-
korzeniowy — zgb. W kanale korzenia zeba
zasymulowano otwor wypetniony cementem,
taczgcym wktad z korzeniem zeba, natomiast
przy wierzchotku korzenia zeba zasymulowa-
no 5 mm wypetnienia gutaperkg. W tak przygo-
towany kanat wprowadzono wkfad. Natomiast
na koronowg czes¢ wktadu koronowo-korze-
niowego natozono materiat kompozytowy od-
budowujgcy kikut zeba. Kolejnym krokiem byto
zasymulowanie korony natozonej na kikucie.
Wokot korzenia zeba zamodelowano ozebng
o grubosci ok 0,2 mm. Modele geometryczne
elementéw analizowanego uktadu wykonano
w programie Inventor — RYS. 2.

O
-

RYS. 1. Posta¢ konstrukcyjna wktadu
koronowo-korzeniowego Flexi-Post
[13]: a) rzeczywista, b) geometryczna;
A - unikalna konstrukcja rozcigetego
trzonu wktadu, B — stozkowate zakon-
czenie ramion wktadu, C — réwnolegto-
$cienny ostry gwint, D — kanat wentyla-
cyjny wktadu, E - Il stopien trzonu, F —
réwnolegte bruzdy w czesci koronowej,
G - rowek dla klucza wewnetrznego.
FIG. 1. Construction of Flexi-Post [13]:
a) the actual, b) geometrical; A— patent-
ed split-shank design, B — tapered end
of the post-and-core arm, C — parallel
sided sharp threads, D — entire length
of shank is vented, E — second tier,
F — highly retentive head, G — groove
for the internal key.

B pp——
g =
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Dla tak opracowanych modeli geometrycznych wygene-
rowano siatke do obliczern metodg elementéw skornczonych.
Do dyskretyzacji elementéw analizowanego uktadu wykorzy-
stano oprogramowanie ANSYS Workbench v13 — RYS. 3.
Dla przeprowadzenia obliczen niezbedne byto okreslenie
i nadanie warunkow poczatkowych oraz brzegowych, ktére
z odpowiednig doktadnoscig odwzorowywaty zjawiska za-
chodzace w ukladzie rzeczywistym. Przyjeto nastepujagce
zatozenia:

- korone obcigzono sitg F = 300 N przytozong na brzegu
siecznym oraz na ok. 1/3 powierzchni wargowej osiowo
wzdtuz osi zeba,

- umiejscowienie podpory uniemozliwiato ruch ozebnej
w kierunku osi X, Yi Z.

W obliczeniach numerycznych uwzgledniono dane ma-
terialowe sktadowych modelu dostepne w pismiennictwie
fachowym oraz w materiatach producentéw (TABELA 1).

On the basis of the geometrical models, finite element
meshes were generated. Numerical models were prepared
in ANSYS Workbench v13 — FIG. 3. In order to carry out
calculations it was necessary to evaluate and establish initial
and boundary conditions which imitate phenomena in real
system with appropriate accuracy. The following assump-
tions were established:

- crown was loaded with force F = 300 N exerted on the
incisal end and approximately 1/3 labial surface axially
along post-and-core,

- the positioning of the support prevented the periodontium
movement in the direction of X, Y and Z axis.

The numerical calculation taken into account material
data of model components available in a professional lit-
erature and manufacturers’ data (TABLE 1).

a) b)

e AR,

RYS. 2. Model geometryczny:
a) cementu, b) gutaperki,
c) korzenia, d) ozebnej,
e) korony, f) odbudowy kikuta
FIG. 2. Geometrical model of:
a) cement, b) gutta-percha,
c) root, d) periodontium,
e) crown, f) reconstruction of
the stump.

9 RYS. 3. Model zdyskretyzo-
wany: a) wkiadu koronowo-
korzeniowego, b) cementu,
c) gutaperki, d) korzenia,
e) ozebnej, f) korony, g) odbu-
dowy kikuta.

FIG. 3. Discretized model of:
a) dental post-and-core,
b) cement, c) gutta-percha,
d) root, e) periodontium,
f) dental crown, g) reconstruc-
tion of the stump.
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TABELA 1. Dane materiatowe wykorzystane w obliczeniach.
TABLE 1. Material data used in the calculation.

Modut Younga Wspétczynnik Poissona

Young’s modulus [GPa] Poisson’s ratio
Wktad koronowotkorlzeniowy (stop tytanu) 110 0.31
Post-and-core (Titanium alloy)
Korzen (Zebina) / Root (Dentine) 18.6 0.31
Korona (ceramika tlenku cyrkonu) 210 0.30
Crown (Zirconium oxide ceramics) )
Cemept szklanojonomerowy.[Wariant 1] 4 035
Glass ionomer cement [l Variant]
Ceme_nt kompozytowy Variolink (Ivoclar) [Wariant 1] 8.3 0.35
Variolink composite cement (lvoclar) [Il Variant]
Cement fosforanowo-cynkowy [Wariant I11] 224 0.35
Zinc-phosphate cement [lIl Variant] ) )
Odbudowa kikuta (kompozyt Ti-Core Natural) . 229 0.30
Reconstruction of the stump (Ti-Core Natural composite)
Gutaperka / Gutta-percha 0.00069 0.45
Ozebna / Periodontium 0.0689 0.45

TABELA 2. Wyniki analizy numerycznej — wariant | (cement szklanojonomerowy).
TABLE 2. The results of the numerical analysis — | variant (glassjonomer cement).

Elementy uktadu wkfad koronowo-korzeniowy — zgb
Elements of the post-and-core — tooth system

Odbudowa kikuta

Postandcore Roat. Pardontum Crown C™™ Gutiaperona  RecCSucton
Total doplacement mm | 002 | 001 | 001 | 0o3 | oot | 0005 002
ESE%Z‘FJE? Qifaizrﬁ?nik,o%ane 0.05 0.2 6 0.01 | 0.1 0.02 0.02
Equalent sfess O MPa | 9 34 5 25 | 5 0.03 5
Shoar sitoes . MPa 15 7 1 6 | 2 0.01 1
Shor aitoes T, MPa 8 4 1 4| 2 : 2
Shor aitoes e, MPa 8 2 05 4 | 0.007 05

TABELA 3. Wyniki analizy numerycznej — wariant Il (cement kompozytowy Variolink).
TABLE 3. The results of the numerical analysis — Il variant (composite cement Variolink).

Elementy uktadu wkfad koronowo-korzeniowy — zgb
Elements of the post-and-core — tooth system

. Odbudowa kikuta

Postand-core  Root Pel('i)jgg:t?um }é:?;?:;l: cement Gﬁtl:;a-z?e?éﬁa Rgfct?]?ts%?nﬁgn
-?;f:,";'z:lz:z:;':n‘t’am]w'te 0.02 0.01 0.01 0.03 | 0.01 0.005 0.02
Batalant e e Kepane | 005 | 048 | 6 001 | 008 | 002 0.02
Eaaont S oo o MP 65 34 5 5 | 7 0.03 5
Shonr sreas 1P 12 7 1 6 3 0.01 1
E‘ﬁé’;?i‘?ﬁ‘e‘zssiif,z&epa 6 4 1 4 2 0.009 2
Wowmeswme | o | 2| o5 | 4| 1| oo | os
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TABELA 4. Wyniki analizy numerycznej — wariant lll (cement fosforanowo-cynkowy).
TABLE 4. The results of the numerical analysis — lll variant (zinc-phosphate cement).

Elementy uktadu wkfad koronowo-korzeniowy — zgb
Elements of the post-and-core — tooth system

Gutaperka Odbudowa kikuta

pgls\,ltlf;a:dl_(égre Kggzgth pegjgg:t?um 'é?;?;: Cement Gutta- Reconstruction
percha of the stump

Total displacement mm | 002 | 001 | oot | 003 | 001 | 0005 0.02
(E)Sﬁﬁitf"éﬁ? gtlfalzr:esiUK%X)v ane 0.05 0.18 0.01 0.07 0.02 0.02
Equvalont Siess Gn MPa | 65 33 25 | 17 | oo 4
Shoar sitoes . MPa 9 7 6 | 4 | o000 |
Shoa sirbas 1. MPa 5 4 4 | 2 | o004 2
Sho siroes e, MPa 4 2 4 1| o007 05
Wyniki Results

Wyniki analizy stanu przemieszczen, odksztatcen i napre-
zen w elementach uktadu wkiad koronowo-korzeniowy — zgb
przedstawiono w TABELACH 2-4. Natomiast na RYS. 4-6
przedstawiono przyktadowe wyniki stanu przemieszczen,
odksztatcen i naprezen (wariant II).

Analiza uzyskanych wynikéw wskazuje na zréznicowany
rozktad wartosci przemieszczen, odksztatcen i naprezen
w elementach analizowanego uktadu. Na podstawie prze-
prowadzonej analizy stwierdzono, ze niezaleznie od zasto-
sowanego cementu najwieksze przemieszczenia wystepujg
w koronie i zlokalizowane byty na powierzchni siecznej
zeba, gdzie ich wartos¢ maksymalna wynosita 0,03 mm
— RYS. 4. Uzyskane warto$ci przemieszczen catkowitych
sg znikome i $wiadczg o stabilnosci i odpowiedniej sztyw-
nosci analizowanego uktadu. We wszystkich przypadkach
najwigksze wartosci odksztatcen ¢, = 6% zlokalizowane
byly w ozebnej w czesci przykoronowej oraz korzeniowej
od strony jezykowej. Ich warto$¢ nie zmieniata sie wraz
ze zmiang zastosowanego cementu stomatologicznego
— RYS. 5. Z kolei maksymalne naprezenia zredukowane
Onax = 65 MPa we wszystkich przypadkach wystepowaty
we wkiadzie koronowo-korzeniowym w srodkowej czesci
korzeniowej od strony jezykowej — RYS. 6. Na podstawie
uzyskanych wynikoéw stwierdzono réwniez zréznicowane
wartosci naprezen zredukowanych dla badanych cemen-
téw. Zaobserwowano, ze najwieksze wartosci naprezen
zredukowanych wystepowaty w przypadku zastosowania
cementu fosforanowo-cynkowego. Wartos¢ ta wynosita
Onax = 17 MPa i zlokalizowana byta po stronie kontaktujgcej
sie z korzeniem. Dodatkowo zaobserwowano nieznaczne
réznice w wartosciach naprezen stycznych dla analizowa-
nych cementéw stomatologicznych.

The results of analysis of displacements, strains and
stresses in each element of the post-and-core system are
presented in TABLEs 2-4. In FIGs. 4-6 examples of the
results of the displacements, strains and stresses (Il vari-
ant) are shown.

Analysis of the obtained results points on diverse distri-
bution of the displacements, strains and stresses in each
elements of the system. On the basis of the analysis it can
be noticed that the maximal displacements are localized
in crown (in incisal tooth surface) regardless of the applied
cement. The maximal value of displacement was equal to
0.03 mm — FIG. 4. Obtained values of total displacements
were minimal, what provides the adequate stability and stiff-
ness of the analyzed system. In all cases, maximal strain
values were €., = 6%, and were localized in periodontal
membrane (in crown and root part, near tongue). Strains in
the periodontal membrane remain unchanged for all applied
cements — FIG. 5. On the other hand, the maximal values
of the equivalent stress for all considered variants were
localized in post-and-core, near tongue, and were equal
to 0,..x = 65 MPa — FIG. 6. Based on the analysis various
values of equivalent stress for tested cements were also
noticed. The highest values of the equivalent stresses were
observed for zinc-phosphate cement. The value was equal
to 0,,.« = 17 MPa and was localized on the side in contact
with root. In addition, slight differences of the shear stresses
for analyzed dental cement were observed.
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RYS. 4. Przyktadowe wyniki
stanu przemieszczen w
elementach uktadu wktad
koronowo-korzeniowy —
zab (wariant Il):

a) wkiad koronowo-
korzeniowy,

b) cement,

c) gutaperka,

d) korzen,

e) ozebna,

f) korona,

g) odbudowa kikuta.

FIG. 4. An example of the
results of the displace-
ments in elements of the
post-and-core — tooth sys-
tem (Il variant):

a) post-and-core,

b) cement,

c) gutta-percha,

d) root,

e) periodontium,

f) crown,

g) reconstruction of the
stump.

RYS. 5. Przyktadowe wyniki
stanu odksztatcen w ele-
mentach uktadu wktad
koronowo-korzeniowy —
zab (wariant Il):

a) wktad koronowo-
korzeniowy,

b) cement,

c) gutaperka,

d) korzen,

e) ozebna,

f) korona,

g) odbudowa kikuta.

FIG. 5. An example of the
results of the strains in ele-
ments of the post-and-core
— tooth system (Il variant):
a) post-and-core,

b) cement,

c) gutta-percha,

d) root,

e) periodontium,

f) crown,

g) reconstruction of the
stump.
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RYS. 6. Przykladowe wy-
niki stanu naprezen w ele-
mentach uktadu wkitad
koronowo-korzeniowy —
zab (wariant Il):

a) wklad koronowo-korze-
niowy,

b) cement,

c) gutaperka,

d) korzen,

e) ozebna,

f) korona,

g) odbudowa kikuta.

FIG. 6. An example of the
results of the stresses
in elements of the post-
and-core — tooth system
(Il variant):

a) post-and-core,

b) cement,

c) gutta-percha,

d) root,

e) periodontium,

f) crown,

g) reconstruction of the
stump.

Dyskusja i Wnioski

Gtoéwnym celem zrealizowanej pracy byto okreslenie
wplywu zastosowanego cementu na wiasnosci uzytkowe
analizowanego wktadu koronowo-korzeniowego. W litera-
turze trudno znalez¢ modele wykonane i obcigzone w ten
sam sposob. W zwigzku z tym poréwnania wynikow otrzy-
mywanych przez réznych badaczy sg w pewnym stopniu
ograniczone. Rodzaj zastosowanego cementu, wielko$¢
stosowanej sity oraz miejsce i kat jej przytozenia bywajg
rozne [6-12,14-16]. Podobne badania prowadzita Magda-
lena Tanska i zespdt [8], ktorych celem byto poréwnanie
poziomow naprezen w wybranych wktadach w zaleznosci
od rodzaju zastosowanego cementu. Do badan wytypowata
wkiad z tytanu, oraz widkna szklanego obcigzony sitg 50 N
przytozong pod katem 45° przy brzegu siecznym. Na pod-
stawie uzyskanych wynikow stwierdzita, ze uzycie cementu
kompozytowego skutkowato obnizeniem sig naprezen o ok.
40% w stosunku do cementu fosforanowego. Z kolei ba-
dania realizowane przez Oguza Ersalana [14] z zespotem,
wykazaty koniecznos¢ stosowania cementu fosforanowego.
Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzili, iz w przypad-
ku zastosowania wktadu tytanowego najlepsze wtasnosci
uzyskuje sie gdy zastosowano cement o wyzszym module
sprezystosci. Jak mozna zauwazy¢ wyniki tych badan sg
zroznicowane, a zatem ta kwestia nie jest jeszcze w petni
rozwigzana. Dlatego tez autorzy pracy podjeli sie przepro-
wadzenia analizy numerycznej aby jednoznacznie okresli¢
wptyw rodzaju cementu na prace uktadu wktad koronowo-
korzeniowy — zgb.

Discussion and Conclusions

The major aim of the study was to determine the influ-
ence of applied dental cement for functional properties of
the analyzed post-and-core. It's difficult to find a similar
models that applied in the same way as in the presented
studies thus the possibility of comparison results provided
by various authors is limited. Type of applied cement, size
of applied force and location of its application could be dif-
ferent [6-12,14-16]. The similar researches were presented
by Tanska et al. [8]. Their aim was to compare the stress
levels in selected posts, depending on the applied dental
cement. The post made of titanium and fiberglass loaded
with the force of 50 N at an angle 45° at the inicisal was
selected for research purposes. Based on the results of
research it was found that application of the composite
cement resulted in lowering of stresses (about 40%) in
comparison with phosphate cement [8]. On the other hand,
research by Oguza Ersalana et al. [14] showed the need
to use phosphate cement. On the basis of their results,
it was stated that the best properties were for titanium post
with the use of higher elasticity module cement. As may be
noted, these results are very diverse, so that the problem
remains unsolved. For that reason, the authors undertook
to carry out numerical analysis to unambiguously determine
the effect of the type of the cement for the work of the post-
and-core — tooth system.
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Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze
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przypadku zastosowania cementu fosforanowo-cynkowego,
gdzie wartos¢ ta byta 3-krotnie wieksza w poréwnaniu do
cementu szklanojonomerowego oraz kompozytowego —
TABELE 2-4. Jest to potwierdzeniem wynikéw uzyskanych
w badaniach przeprowadzonych przez Tanskg i zespot [8].
Dodatkowo nie stwierdzono istotnego wptywu zastoso-
wanego cementu na pozostate elementy analizowanego
uktadu wktad-zab. Niezaleznie od rozpatrywanego warian-
tu zastosowanego cementu dentystycznego, uzyskane
w analizie wartosci naprezen zredukowanych dla wktadu
koronowo-korzeniowego nie przekroczyty wartosci granicy
plastycznosci biomateriatu metalowego (R,,, = 780 MPa),
co gwarantuje odksztatcenie wktadu w zakresie sprezystym.
Dodatkowo stwierdzono réwniez, ze uzyskane wartosci
naprezen w pozostatych elementach analizowanego uktadu
nie przekraczaty wartosci ich wytrzymatosci na Sciskanie.
Uzyskane wyniki wskazujg, ze analizowany wktad korono-
wo-korzeniowy charakteryzuje sie duzg retencjg w kanale
korzeniowym oraz matym naciskiem na $ciane korzenia
niezaleznie od rodzaju zastosowanego cementu.

Kolejne etapy badan obejmowaé bedg analize nu-
meryczng réowniez innych postaci wktadéw koronowo-
korzeniowych z uwzglednieniem zjawisk zachodzgcych
w uktadzie stomatognatycznym (np. bruksizm). Dodatko-
wo zamodelowana zostanie kos¢ ggbczasta oraz korowa
o cechach geometrycznych odzwierciedlajgcych rzeczy-
wiste wymiary wystepujgce w zuchwie ludzkiej. W dalszej
kolejnosci przeprowadzone bedg badania doswiadczalne.
Tak kompleksowe opracowanie bedzie stanowi¢ cenne
zrodto informaciji dla stomatologéw.
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On the basis o the results, it was found that the maxi-
mal values of equivalent stresses were observed when
zinc-phosphate cement was applied. That value was three
times higher in comparison to glass ionomer cement and
composite cement — TABLESs. 2-4. This confirms the results
obtained in a study conducted by Tanska at all [8]. In addi-
tion there was no significant influence of applied cement on
other parts of post-and-core — tooth system. The values of
the equivalent stresses in post-and-core did not exceed the
yield strength of the metallic biomaterial (R, = 780 MPa),
regardless of the applied dental cement. This guarantees
deformations of the post-and-core in the elastic range.
Moreover, it was found that values of the equivalent stresses
observed in the other components of analyzed system
did not exceed their compressive strength. The results
of the analysis shown that post-and-core is characterized
by substantial retention in root and low pressure at the wall
of the root, regardless of applied dental cement.

Further studies will cover numerical analysis of other
forms of post-and-core, taking into account phenomena
occurring stomatognathic system (e.g. bruxism). In ad-
dition, cortical bone and cancellous bone reflecting the
actual dimension of the human mandible will be modeled.
In the next step experimental research will be carried out.
Such comprehensive study will be valuable source of knowl-
edge for dentists.
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Abstract

Celem przeprowadzonych badan byto opracowa-
nie elektrochemicznych biosensoréw do wykrywania
obecnosci prozapalnej cytokiny, interleukiny 6 (IL-6),
w roztworze soli fizjologicznej buforowanej fosfora-
nami (phosphate bufferred saline PBS). Do tego celu
wykorzystano nowe, modyfikowane powierzchniowo
warstwy nanorurek ditlenku tytanu (TNT - titania
nanotubes) wytworzone w procesie anodowania folii
tytanu w roztworze glikolu etylenowego. Warstwy
TNT poddano obrébce termicznej poprzez wyzarza-
nie w atmosferze argonu i funkcjonalizowano przez
bezposrednig immobilizacje przeciwciat cytokiny IL-6
na ich powierzchni metodg nakraplania. Oznaczenie
stezenia IL-6 w roztworze PBS badano za pomocag
dwéch typow biosensorow elektrochemicznych: im-
pedancyjnego i amperometrycznego, wykorzystujgc
oddziatywania pomiedzy ludzkim przeciwciatem
monoklonalnym IL-6 i antygenem IL-6. Dziatanie
biosensora impedancyjnego polegato na okresleniu
zmian warto$ci pojemnosci elektrycznej warstwy
powierzchniowej (a rownoczes$nie kata przesuniecia
fazoweqo jej charakterystykiimpedancyjnej) na skutek
powstawania kompleksu antygen-przeciwciato IL-6.
Do wykrywania antygenu IL-6 w biosensorze ampe-
rometrycznym zastosowano natomiast przeciwciato
IL-6 skoniugowane z peroksydazg chrzanowg (HRP).
Limity detekcji IL-6 opracowanych biosensorow wy-
noszgce 5 pg/ml sg znacznie nizsze od limitu detekcji
w obecnie stosowanych testach immunoenzymatycz-
nych ELISA (25 pg/ml). Zaréwno korzystne wiasciwo-
Sci adsorpcyjne i dobre przewodnictwo elektryczne
materiatu podtoza biosensoréw, umozliwiajgcego
zastosowanie bezposredniej immobilizacji substancji
biologicznych, jak i stosowane dwie metody elektro-
chemiczne: impedancyjna oraz amperometryczna
sprawiajg, ze opracowana metoda detekcji cytokin
Jjest szybka, tania, selektywna i czuta.

Stowa kluczowe: nanorurki ditlenku tytanu, IL-6,
biosensor elektrochemiczny

[Inzynieria Biomateriatow 125 (2014) 21-29]

Sensitive electrochemical biosensors for determi-
nation of proinflammatory cytokine Interleukin-6 are
elaborated. They are based on novel and surface
modified layers of titania nanotubes (TNT) formed
by anodization of titanium foil in ethylene glycol so-
lution. The TNT layers were thermally improved by
annealing in argon and functionalized for biosensing
by direct immobilization of biological reagents on
their surfaces with the simple drop technique. Strong
antibody-antigen interaction was used in two types
of electrochemical biosensors: the impedimetric and
the amperometric to detect the IL-6 concentrations in
phosphate buffered solutions (PBS). The impedimetric
biosensor determines changes of capacitance values
due to the formation of IL-6 antibody-antigen complex
on biosensor platform. Horseradish peroxide (HRP)
conjugated antibodies are used to detect IL-6 antigen
in the amperometric biosensor. Two novel electroche-
mical methods allow to detect 5 pg/ml of IL-6 in PBS
solution, which is below detection limit 25 pg/ml in
currently used enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) tests. The favorable adsorption and electrical
conductance properties of the platform material, which
allow the direct immobilization of biological substances
on its surface and give the possibility to apply two
electrochemical techniques: the impedimetric and the
amperometric one, ensure the elaborated cytokine
detection methods to be fast, inexpensive, selective
and sensitive.

Keywords: titania nanotubes, IL-6, electrochemical
biosensor

[Engineering of Biomaterials 125 (2014) 21-29]
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Wprowadzenie

Poszukiwanie nowych sposobdéw immobilizacji oraz
materiatdbw matryc ma kluczowe znaczenie dla rozwoju
nowych typéw biosensoréw. Badania biosensoréw sto-
sowanych w technologii zywnosci, inzynierii genetycznej
i ochronie srodowiska [1-3] wskazujg, ze oddziatywanie
pomiedzy warstwg a elementem biologicznym czujnika
wplywa szczegdlnie na jego najbardziej pozadane cechy
- selektywnosc¢ i czuto$¢. Detekcja jest zazwyczaj oparta
na interakcji: przeciwciato-antygen, lektyna-glikoproteina
i hormon-receptor. Jezeli takiemu oddziatywaniu towarzyszy
obecnosci centrum redoks, to jego wystepowanie moze by¢
odzwierciedlone ilosciowo poprzez zmiane pradu elektrycz-
nego w reakgcji elektrochemicznej [4,5].

W prezentowanych badaniach wykorzystanie elektrody
z warstwg nanorurek ditlenku tytanu umozliwito opracowanie
czutego i jednoczesnie prostego immunobiosensora, fatwe-
go w uzyciu w osrodkach diagnostyki medyczne;j.

Liczne prace badawcze [6-8] wskazujg na zwiekszong
ekspresje interleukiny 6 (IL-6) i/lub jej receptoréw krwiotwor-
czych w metabolizmie kosci, chorobach zapalnych, pato-
genezie i progresji nowotworu. W szczegolnosci, wzrost jej
stezenia obserwuje sie w przypadkach nowotworu macicy,
ptuc, okreznicy, nerek, piersi i jajnikow. Zwykle jej poziom
jest skorelowany z wielkoscig guza i jego rozmieszczeniem
[7-8]. To sugeruje, ze IL-6 moze funkcjonowacé jako wazny
czynnik regulujgcy w obrebie mikrosrodowiska stanu za-
palnego. W zwigzku z powyzszym, ekspresja IL-6 koreluje
z angiogenezg, podczas szoku septycznego i przerzutéw
nowotworow.

Obecne metody wykrywania IL-6 sg oparte na tescie
ELISA. W ostatnim czasie, badacze [9-13] zaproponowali
nowe metody wykrywania IL-6 z zastosowaniem biosenso-
réw opartych na réznych podtozach (np. powierzchnia ZnO/
SiO,/Si, 3-aminopropylo-modyfikowane szkto porowate,
wielofunkcyjne nanopory). Chociaz osiggnieto szeroki
zakres wykrywania IL-6 (0,01 fg/ml + 1000 pg/ml), to przy
modyfikacji platform tych czujnikéw biologicznych stosowa-
no skomplikowane procesy unieruchomienia przeciwciata.
Ponadto, wszystkie proponowane biosensory oparto na
kosztownych metodach detekcji: optycznej i akustycznej,
a w tych przypadkach samo przygotowanie probki jest
czasochfonne.

Warstwy TNT utworzone na folii tytanu po modyfikac;ji
termicznej wykazujg dostateczng przewodnos¢ elektryczng
i odpowiednie wtasciwosci adsorpcyjne wobec roznych czg-
steczek biologicznych, dzieki czemu stanowig odpowiednie
podtoze bioczujnika. Wiasciwosci nanorurek tlenku tytanu:
duza powierzchnia wtasciwa, wysoka bioaktywnosc in vitro
[14], zdolnos¢ do kolonizacji bakterii [15] oraz immobilizo-
wania enzymow i przeciwciat [16-19] czynig je szczegdlnie
uzytecznymi platformami do detekcji elektrochemiczne;.
Ponadto, wytwarzanie TNT przez anodowanie w roztworze
kwasu ortofosforowego eliminuje tendencje bioczgsteczek
do rozwarstwiania, co czesto wystepuje na powierzchni
materiatéw aktywnych biologicznie. Poza tym ich ujemny
potencjat stacjonarny w roztworze PBS (roztwor soli fizjo-
logicznej buforowanej fosforanami) i SBF (sztuczny ptyn
fizjologiczny) umozliwiajg bezposrednie unieruchomienie
kationowych sktadnikéw biologicznych w wyniku zaktécen
elektrostatycznych. Nanorurki tlenku tytanu nie dezaktywujg
biatek immobilizowanych na ich powierzchni [14], a wtasci-
wosci warstwy moga by¢ modyfikowane poprzez wyzarzanie
w kontrolowanej atmosferze, ktéra polepsza przewodnosc
i zwilzalnos¢ matrycy [20,21]. Niektorzy badacze [22-24]
wykorzystujgcy Ti/TNT jako platformy biosensora uzyskujg
bardzo obiecujgce rezultaty.

Introduction

The investigation of new methods of immobilization and
application of novel materials are crucial in the development
of new biosensors. Studies on new biosensors applied in
food technology, biotechnology, genetic engineering and
environmental control [1-3] revealed that the connection
between the layer and the biological element of the sensor
influences significantly its selectivity and sensitivity. Detec-
tion is usually based on antibody-antigen, lectin-glycoprotein
or receptor-hormone interaction. If such interaction is
accompanied by the presence of the redox center, its
occurrence can be reflected quantitatively by a change of
an electric current in an electrochemical reaction, being
called shortly the electrochemical detection [4,5].

In present studies, we have developed a sensitive, and
simple immunosensor to detect IL-6 cytokine using titanium
dioxide nanotube-based nanoelectrode for easy use in point-
of-care diagnostics.

Several works [6-8] showed recently the increased
expression of interleukin 6 (IL-6) and/or its receptors in
hematopoiesis, bone metabolism, inflammatory responses,
pathogenesis and cancer progression. Particularly, the
increased level of IL-6 is observed in uterus, lung, colon,
kidney, breast and ovarian cancers. Usually its level is cor-
related with the tumor size and staging [7-8]. It suggests that
IL-6 may function as a significant regulatory factor within the
inflammatory microenvironment. Accordingly, IL-6 expres-
sion correlates with the angiogenesis, the course of septic
shock and metastasis of tumors.

Current methods for detection of IL-6 are based on the
ELISA tests. Recently, some authors [9-13] have proposed
the detection of IL-6 with the use of biosensors based on
different substrates (i.e. ZnO/SiO,/Si surface, 3-aminopro-
pylmodified controlled-pore glass, multifunctional nanoparti-
cles). Although, the wide range of detection IL-6 (0.01 fg/ml
+ 1000 pg/ml) was reached, the platforms of these biosen-
sors were modified by difficult processes to immobilize
antibodies. Moreover, all proposed biosensors were based
on expensive detection methods: acoustic, optical, also
time-consuming with regard to samples preparation.

TNT layers formed on titanium foil after thermal modifi-
cation show sulfficient electrical conductivity and appropri-
ate adsorptive properties towards different biomolecules,
making them ready Ti/TNT analytical systems for many
types of biosensing. Properties of titania nanotubes: the
high surface-to-volume ratio and bioactivity in vitro [14], the
ability to colonize bacteria [15] and immobilize enzymes and
antibodies [16-19], make them particularly useful platforms
for electrochemical detection. Moreover, the fabrication of
TNT by anodizing in phosphate solutions eliminates the ten-
dency of biomolecules delamination that occurs prevalently
in the bioactive coating of inorganic material. Their negative
stationary potential in the PBS (phosphate buffered saline)
and the SBF (simulated body fluid) solutions enable direct
immobilization of cationic biological components due to elec-
trostatic interference. Titania nanotubes do not inactivate
proteins immobilized on their surface [14] and properties
can be modified by annealing in controlled atmosphere,
which improves conductivity and wettability [20,21]. Some
works [22-24] on using Ti/TNT as the biosensor platforms
are very promising.
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Celem badan byto opracowanie elektrochemicznej meto-
dy oznaczania prozapalnej cytokiny — Interleukiny 6 wyko-
rzystujgc do tego modyfikowang warstwe nanorurek tlenku
tytanu, formowanych metodg anodowania na folii tytanowe;.
Warstwe TNT poddano modyfikacji cieplnej polegajacej
na wyzarzaniu w atmosferze argonu oraz funkcjonalizacji
przez bezposrednig immobilizacje substanciji biologicznych
w celu uzyskania impedancyjnego i amperometrycznego
sygnatu odpowiedzi na obecnos¢ IL-6 o réznych stezeniach
w roztworze PBS. W pracy podjeto prébe opracowania
dwoch nowych, elektrochemicznych metod detekcji IL-6,
charakteryzujgcych sie nizszym limitem detekcji niz stoso-
wane obecnie testy ELISA oraz stanowigcych prostg i tanig
metode analityczna.

Materialy i metody

Folia tytanowa (grubo$¢ 0,5 mm, czysto$¢ 99,99%),
glikol etylenowy (C,H:O,, czystos¢ 99,8%), chlorek amonu
(NH,F, 99,5%), bufor fosforanowy (PBS, 0,01 M, pH 7,4)
i peroksydaza chrzanowa (HRP, nr kat. 77332) zostaty
zakupione w firmie Sigma-Aldrich (UK). Zestawy ELISA Kit
IL-6 (ELH-IL6-001) nabyto w firmie RayBiotech (USA)i prze-
chowywano w temperaturze 4°C w celu zabezpieczenia ich
przed denaturacja. Do przygotowania matryc biosensoréw
zastosowano przeciwciata monoklonalne (MAD) interleukiny
IL-6, w przypadku biosensora amperometrycznego takze
przeciwciata monoklonalne skoniugowane z HRP [25-27].

Wszystkie pomiary elektrochemiczne: anodowanie
foli tytanowej, pomiar potencjatu stacjonarnego (OCP),
elektrochemiczna spektroskopia impedancyjna (EIS),
woltamperometria cykliczna (CV) prowadzono przy uzyciu
potencjostatu/galwanostattu AutoLab PGSTAT 302N (Eco
Chemie, Utrecht, Holandia), wyposazonego w wzmacniacz
napiecia (30V), w standardowym uktadzie trojelektrodowym,
w ktérym elektrode roboczg stanowita prébka tytanu pokryta
warstwg nanorurek Ti/TNT, elektrode odniesienia - standar-
dowa elektroda chlorosrebrowa Ag/AgCI (Epgagci = 0,222 V),
a elektrode pomocniczg - folia platyny. Badania prowadzono
w temperaturze 25+2°C.

Przygotowanie warstw TNT

Warstwy TNT formowano poprzez anodowanie folii
tytanowej w 85% roztworze glikolu etylenowego (50 ml),
z dodatkiem 0,6% wag. NH,F. Roztwory sporzgdzono z od-
czynnikow: glikol etylenowy, NH,F i wody dejonizowanej, cha-
rakteryzujacych sie wysokg czystoscig. Parametry anodowa-
nia wyznaczono stosujgc model matematyczny [28] opraco-
wany przez autoréw, umozliwiajgcy wytworzenie warstwy TNT
o grubosci 100050 nmi $rednicy 50+5 nm. Uzyskane warstwy
wyzarzano w atmosferze argonu w temperaturze 550°C przez
2 godziny z szybkoscig narastania temperatury 30°C/min.

Pomiar potencjatu stacjonarnego w obwodzie
otwartym (OCP) Ti/TNT

Wyzarzane i niewyzarzane probki Ti/TNT zanurzono
w roztworze PBS (0,01 M, 50 ml, pH 7,4) oraz wartosci OPC
mierzono w czasie 1800 sekund.

Funkcjonalizacja przygotowanej matrycy biosensora
Do immobilizacji przeciwciat L-6 na matrycy biosensora
wykorzystano prostg metode nakraplania. Modyfikowane
termicznie prébki Ti/TNT inkubowano w 10 ul roztworu
przeciwciat anty-IL-6 w czasie 30 minut, a nastepnie
zanurzano w 10 pl roztworach antygenu IL-6 o r6znych
stezeniach, w zakresie od 0 do 2500 pg/ml. Pomiedzy eta-
pami inkubacji probki doktadnie przeptukiwano roztworem
buforowym (3%x100 pl) w celu usuniecia niezwigzanych
lub zwigzanych nieswoiscie czasteczek biologicznych.

In this work authors aimed at elaboration of the elec-
trochemical method of determination the proinflammatory
cytokine Interleukin-6 on surface modified layers of titania
nanotubes (TNT) formed by anodization of titanium foil.
Thermal improvement by annealing in argon and functionali-
zation by simple immobilization of biological reagents have
been applied to obtain the impedimetric and the ampero-
metric response in order to evaluate the IL-6 concentrations
in PBS solutions. Two novel electrochemical methods have
been aimed at elaborating the electrochemical method to
detect lower concentration of IL-6 than being obtained in
currently used ELISAtests, by simple and cheap diagnostic
method.

Materials and Methods

Titanium foil (thickness 0.5 mm, 99.99% trace metal ba-
sis), ethylene glycol (C,H;O, 99.8%), ammonium chloride
(NH,F, 99.5%), phosphate buffered saline (PBS, 0.01 M,
pH 7.4) and horseradish peroxidase (HRP, no. 77332) were
purchased from Sigma-Aldrich (UK). The ELISA kits for
human IL-6 (ELH-IL6-001) protein were purchased from
RayBiotech (USA) and stored at 4°C to eliminate any poten-
tial denaturation of the protein structures. The monoclonal
(MADb) antibodies that make up the sandwich assay pair in
the human Interleukin-6 (IL-6) were used in the detection
scheme for impedimetric biosensor, whereas the monoclonal
(MADb) IL-6 antibodies conjugated with HRP [25-27] were
used in detection scheme for amperometric biosensor.

All electrochemical processes and measurements: the
anodizing of titanium foil, the open circuit potential (OCP),
recording and the electrochemical impedance spectroscopy
(EIS) scans as well as the cyclic voltammetry (CV) tests were
performed the AutoLab PGSTAT 302N potentiostat/galva-
nostat (Eco Chemie, Utrecht, the Netherlands), equipped
with voltage multiplier (30 V) in the standard three-electrode
configuration with titanium and Ti/TNT electrode as the work-
ing electrode, the standard Ag/AgClI-silver chloride electrode
(Eaginge=0.222 V) as the reference electrode, and a platinum
foil as the auxiliary electrode at 25+2°C.

Preparation of the TNT layers

TNT layers were formed by anodizing titanium foil in
ethylene glycol solution with the addition of NH,F. The foil
was polarized up to 17 V and then kept at that potential in
the same electrolyte for further 3750 s. Anodizing param-
eters were determined using the mathematical meta-model
[28] elaborated by authors to obtain the TNT layer with
thickness of 1000+50 nm and TNTs diameter of 505 nm.
The obtained layers were annealed in argon at 550°C for
2 h with the heating rate of 30°C/min to the desired anneal-
ing temperature.

Evaluation of the open circuit potential (OCP) of Ti/TNT

The annealed and non-annealed the Ti/TNT samples
were immersed in PBS solution (0.01 M, 50 ml, pH 7.4) and
the OPC values were recorded for 1800 s.

Functionalization of TNT layers with IL-6

Simple drop coating method was used to immobilize the
IL-6 cytokine on biosensor platform. Thermally modified
Ti/TNT samples were incubated with 10 pl of anti-IL-6
standard solution for 30 min and then treated with 10 pl of
IL-6 antigen solutions of various concentration ranging from
0 to 2500 pg/ml. Between incubation steps the samples
were carefully washed-up with a buffer solution (3x100 pl)
to remove unbound or non-specifically bound biomolecules.
The whole immobilization procedure was carried at room
temperature.
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Skutecznos¢ immobilizacji oceniano spektrofotometrycznie

® @ o o o o o przy dtugosci fali 450 nm. Catg procedure immobilizaciji

przeprowadzono w temperaturze 25+2°C.

Analiza mikroskopowa warstw Ti/TNT

Analize mikroskopowg prébek wyzarzonych i nie mo-
dyfikowanych termicznie przeprowadzono przy uzyciu
Skaningowego Mikroskopu Elektronowego z Emisjg Polowg
JEOL JSM 7600F.

Charakterystyka i pomiary elektrochemiczne

Odpowiedz opracowanego biosensora amperometrycz-
nego sprawdzono metodg woltamperometrii cyklicznej
w roztworze PBS (0.01 M, 10 ml, pH 7,4) w zakresie po-
tencjatu —0,8+0,2 V vs. Ag/AgCl z szybkoscig skanowania
0,05 V/s. Odpowiedz biosensora impedancyjnego spraw-
dzono metodg elektrochemicznej spektroskopii impedan-
cyjnej. Elektrochemiczng analize impedancyjng przepro-
wadzono w zakresie czestotliwosci od 100 kHz do 0,1 Hz
(10 punktow/dekade), z zerowym potencjatem DC, amplitu-
dg sygnatu AC 10 mV oraz czasem zdwojenia 10 s.

Wyniki i dyskusja

Analiza mikroskopowa matrycy Ti/TNT

Na RYS. 1a przedstawiono warstwe nanorurek z ditlenku
tytanu otrzymang metodg anodowania zgodnie z proce-
durg opisang w rozdziale ,Materiaty i metody”. Warstwe
o grubosci 1000 nm+100 nm tworzg jednorodne nanorurki
o $rednicy 50+5 nm. Obrazy SEM przedstawiajg otwarte od
gory, zamkniete od dotu, zorientowane pionowo nanorurki
o budowie jednorodnej, pokrywajgce catg powierzchnig folii
tytanu. Nie zaobserwowano uszkodzen warstwy TNT po
procesie wyzarzania (RYS. 1b).

Potencjal stacjonarny Ti/TNT

Krzywe OCP (RYS. 2) obrazujg stabilne wartosci
potencjatu zarejestrowane w czasie 1800 sekund. Nie-
wielkie oscylacje pragdowe widoczne na krzywych OCP
mogg Swiadczy¢ o przebiegajgcych reakcjach utleniania
i redukcji warstw ditlentku tytanu w roztworze. Wyzarzanie
w atmosferze argonu powoduje podwyzszenie wartosci
E .. W poréwnaniu z warto$ciami E,, probek nie poddanych
modyfikacji termicznej. Przesunigcie potencjatu korozyjnego
w kierunku wartosci dodatnich jest korzystne dla immo-
bilizacji substancji biologicznych na powierzchni matrycy
biosensora, gdyz wiekszos¢ protein i biatek, reszty amino-
kwasowe (np. w HRP) i ludzkie przeciwciata w roztworze
PBS (0,01 M, 50 ml, pH 7,4) wykazujg fadunki ujemne.

Microscopy analysis of Ti/TNT platforms

The morphologies of annealed and non-annealed sam-
ples were examined with a Field Emission Scanning Electron
Microscope JEOL JSM 7600F.

Electrochemical characterization and tests

Cyclic voltammetry tests (CV) for prepared amperomet-
ric immunosensor were carried out in PBS (0.01 M, 10 ml,
pH 7.4) for potential ranging from —0.8+0.2 V vs. Ag/AgCI
with scan rate 0.05 V/s. The response of impedimetric im-
munoosensor was characterized using Electrochemical
Impedance Spectroscopy (EIS) method. Electrochemical
impedance analysis was carried out over a frequency range
from 100 kHz to 0.1 Hz (10 points per decade), at zero DC
potential, with an AC amplitude of 10 mV and the integra-
tion time of 10 s.

Results and Discussions

Microscopy analysis of Ti/TNT platforms

As itcan be seen in FIG. 1 the TNT obtained by anodizing
according to the applied parameters (described in “Materi-
als and Methods”) formed an uniform 1000+100 nm thick
layer of vertically aligned nanotubes (FIG. 1a) with diameter
about 50+5 nm. SEM images show arrays of opened from
the top, closed at the bottom and vertically oriented, regular
nanotubes covering the titanium foil completely. No dam-
age was observed on TNT layer after annealing (FIG. 1b).

Evaluation of open circuit potential of Ti/TNT

The OCP (Open Circuit Potential) curves (FIG. 2) show
stable values of potential recorded during 1800 s. Small
current oscillations seen on OPC curves for TNT formed
in ethylene glycol electrolyte may suggest ongoing oxida-
tion and metastable nature of nanotubular oxide layers.
Annealing in argon causes the increase of the OCP value
(Egor =55.1 mV) for Ti/TNT layers comparing to the OCP
value for non-annealed samples (E,, =-220.1 mV). Shift of
the corrosion potentials to more positive values is favorable
for the immobilization of biomolecules on the biosensor
platform, because the amino acid residues (e.g. HRP) and
human antibodies exhibit negative charges in PBS (0.01 M,
50 ml, pH 7.4). The negatively charged protein molecules
are easily pulled to the positive matrix of biosensor by direct
physical adsorption, which results from weak electrostatic
or van der Waals interaction [25].

RYS. 1. Obrazy SEM warstw TNT formowanych w roztworze glikolu etylenowego (a),
po modyfikacji termicznej w argonie (b).

FIG. 1. SEM top-view and cross-sectional images of TNT formed in ethylene
glycol (a) and thermally modified in argon (b).
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RYS. 2. Wykres przebiegu zmian potencjatu
korozyjnego (E_,) warstw TNT formowanych
w roztworze glikolu etylenowego (linia przery-
wana), wyzarzonych w atmosferze argonu (linia
ciggta) rejestrowane w roztworze PBS (0,01 M,
50 ml, pH 7,4) w czasie 1800 s.

FIG. 2. Corrosion potential values (E.,) of TNT
formed in ethylene glycol (dotted line) and annealed
in argon (solid line) measured in PBS (0.01 M,
50 ml, pH 7.4) for 1800 s.

Ujemnie natadowane czgsteczki biatkowe sg z tatwoscig
elektrostatycznie zwigzane przez dodatnio natadowang
matryce biosensora w procesie adsorpcji fizycznej na
skutek stabych oddziatywan elektrostatycznych lub sit van
der Waalsa [25].

Elektrochemiczna charakterystyka
amperometrycznego biosensora IL-6

Do wykrywania cytokiny IL-6 w roztworze PBS wykorzy-
stano jedno z najsilniejszych i najbardziej specyficznych
wigzan biologicznych pomiedzy przeciwciatem i antygenem.
W celu detekcji amperometrycznej interleukiny IL-6, mo-
dyfikowane termicznie probki Ti/TNT inkubowano w 10 pl
roztworze przeciwciat anty-IL-6 w czasie 1800 sekund, zanu-
rzano w 10 pl objetosci roztwordw zawierajgcych antygeny
IL-6 o stezeniach w zakresie od 0 do 2500 pg/ml, a nastepnie
poddawano inkubacji wtérnej w roztworze przeciwciat IL-6
skoniugowanych z peroksydazg chrzanowg (HRP). Pomiary
metodg woltamperometrii cyklicznej przeprowadzono zgod-
nie z metodykg opisang w rozdziale ,Materiaty i metody”.
Otrzymane woltamogramy (RYS. 3) ilustrujg typowe piki
odpowiadajgce przeniesieniu elektronu w reakcji redoks
jondw zelaza peroksydazy chrzanowej HRP.

Przedstawione na RYS. 3 piki katodowe pojawiajg sie
przy potencjalne -0,55 V (vs. Ag/AgCl), charakterystycznym
dla redukcji zelaza w grupie hemowej enzymu HRP, w ktorej
transport elektronéw zachodzi przez redukcje Fe (lll) do Fe
(). Czesto centrum redoks enzymu ukryte jest wewnatrz
duzych czgsteczek biatka, z dala od powierzchni elektrody.
Biorgc pod uwage niskie wartos$ci wspotczynnika dyfuzji
i prawdopodobienstwo denaturacji kompleksu enzym/biatko
zaadsorbowanego na powierzchni elektrody, odpowied-
nie potgczenie centréw redoks z powierzchnig elektrody
jest kluczowym czynnikiem odpowiedzialnym za czuto$é
i prawidtowe dziatanie biosensoréw enzymatycznych.
Pokrywajgce tytan nanorurki posiadajg szczegdlng wias-
ciwos$¢ adsorbowania biatek, a przez to zapewniajg dobry
kontakt elektryczny, co zostato udowodnione w niniejszych
badaniach.
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RYS. 3. Krzywe woltamperometryczne dla warstw
TNT formowanych w roztworze glikolu etyleno-
wego, wyzarzonych w atmosferze argonu, reje-
strowane w roztworze 0.01 M PBS (linia ciagta)
z dodatkiem ludzkiej IL-6 o roznych stezeniach
(5+2500 pg/ml) w zakresie -0,8+0,2 V (vs. Epgngci =
0,222 V), z szybkoscia skanowania 0.05 V/s.

FIG. 3. Cyclic voltammograms of TNT formed in
ethylene glycol and annealed in argon recorded in
0.01 M PBS (solid line) containing human IL-6 of
various concentration (5+2500 pg/ml) in potential
range -0.8+0.2 V (vs. Epyaqc; = 0.222 V), with scan
rate 0.05 V/s.

Electrochemical characteristics of the IL-6
amperometric biosensor

To detect the IL-6 cytokine in PBS solution, the antibody-
antigen interaction, one of the strongest and the most
specific biological binding was used in the elaboration of
the analytical procedures and the preparation of biosen-
sors platforms. For the purpose of amperometric detection
of IL-6 thermally modified Ti/TNT samples were incubated
with 10 pl of anti-IL-6 standard solution for 1800 s and then
treated with 10 pl solutions containing IL-6 antigen of vari-
ous concentration ranging from 0 to 2500 pg/ml, followed
by the incubation of secondary IL-6 antibodies conjugated
with horseradish peroxidase (HRP). Cyclic voltammetry tests
(CV) were performed according to the applied parameters
(1.5). The obtained peaks (FIG. 3) correspond to the typi-
cal electron transfer achieved through the Fe(lll) to Fe(ll)
redox reaction [1].

The reduction peaks appear at -0.55 V (vs. Ag/AgCl).
Very often the metal redox center, i.e. the iron heme group in
HRP enzyme in which the electron transfer can be achieved
through the Fe(lll) to Fe(ll) redox reaction, are hidden inside
large molecules of protein and located far away from the
electrode surface. Considering the low values of diffusion
coefficient and possible denaturation of enzyme/protein
complex adsorbed on the electrode surface, the electrical
communication of the metal redox centers with electrode
surface is a key factor in the elaboration of enzymatic
biosensors. The metal/semiconductor nanotubes systems
own this special feature of the effective electrical contact
and electron-transfer reaction with electrodes, as has been
proved in our investigation.
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RYS. 4. Krzywe kalibracyjne biosensora amperometrycznego opartego na sfunkcjonalizowanej przeciwciatami
IL-6 warstwie TNT, modyfikowanej termicznie w atmosferze argonu. Wartosci pragdu katodowego dla warto-
$ci potencjatu -0,55 V rejestrowano w roztworze PBS (0,01 M, pH 7,4) wzgledem elektrody chlorosrebrowej
(Eaginge1 = 0,222 V) z szybkos$cig skanowania 0,05 V/s.

FIG. 4. IL-6 calibration curves obtained by the amperometric biosensor-based anti-IL-6 immobilized onto TNT.
Cathodic current values were measured at -0.55 V in PBS solution (0.01 M, pH 7.4) vs. Epga,c, = 0.222 V with
scan rate 0.05 V/s.
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RYS. 5. Wykresy Bode rejestrowane dla roznych stezen IL-6 zarejestrowane przy uzyciu biosensora impedancyj-
nego opartego na matrycy TNT na ktérg immobilizowano przeciwciata IL-6. Widma zarejestrowano w roztworze
PBS (0,01 M, 50 ml, pH 7,4) w zakresie czestotliwosci 0.1 —10°Hz (a) i 0.1 — 1 Hz (b), zamplitudg 10 mV wzgledem
elektrody chlorosrebrowej (E yaqci = 0,222 V).

FIG. 5. Bode plot of various concentration of IL-6 measured using the impedimetric biosensor based on anti-IL-6
immobilized onto TNT. Spectra were recorded in the PBS solution (0.01 M, 10 ml, pH 7.4) over the frequency
range 0.1 — 10° Hz (a), and 0.1 — 1 Hz (b) with amplitude 10 mV vs. E, ¢, = 0.222 V.
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Zaleznos$¢ natezenia pradu od stezenia IL-6 przedsta-
wiono na RYS. 4 w postaci dwoch krzywych kalibracyj-
nych. Ze wzgledu na szeroki zakres stezen (5+2500 pg/ml
IL-6) krzywe kalibracyjne na RYS. 4a charakteryzujg sie
nieliniowym przebiegiem. W celu uzyskania krzywych
o charakterze liniowym caty zakres zostat podzielony na
mniejsze czesci na podstawie istotnych klinicznie stezen
IL-6. Krzywe kalibracyjne (RYS. 4b,c,d) wskazuja, ze przy-
gotowane platformy charakteryzujg sie wysokg czutoscig
z limitem detekgji IL-6 wynoszgacym 5 pg/ml.

Elektrochemiczne charakterystyka biosensora
impedancyjnego IL-6

Warstwy TNT sfunkcjonalizowane przeciwciatami IL-6
poddano badaniom metodg elektrochemicznej spek-
troskopii impedancyjnej zgodnie z metodykg opisang
w rozdziale ,Materiaty i metody”. Odpowiedz impedancyj-
nego biosensora mozna przedstawi¢ za pomocg dwdch
metod: wykresow Bode lub wykresu Nyquista. Wiecej
informacji widocznych jest w ujeciu czestotliwosciowym,
dlatego tez autorzy zdecydowali przedstawi¢ wyniki prze-
prowadzonych pomiaréw w reprezentacji Bode. RYS. 5a
przedstawia krzywe kalibracyjne dla biosensora impe-
dancyjnego, dla stezenia ludzkiej IL-6 cytokiny w zakresie
od 0 do 2500 pg/ml w reprezentacji Bode, ilustrujgcej
zaleznos¢ modutu impedanc;ji |Z| w funkcji czestotliwo-
$ci. Najnizszg warto$¢ modutu impedancji |Z| (~3x10% Q)
odnotowano dla warstwy TNT ($rednica 50 nm, grubos¢
1000 nm) wyzarzanej w argonie. \Wraz ze wzrostem stezenia
IL-6 wzrasta warto$¢ modutu impedanciji, co jest wynikiem
formowania komplekséw antygen-przeciwciato. Zdolnosc¢
do wigzania przeciwciat anty-IL-6 na TNT i powstawanie
kompleksu antygen-przeciwciato zweryfikowano przez
technike EIS.

Uzyskane krzywe kalibracyjne (RYS. 6) sg zalezne od
oddziatywan zachodzgcych pomiedzy antygenem IL-6
i ludzkim przeciwciatem monoklonalnym IL-6 z badang
powierzchnig. Limit detekcji uzyskany dzieki pomiarom im-
pedancyjnym wynosi 5 pg/ml. Dla poréwnania, wyniki testu
IL-6 ELISA wykazujg limit detekcji na poziomie 25 pg/ml,
czyli 5 razy wiekszy, niz uzyskany w niniejszej pracy.

Dotychczas opracowano wiele metod detekcji IL-6, np.
za pomocg takich jak: metoda biosensora akustycznego [9],
metoda amperometrycznego testu immunologicznego [10],
metoda impedancyjnego testu immunologicznego [11],
metoda testu immunoenymatycznego (ELISA) [29], techno-
logia powierzchniowo wzmocnionego efektu Ramana [30].
Pomimo licznych zalet powyzszych metod, wiele z nich ce-
chuje sie skomplikowang preparatyka i warunkami pomiaru,
koniecznoscig uzycia zaawansowanego sprzetu, ograniczo-
ng czutoscig, czasochtonnoscig i ksoztownoscia. Do tej pory
nie podjeto préby zastosowania nanorurek tlenku tytanu
w roli platformy immunosensora stuzgcego detekgji ludzkiej
IL-6 opartego na bezposredniej immobilizacji substancji
biologicznych. Uzyskane wyniki potwierdzajg, ze matryca
Ti/TNT moze by¢ platformg biosensora impedancyjnego.
Krzywe kalibracyjne dla tego biosensora obejmujg stezenia
antygenu IL-6 o limicie detekcji wynoszgcym 5 pg/ml, co
jest odpowiednikiem poziomu fizjologicznego w ludzkiej
krwi (ponizej 5 pg/ml) i 2500 pg/ml, co odpowiada stanom
patologicznym.

The dependence of current on the concentration of hu-
man IL-6 is presented in FIG. 4 by two calibration curves.
Due to the wide concentration range (5+2500 pg/ml of IL-6)
the calibration curve in FIG. 4a shows a non-linear char-
acter. To obtain a linear calibration curve the whole range
was divided into smaller sections based on the clinically
important concentrations of IL-6. The calibration curves
(FIG. 4b,c,d) presented by a linear regression indicate that
the prepared platforms were sensitive to the presence of
IL-6 in PBS solution with a detection limit of 5 pg/ml. Good
reproducibility was observed during detection of IL-6 with
the developed biosensor based on TNT layer as a platform.

Electrochemical characteristics of the IL-6
impedimetric biosensor

The sequential immobilization of the TNT electrodes
with the anti-IL-6 and human-IL-6 antigen was used to de-
tect the IL-6 cytokine with the electrochemical impedance
spectroscopy method according to the applied parameters
(described in “Materials and Methods”). The response of an
impedimetric biosensor can be viewed two different ways:
via the Bode plot or via the Nyquist diagram. More informa-
tion is available on plotting the frequency response, so the
authors have decided to present the results of measurement
on Bode plots. FIG. 5a shows the impedimetric responses
of the biosensor electrode for various concentrations
(0+2500 pg/ml) of human IL-6 cytokine in the Bode repre-
sentation, where the logarithm of the absolute impedance |Z|
is plotted against the logarithm of the excitation frequency.
In FIG. 5b the lowest value of the absolute impedance |Z|
(~3%x10% Q) was recorded for TNT layer (diameter of 50 nm,
thickness of 1000 nm) annealed in argon. The absolute
impedance |Z| increases gradually with the increase of
IL-6 concentration due to the formation of antigen-antibody
complexes. Here, the binding ability of anti — IL-6 onto TNT,
and formation of antibody-antigen complex were verified
through the EIS technique.

The obtained calibration curves (FIG. 6), prepared simi-
larly as the calibration curves for amperometric detection
of IL-6, prove the quantitative interaction between anti-IL-6
and human- IL-6 antigen on the applied sensing surface.
The evaluated limit of detection obtained in the impedimetric
measurements is 5 pg/ml. For comparison, results from the
IL-6 ELISA kit show a detection limit of 25 pg/ml, which is
about 5 times higher than the one obtained by our direct
detection method.

Several methods have been developer for the detection
of IL-6, such as: acoustic wave biosensor [9], amperomet-
ric immunoassay [10], impedimetric immunoassay [11],
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) [29], surface
enhanced Raman scattering technology [30]. Despite many
advantage of this methods, some of them have drawbacks
such as complicated preparing and performing the meas-
urements, complicated equipment, limited sensitivity, im-
practical time and expense. No attempt, to date, was made
to use titania nanotubes as a platform for electrochemical
immunosensor to detect the human IL-6 based on direct im-
mobilization of biomolecules. Performed research confirms
that Ti/TNT matrix can be used as a platform for impedimetric
biosensor. The presented results include the concentra-
tions of IL-6 antigen between the detection limit of 5 pg/ml,
which is equivalent to the physiological level in human
blood (less than 5 pg/ml) and 2500 pg/ml corresponding to
pathological states.
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Zakres stezen / Concentration range: 5+2500 pg/ml
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RYS. 6. Krzywe kalibracyjne biosensora impedancyjnego opartego na sfunkcjonalizowanej przeciwciatami IL-6
warstwie TNT, modyfikowanej termicznie w atmosferze argonu. Wartosci modutu impedancji dla czestotliwosci
0,1 Hz rejestrowano w roztworze PBS (0,01 M, pH 7,4) wzgledem elektrody chlorosrebrowej (E,yaqci= 0,222 V).
FIG. 6. IL-6 calibration curves obtained by the impedimetric biosensor-based anti-IL-6 immobilized onto TNT.
Impedance modulus were measured at 0.1 Hz in PBS solution (0.01 M, pH 7.4) vs. E,jac = 0.222 V.

Whnioski

Badania dotyczagce warstw nanorurek tytanowych wy-
tworzonych w roztworze glikolu etylenowego (85% glikolu
etylenowego + 0,6% wag. NH4F), wyzarzanych w atmo-
sferze argonu, a nastepnie wykorzystanych jako platforma
biosensoréw do oznaczania stezenia cytokiny IL-6 w roztwo-
rze PBS, potwierdzajg skuteczng immobilizacje przeciwciat
i antygenow IL-6 w obszarach powierzchniowych. Warstwy
te wykorzystano w detekcji IL-6 metodami elektrochemicz-
nymi. Wyniki badan wykazaty, ze opracowane biosensory:
amperometryczny i impedancyjny sg czute na obecnosé
IL-6, a limit detekcji w roztworze PBS wynosi 5 pg/ml.
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Conclusions

Studies on titania nanotubes formed in ethylene glycol
solution (85% ethylene glycol + 0.6% wt. NH,F) and an-
nealed in argon and used as biosensor for the IL-6 cytokine
confirmed the effective immobilization of anti-IL-6 and hu-
man IL-6 antigen on their surface. The results of this study
showed that the developed two biosensors: the ampero-
metric and the impedimetric were sensitive to detect the
presence of the IL-6 in the PBS solution with the detection
limit of 5 pg/ml.
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Streszczenie

Niniejsza praca stanowi prébe opracowania no-
wych biowchtanialnych ptytek zespalajgcych dla po-
trzeb weterynarii dedykowanych szczegdlnie psom ras
miniaturowych. Tego typu ptytki mogg stanowic alter-
natywe dla implantéw metalicznych. Do najwiekszych
zalet proponowanych konstrukcji mozna zaliczy¢ brak
konieczno$ci usuwania ich z organizmu po wylecze-
niu ztamanej koSci oraz utatwiong, w poréwnaniu do
implantow metalicznych, ocene radiologiczng procesu
gojenia ze wzgledu na przepuszczalno$¢ zastoso-
wanego materiatu dla promieni X. Ograniczeniem
stosowania ptytek wykonanych z czystych polimeréw
resorbowalnych np. polilaktydu (PLA) sg stosunkowo
stabe wiasciwosci mechaniczne. W zwigzku z tym,
w ramach ponizszej pracy, zaproponowano cztery
sposoby modyfikacji parametrow wytrzymatosciowych
i uzytkowych czystego polimeru resorbowalnego.

Do matrycy polimerowej z czystego PLA wprowa-
dzono cztery rodzaje wzmocnienia: wtbkna weglowe,
wtékna poliakrylonitrylowe, drut ze stali chirurgicznej
i drut magnezowy. Plytki proste szesciootworowe wy-
konano metodg wirysku. Faze wzmacniajgcg w postaci
wtdkien lub drutu formowano w ksztaft odpowiadajgcy
obrysowi zewnetrznemu ptytki. Tak przygotowane pet-
le umieszczano w formie wiryskowej, a nastepnie ob-
tryskiwano ci$nieniowo polimerem w temp. 165-170°C.
Gotowe plytki zespalajgce poddano badaniom wy-
trzymatosciowym. W tym celu przygotowano krotkie
drewniane watki, do ktorych metalowymi wkretami
przykrecano ptytki (dwa watki imitujgce ztamang
kosc tgczono jedng ptytkg). Nastepnie taki uktad
symulujgcy zespolenie kostne poddawano testom
Jjednoosiowego rozciggania na maszynie wytrzyma-
tosciowej. Roéwnoczesnie przeprowadzono badania
in vitro w $rodowisku wodnym. Okreslono zmiany
pH, przewodnosci elektrycznej oraz zmiany masy
i wytrzymatosci po 6 tygodniowej inkubacji.

Sposrdéd badanych materiatéw najlepsze witasciwo-
$ci mechaniczne uzyskano w przypadku modyfikacji
polimeru fazg wtdknistg. Dodatkowo wprowadzenie
wtdkien pozwolito uzyskac korzystniejszy rozktad na-
prezen i odksztatcen w obrebie otworéw mocujgcych
oraz wynikajgcy z tego efektywniejszy sposéb przeno-
Szenia obcigzen podczas jednoosiowego rozciggania.

Stowa kluczowe: plytki zespalajgce, osteosynteza,
polimery resorbowalne, wtbkna wzmacniajgce, druty,
polilaktyd

[Inzynieria Biomateriatéw 125 (2014) 30-36]
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Abstract

This article is an attempt to develop a new concept
of biodegradable fixating miniplates for veterinary
medicine, specially for toy breed dogs. Polymer-based
composite fixation system can be a good alternative
for widely used metallic implants because there is no
removal operation needed after the bone is recovered.
Moreover, the radiological evaluation of a fracture
healing process is much easier and more precise due
to the fact that polymers are transparent for X-rays.
Low mechanical properties of pure biodegradable
polymers e.qg.: polylactide (PLA) is one of the biggest
drawbacks. For the development of implants with bet-
ter mechanical and practical properties (compared to
pure polymer PLA) four types of composite materials
were proposed.

Polylactide matrix was reinforced with: carbon
fibres, polyacrylonitrile fibres, surgical steel wire and
magnesium wire. Injection moulding process was
applied to fabricate a six-hole |-shaped miniplates.
Firstly, reinforcing phases (fibres or wires) were sha-
ped to copy a contour of a miniplate. Then a “loop”
of a fibre bundle or a wire was placed in the mould.
Plastified PLA (T = 165-170°C) was injected into the
mould under a high pressure filling it and covering
reinforcing phase. For mechanical testing of fabri-
cated implants a special system was prepared to
simulate ‘real work conditions”. Short wooden rods
were used to imitate the broken bone. Two rods were
linked together with a composite miniplate fixed with
metallic screws and tested in uniaxial tensile strength
machine. Simultaneously in vitro tests were carried
out. Degradation in water environment was verified.
During six-weeks incubation process changes in pH
values, electrical conductivity, mass loss and mecha-
nical properties were monitored.

The performed research demonstrated that the
most desirable results were recorded for the polymer
modified with the fibrous phase.

Keywords: fixation plates, osteosynthesis, resorbable
polymers, reinforcing fibres, wires, polylactide

[Engineering of Biomaterials 125 (2014) 30-36]
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Wprowadzenie

Leczenie ztaman kosci przedramienia pséw ras minia-
turowych od lat stanowi wyzwanie dla lekarzy weterynarii.
Spowodowane jest to zaréwno specyficznymi uwarunko-
waniami anatomicznymi (rozmiar kosci, niedostateczne
unaczynienie nasady dalszej kosci promieniowej) jak
i wynikajgcymi z nich ograniczeniami dotyczgcymi wyboru
implantow kostnych [1]. Alternatywg moga by¢ stabilizujgce,
biowchtanialne ptytki do zespolen kostnych, stosowane
z powodzeniem w chirurgii szczekowej i w ortopedii [2,3].
Ich najwazniejsze zalety, w odniesieniu do matych zwierzat,
to: dobra biotolerancja, brak objawéw osteopenii w trakcie
procesu gojenia kosci i koniecznosci usuwania implantow
oraz utatwiona, w poréwnaniu do implantéw metalicznych,
ocena radiologiczna procesu gojenia [4,5]. Przy stosowaniu
biowchtanialnych ptytek, z uwagi na obcigzenia konczyny
piersiowej, ktora u wiekszosci zwierzat jest poddawana wiek-
szym obcigzeniom niz miedniczna, konieczne byto stoso-
wanie dodatkowych opatrunkéw unieruchamiajgcych [6,7].
Zastosowanie czystego polimeru resorbowalnego, ze
wzgledu na stosunkowo niskie wtasnosci wytrzymatosciowe,
moze by¢ zasadne tylko w przypadkach pozycjonowania
odtamow kostnych. Plytka polimerowa nie przenosi wtedy
naprezen zwigzanych z naturalnym obcigzeniem ztamanej
kosci. Z tego powodu konieczne jest wspomaganie zespo-
lenia poprzez zastosowanie unieruchomienia zewnetrznego
w postaci stabilizatora lub opatrunku usztywniajgcego.
W przypadku psow ras miniaturowych wymiary kosci utrud-
niajg, a czasem wrecz uniemozliwiajg stosowanie oméwio-
nych wyzej technik hybrydowych, dlatego tez rozpoczeto
badania nad opracowaniem ptytek zespalajgcych zdolnych
do przenoszenia obcigzen bez zewnetrznego wspomagania.

W celu poprawy parametrow wytrzymatosciowych ptytek
biowchtanialnych autorzy zaproponowali wzmocnienie ich
konstrukcji za pomocg umieszczonych ,obwodowo” réz-
nych typow wioknistej fazy wzmacniajgcej. Ze wzgledu na
dopuszczenie medyczne oraz tatwos$¢ formowania, a takze
mozliwos¢ wykorzystania w technologii przetwérstwa polime-
réw metodg wtrysku, zastosowano materiaty biowchatnialne
w postaci widkien weglowych, widkien poliakrylonitrylowych
oraz drutu magnezowego. Dodatkowym atutem wybranych
do badan materiatow jest dobre zwigzanie ich powierzchni
z osnowa, ktorg stanowit biowchtanialny PLA. W celu porow-
nania uzyskanych parametréw przygotowano takze prébki
o takiej samej geometrii z czystego, niewzmacnianego poli-
meru oraz ptytki wzmacniane drutem ze stali chirurgicznej.

Materialy i metody

Otrzymywanie

Szesciootworowe plytki zespalajgce o wymiarach: 70 mm x
7 mm x 2 mm otrzymywano metodg wirysku (T = 165-170°C,
ci$nienie w uktadzie 80 kg/cm?®) (RYS. 1 2). Jako osnowe
uzyto polimer resorbowalny polilaktyd Ingeo 3251D firmy Na-
ture Works. Plytki wzmacniano ,na obwodzie” wtéknami ciag-
gtymi lub petlami z drutu. Zastosowano odpowiednio: wtékna
weglowe T300, (o = 3,2 GPa, E = 235 GPa, Toray Carbon
Fibers America), widkna poliakrylonitrylowe (o = 330 MPa,
E = 5,7 GPa, Katedra Wtokien Sztucznych, Wydziat Inzy-
nierii i Marketingu Tekstyliow Politechniki todzkiej), drut
stalowy do wigzania odtamoéw kostnych (¢ = 0,9 mm,
Mikromed Dabrowa Goérnicza) oraz drut ze stopu magnezu
(9 =1,23 mm, sktad: glin 2,5-3,5%, cynk 0,8-1,5%, lit, metale
ziem rzadkich, wapn < 1%, Leibniz Universitat Hannover,
Niemcy). Udziat masowy wprowadzonych widkien, zaréwno
weglowych jak i poliakrylonitrylowych, wynosit 10+0,3%.
W przypadku drutu magnezowego stanowit on ok. 25%mas.,
a drutu stalowego ok. 46%mas.

Introduction

Treatment of forearm bone fractures in toy breed dogs
has been a persistently difficult challenge for veterinary
practitioners. The same stems both from the specificity of
anatomic conditions (bone size, insufficient vascularisation
of radial bone distal epiphysis) as well as the related limi-
tations in terms of the available bone implant variants [1].
In this respect, an alternative could be provided by using bioab-
sorbable bone stabilization plates of the type already success-
fully employed in maxillofacial surgery and orthopaedics [2,3].
Their most important advantages in the context of small
animals include: good biotolerance, lack of symptoms of
osteopenia during the bone healing process, no necessity
of implant removal, as well as a better, when compared to
metallic implants, ability to evaluate the healing process ra-
diologically [4,5]. Due to the increased load on the forelimb,
which in most animals is normally subjected to higher loads
than the hind-limb, it was necessary to apply additional
immobilising dressing [6,7]. An implant made of pure biode-
gradable, because of its rather low mechanical properties,
can be applied only under certain conditions. Such implant
keeps pieces of broken bone in position only, but it does not
bear the load. For this purpose an external stabilization is
needed. When toy breed dogs are taken under considera-
tion, particularly their bones diameters, application of hybrid
fixation system is difficult and sometimes can not be done
at all. What can be done to solve this problem? One of the
possible ways is making an implant more durable, so it can
bear higher loads and can be applied without an external sta-
bilizer. In this research the authors proposed strengthening of
biodegradable polymer matrix (PLA) with introduction of fibre
reinforcing phase shaped in “a loop” matching the geometry
of the fixation plate. Due to easy shaping and application for
injection moulding technology, four distinct bioresorbable
materials with medical application approval were chosen as
a reinforcement: carbon fibres, polyacrylonitrile fibres and
magnesium wire. For comparative purposes samples with the
same geometry made of pure polymer (PLA) and samples
reinforced with surgical steel wire were prepared and tested.

Materials and Methods

Samples preparation

Six-hole, 70 mm x 7 mm x 2 mm fixation plates were pro-
duced by means of injection moulding (T = 165-170°C, sys-
tem pressure 80 kg/cm?®) (FIGs. 1 and 2). The groundmass
of resorbable polylactide Ingeo 3251D produced by Nature
Works was used. The plates were reinforced “peripherally”
with continuous fibres or looped wire. We used, respectively:
carbon fibres T300, (o = 3.2 GPa, E = 235 GPa, Toray Car-
bon Fibers America), polyacrylonitrile fibers (o = 330 MPa,
E = 5.7 GPa, Department of Man-made Fibres, Faculty of
Material Technology and Textile Design at £6dz University of
Technology), steel wire used in bone surgery (¢ = 0.9 mm,
Mikromed Dgbrowa Gérnicza), and magnesium alloy wire
(¢ =1.23 mm, ingredients: aluminium 2.5-3.5%, zinc 0.8-1.5%,
lithium, rare earth metals, calcium <1%, Leibniz Universitat
Hannover, Germany).

Before injection, wires were bent to fit the plate mould
(FIG. 2a). Fibre bundles were shaped analogically, after im-
pregnation in 10% solution of polylactide in dichloromethane,
the bundles were shaped while “wet”. The fibre or wire was
placed inside the injection mould, which was then locked and
filled with plasticised polymer (injection). The following types of
plates were obtained: PLA/C - polylactide/carbon fibres, PLA/
PAN - polylactide/polyacrylonitrile fibres, PLA/Mg - polylactide/
magnesium wire and PLA/St - polylactide/steel wire and PLA
as a reference.
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® e o 0 00 o turu ptytki (RYS. 2a). Analogiczny ksztatt

Przed wtryskiem druty doginano do kon-

. L. , . ptytki z wibknem nawijanie . . i

nadawano wigzkom widkien, ktére po zaim- o wiokien impregnacja wickien

. o . fibre reinforced plates |::> polimerem |:>
pregnowaniu w 10% roztworze polilaktydu (PLAIC, PLAPAN) coling o _
w dichlorometanie ksztattowano ,na mokro”. : fibres f'beﬁt:';"g;?:::'°“ Wzyggg%mg)m

, . . 1

Widkna lub drut umieszczano w formie L
wtryskowej, ktérg po zamknieciu wypetnia- polymer injection
no uplastycznionym polimerem (wtrysk). plytki z drutem ksztatowanie (165-170°C)
Otrzymano nastepujgce rodzaje ptytek: vire reinforced plates peilean >
PLA/C - polilaktyd/witdkna weglowe, PLA/ (PLAMg, PLA/St) shaping wire
PAN - polilaktyd/wtokna poliakrylonitrylowe, § \ J into loops

PLA/Mg - polilaktyd/drut magnezowy oraz dla
poréwnania PLA/St - polilaktyd/drut stalowy

oraz z czystego PLA.

Badania mechaniczne
Ze wzgledu na wstepny charakter badan

RYS. 1. Schemat otrzymywania ptytek zespalajacych.
FIG. 1. Diagram of fixation plates production.

testy przeprowadzono na ograniczonej
liczbie probek. Poniewaz faza modyfikujg- @))
ca w postaci jednoosiowo zorientowanych
widkien daje najlepsze efekty wzmocnienia
kompozytu podczas rozciggania jedno-
osiowego wzdtuz wtokien, zdecydowano
0 przeprowadzeniu testow w takim schema-
cie naprezeniowo-odksztatceniowym.

W celu oceny wtasciwosci uzytkowych
otrzymanych ptytek zmontowano uktady
imitujgce zespolenie kostne (RYS. 3),

PLA/St

PLA/C

PLA/PAN

po 5 uktadéw dla kazdego rodzaju ptytek. RYS. 2. a) Elementy wzmacniajgce po uksztattowaniu do formy wtry-
Do drewnianych watkéw o $rednicy 10 mm | Skowej (od gory: drut stalowy, wiokna weglowe i wickna PAN po

przykrecono plytki za pomocg 6 wkretow impregnacji), b) wytworzone plytki zespalajace.
stalowych o $rednicy 2 mm. Tak przygo- FIG. 2. a) Reinforcing elements shaped to fit the injection mould (from

towane uktady podzielono na dwie grupy:
1) do okres$lenia parametrow wytrzyma-
tosciowych prébek wyjsciowych, 2) do
okreslenia parametrow wytrzymatosciowych probek
poddanych szesciotygodniowej inkubacji (po tym czasie
przeprowadzono testy mechaniczne). Ptytki rozciggano
na maszynie wytrzymatosciowej Zwick 1435 z predkoscia
20 mm/min. Mierzono wytrzymatos¢ ptytek na rozcigganie.

the top: steel wire, PAN wires and carbon wires after impregnation),
b) finished fixation plates.

Mechanical testing

Conducted research is preliminary, that is why small
number of samples was used. Fibre reinforcing phase gives
the best strengthening effect when tensile stress is parallel
to the fibres. That is why the authors decided to test the
samples in uniaxial tensile conditions.

Special setups imitating the conditions of osteosyn-
thesis were prepared to assess practical applicability of
the obtained plates (FIG. 3). The plates were attached to
wooden rods of 10 mm in diameter with the use of six 2 mm
steel screws. Attached plates were divided in two groups:
1) for “green samples” mechanical characterization 2) for
incubated samples mechanical characterization (firstly the
samples were incubated for six weeks in distilled water
37°C, and after this period of time they were mechanically
tested). Samples were tested under uniaxial tensile stress at
the speed of 20 mm/min (Zwick 1435). The tensile strength
of the plates was measured.

RYS. 3. Uktad do badan mechanicznych z przykre-
cona plytka zespalajgca: a) w trakcie rozciagania,
b) po zniszczeniu (PLA/C).

FIG. 3. The mechanical test setup with a fixation plate
attached: a) during the tensile strength test, b) ruptured
(PLA/C).
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Inkubacja

W celu sprawdzenia mechanizmu degradacji materiatu
ptytki inkubowano w wodzie destylowanej w temperaturze
37°Cx1 przez okres 6 tygodni przyjmujac, ze jest to mini-
malny okres dla uzyskania pierwotnego zrostu kostnego [8].
W trakcie inkubacji dokonywano pomiaréw pH z doktad-
noscig £0,01 (pH-metr Elmetron CP-315M), przewodnosci
ptynow z doktadnoscig +0,01 uS/cm (konduktometr Elme-
tron CC-315) oraz masy ptytek ,na sucho” z doktadnoscig
10,001 g (waga laboratoryjna RADWAG PS360/C/2).
Medium wymieniano w nastepujacych interwatach cza-
sowych: 24 h, 3 tyg., 6 tyg. Po 6 tygodniach inkubacji wy-
znaczono powtérnie wtasciwosci mechaniczne badanych
ptytek zespalajgcych. Pomiary prowadzono dla 5 probek
z kazdego rodzaju materiatu. Obliczono warto$¢ srednig
wraz z odchyleniem standardowym.

Wyniki i dyskusja

Analizujgc wtasciwosci mechaniczne otrzymanych ply-
tek (TABELA 1) widoczne jest, ze wszystkie wprowadzane
fazy modyfikujgce poprawiajg wytrzymatos¢ polimeru.
Najwiekszy wzrost wytrzymatosci, w stosunku do niemodyfi-
kowanego PLA, odnotowuije sie przy zastosowaniu witdkien
weglowych (ponad 80%) i PAN (ponad 60%), najmniejszy
dla drutéw magnezowych (ok. 20%) i stalowych (ok. 30%).
Uzyskano tym samym wartosci mieszczgce sie w zakresie
wytrzymatosci na rozcigganie kosci zbitej.

W przypadku zbrojenia ptytek drutami kluczowe znacze-
nie ma granica rozdziatu faz drut-polimer. Zauwazono stabg
adhezje (nie stwierdzono trwatego zwigzania powierzchni)
drutu stalowego z osnowg polimerowa. W przypadku drutu
magnezowego stopien adhezji byt zadowalajgcy, podczas
gdy prébki wzmacniane wtéknem poliakrylonitrylowym
i weglowym cechowaty sie bardzo dobrym zwigzaniem
Z 0Snowa.

Analizujgc wyglad prébek po testach mechanicznych
stwierdzono, ze dla ptytek PLA/St oraz PLA/Mg sposaéb nisz-
czenia podczas rozciggania byt podobny jak w przypadku
czystego PLA. Linia kruchego pekniecia przebiegata zawsze
prostopadle do osi dziatania sity rozciggajgcej, z obu stron
pierwszego od srodka otworu mocujgcego (najblizszego
miejscu ztamania kosci). W przypadku rozciggania probek
wzmacnianych wiéknami widoczne jest wystepowanie me-
chanizmow ograniczajgcych kruche pekanie m.in.: mostko-
wanie peknie¢ i wycigganie wiokien. Mozna tez stwierdzic,
ze w obu przypadkach (PLA/C i PLA/PAN) udato sie dobrze
przesgczy¢ witdkna oraz trwale je zwigzaé z osnowg poli-
merowg. Schemat pekania kompozytéw witéknistych mozna
przeanalizowa¢ na podstawie RYS. 3b i 4. Wyrazna linia
rozdziatu, przypominajgca wydtuzong litere Z skfada sie
z trzech odcinkéw. Zaczyna sie jednostronnym poprzecz-
nym peknieciem przy pierwszym (od srodka) otworze
mocujgcym, nastepne propaguje wzdtuz osi dtugiej prébki
do sgsiedniego, drugiego otworu by ponownie zmieni¢
kierunek na poprzeczny i zakonczy¢ jednostronnym pek-
nieciem po przeciwnej do pierwszego odcinka stronie.
Taki schemat pekania sugeruje sprezyste odksztatcenie
widkien oraz niewielkie skrecenie ptytki w stosunku do
dziatajgcej sity. Wynikiem tego moze by¢ bardziej korzystny
rozktad naprezen i odksztatcen, gdyz obcigzenie jest prze-
noszone przez wszystkie wkrety mocujgce ptytke.

Incubation

The plates were incubated in distilled water at 37°C over ® @ @ @ @ @ o

a period of 6 weeks. During incubation, measurements of
pH £0.01 (pH-metr EImetron CP-315M), fluid conductivity
1£0.01 pS/cm (conductometer Elmetron CC-315) and
“dry” plate mass + 0.001 g were performed (RADWAG
PS360/C/2). The medium was renewed after the following
time intervals: 24 h, 3 weeks, 6 weeks. After 6 weeks of
incubation, the mechanical characteristics of the analysed
fixation plates were once again tested.

Results

TABELA 1. Wytrzymalos¢ na rozcigganie plytek
zespalajacych.

TABLE 1. Tensile strength of particular fixation
plates.

Vetere! neeaciaganic
Tensile strength [MPa]

PLA/C 80+6
PLA/PAN 709
PLA/St 58 +8
PLA/Mg 53+ 8
PLA 44 + 14
Cottioal bona [9] 50-180

Analysing the mechanical characteristics of the obtained
plates (TABLE 1), it was demonstrated that each of the
introduced modifying phases improved the strength of the
polymer. The highest increase in terms of strength, when
compared with pure PLA, was observed for carbon fibres
(over 80%) and PAN fibres (over 60%), followed by steel wire
(approx. 30%) and magnesium wire (approx. 20%). Results
obtained are congruent with a cortical bone tensile strength.

When plates are reinforced with metallic wire, the key
issue is the border between the phases wire-polymer. There
was very low adhesion (no firm bonding) between steel wire
and PLA matrix whereas good adhesion between magne-
sium wire and PLA matrix was observed. Very good adhe-
sion was revealed for carbon and polyacrylonitrile fibres.

In the case of PLA/St and PLA/Mg plates, the pattern of
eventual rupture was the same as in the case of pure PLA.
The line of brittle rupture was always perpendicular to the
axis of the tensile force and located on both sides of the
centre-most (nearest to the bone fracture) screw-hole. When
the tested plate was reinforced with fibres, mechanisms limit-
ing the occurrence of brittle fractures were present, including
bridging of ruptures and stretching fibres. The model of the
rupturing of fibre composites can be analysedin FIGs 3band 4.
A clear line of division, similar to a somewhat elongated let-
ter Z, comprised three sections. It started with a unilateral,
transverse fracture at the centre-most screw-hole, then
it propagated along the long axis of the sample towards the
next hole, where it changed direction once again to become
transverse and ended with a unilateral fracture on the oppo-
site side to the first section. This model of the rupturing pro-
cess may suggest elastic strain of the fibres and a slight twist
of the plate in reference to the applied force. As a result more
favourable distribution of stress and strain can be obtained
due to the fact that the load is conveyed to all six screws.
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RYS. 4. Plytki zespalajgce po zniszczeniu, od gory:
PLA/C, PLA/Mg oraz PLA.

FIG. 4. Ruptured fixation plates, from the top re-
spectively: PLA/C, PLA/Mg and PLA.

RYS. 5. Zmiany pH wody destylowanej w trakcie
inkubaciji ptytek zespalajacych.

FIG. 5. Changes in the distilled water pH during
the incubation of fixation plates.
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RYS. 6. Zmiany przewodnosci wody destylowanej w trakcie inkubacji ptytek zespalajacych.
FIG. 6. Changes in distilled water conductivity during the incubation of fixation plates.

Szesciotygodniowa inkubacja w $rodowisku wodnym
ptytek polimerowych wzmacnianych wiéknem weglowym,
widéknem PAN lub drutem stalowym wykazata brak istotne-
go wptywu tych materiatéw na pH i przewodno$¢ medium
inkubacyjnego (RYS. 5 i 6). Poczatkowo dla materiatéw
modyfikowanych wtoknami widoczny jest niewielki wzrost
przewodnosci lecz po kolejnych wymianach ptynu warto$ci
pozostajg na poziomie odpowiadajgcym czystej wodzie.
W przypadku modyfikacji drutem magnezowym juz w pierw-
szej dobie odczyn medium ulega zmianie na zasadowy
i mimo wymiany ptynu utrzymuje sie w granicach pH ~10
przez caty okres trwania eksperymentu. W przypadku prze-
wodnosci wraz z czasem trwania inkubacji zmiany stajg sie
coraz mniejsze (RYS. 6). Mimo dobrej adhezji na granicy
drut magnezowy-polimer faza wzmacniajgca nie jest dobrze
zabezpieczona przed wptywem Srodowiska wodnego i zbyt
szybko ulega degradacji. Zapoczgtkowana resorpcja drutéw
magnezowych moze w konsekwencji stwarza¢ potencjalne
zagrozenie dla otaczajgcych tkanek.

The six week water incubation of polymer plates rein-
forced with carbon fibre, PAN fibre or steel fibre revealed no
significant influence of the materials on the pH and conduc-
tivity of the medium (FIGs. 5 and 6). Initially, for materials
modified with fibres, a slight increase in conductivity was
observed, but after the subsequent liquid replacements its
values remained at the level of pure water. In the case of
modification with magnesium wire, already during the first
24 hours the medium became alkaline and, despite water
replacement, remained at pH ~10 throughout the experi-
ment. As for the conductivity, the changes lessened in time
as incubation progressed (FIG. 6). Despite good adhesion,
the border between the magnesium wire and the polymer
was not sufficiently isolated from the influence of the wa-
ter environment and was susceptible to fast degradation.
The initiated resorption of magnesium wiring can be poten-
tially harmful to the surrounding tissue.
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RYS. 7. Zmiany masy plytek zespalajacych po
inkubaciji.
FIG. 7. Changes to plate mass after incubation.

Mimo niewielkich zmian pH i przewodnosci dla pozo-
statych ptytek zespalajgcych widoczne jest, ze wszystkie
kompozycje sg podatne na dziatanie srodowiska wodnego.
Dla wszystkich materiatdw obserwuje sie przyrost masy
(RYS. 7) zwigzany przede wszystkim z wbudowywaniem
wody w strukture polimeru. Efekt ten jest najlepiej widoczny
dla polimeru modyfikowanego wtoknem weglowym, co moz-
na powigzac z obecnoscig najwiekszej ilosci granic rozdziatu
faz wtdkno-osnowa, a tym samym utatwiong penetracjg
medium i przyspieszeniem degradacji polimeru.

O degradacji ptytek swiadczg réowniez zmiany wy-
trzymatosci zespolen realizowanych za ich pomoca.
Po szesciotygodniowej inkubaciji (czyli minimalnym czasie
odpowiadajgcym uzyskaniu pierwotnego zrostu kostnego)
wiasciwosci mechaniczne ptytek pogarszajg sie w réznym
stopniu zaleznie od sktadu (RYS. 8). Najwiekszy spadek
wytrzymatosci widoczny jest dla ptytek modyfikowanych
drutem magnezowym. Degradujgcy drut, ktéry podobnie
jak polimer stat sie kruchy, ulega zerwaniu przy niewielkim
obcigzeniu i jednoczesnie, zmniejszajgc udziat polimeru
na przekroju poprzecznym, powoduje ostabienie materiatu
kompozytowego. Ptytka PLA/Mg peka przy pierwszym
otworze mocujgcym, a wiec podobnie jak w przypadku
ptytki wykonanej z czystego polimeru. Dla ptytki z drutem
stalowym widoczny jest réwniez znaczny spadek wytrzyma-
tosci, na poziomie 50%, po inkubacji w srodowisku wodnym.
Nalezy przypomnie¢ jednak, ze prébki PLA/St badane byty
ze wzgledu na uzyskanie wartosci poréwnawczych, a nie
mozliwe potencjalne zastosowanie w praktyce klinicznej.
Drut stalowy, po catkowitej resorpcji matrycy polimerowej
musiatby zosta¢ z organizmu usuniety i z tego powodu
nie spetnia postawionego w celu tych badan warunku
o catkowitej biowchtanialnosci implantu. Najkorzystniejsze
wyniki uzyskano dla ptytek modyfikowanych wiéknami.
W przypadku widkien poliakrylonitrylowych nie odnotowano
spadku wytrzymatosci ptytek po 6 tygodniowej inkubaciji,
za$ dla widkien weglowych wytrzymatos¢ obnizyta sie
o ok. 25% osiggajgc warto$¢ 60 MPa, tj. wyzszg niz wyj-
sciowych ptytek modyfikowanych drutami.

RYS. 8. Zmiany wytrzymalosci na rozcigganie
plytek zespalajagcych w uktadach ptytka-drewno
po 6 tygodniowej inkubaciji w Srodowisku wodnym.
FIG. 8. Changes of the rupture force in tensile
strength tests on plate-connected setups.

The manufactured fixation plates, as shown in the per-
formed tests, were susceptible to the influence of water
environment. For all analysed materials, a mass increase
was observed (FIG. 7) related primarily to the process
of incorporating water into the structure of the polymer.
The effect was most apparent in the case of polymer modi-
fied with carbon fibres, which can be related to the pres-
ence of more numerous boundaries between the phases of
fibre and groundmass, which facilitated penetration of the
medium and degradation of the polymer.

Degradation of the plates is also evidenced by changes
in the strength of the fixations they constitute. After the six
week incubation (which reflects the minimum time needed
for primary bone union to take place) the mechanical char-
acteristics of the plates deteriorated to a varying degree,
depending on the material combination (FIG. 8). The most
significant decrease was observed in plates modified with
magnesium wire. The degrading wire became brittle as
well as the polymer and ruptured at relatively low loads.
Moreover, as it reduced the amount of polymer present
in the transverse section, it actually weakened the compos-
ite material. The plate, similarly to pure polymer, ruptured
at the first screw-hole. Steel wire reinforced samples, after
incubation in distilled water, have rather low tensile strength.
It decreased of 50%. It has to be kept in mind that PLA/St
samples were tested for comparison purposes only not for
potential medical application. Steel wire, after the polymer
is completely resorbed, remains in the body and needs
to be removed. Because of the necessity of the reoperation
such composite implant can not be considered as a fully
bioresorbable and does not fulfil requirements of conducted
research. The best results were obtained for carbon and
polyacrylonitrile fibres. After six week incubation no tensile
strength decrease of PLA/PAN and very low decrease
(-25%) of PLA/C were observed. The tensile strength
of PLA/C achieved value of 60 MPa what is higher than
tensile strength of “green samples” modified with wires.
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Whioski

1. Zaproponowane kompozycje polimer-faza wzmac-
niajgca mogag stanowi¢ ciekawe rozwigzanie w przypadku
zespalania kosci drobnych, zwtaszcza u matych zwierzat.
Dzieki znacznie korzystniejszej charakterystyce naprezenio-
wo-odksztatceniowej oraz lepszym parametrom mechanicz-
nym moga one stanowi¢ alternatywe dla ptytek wykonanych
z czystych polimerow.

2. Sposréd badanych materiatow zdecydowanie lepsze
parametry mechaniczne uzyskano w przypadku zastoso-
wania fazy wzmacniajgcej w postaci widkien niz drutéw.
Dodatkowg zaletg wprowadzenia fazy widknistej jest ko-
rzystniejszy rozktad naprezen i odksztatcen w obrebie otwo-
réw mocujgcych i wynikajgcy z tego sposob przenoszenia
obcigzen podczas jednoosiowego rozciggania.

3. Badania mechaniczne wskazujg, iz wiékna nadajg
kompozytowi pewien stopien sprezystosci. Mimo spekan
osnowy nie dochodzito do catkowitego rozdzielenia dystal-
nych czesci ptytek.

4. Kolejny etap badan powinien obejmowa¢ dobdr op-
tymalnych udziatéw faz wzmacniajgcych, optymalizacje
metody otrzymywania ptytek oraz ocene biozgodnosci
opracowanych materiatow, a takze badanie implantéw
w schemacie tréjpunktowego zginania i skrecania.
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Conclusions

1. The proposed polymer-phase compositions may offer
interesting solutions in the treatment small bones fractures,
particularly in small animals. With their superior stress-strain
characteristic and better mechanical parameters, they may
offer a viable alternative to pure polymer plates.

2. Among the tested materials, decidedly better me-
chanical parameters were observed for phases reinforced
with fibres, rather than wires. An additional benefit of the
introduction of the fibrous phase was a better distribution of
stress and strain around the screw-holes and the resulting
improvement of load distribution during axial tensile tests.

3. Mechanical tests indicated that fibres provided the
composite with a certain degree of elasticity. Despite cracks
in the groundmass the distal parts of the plates were not
completely separated.

4. The subsequent stage of the research ought to pertain
to establishing the optimum fractions of the reinforcement
phases, optimising the method of plate production, verify-
ing the biocompatibility of the studied materials and widen
range of mechanical testing (eg. 3pts. bending and torsion).
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biomedical applications. Engineering of Biomaterials / Inzynieria Biomateriatatéw 122-123 (2013) 10-11.
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ST5/05793: ,Opracowanie oraz badanie wtasciwosci kompozytu polimerowo-apatytowego zawierajgcego selen oraz bisfo-
sfoniany’).
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Charakterystyka:

Tematyka prezentowana w trakcie zaje¢ obejmuje przeglad wszystkich grup materiatéw dla zastosowan me-
dycznych: metalicznych, ceramicznych, polimerowych, weglowych i kompozytowych. Studenci zapoznajg sie
z metodami projektowania i wytwarzania biomateriatéw, a nastepnie mozliwo$ciami analizy ich wtasciwosci
mechanicznych, wtasciwosci fizykochemicznych (laboratoria z metod badan: elektronowa mikroskopia skanin-
gowa, mikroskopia sit atomowych, spektroskopia w podczerwieni, badania energii powierzchniowej i zwilzalno-
8ci) i wtasciwosci biologicznych (badania: in vitro i in vivo). Omawiane sg regulacje prawne i aspekty etyczne
zwigzane z badaniami na zwierzetach i badaniami klinicznymi (norma EU ISO 10993). Studenci zapoznajg sie
Z najnowszymi osiggnieciami medycyny regeneracyjnej i inzynierii tkankowe;.

Sylwetka absolwenta:

Studia adresowane sa do absolwentéw uczelni technicznych (inzynieria materiatowa, technologia chemiczna),
przyrodniczych (chemia, biologia, biotechnologia), a takze medycznych, stomatologicznych, farmaceutycz-
nych i weterynaryjnych, pragngcych zdoby¢, poszerzyc¢ i ugruntowac wiedze z zakresu inzynierii biomateriatow
i nowoczesnych materiatow dla medycyny.

Stuchacze zdobywajg i/lub pogtebiajg wiedze z zakresu inzynierii biomateriatéw. Po zakonczeniu studiéw wy-
kazujg sie znajomoscig budowy, wiasciwosci i sposobu otrzymywania materiatéw przeznaczonych dla medy-
cyny. Potrafig analizowaé¢ wyniki badan i przektadac¢ je na zachowanie sie biomateriatu w warunkach zywego
organizmu. Ponadto stuchacze wprowadzani sg w zagadnienia dotyczgce wymagan normowych, etycznych
i prawnych niezbednych do wprowadzenia nowego materiatu na rynek. Ukoriczenie studiow pozwala na na-
bycie umiejetnosci przygotowywania wnioskéw do Komisji Etycznych i doboru metod badawczych w zakresie
analizy biozgodnosci materiatow.
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Wymagane dokumenty: dyplom ukohczenia szkoty wyzszej
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