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GRzEGoRz BNoRN, DANTEL SABAr-', ZBGNTEW SzczuREK'*

'KATEDRA cN RIRG l DŻ Ec ĘcEJ
śrłsrel Axloem llEoYcŻNEJ W BYToMU
"zA(Ł^D PAToMoRFoLoc i

ŚLAs(EJ A]<ADEMl MEDYCŻNEJ ! ZABF7!

Streszczenie
Dla celóW realizacjjtego ekspelynentu użyto krÓ'

]ików' którym wszczepiano da światła jamy szpiko-
we) kości udowej qrct z kanpozytu węgiel żywlca
epoksydawa' Kampozyt ten charakteryzu]e się bar
dŻo dob,' rhi A !dŚr'r a' rian)i fr .r han!'7 n ) n' o ".)lę-
dzy innyni ułalwia abróbkę nechanjczną, umażliwia
otrzvmvwanie jnp]antów o złażanvch kŚztaltach

Do eksperynentu użyla sześć królików z zastasa-
Wanien kompazytu w^ókno węg]owe. osnowa epok'
sydawa pokrltych warslwą hydroksyapatytu /i!np! ant
C ep HAP / w okresach abseMaĆji 1 1 4' 1 8 2a' 22

Ce]-am prŻeprcwadzanego badana była okreŚle-
nie przydatnoścj tego materiału jaka elenentu zespa
ldjąLcaato$ ' o! d / j-go bia/qadrał ] Wla7dĄo ż"
w szpjku koslnym otaczającyn qrat zachadzą proce
sy rcsorycji' a następnie rdbudawy kaści aż da po
w,I.n!d oa],zd]-! 

^a1 
] gąb'/a-lFt T'fr pŻPĄldna,Ą

tow arzy szyła pr stę p Ll]ąca bjoc| e g ra d a cj a fragm entÓw
Wszczepu' aż da powstania zbry]onych struktur j jch
pyłowega rozpadu. Fragnenty tega mate alu działa'
]ą st!nu]u]ą.a ne aonawę 

^aa 
l9ąb' 2a]at l nF 

^\-rol/wd4 a.J' l)nU a]brzrn,aĄamó'Ąa^eao "l'i /n:an

W aparciu a przeprowadzane bad ania patwierdza
no wa|ory wytrzynałościowe tego m ateliału araz ]ego
biozgodnaść' Natoniast uzyskano jedynie patwierc]ze
rie pa^a]nej b'o.Jeqlcdd'j! o/parŻ)nd]ąl"j ']ę n"
pow ie rzc hn i lega n ale ri ału'

slowa kluczowe: biomateriały' kampozyty wę91o-
we' żywica epoksydowa' histopatolagia' badania na

Wprowadzenie

Do ]stotnych czynnikóW decydujących o wykozyslan u
ma'eliaJóW loTpoly(owyul / W]oh' ór węq o4/_li s rF-
o}Lyne laleŻi /a|r7\l ćoż|Ńasr| cpeh el 'd 

^)aogówolofJn(cy o".l o'aŻ plle;ł -." no;c dla o'oaie_io^ar a
rentgenowskiego Pomimo że konrpoŻyty Węg]elwęg]el
Uważa się za atfakcyjne dla Wie|Lr dz ałóW medycyny, W tynr

takŻe d a chjrurgii dzecęce]' lo ]ednak sŻelokie zastoso'
Wd1ie lyr_ Tllefialow su-e qę og..n'Llole / -wdgi 1.
Żnaczna ich kruchośćt1' 2 7l D a polepszen a Wlaściwośc
rnechan cŻnych, zwlaszcza agfa|czenia kruchośc, konr
pozyty węgiel_Węg e próbU]e się zastępoWać kom

GMEGov BAJoR*' o^NlEL SABAT--' zBlGNlEw sŻczUREK'*

'DEPARTLTENT oF CH LDREN SIRGERY
SLESAN ]\T]ED cAL ACADEMY N BYToM

"DEPARThENT oF PATHoMoRPHoLocY
SILESAN N4ED|CAL ACADEMY N ZABRŻE

Abstract

Rabbits with the anaw head-shaped carbon-epaxy
resin canpasite implantecl into the fenoral bane nar-
row cavjly were used in the expeńnent' The con'pos-
ite has very goad rnechanical properties, which en-
able mechanical working and fornalian of conplex

Six rabbits with implants made of carbon tibre -
epaxy resin composite, coated with hydroxyapatite /
C-ep-HAP inplantJ, were used in 4, 14. 18, 20, 22
weeks af absetuation.

The aim of the experinent was ta deternine the
usefulness ofthe composile material as an element
unning banes as wel as its biocompatibility. ft has been
shown that in the bane marrow surrounding the im-
plant there take place the processe s of resorption and
bone rcstoratian leading to the farmatian of a mature
spongy bone. These changes are accompanied by
prcgleŚsive biadeqrcdation af the inplanted frag-
nents. i.e. tunping and dusting. Fragnents at the
inplanted material stinulate restaratian af spanry
bone dnddo not^aus" gtgdntoLelluldr Gai on o, ^rca-
t cialchanges.

The investigatians canied out in this wark cantirned
gaod strength ancl bioconpatlbility ofthe inplant na'
bnal. Only stow biodegmdation beginning onthe sur
face of the materialwas obseNed.

Key worels: bianaterials, carban conposites,
epaxy resin, histopathalogy, experiments on aninals

lntroduction

Posslbilliy of funl ing the biofunctionality requlrements
and transpatencyfor x_ray radiatron are deciŚiVe iactols for
the app icalion ofcomposite materials wlth carbon fibres in
med cine Although carbon-carbon composites are rcgarded
.rlrrcr;ve .' rany t,elds o'medicine, paedatrc surgery ir
pańicular' theit Wide use becomes limited because of fru_
g lity [1' 2, 7]. To lmprcVe theit mechanicalpropeńies' and
to reduce their fragllity in patic!lar, these cornposites are
replaced by composite with polymer mat x. Carbon fibrc -
polymer matrlx gives new possibillities of applicaiion in
medicine\' owing to the carbon fib€s they have suitable
flex bility' are betterto]eraled by the oĘanism ihan metallic
nralerlals, do not u ndergo corros on and are llghl and trans-
luceni to lhe x-ray radiationl- To accelerate the formation of
a siable union ofthe implantwith the bone tissuę' hydroxya-
patite coating ls applied.
Boih thermoplastic and thermosetting polymers are sug-
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poŻytam o osnowie polimerowe]. Kompozyty Wlókno wę_
glowe_osnowa polimercWa s\ryaEają nowe moż] Wości ap _

kacyjre w medycyne' Dzięk połączen u z w]óknem Węglo-
wym L]zyskuią one odpow edn ią elastycznośc sąlepieito_
lerowane pżez organiŻm niż materiały meta iczne' n]e L]le_
ga]ąprocesowi kolozji' sąiekke inadalpżeświeca ne dla
prcmien rentgenowskich' Aby pżyśp eszyć tMa]e połącze_
'ie i'rol"1lL 7I"ar_d Loslnc lasloŚowa-o po-rylle / rra'
leriału bioaktywnego ja kim jest hydroksyapatyt

l,,lateralami stosowa|ymi na osnowy kompoz}łóW wę'
g oWo orga nicznych są Żaówno polimety termoplastycz|e
iak lernroulwardzalne. Dla potrzeb tego eksperymentu
Liżlo Żywicy epoksydowei' należącejdo grupy malerałóW
ternroutwardzalnych.

ceenr pracy by]a ocena przydatnoścl kompozyt! wę_
g]el Żywica epoksydowa do Żespoeń kostnych. szcŻegó
ną uwagę ŻWrócono na wiązan e się mplant! z kością w
okrese Wzrosiu' obseMowano materał oko czne tkank
n.obe' ro.cl7w .^ /avóŃ zwzyrŻ pawsla'y(r / r epze-
reagoWaIych monomerów lLrb toksycznych dodatkóW'

Materiały i metodyka

Do dośwadczenia użylo sześc króików rasy mieszanej
w ol e).e \^z'o r.oclrego o wdole ntp p.zF\racla,clej
2500 g ' [.4ater ał podda ny ocenie hislopalologicznej stano-
Wl kompozyl W]ókno Węglowe ż],11/ ca epoksydowa, pokry_
ty Warstwą hydroksyapatytu (inrplant c ep Hap)' Material
imp antowany do ]amy sŻpikowei oraz oko czną tkankę kosl
nąoceniano histopatoogczne po Upływe 4' 14' 18,20 l

22 tygadni
Pochodzen e zwie.ząt doświadczalnych' miejsce ich

przebywania isposób p.zygotowan a materia]ÓW do badań
h]stopatologirznych zosiały szcŻegółowo okreś one we
Wcześnie]szych pub kacjach'

Wyniki badań

W materia e dośWiadczalnym obseMowanym po !pły_
we 4 

'yooo.li/r. 
ero.ro,,loorweg o^e /lorole I wlrazn e

skróconych W]Ókien jnkrus|uiących chząstkę sŻkl]stą w
pobliżu trzpienia Sama chząstka wykazywała cechy roz
plywania się istoty podstawowej' Wiym okrese n]e slvier
dzano obecnośc Wonych cząstek z}^ł cy epoksydowej
obecnośĆ chrząstki szk istej moŻe WskaŻywaĆ na meta_
plazję chEęslną tkanki kostnej spolykaną często Lr Żwie
rŻąt dośWiadczalnych'

W pobl]żu trzpenia węglowego stlvierdzaro obecność
koŚci gąbcŻaste] z cechami resorpcj , o czym śWiadczyły
nie czne osteoklasty pojedyncze fragmenty krótk ch WłÓ
kien WęqlowyĆh (RYS 1)

W preparalach z 14 tygodn a obseMaci
najb iŻszym sąsiedzt!./ie trzp en]a Węgiowego drobne owal'
ne beleczki kostne w fazie Źywei odbudowy. stweldzono
tam zdecydowanąobecność sznUrów osteob astóW pokry_
Wających be eczki kostne Dość liczne poszeżone naczy_
n a kwionośne Wypełnjone byly krwinkam] cŻeMonyrni Na
bżegu opisywanyclr strtJktur zna ezono niellczne drobne

Na obwodzie wyŻei opsa|ych zmian cenkie beleczki
kostne byływ pełniuksŻtałiowane' Tylko poiedyncze oste'
okasty zokalizowane w pewnym oddalenlu od beleczki
Wskazwały na zakończony proces resorpc] . Nadto u Wie_
lu zW erząt tej grupy stlvierdŻono utkanle dojźałe] uwap_
nionei kości gąbczaste] zloka]zowanej W de ikalnei luźne]
ikance łącznej Natomiast u nnych Żwierząl do]rŻałe be_
leczki koslne znajdoWały sjęw bogatokomórkowym szpiku
kostnym Żawierającym pojedyncze megakariocyty 1RYS 2)'
W tejŹe tkance sposiżegano liczne drobne naczynia wło_

gested forihe matices of new carbon_oĘanic compos_
jtes. Epoxy resin polymer belonging to the group oflhenno,
seit ng materials was used in the cuffent experiment

The alm oflhe sludy was lo evaluate the usefutness of
carbon-epoxy resin composite in bone uniting. Speciat ai-
tention 'łas pajd to the bonding ofthe implantwith the bone
in the pe od ofgroMh. The implant materiatand the adja-
ceni iissues were observed for the presence of abrasion
debris from unreacted monomers ortoxic additives.

Materials and methods

Six rabbits ofrnixed breed in ihe period of bone growth,
werqhi! nol more than 2500 g were useo rn r're expe i-
menl.lvate alsubtected io h stopatho ogicat evatuatior was
carbon 'epoxy resin composite, coated with a layer of hy-
droxyapatile /C-ep-Hap implanU. The maierial implanted to
ih€ marrow cavity togeth€r With the neighbouring bone tis_
su€ Was h]stopathologically evaluated aftet 4, 14, 18, 20
and 22 weeks.

The origin of the animals used ln lhe expedment, the
place oflheir stayas wellas the preparation method ofsan-
ples for the h stopaihological evaluaiion were presented in
details in earlier pubiicalions.

Results

Four weeks after irnplantalion ihe deposits of carbon,
consisting ofshońened fibtes bui]t in |he hya]ine carlibge
near the stem were observed. At the same lime free frag-
ments of epoxy res n were not found' The cańilage llself
showed the features of qround substance detiquescence.
The presence ofhyaline cańilage may suggest cańilag ino'
us melaplasia ofthe bone tissue frequently encou ntered in
experimental animals.

Near the carbon stem, there was spongy bone with the
features of resorption manlfested bysparse osteoclasts and
single ftagments of shoń carbon nbres (FlG' 'l)'

After fourteen weeks,liny oval bone trabecu tas ata sta-
ge ofongoing restoration were obseNed in the neighbour
hood ofcarbon stem. Chains ofosteoblasts covered bone
trabeculas. Numercus, enlarged blood vessels were filted
with red blood cells. Sparse iinyfraqments ofcarbon were
found on lhe edqes oilhe described siructures.

Peripheral thin bone ttabeculas Were fully d€Ve]oped. sin'
gle osteoclasts localised at some dlstance from the trabe-
cula were the only indicalion of the competed resorption
process. Moreover, r.ature calclfied spongy bone was fo-
und in a dellcate loose conneciive tissue in many animats
of this group. ln other animals, however, mature bone tra-
beculaswere observed in lhe cell-rich bone marow. conta,
in]ng single megacarioq,łes (FlG' 2)' n the same tissue
there were numerous liny capillaries filled with red btood

only in single an]mals, on the suńace of mat!rc bone
trabec!]as With prope y local]sed osteocytes, shońened car-
bon fibres in lhe form of clumped cong ornerates (Ftc. 3).
ln borh desc bFd grolrps the presence of Fpoyy esi- was
not stated, which may suggest its complete resorption. There
Was no evidence of gigantoce lular rcacłion or cicatricial
changes, either.

ln the group of anirnals afrer twenty-one weeks ofobse
rvat]on' in the nearesl ne ghbouńood ofcarbón stem' the-
re were numerous bone trabeculas, They contained osie-
ocytes surrounded by growing osleoblasls thatformed thic,
kened structures. The osleold irabeculas tended to merge
and form f ssUre_!]ke inteńlabecular spaces' single osteoc'
lasts found there, suggested that the resorption process
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RYs. 1. 3 tygodnie-kości gąbczasta z cechami
resorpcji. (H&E, 200x).

FlG. 1. 3 weeks - spongy bone with features of
reso.ption (H&E, 200x).

RYs'3. 12 tygodni-zbrylone konglomeraty włókien
węglowych na powierzchni beleczki kostnej
(H&E,400x).

FlG.3. l2 weeks - clufiped congtomerats of carbon

'ibres 
on the suńace of bony trabeculae (H&E,

400x).

RYs. 5. 21 tydzień-resztki źywicy epoksydowej
otoczolle zbrylonymi fragmentami włókien
węglowych (H&E' 400x}'

FlG' 5. 2'l W€eks - remains of epoxy lesin
surrounding by clumped carbon fibres
(H&E, 4O0x).

RYs. 2. 12 tygodni-dojrzał€ beleczki kostn€ w
szpiku kostnym ŹaWi€rającym pojedyncze
megakariocyty (H&E, 100x).

FlG.2. 12 weeks-mature bony habecutae in bone
marrron, containing single megacariocytes
(H&E,100x).

RYs.4' 21 tydzi€ń - w sąsiedżtwie belecżek
kostnych tkanka łącŹna włóknista oraz resztki
zbrylonych wlókien węglowych {H&E, 20ox)'

FtG.4' 21 weeks - connectiv€ fibrous tissue and
remains of clumped carbon fib.€s in
neighbourhood of bony lrabeculae (H&E, 200x).

RYs' 6. 21 tydzień'siatkowata struktura clojrzałej
kości gąbczastej bez cech aktywności
komórkowej (H&E' 40x).

FlG.6. 21 weeks - net structured ot matu.e
spongy osseous tissue, with no celullar activjty
(H&E, a0x).
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Tylko U pojedynczych zwierz ątznalez ono na powiezchnl

dojrzałych beleczek kostnych zawiera]ących plawidłowo
zlokalizowa ne osteocyty obfitsze złog znacznie skróconych
włókien węg owych tworŻąĆych Żblylone konglomeraly
(RYS. 3). W obydwu opisywanych grupach czasowych nie
stwierdzono obecnośc Źywicy epoksydowej' co może sU_
gercwać calkowitą resolpcję tej substancji' Nie w}^łoly\ła_
la ora 'ow1l.ż oo'/y-lu olb7ymio.omollosPgo dn' 'm dr

W g' p " z'erząl po 2 lyqodr ac] ooceMacj w -dj_
b Ższym sąs edztvv e trzpen]a Węglowego utkanie złożone
bylo z licznych beleczek kostnych. ZaW erały one osteocy_
() ob7FŻore lo7ra <1J,ą. yTl s ę o<IFobiasla Tl Iń or7ąc} r
nawarstwiaiące s]ę struktury' Beleczki osteo]d u wykazywa_
ły tendencję do zlewan a s ę i powstawania szcze inowa
tych pŻestrzen]międzybeleczkowych' W n ch występowa_
) pojpd) \'eo',eollds.).,ow5ld/yMdlorarie/atoi./ory
ieszcze proces resorpcji' W bezpośfedn m sąsiedztwie be-
eczek kostnyclr zna]dowała się tkanka lączna WłÓkn sta
okostnej zawieąąca nie iczne reszlki zbrylonych Wlókien
Węg owych, śWiadcząceo daleko posun ętej biodegradac]i
(RYs 4) W innych iatomiast rn ejscach, W pobliżu akt}4ł-
nej odbldowy beleczek koslnych znajdowały sę iedyn e
skup]ska skróconych WlÓk en Węg]owych ' Zlog węgloweob
seMowano róWn eż w szcze nach włókniste] tkank łącz_
nej okostnej, które Wykazywaly znaczniejszy stopień zbry
len a aż do pojawien a sę slruklur pyłowych Wtych mie|
scach Wyslępowały dość liczne poszelzone naczyn a krw o-
1oi1e svoeh or e I wirkdrr czeMor\ai Wlpd' /" ara-
scu znaleziono ]asnobrązową pozostalość pożyW]cy epok

'/dowejo ' dl"tLez-|-o-oge ny-r'Z djd']dca,ię ł gl-_
pieŻbrylonych resztekwlókien Węg owych' W je]otorzen Ll

nie shłierdzono żadnego odczyn u typu "ciała obcego ' (RYS.
5)

W obseMowanej srupie zna eziofo n ewie kie resztki
obecnośc Wszczepu kompozyiu węg owego, Wykazujące
da eko posunlęty proces biodegradaci o charakterze zbry_
lonych, rozdrobn onych struktur. Ty ko miejscamiw utkan u
kości gąbczaslej, W przestŻeniach m ędzybeeczkowych
Występowaly nie cŻne fragmenly znacŻnje sklóconych włó
kien węg owych. W daszej odległości od trzpen a węg o_
WegowytworŻyła się dojżała gąbcŻasta tkanka kostna ilvo
rząca satkowatąslruklurę, W której n e spostrzegano ak_
t}Ąłnośc komÓrek kostnych (RYS' 6).

W badanych nafządach wewnętrznych /mózg, płuca,
nerk]' Wą|roba 

'ś 
edz ona/ n e wykaŻano zmian Żwiązanych

z przebeg enr dośwadczenia' N e zna eziono m kroskopo
wo flagmenlów stosowanego matelału W doświadczeniu'

omówienie i dyskusja

Pom mo Wielu niepodwaŹa nych zaletWłókien Węg owĄ/ch
szybko okazalo się, że chalakieryzują s]ę one także dużą
kruchością ]am iwością ] tendencią do fragmentacji [1, 2,
3]. Proble my ie znacznie słabie] man ifestL]]ą się, ]eŹe Włók_
-o łeq owA zo.un eWp-owddlo| p do odpo\^|Fdn pJ o'no_
V\y' Ko-poŻ)l) o osnoil.h organi.'ry.h s'J1ow'ą sięL
nową generację materiałów siosowanych do ]mpantaci.
Dzięki polączen ! z włÓknem Węglowym UŻyskująodpowed
niąelastyczność, zwiększonąWytrzymałość przedłużony

W plezento!łanych Wyn kach eksperymenlu posłuŻono
sięmaterałem kompozytowymWęgel żywicaepoksydowa'
chcąc poprawiĆ tMałośc połącŻen a kornpozytu z tkanką
kostną zastosowano pokrycie z materiał] bioaktywnego
jakim lesl hydroksyapatyt [4. 6, 9, 10, 11].

obseMacie poczyn one W trakcie pŻebiegu dośW6d
czen a jak również wynik h stopatolog icŻnej ana izy Wyda-
jąsię być korzystne dla kompozytu węgie_żywica epoksy_
dowa Ż nałoŹonym na powierŻchnię elektroforetycznie

trabeculas, lhere was fibrous connective tissue of perio-
steum coniaining some r€ma]ns ofclumped carbon l]bfes,
which indicated advanced biodegradation (FlG.4). On the
other hand, ai the places of active restoration of bone ira-
beculas, on y clusters of shońened carbon fibres wele fo_
und. Carbon deposits, observed also inside ihe fissures of
fibrous conneclive tissue of periosteum, underwent more
significani clumping and dusting. At these places, quite
nurnerous extended blood vessels filled w th red blood cells
were asofound. Atone place, a light brown homogeneous
residue of epoxy resin was noiced withln the clumped re"
mains of carbon fibres. ln the viclnity there was no eviden-
ce of a foreigf body reaction (FlG. 5).

ln the obserued group some remains of carbon compo-
site implants were found at an advanced biodegradation
stage, i.e. in the form of clumped, broken up structures.
Only locally in ihe spongy bone, in the interlrabec!lar spa-
ces, there were few fragments of nrarkedly shortened caF
bon fibres. At a bigger distance from the carbon siern, ma'
ture spongy bone tissue iormed a netlvork in which no aci -
ve bone cells were noted (FlG.6).

ln the examined internal organs /brain, lungs, kidneys,
spleen, livet no changes related to the experiment were
found. Also according to rn croscopic observatons there
were no traces ofthe materia used n the expe rnent.

Discussion

ln spite of many unquestionable advantages of carbon
fibres it turned out ihat they are also fragile, easy to break
and tend to djsintegrate [1, 2, 3]. These prcblems are less
pronounced when carbon fibre is inseńed in a suitable ma'
trix. Polymers were used as malerias thatimprove mecha-
nical propeńles of the carbon'carbon con]postes' compo-
sites with organic matrices conslitute a new generation of
materials used forimp ants. Carbon iibres ernbedded in the
polymeric matrix exhlbit betlerRexib ily, higher strength and
longer process of fragmenlation.

Carbon-epoxy resin composite was used in lhe presen-
ted experirńen1s. To improve lhe stability of mplant union
wjlh bone tissue, ihe composite was coaied with a bioacti-
ve rnaterial hydroxyapalte 14,6, 9, 10, 111.

Observat ons made d uring the experiment as well as the
results of h lstopathological analysis seem to be in favourof
carbon-epoxy resin compos te with a hydroxyapatite coating
applied electrophorelica ly 15, 8, 101. The mate al did not
lose its p mary advantage, i.e. transparence to x'rays- lv4e'

chanica strength ofthe malerial ncreased, which was sta-
ted upon iis implaniation to the bone tissue. On autopsy,
the bones and the area around the implanl did not show
any release of free fragments of cańon fibres' Accord]ng to
h istological examinalion, after d fferent implantation periods
the processes of resorption werc obseNed in the bones
and maffow su ounding the composile material, followed
by bone restoration and formatton of r.ature spongy bone.
These processes were found more abundani deposlls
accornpanied by progressive biodegradalion ofcarbon im-
plantfraqments, manifested by clumplng and dusiing. Free
carbon fragnrents from the suńace of mplanted composite
stimulate the spongy bone reŚto€ton' The process may
be enhanced by hydroxyapatile applied elecirophoretically
on the suńace ofcomposile. ourobservations con1irm eal'
lier reports on the advantageous effect of hydroxyapatite
coatings on the suńace of melallic implant |10]' ln those
studies it has been stated lhatresorption of hidroxyapatite
taking place in the area between the hydroxyapaiite layer
and the bone enables grcwth of new cels in the place of
conlact wilh the bone, lead ng to strong bonding [5]. ln the
coufse ofexperiment' metaplastic hya ine cańilage under
going ossificationwas observed in the bone marrow.ln the
Whole hydroksyapatyłem t5,8, 10]' Nadalmate ał nie uvac
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swojej zasadnicŻej za eiy jaką jest ]ego przeżoĆŻystośĆ
dla o' omieni 

' 
elLgelowsk Lh Na(o. JsLZwęlsltłd 'lęwy_

irzymalość mechaniczna materiałU, co Żauważono w trak
ce jego Wszczepan a do tkanki kostnej' W trakcie og ę-
dzin kośc iokolicy WsŻczepu nie stwerdzono znacznego
uwah ania sięwolnych fragmentóWWłók en węglowych Hl_
stologiczniewprzedstawionychokresachobseMowanow
kości szpiku otaczającym materia] kornpozytowy procesy
resorpcji' a następn]e odbudowy kości aŹ do powstania
dojzałejkośc qąbczastej. Tyfir procesom towazyszyła po-
slępUjąca biodegradacja fragmentóW Wszczep! węgloWe-
go aŻ do powstania zbrylonych strukturiich pylowego roŻ_
padu' Uwolnione fragmenty WęgLowe z powerzchn wsz-
cŻepionego kompozytu Wplywa]ą stynrulująco na odnowę
(oscl gąb za.IF ' Na "7y Ia|\7F Lpal]lvd ' w lyT prc' ps'e

znacznego Wpły\'Vu nan esionego e ektroforetycznie hydrok
syapatu na powieŻchnię kompozytLr Nasze spostzeŻe_
nia potwierdzająWcześn ejsze donies jenia obseMowanych
korzystnych ziawisk na powlerzchn mpanlów metalicz_
nych pokMych hydroksyapatytem [10]W lych badaniach
stlvierdzono W obszarze granicznym porn ędzy hydroksy'
apatytem i kością resorpc]ę hydroksyapatytu u]alw ającą
ralJstarie nowy.h ko'1Ó'eh w mieŚcL s\h l7 |ol.ią'.o
powodu]e Wyhłorzenie mocnego Wiązania[s]. W przebe'
gu dośWiadczen a obseMowano pojawienie sę w szp ku
kostnym obecnośc metap]astycznej ch ząstk szklisleju e'
gającej kostnienlu' W trakcie przebiegu calego ekspery-
mentu obseNowano postępującą odnowę szpiku kostne_
go' Naeży podkreś ić' że sama obeĆność żywicy epoksy
dowe ' e wwo\t.|a od' lyrL o bzy nrc!o1ó'(owego dn

Wnioski

1' Kompoz},tWęglowy zosrowąpolirnelowązapewn a sku-
teczne i bezpieczne zespolenie odłamów kostnych
2 Powolna biodegradac]a kompoŻytuwęg el-żywica epok-
sydowa zapewnia dokonan]e s ę zrosiu kos|nego
3' Poprawę biologicznych WlaśĆ wości impla ntÓW osiąln ęto
poprzeŻ pokryc e powierzchni hydroksyapalytem
.1' Nip obcF1losa1o od.7y1U olb'/J -1io\o-nÓ.\o łFqo j-i
zmia| b iznowalych wskuiek obecnościżywicy epoksydo-

experimeni restorailon ofbone marrow was also observed.
ll s.oL d oe cressed Ll'al lne presence ofepoxy rcsin tself
did 1ol cause g€anlocel Jl3. reac|ion o. cic€l'icial cha,}
ges.

Conclusions

'1 . Carbon composite with polymer mat x enables effective
and safe unit ng of bone iragments.
2 Slow b odFqradarior or rre caroor epory resin Lomposi-
te ensures bone union.
3' Blological propeńies of the irnplant Were improved by
coating its suńace with hydroxyapalite'
4. No gigantocel!ular reaction or cicatricial changes were
found rclated to the presence of epoxy resin.
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REGULACJE PRAWNE THE LEGAL
... 9... r AsPEKTY ETYczNE REGULATIONS AND

W BADANIACH ETHICAL PROBLEMS
DOSWIADCZALNYCH NA CONCERNING THE USE
zwlERzĘTAcH OF EXPERIMENTAL
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ZAKIAD cH RLrRG l EXSPEFYMENTALNEr BADAN A B oMATER AŁÓW

AMDEM l N'IEDYCŻNEJ WE WRooLAWU

stowa kluczowe: zwierzęta c|aśWiadczalne, eks
perynenty, regutacje prawne, etyka

ZdF_yoowara wiel s/ośc blo-ale- alów' .Ży IFż s/e'lą
rozumianych wyrobów medycŻnych, Wyrnaga oceny bolo_
g cznej' którąprŻeprowadzić na eŻyWedluq normy EN_lSo
10993 Przeptowadzanie kole]nych etapów oceny, W Wy_
padku uzyskiwan a pozy\.'vnych rezultatóW' doprowadza
w końcowym etap]e do koniecznośc Wykonania dośwad_
czeń ub testóW z wykorzyslan em Żywych zwierŻąt'

człowiek wykorzysiu]e zwierŻęta do różnych celóW iuż
od Żarania dzejóW' Jednak to co rozunr enry ]ako prowa'
dzenie badań naukowych z wykorzystan em Ż}lvych zwe_
ząt m ało swoje początk dopiero W p]eMszej połowe XlX
Wieku' Natomiasi za peMsŻy akt prawny' który w jakirnś
stopniu regulował przeprowadzanie badań na zw]eżętach
]est n ewątp Wie Brytyjska lstawa pżeciwokruc eńsiv1/iJ wo'
bec zw elząl z 1a76 rok| J!ż w nowszych czasach wyda
no podobne Uslawy m' n w UsA, KanadŻje iAusttalii' W
sierpniu 1986 rok!. w slrasbourgu 11 ktaióW eLrropejskich
Wchodzących w sklad Uni podpisało konwencję ds' ochro_
ny zwierząi kręgowych używanych W doświadczen u lub_n\.l oo ryn"nacl' 1r +owvc- -el)l le. {olwan.|. 2
pew_yrr 7TiJ-'ami pEyjęly zosldl p7F7 Badę l _'opy w
lslopadzie tego samego rokl]jako obow ązuiąca dyrekty-
wa nr 86/906/EEc reguluiąca szczegółowo Używanie Ży_
wych zwierząt do eksperymentóW' badań' dośWiadczeń
testóW' Polska tei konwencj nie podpisala.

NiektóIe z ŻapisóW tej dyrekt}Ąły zoslały leż wprowa
dzone do Wymagań nornratywnych Norma lso 10993 pod
ogÓ nym tylułem "Biolog iczna ocena wyrobóW medycŻnych''
Żawiera arkusz nr 2] Animal Welfare Requirements _ Wy_
rnagania dotyĆzące dobroslanu zwierz ąt'

Jeszcze do niedawnajedynym aktem regu Ującym ogól_
nie pojęlą ochronę zW erząt' było rozpolządŻenie Prezy_
denta RP z dn a 22 nrarca 1928r' Bazując na tym akcie
podstawowym' jednostk badawczo_naukowe ustanawały
własne zasady postępowania Że ŻwieŻęta mi dośWiadczal_
nymi' NoWa ustBwa o ochron e zW erząt, nad którą prace
se]mowelMały ponad pięć at, nosidatę21 sjepnia 1997r'
Rozdzial 9 te] !stawy zatytułowa ny iesi "Procedury dośWiad'
cza ne z|Życ|en zwielząl' zawiera jedynie 5 a rtykułów (nu_
nF.i od 28 do 32 WlaLZr e) ol"lajoqęre.te] żejL w
momence publikacj| Ża pisy lego rozdziału tylko W n eW el_
kim stopn u sązgodne ze Wspomn anąjuż powyżejdyrek-
tyl.vąUnijnąŻ istopada 1986r (86/609i EEc)' Dytektywa la'
Żawiercjąca 27 artykułóW, w calości zajnrLrje się ochroną
ŻW erŻąt użlvanych do dośw adczeń iinnvch celóW nauko_
Wych' Jednak wydana uslawa nadal obowiązuje choć ]ej
Żapisy są mało szczegółowe a ptoces nowelzacii dopiero

Ko_1ilpt B.dań NdLLoBvc'' a oods€w e wcześ1pJ pze_
prowadzonej an kiety' przygotowal listę p acówek, któle mię'

LESZEK SoLsxr

DEPARTMENT oF EXPERIMENTAL SIRGERY AND BoMATERAI$

CHAR AND CLrNrc oF TRAuMAroLocy AND HANo SuRcEHy
MED€AL UN VERsnr, WRoCLAW

Key wolds: expeńmental animals' bjological evalu-
atian, leqal regulations, ethics.

Most of the so called biomaterials" or in a wider sense
rnedical devices, need to undergo biologicalevalualion, in
accordance wilh the European standard ENISO 10993. lf
a product or rnaterial receives positive eva ualion at differ-
ent slages of testing, at the fnal stage it has to be tesled
with the !se oflivino experimental anirnals

Var has been JŚlng a. imals 'or di*ererl purposess ]ce
the very beginning ol his history. However, what could be
regarded as conduciing the investgations with the use of
living animals began atihe beginning of 1glh century. The
fitsr.egJlalior. wl^ ch lo sorre exlerl . o']rrolled e xpe' me r-
lal inveŚligalions on animals, was lhe British act against
cruelty lo anirnals issued ln 1876. Laler on slmilar regula-
tions were passed in the lJ.S.A., Austmlia and Canada. tn
August 1986, in Strasbourg the eleven member count es
of ihe European Cornmuniiy sgned a convention for the
proieciion of veriebrates used for experirnenis and other
scientiflc purposes. The High European Council accepted
ihe main issues of that convenUon and edited in November
of the same y€ar as an obl]gatory European Directive NR
86/906/EEC, which controls in details all the experirnenlal
procedurcs wilh the living an mals- Poland, as yel, has not
signed that convenilon.

Some paragraphs ofthis directive were incorporated in
the normative slandards of lSO. like standard ISO 10993
'Biobgica evaluation of medica] devices" with pań 2] The
anirnal welfare requirements.

Until very recently here in Poland the only regulation
concerning all animal issues was the direcUveofthe Pres,
dent of Po ish Republlc edlted on 22-nd March 1928. On
tl_at basis alllhe '']sllulons n quesron. suc'r as LniveE-
ties. scieltilc instiLLtes. issued tl.eir own regulations cor-
cerning the experimental procedures wilh the use of living
anirnals, The new regu aiions were passed after 5 yearc of
the pa lamentary discussions on 2l-st Augusi 1997 and
are known as Animal Proleclion Act. Chaplei I of this act
is devoted io "Experimental procedures with use of living
animals". lt consrsts oionly 5 articles (nos. 28 to 32 incl.).
Unfortunately, very shortly afteMards it was clea y visible
that akeady al the moment of issuing most ofihe ańicles of
that specifc Chapterwere only to a sma lextent consistent



dzy in nymi prowadzą bad an a dośwadczenia czy tesly na
żywych zwiezęlach W oparc ! o te dane Wydane zosta]o
rozporządzen]e Rady N,,lin strów z dnia 17 slopada 1 999 r .

ń )p'dwle wvhclL pl.' o!\eh w l loly"1 oop .?' 7 a s e p'?F
p'owad7ar e el soenn erlów i le5lół d lywvLh -d'e'lę_
tach. Lisla la obejmu]e 85 różnego rodzajLl plaĆówek, w
tynr Ucze nie wyŹsze (uniwersytety, akadem e medyczne)'
]nstytuty podlegające PAN' a także lesortowe jednostki

Na podstawle zapsóW Ustawy o ochronie zw erząt wy
dane zostalo też rozpolządzen e Rady Min stróW z dnia 21
kwletn a 1999 rckLr w spEwie Kralowej Komisj Etycznejdo
spraw DośWiadczeń na ZW erzętach oraŻ loka nyclr komi'
sii etycznych do spraw dośWiadczeń na zW erzętach' Ko-
rŻysta]ąc Ż ŻapisóW lego rozparządzen a Plze\9odn czący
KBN powolał l5-osobową, Krajową Komisię Elyczną do
Spraw DośWadĆzeń na Zwerzętach' któla roŻpocŻęła pra
ceWewrześniu 1999r' W czerwcu 2000 roku' Kornisia Kra'
jowa ustalila składy osobowe izasjęg!dŻlalania 17 kom sjl
lokal|ych na terenie całego kraj! We wrześn u 2000 roku
Konr sja Krajowa zatwierdz ła form L] la re dwóch podstawo
Wv,l wno"how')"ilA 1a A/) 

^ 

ypAlr ' /!v-dLo]a' s ę o opts
n ę wykonania badań czy eksperymenlów na zwierzętach'
Usta one tez zosiały podstawowe zasacIy rozpatrywan a tych
WnioskóW i wydawan a opin o dopl]szcza ności wykony-
Wan a teslóW oraz badań na zwierzętach ub ch Wykorzy
slanado_eÓłdydallyc/1}'' Jcl'dl./:A 

^//e,ń}Tien one akty' pozostająjedynyrn regulacjami pfawnym obo-
w ązującynr w zakresie szeroko pojętych badań dośwad
czalnych na Żwierzętach' Należy tlr też zwlóciĆ uwagę, na
/de!ydoBd ] b'.t oq(i10|-l t|a(.lońe'"bo len p'ZJ
każdei Akadem] ]\/]edycznej roŻporządzen em V]in]stra
Zdrowia powołano Kornisie Bioetyczne' których zadan ern
jest op niowanie i Wydawan e zezwoleń na prowadzenie
badań klin cŻnyĆh na udziach

Wstępny projekl Klaiowej Kom sjizakładal Wprowadze_
nie aż 4 Wersj formularzy Wnoskowych' ale ostaleczne
zaa kceptowano jedyn e dwa' Jeden Wn osek odnos się do
!łykonJ,aVania dośWiadcŻeń tes|óWna żywych ŻW eŻ ętach 'podczas gdy drugi dotyczy jedyn e Wykożystania ży!łych
/s e'Żąl do Celo d}ddll}. z'Jc\ Ka nl. a KlÓ a^. Ń)l.Ż-
nie rozróżnia tu dwa pojęcia: 'dośWiad cŻenie" i tes1''' PżeŻ
lp\l rJ Óż) 

'o 
'U nie' podddl p z\^iAzęLid dldl"l d ' 1y1'

nikawyłączn e dla ce óW prakiycznych czy]akio okreŚlono
"pozanaukowych' - lu znajdująs ę w ec wszystkie badania
na prŻyk]ad gotowych prod ! któW kosrnelycŻnyclr Natomiast
dośWadczen e Żdelinlowane ]est jako działan e podejmo-
Wane w celach naukowych. Defn cje te Wydająs ę być dość
dyslL<y._e moż1a . ę 7acla1Jw|a. .7J Ia' |o lo7.oŻ1|.1|.
ma jakiekolwiek znaczenie praktyczne

Komisia Kraiowa Wprowadzla też zdecydowany podział
testóW dośwadczeń wykonywanych na zwierŻętach na 5
grup procedul o różnych slopniach inwazyjnośc' Każdy,
klo prŻysiępu]e do planowania badań Ż wykorzystan ern
zwieEąt musi zapoznać s ę szczegÓlowo ze Wszystkinr
slopniami inwazyjnośc procedur ] we Wn osku odpowied_
l o'elalwa|f lołJc Jza.aonl.' \a]ł)żs7y.IopiF1 _^a_

zyjności okreś ony Żostałjako ''x'' iobejmuie on procedury
niedopuszczalne, take na przykład ]ak un eruclramian e
zwieŻąt bezznjeczulenia czy teŻ doprowadzania do śm erci
pżeŻglodzenie lub podawanie tfuciŻn. SzczegÓln e trzeba
ież zwrócić uwagę na fakt, że uśmiercenie zWeŻęcia do-
pUszczalnymi sposobarni Ża iczone zostało do procedLrr
mniejinwazytnych o stopnlLr 2, podczas gdy drcbne zabe-
gichirurgjczne przeprowadzane Wznieczu]en L] L]Żnano za
plocedury o 3 stopniu inwazyjnośc ' Ma to swoie uzasad_
n|enle \Ą slclegollo:Ll do ,dieza. o i\)>/łr porio1"
organ iŻacji centla nego systemu neMowego (ssaki ptaki)'

']edloczes' e podk e5 c t'leb. 'e l'_-anilalrA ' ćrri.r-
cen]e zW erzęcia jest iednynr zwarunkóW dopuszczalności

wlth the above mentoned EU directive of Novernber 1986
(86/609/EEC). The direcuve iiselfconssts of27 broad adi-
cle".orc. nirq all ll'e aspe(Ls of Lsirg anrmals lor scen-
tifc, expe mentaland educational purposes Noneth€less'
our regu]atory act is still ]n force' however the ańicles ate
not qulte understandable. This act shou d be corrected as
soon as possible but itwilltake again some line.

The Siate Comnrlttee for Scientific Research (KBN)on
the bBsis ofearlier conducted inqu ry, prepared a list of in-
slitutions where th€ lving anirnals are used for difierent
purposes i.e for expe ments, tests oreducalion. Th s lisl,
sgned by the Prlme lvinisler was issued as the govem-
ment directive n November 1999. The full list conslsis of
85 d ffereni institulions from high schools (medical acad-
emies, un versities), thro!gh independentsc enffc institutes
to cor.mercia laboraiorles.

On the basis of lhe above-mentioned general law con-
cern ng the protection of aninrals, n April 1 999 the govem-
meft direcive was issued relating to The Naional Elhical
Commlttee for Experiments on An mals and Loca Elhical
Comm llees for Experiments on Animals. Accord ng lo this
dir€cliV'A the Stale comm ltee for scieniinc Research (KBN)
appointed 15 members ofThe N at onal Ethical Commitiee.
Ofe third oilhe members ofthat comrnlttee were to be cho-
sen frorń a non qovernrnent orqanisation' Which dea]iwith
the protection oian ma s. The committee stańedtowork in
September 1999. lts first iask was lo eslablsh the frame-
work programme forthe LocalComm ttees At last in June
2000 all the members of 1 7 Local Ethica Committees werc
sppoinled and lhe area oflheircompetencewas descnbed.
ln Seplember 2000 The Nalional Ethical Committee ap-
proved two klndsofapplcatons, whichwould be obllgatory
to lill in by every researcher or scientist w ng to make some
exper mentson iving anirnalsand so in neeclto lec€]Ve the
opinion ofthe Loca Eth calCornmltlee. Guidelnes on how
to nll and evaluate such applcaions were delrvered along
with the cr terla for the posit ve opin ons. Forlhe t me bejng,
as far as the exper ments on living animals are concerned,
these ihree regulatory acls are ihe on y aw in force n Po-

Atthe early stage of its workThe Nationa EthicalCorn-
mittee for Experiments on Animals proposed 4 differenl
application forms Eventually only two of them were ac-
Ćepted' one concerns the use of anirnals for experiments
a.ld or _o. a(rs. ano ll-e ,eLord o-e - lne Lse of I'vrng ar -
mals for educational purposes. As one can see The Na
Iona Ethicai Committee d isllnsuishes between "expe ment"
and'test". "Test'ls undersiood as a proced!re noiforscl-
enufic bLrt ratherpractica purposes, e.o. evaluaton of new
cosmelics. 'Expe menl is understood as a proced ure wlth
sorne scientific p!rposes. Of course, 1l is dispulable whether
such a distinction ofexperinrents and tests is ofany practi-

The Nationa Ethical Commlitee esiablished also the in-
vasive grades of the experirnents and tests, dividing them
inlo f ve caiegories. Every scientist or researcher planning
ihe evaluation procedures with ihe use of living animals
should carefu Ly read the guidelines and in a su table appli-
cation form properly classifo andjustify lhe panned proce-
durcs. The highest grade is denoted as level X and com-
prises the most invaslve procedureswhich are noi allowed
under any c rcumslances, e.g. physical immobilisation of
anirnals withoul LJsing any anaesthetics or putting them io
deaih by starvation or poisoning. ll is necessaryto pointout
herethat in generalputting the animals to death by so called
humanitar an meihods (e'g' by dislocaiion ofceruicalveńe-
brae in rodents) s classifed as an lnvasive procedure of
grade 2' while the surgery ptoc€dures peńomed underthe
ful anaesthesia are regarded as lnvasive ones, grade 3.
This could be disputed, however it is welljustfied in regard
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przeprowadzen a welu dośW]adczeń' N,4a]ące Żasadnicze

. . . 1 9 . . ilffi ::]:fjffi :lłf:: J;"s::T:"JxTl;!lxil i'"J;
zab egóW ch iru rgiczn ych Żal czyć |z eba ocz}Ął ście do p ro_

cedur o 3 stopniU nwazyiności'

to the level of organ sation of the centrat netvous system
especially in rnarnmas and blrds. The humanitaran melh-
ods of pulting to dealh are also lhe oblgatory condltion for
the acceptance ofexperlments, which eventuatty end with
the death ofanima s. Because we have already cornmented
on biomatetals or medicaldevices, il iswońhwhileto men_
lion that such maierials need io be evaluated by tmptanta,
ilon' This ceńain y requires the use of experimen|al ani
mals in some surqery proced ures, so the irnplantalion musl
be classifred as an nvasive procedurc, grade 3.

Unforlunately still lacking ate Very impońant govemment
dllectives' Which should refer to other aspects of Ćonduct_
ing experimenls on liv ng anirnas Art cle 32 ofthe An mat
Protection Act of 1997 ca ls ior at least three other govern-
menl direclives that should be issued:
- about the procedure of issuing and wthdrawing the
permisslons for an imal experiments, and the qLralifcations
of staffwo*ing with experimenta animals
- aboutthe speciiic condit ons underwhich the exper ments
on liv ng anima s can be made and the means ofcontrotl
- about the welfare requirements for animals in breedlng
compounds and laboralories.

The works on preparation of lhe drafts of these direc-
tives are sU under way at The National Ethical Commiiiee
ln Warsaw and it is hoped that soon lhey vvill be ready. ln
accordance Wlth ańicle 42 

' 
poinl 1 of the government direc'

tive on ethical committees the experiments and tests wth
the use of living anirnals are stilllegal lfthey obeythe previ
ous regulation not longer than two years from lhe date of
the directive's publication' The deadline is 5łh May 2001'

The deficlency of legal reg! lations or in some cases the
lack ofany regLrlat ons al all, cannotfree the scientists from
eihical conduct ng of the research, especia ly from ethica
treaimentofan ma s in the experimenis. As faras we know,
the fate of the experimental aninrals was first taken under
consideration in 1950's. ln'1959 n^/o Brltlsh scentsts.lhe
zoologist W'M Russelland nr crobiologist R'L. BUrĆh pub_
lished a book enlltled "The Princlples of Human Expe mentat
Techniques'. They presented a slaternent, now widey
known as a tule of3R. The 3R rule refers to the use of tiv ng
an ma s in biomedica science. ll proposes a specia ap-
proach io the sublecl, described as replacement, reduciton
and refnemenl. By definition 'replacement means that
whenever and whercver ll is only possible the tradltionat
melhods ofevaluation with the use of living animals shou d
be replaced by "in vitro" melhods. The'teduction" - is ihe
process of decreasing the number of an ma s used in re,
search' by using rnore adequate and mor€ modern siatisti
calprocedures, and tefinenreni" is the way of planning and
conducling lhe expermenis so thal they Ćause ]ess pa n
and/or stress n animals.

]n 1999 J'A' Davis proposed to cons]derthe expeńments
on animals in terms of a Trple A Approach. Ne thlnks that
a experimenls uslng the iving an ma s can be d vided into
two main phasesr the panning phase and lhe execution
phase' ln lhe fitst one (panninq] the mosi inrpońan| is the
proper Approach. ln the second - execut on phase, the Ap
proach" is repeated yAssessed and Adjusled (which makes
3 A). As a res!ltofthis procedure the scieniistcan be quite
sure that the animal stress and/or pain were eliminaied or
at least miUgaied.

Good piann ng of experiments defines lhe variables of
inlerest.ln order to isolate and assess the specific variable,
allother pararneters should remain the same. Basically, the
experimenial design is al the rlsk of cornpromising if con-
fusing variables are introduced through poor anir/ral well
be ng. These unintended consequences- either physiologi-
cal or psychological o. both - aifect the scientilic daia col
lected and should be possibly avoided.

The 3R rule became lhe basis offuńher seatch for other
ways ofeva uat on orassessment, especially in biomedical
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N estety nada brakjest bardzo Ważnych RozpoŻądzeń
Wykonawczych Żwiązanych ściśle z plowadŻeniem badań
naukowych Ż Wykorzystaniem zw erząt' Artykul32 Ustawy
o ochron e zW erząl pzew]duje, że Rada ll nistrów w dro_
dze rozpolz ądzenia nra określić:
_ Warunkioraz lryb Wydawania icoiania Uprawnień do Wy_
konywania doświadczeń na zwieŻętach oraz kwa fikacje
osób k eruiących dośwadczeniami;
_ szczegÓlowe Warunki pzeprowadzan a dośWiadczeń na
ŻWierzętach oraŻ sposÓb itryb ich kontroowan a

warunk] bytowe w hodowach Żw erŻąt laboralory]nych ]

Prace nad przygotowaniem projektÓwtyclr roŻpo|z ądzeń
prowadzone są Vr Komisjj Krajowei ] pozoslaje m ieć iadz €
ję, że zostanąwklótce Żakończone' Zgodnie z parcgrcfem
41, ust'1 foŻpożądzenia Rady Nłin stfóWwsprawe kom sji
etycŻnych' dośWiadcŻenia i testy na zWerzętach Wykony
Wane na podstawie dotychczasowych przepisóW mogą być
konlynuowane w okrese nie dluższym niŹdwa lata od dn a
Weiścja W życe tego roŻporządzen a Term n ten lpływa 5
mata 2001 roku.

N edoskonałość regulacj] prawnych. czy też Wręcz ich
brak' n]e zwaln ają badaczy i naukowców od obowiązklr
etycznego prowadzenia badań, W szcŻegÓlności etyczne_
go postępowania ze ŻWieŻętam Elycznego postępoWa
n a ze Żwerzętami, które poddawane sądośwadcŻeniom
'e,lo r n e dr \e . adel e osaL 1ad-vrr orreprsen .zr
irrnym clroćby Ia]sroŻszym palagraiem' Każdy badacz'
wykonujący ekspelyment na Źywym zw erzęciu iest moral
nie odpowiedzia ny za całość lakego dośWiadczen a od'
pow]edzia]ność ta roŻpoczyna sę jesŻcze pzed samym
przystąp en]em do Wykonania zapanowanyclr procedur i

rozciqla się nawet na Warunki bytowe zwierząi W iclr po
m]eszczeniaĆh' na Właściwe pfzeszkoenie personelu ob_
slugiinadzór nad czynnośĆiamijakie pzy zwierŻętach petr
sonelten wykonL]]e' odpowiedzia noŚć badacza dotyczv W
tyn samy stopn u rÓWn eż okresu po wykonan u eksp€ry
'ną'lu' ąd'/ al2ę'?Ż ó 4ś7)śI{Ó baodra'onll/i Ję
mUszą ś miercią zWie rzęc a'

Na sze.sząska ę losern zw €źąt dośw adcŻa nych zain-
teresowali się dwaj bMyiscy ba']acze:zoolog W.[.4 Rlsse
mikrobiolog R L'Bulch dopiero w drugiei połow e ]at plęć_

dziesiątych W Wydanej w 1959 loku książĆe The Pr nc _

pesofNuman Expermenta Techniql]es wvłoŻy on, zna
nądŻś powszechnie zasadę 3R' odnosi s ę ona do pla_
nowania badań na Żwerzętach ze sŻczegó nym uwzg ęd_
neniem: zastępowana metodam n Vitro (repacement),
zmn eFzan u iczbyzWeżąt poddawanych eksperymento
w (redlcton) oraz doskona en u metod badawczych na
takie, któte powodL]lą mniejsze cielpien a zW erząt 1refne
menl)' Najłatwiejsza do Wprov/adŻen a W życe stała się
zasada 'tedu kcji''' Nastqpiło to dzię k powszeclr ne mU wpro-
WadŻeniu komplleróW we Lr nowych nretod statystycznych'
W drug ej kolejności Żaakceptowano zasadę 'zastępowa_
nia (Iep acemeni), co też związane by|o z postępem tech_
nicŻnym nowymi moŹliwośc ami badawczymi ktÓre W ogóle
pozwa ały na wykluczenie z metodyk badawcŻei Źywych
zw eżąl' Najtr!dn ejsza do Wdrożenia okazała się Żasada
lrzecia, okfeślana z a ngielska ]ako ' lefinement'' a sprowa_
dŻająca s ę do so dnego. Wslępnego zaplanowan a badań'
ldl aoJ rrahs)rral.e/lAdU'ońd' ! elpen'e 5l'e5-lMp_
rŻąl dośWiadczalnvch'

W 1999 r' J.A'DaVs Żaproponował pode]ście do badań
na zwjerzętach w zaslosowaniem zasady 3A. DŻel on
badan a na dwiezasadnicze faŻy:p anowa| a Wykonana
W fazie pieMsŻe] za najważnieisze uzna]e odpowiedn e



podejście (ang' Approach )do problemu' odpowiedn o !ły
brane oodeśce skJLl4e ł'a7lA olugie- ńylolańc/ej'
gdzie jestsukcestlvnie oceniane (ang. Assess) i dostoso
WyWane (ang' Adjusl)do badań będących już W toku Aulor
kładz]e szczeqÓlny nacisk na prawidłowe i bardzo szcze
gółowe prowadzen e dokumeniac]i Ż przeprowadzanych
eksperyrnentÓW i wykonywan e €tapowych raportóW' Nie
moŹna' zdan em autora zasad 3A prŻecenić te] z pozoru
żmudnej Uciąż iwej papetkowei roboiy gdyż to Właśnie
analiza tych danych pozwaa n e ty ko na zmniejszeniu o-
śc' 7wlF7al w e.5pery-e,lulF a e IaVo ra oqra1ll' e-'e
ptoledUr powoo lją.y.1 oolL/y 

' 
-y dys"oa 01

Zasada 3R stała sę podstawą do posŻlrkiwania nnych
sposobóW badań' które dziś powszec]rnie znane sąjako
metody alternaty!łne. od pieMszego ogłoszena zasady
Rl]sse|la Burcha upłynęłoiuŻ ponad 40latipominro to nie
udało się calkowicie Wye minowaćwykouys\,Vania żylvych
zw erząt w badan ach b]omedycznych' choĆ W Wie u wy
padkach stosowan e zasady 3R doprowadziło do efektyw'
nego zmn ejszenia uŻycia zwierząt W eksperymentach to
jednak nadal pozostają tak e dz edziny' W których bez prze_
oloBad7A1id badJi 1a Żł'ellęIa.h obe]<. slę nie rol_a
Takie badania obejmuje Właśnie bologiczna ocena Wyro_
bóW medycznych' a W szczegÓlnośc W zakrese dolyczą-
cym ocenyWyrobÓW przeznaczonych dowprowadzen a na
siałe do Wnętrza organizmu ludzkego' ocena taka wyma-
ga pzeo.owad7e.ia bada'j -pld'ldlY|ryul tlóte _1o9ą

]edyn]e bycwykonane na Żyjących zwierzęlach. Wte]dze
dz]nie badań jak na razie _ melody alternaiywne n ie sin e_

]ą' Jednak zasad 3R oraz 3,Ą nie należy absollhie odrzu
.ać ar| IAż baqalpl/owac \ja]a ale za zaa-nę zh.aL1
uwagę eksperymentaiorÓw ibadacŻy na stałą kon eczność
tak]ego podejśca do badań' naichętn ejjuż w fazie pano_
Wanja' klóre eljminowalo by dyskomfoń ból zadawany
zwierzętom w takirn stopniU' ]ak to]esl ty ko aklualnie moż_

studies, which today are widely known as alternaiive meth-
ods. Russelland Burch expla ned lheirihes s of 3R apprcach
in 1959, .e.morethan40yearcagobutsincethenwehave
10' beer able lo absolLlely eliminale t'e Jse of liv 19 a']i
mals in the biomed ical research. Ofcoursethe 3Rapprcach
sign ficantly reduced lhe number of living animalsused, but
stillthere are some medical evaluaiions in which the use of
animals is not replaceable, such asforexample the blologi
cal eva uation of medical devices intended for permanent
conlactwith lhe human body. The assessrnent ofsuch de-
vices, according iothe ISO slandard, requires lmplanlation
lnto the animal body. So we can say that at least in this kind
of assessmentihe alternaljve methods as yet are not avail,
able. However, we shouLd not reject the rules of3R or 3A
approach. They should conslantly remind the experimenl
ers and sclenl sts ofthe necessityofusing olr r general knowl,
edge possiby aithe planning stage, to elim naie the stress
6nd/or paln in animals.
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AFTER IMPLANTATION OF
IMPLANTACJI CERAMIKI SURFACE.MODIFIED
NISKOPOROWATEJ CERAMICS.
O MODYFIKOWANEJ EXPERIMENTAL STUDY
POWIERZCHNI.
BADANIA J' sTANlszEwskA-XUśi' B' zBoRoMlRsM-wNUKlEWcz.*'

R. LEwANDowsKl, L' solsxf' J. w UxlEWcz*, B. żYwrcM'

*lV EorcAL ACADEMY N WRorsw
*.ELEcrRorEcHNrcAL lNslrLrrE, TEcHNoLoc caL UNr aN!
ELECTRoTEĆNN cĄL DEPARTMENT oF WRocŁAW TEcHNlcAL

Abstract
ane ot the methads of evaluating the

biocompatibilv ot ceramic materials is based on ana-
lysing local and geneml reactians of the organism af-
ter inplantation inlo the tissues of experinental ani-

The nain target of this stucly was to demonstnte
that physical structure of lhe suńace and technology
af bbmateials nay influence the tissue reactions.

The study rnade on rats, to the muscles of which
three types of ceramics were implanted: solid ceran-
ics' silanoaled solid ceramics an!1 porous.eĘmics

Aninals were sacrificed afler 7, 30, 90 days ton
the inplantatian.

On the basis of pathonoryhological studies in the
ealy period (3 months after implantation) we stated
that solid ceramics, with the modifled sulace and
cenain electrokinetic potential zeta, evoked minimal
localtissue reaction. A slightly mora intensive tissue
reaction was observed amund the non-madified solid
cemmics. lhe most intensive lissue reaction nani-
fested by an abundant and longlasting exudative
phas"was observed around the parous ceranics.

Key words: Ceramic bionateiats: solid, solid
silanoaled, porous, flssue reaction, experinental
study.

lntroduction

The main issue in using bioceramic materals as implants
is to properly delermine their biocompatib lity. The evalua-
tion of biocompatibility is conducted on lhe basis of local
and general reactions of the organism aller the implanta-
tion into the Ussue. Very often lhe synthetic materials de,
slgned for implants, allhough positively evaluated "in vitro",
after being implanted into the living organism, evoke ex-
cess]Ve longłerm inflammatory prccess which reduces it
biocompalibility [1 -7].

The generallarget of th's study was to demonstrate that
physical stlucture of the suńace and lechnology of
biomaierials may influence the tissue reactions,
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Streszczenie
ocenę biazgadnaści materiałóW bioceranicznych

przeprowadza się między innynina podstawie reak-
cji agólnoustrojawej i miejscowej, po inplantacjj w
tkanki zwierząt dośWi adc zahyc h'

Celen badań jes! Wykazanie' że struklula fizycz
napawFĘrh oft2 lod7a] |Prhńolagii o|a ym' fuanla
bionateria^Ów może mjeć znaczenie dla określenja
odczynowoŚci tkan kowej'

BaddĄia ryĄandrond s/c/u,ach A szczepĘrą. ln
domięśniawa trzy rodzaje ceramiki: ceramikę |itą ce-
ramikę ltą silanaryaną' ceranikę porawalą' sekc)e
zweĘą! DĘeprcwdd7ańa 7 ]o 90 dn' pa oDeldL!

Na podstawie badań palanarfa]agicznych pneprc

^adzany, 
h 

^ 
a^,es,er./",n,n\ oo3ąieyęcypo

inp]antacjj można stwjerdzić, Że ceranik'a sjlanowa-
na o nod'ńhowańe] poł'.ę.h ' a\Ęśloryn' ceto-
wo otrzymywanym patencjale eleklrokinetycznyn
zeta' wywołuje minimalny miejscawy odczyn tkanko-
wy. Nieco bardziej nasitony adczyn tkankawy abser
Wawano wakół ceraniki ]itej' Najsilniejszą reakcję
lkankawą nanifestującą się abfltą j dlugatrwałąfazą
wysiękową stwierdzona Wokół ceraniki porawatej.

slowa kluczowe: biomateliały ceramicae: lite. lite
silanawane, porowate, odczyn tkankawy, badania
doświadcza]ne '

Wprowadzenie
Podslawowyrn zaqadnieniem zastosowania materialÓW

bioceramicznychjako inrp antówjest okreś enie ich biozgod_
ności' ocenę biozgodnośc przeprowadza s]ę na podsla
Wie reakcji ogólnoustro]owej i miejscowe] po implantacjiW
tkank Często syntetyczne male ały przeznaczone do m
plantacji' poŻytywnie ocenione w badan ach wstępnych in
Vitto, po Wszczepieniu do ży,\,ego organ zmu wywolująnad
m]erny dłUgotNały proces zapa ny, klóry obniża ich bio_
zgodność {1-7]'

Celem badań jest wykazanie, że struklura fizyczna po-
WlerŻchn , oraz rodzaj technologii otrzymylvan a biomate

'iajów 
moze miei zlacle' le dla ok.eśenid odcz}nowoś.



Metody badań

Badanle miejscowych odcŻynóW tkanek miękkclr po
implantacjipŻ eprowadzono na 30 sŻczLlrach, Wsobneiho_
dowl], sŻczepu Wislar' WWieku około4_6 miesięcy iWadŻe
ok. 150,200 g

Materiał

Próbk ceramiczne o odpowiednjm kszlalce' n'ardośc
i sposobe wykończenia powierzchni Żostały przygolowa-
nezgodn e z normą lso 10993W hstylucle E eklroiechni
ki We Wrocław u Do badań użyto tży rodzaie ceramik o
lÓŹnej strukiurze powierŻchn :

_ ceramika porowata w kszta]cie Wa cóW o Wyniarach
10 mm długośĆi i 3 mnr śred|icy oraz składzie chem ĆŻ
nym A,O, 95%, l,4gO 2%, CaCOr 2% ze spoiwem pott e-
nochlorku glinu Wykonana metod ą lradycy]ną [9]

- cefamika lita W ksŻtałc]e Wa Ćów o wym alach 1o mm
dlugościi3 mnr średnicy, o składze chemicznym Al:o._
95%, N4go 3%' cacor 2% otrzymywana nretodazol'żel
spiekana W temperaturze ']500!c prŻez 30 min . [1o]

_ ceramika liia sllanowana o lyrn samym kszlałcie, Wy
miarach iskładzie chemicznym co celam]ka iia' Podda_
Ia obróbce s anowania dla zmod],Jikowan]a powierzchni
w ce U olrzymania określonego potencjałU eek|rok netycz_
nego zwanego potenc]ałem zela' Do silanowania uŹyto sl
lanu Z-6020 a minopropy otoetoksitan! Wypatone ee-
rnentyceramik ]lejpoddawano obróbce Wstępnej' |zn' Wy
kon),Ąłano szereg plukań do rnomentu Uzyskania stałego
pH roztworu' W ktÓlym były one ŻanuŻore' Nas|ępn e ce
ra- (e s- ',,o1o ń l20 ! ollel o goo7ln S'ld' o,łr.l'e ńy_
konano rnetoda Zanurzen ową w 1% loŻtworze silanu W
izoplopanolu' Po czym susŻono przeŻ 3 godz ny W 60"C
18, 111.

Zwierzęia zniecŻLrano melodąWz ewną z L]życ em ete
ru' WsŻyslkie implaniacje wykonywalten sam Żespółchi_
rurgiczny w warunkach sa operacyinei aseptyk chirLrr
gicŻnej'

Teclrnika mpantac] wszystkch próbek ceram ki była
]denlyczna' skórę i ikankę podskÓmą przec nano W lin i
środkowej grzbielu na d]ugości ok' 5 cm Lekko prŻesu
ńdja' .lole 'd sl.o-e p'dńd na lęoo p.epalosa| o n |ę
śn e' a następn e mpantowano 2 badane próbki,jednąna
Wysokościodcinka pierc owego kręgoslupa' drugą na Wy
sokości odc]nka lędźwiowego Lekko pzesuwając skóĘ
na stronę lewą, 3nalogicznie mplantowano 2 próbk cela
miki porowalej N,łięśnie i ranę skóry zamykano pojedyn_
czynr szwami Dexon 3/0.

Sekcje zwieŹąt zapla nowano po 7' 30 i90dniach, prze'
zna.za)ą. na każdy dzień sekcyiny po 5 zwieŻal.

szczLrry lsypiano stosując eta]nądawkę eteru. Do ba
dań patomońologicznych poberano wyc]nki tkanek m ęk_
kich wraz z implantem. Po utrwateniu w 8% forma nie
przeprowadŻeniu WycinkÓw W sposób lypowy do zalope'
nia w bloczki parafinowe wykonywano preparaly h sioo,
giczne baMione metodąVan Gieson iHE'

Wyniki badań

Badania makroskopowe
7 dni po operacji u wsŻys1kjch zwierząt rany skórne

były suche i zago]]y slę przez rychlozrost. Po odpreparo_
war ls(orv 1a orloielie oowiePcl ow1ej W.'s.^ / r ę5 l
poobusironachkręgoslupauwidocznionoimpanty Wbez
poŚledn 15a.'FdllWe wsŻ.7epoń WoocznF b]ly TięŚ1|F

Methods

EValuation of iocalsoflłissue reactions after inrolanta_
lio oflle ce.anics was carr ed ouL o'r30 dlcof lheWstar
breed,4-6 months ofage, and 150 2OO g in weight

Materials

Ceram c samples of an appropriate shape, hardnessand
suriacefin shwereprepared in accordancewtth tSO 10993
ln ihe E eclrotechnical lnstitute in Wroctaw. tn this study
three lypes of samples differing in suńace strlcture were

- porous ceramics with a cytindricat shape, 1O rnm tong
and 3 mm in dlameter, chenrtcat cornposilion: At,O3-95%,
MsO-2%, caCO3-2% wilh alum nium potioxychiortde binder
preparcd by a traditiona rnethod I9l.

- solid ceramics with a cytindricat shape, 10 mm ong
and 3 mm in diameier, chernica composition: At,OrgS%,
llgo-3%, CaCOr-2% received by a so,qet merhod and
sinlered for 30 min ai a temperaiure ot lSoo.C [10].

- silanoaied soid cerarnics wth ihe shape, size and
chemlca composiUon, lhe same as above subjected to
silanoaton to modify the suńace and to oblain a definiie
electrokineuc poientiat zeta. The sitanoaton was carried
oul using silan Z 6020, aminopropytotriethox tan. The
bLrrned elements ofsotid ceramics were repeaiedty rinsed
unt la constant pH valueofthe sotulion in which thevwere
.ep( W"s al'l 1eo' \exl lhe cel.mic Śa_1p es se'e d;lFd al
120.c for6 hours' silanoation was peńomed by d]ppi|q in
a 1-% solution of s lan ln isopropanot After that the sam
ples were dred for 3 hours at 60.C [8, 11]

Surgical proceclures
Anaesthesia ofanrmatswas conducted by an inhatation

meihod using eiher. All imptantatons were carried out bv
rhe id-F.. rq Lat r.an. lheasep.Lconotio^s.

TiF recl'rroue, o. Tpan.dlioa fo attlie cerr.lrl sam.
oles Wp.e l1e saTe' Sk'1 a1d ŚublutanAous lissuF inli_
sions were rnade in the mtdtine ofihe back on the tenoth of
5 cm. Afrerslighi disptacement ofskin io the righi, a b unt
dissecl on ofmuscleswas made and next two samptes were
in-olarl"o orerthe eve of at'rodcc paro,spire \ec
ond at the evel of the lumbar part. After stight displace-
aF l of <(in lo rhe letl two rmp'an(s of po.or s cer..li.s
Were inseńed in lhe analogous way' The muscles and sk n
were closed wth knol sutures Dexon 3-0.

The sacrince of animais Was p]ann€d 7, 30 and 90
days after the surgery with the groupŚ of5 animals at €ach

Post mońem procedures
Rats were sacrificed by ihe tethat doses of ether. For

the pathomorphologicat stLrdies the samptes of soit tissues
with lhe implanied ceramics were coltecled. After fixing in
8% formaline and roltine mountinq in pataffin ihe histo-
log ical specimens were prepared and siained according to
the Van Gieson and HE methods.

Results

13

Macroscopic observations
seven days afterlheoperation in allanirnals thewoUnós

on skin weredryand healed perprimam intenitonem. After
the pteparation ofskin on back and supeń cial layer of mus_
cles on both sidesofspinethe implants became visibte. tn
the direct vicinity of implants therc were musctes without
any macroscopic patholog]cal changes. Suńaces ofporous
ceramic implants were covered with a thin lransparent
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74
gŻbetu bez makroskopowych zmian patologicznych' Po-
W erzchnie implanlów z ceramiki porowatej były pokMe cien_
ką pęezroczysią blonką pzez którą prŻeśW]ecała ich po'
rowata siruktura' Wi/tlvożona tkanka wrastała w pory Će
ramikjiz trudnościąjąmożna było oddzielić od powlerzch-
niWszczepów' Pory cetamiki były wypełnione c.zerwono bru

obraŻ makroskopowy po inrplantacjiW mięśnie gftbielU
cetamiki litej i ceramiki ]itej silanowanej był identyczny' W
beŻpośrednim sąsiedztwe implantóW w]doczne by]y m ę
śnie gŻ bietu o prawidłowym rysunku bezwidocznych zmian
palologicznych' Pow]erzchnia próbek pokryta była cienką
pżeŻroczystą błonką W klóre]W]doczne były drobne cen_
kościenne naczynia krwionośne' Po nacięciu torebki z ła-
tlvością można było usunąćWszczepy. Wytworzona loreb_
ka nie byla związana z powierŻ chnią im plantów'

30 dni po operac] implanty z cerarrr]ki porowate] eżaly
wślód mięśn] otoczone dość grubą białawątorebką' która
oddzelałaje od mięśnigrzbjetu' Wyt',voŻona tkanka s lnie
Wrastala w porywszczepów' Na pow erz chni torebki Widocz_
ne były cenkościenne naczynia krwiono$e'

membrane through which ths porous struclurc could be
seen. The tissue grew into the pores of cercmic implants
and itwas difficultio separate. The pores werefilled with a
reddish-brcwn mass.

The macroscopic picture of the solid ceramics and solid
silanoated ceramics afier implantation wasthesame.ln the
direct vicinity of implants the back muscles did nol show
any Visible pathological changes. The suńace of samples
Was covered with a thin transparent membŹneWith Visible
small lhin_wall€d blood Vessels' After incision of the cap-
sule itwas easyto separatethe implants, The capsule was
not connected with implant suńaces'

on 30łh day after operation ths jmplants of porcUs ce-
ramicswerc imbedded in the muscles and were surounded
with a quite 1hick white capsule' separaling them from th€
back muscles. The lissue strongly penetrated the pores of
implants' Thinwalled blood vesŚels WereVisible on the cap-
sule suńace' The implants of solid cerainics and the
silanoated ones were surrounded with a lransparent and
qulte thin capsule with small blood vessels in it. Aftor inci-
sion of the capsule the implanis could be sasily removed.
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lmplaniy z ceramiki Litejlsilano-
Wanei otoczone były ptze]zystą i

dośc cienka torebką' w klórej W]-

doczne były drobne naczyńka klwio'
nośne' Po nac]ęciu torebki inrplanty
z łallvością można bylo usunąć'

90 dni po operacji torebka łącz-
notkankowa wytworzona na po-
wierzchni ceramiki porowatei byla
nieróWnej grubości' Na jej po-
WierŻchn Widoczne były nacŻynla
krw onośne. Pory implantu wypeł'
niała cŻeMona tkanka. W],'twolzo-
na lorebka sjlne przerastała po
WlerŻchn ę cetamiki zrywala się
podczas us!Wania ]mplantów
(RYS. 1)' Torebka' która otacza]a
implanty z ceramiki litej i ceram ki

sllanowanej byla unaczyniona i

znacznie ceńsza' Z łatwością da_
wa]a się oddz]elić od powieżchni
implantów. Mi""śnie qrzbieiu w po_

blŻl WszcŻepóW miały ko]or i rysu-

Badania mikroskopowe
7 dnipo im plantacji ceramiki po-

rcwatej W mięśnie grzbieiu W pre_

paratach histologicznych barwlo-
nych hematoksyl]ną i eozyną W]-

doczna była torebka lącznotkanko-
Wa' klórej szerokość wahała sięod
4 do 10 przekroióW komórek mię-
śniowych. od strony mięśn byla ona
oslrc odgranicŻona' W Wy!,vorzonej
torebce nrożna było Wyróżnić dwie
warstwy' od strony mięśn] po_
pzecznie prążkowanych miała ona
charakier młodej tkanki łącznej z
licznvmi fibroą,,tami i fibrobLaslami'
od strony implantu miała charaktet
bogatokomórkowej tkanki' w której
wytóżnlć można było iczne komór_
ki iypu limfoc},la, komÓrki pazma-
tyczne' pojedyncze gtanuloc!ły wle_

loplatowe obojętnochłonne oraz
bezpostaciowe masy włóknika' Po_
nadto Widoczne były, pojedyncze
pączk!iące naczynia krwionośne
(RYS.2).

RYS. l. Obraz makrGkoporvy 90 dni po
implantacii w mięśnie glzbielu sŻczura.
L - strona lewa ceramika silanowana,
P - ślrona prawa ceramika porowata.

FlG. l. Macroscopic picture 90 dayś afrer
implantation into the back muscle of lhe
rati on the lefr _ lhe silanóated cerańlcs'
on the right "the porous ceramics.

on 90łh day after the opemtion
the connective tissue capsule on the
suńace of porcus ceramics had a
non-unifom thickness and blood
Vessels were Visible on its suńace'
The implant pores were filled wilh a
red tissue. The capsule strongly
penelrated the ce€mic mateńal and
was damaged on implant removal
(FlG.1). The capsule surrcunding
the implants made of silanoated ce-
ramics and solid ceramics was vas-
cularised and signiticantly ihinner.
licould beeasilyseparctedfrom the
implantsurface. The muscles in the
vicinity of implants had nomal col-
ourand appearance.

Microscopic findings
Seven days after the implantaiion

of porous ceramics into the back
muscles of rats in ihe hisiological
specimens stained with
hematoxiline and eosine a connec-
tive iissue capsule was visible and
its Width vańed beiween 4 and 10
muscle cell cross-sections. On the
muscle s]de it was shaĘly deline-
ated- lt was possible lo distinguish
Nvo layers in the capsule. On the
side of stńat€d musculaf tissue there
was a typicalyoung conn€ctive tis_

sue with a large number offbrocytes
and libroblasts. On the implantside
there was a cell-rich tissue wilh
many cells of lymphocle type, pbs-
matic cells, single neutrophilic
granulocyles and amorphous fibńn
masses. Mo€ovor, single budding
blood vessels were visible (FlG.2).

ln the histological specimens
taken flom the {issues Śurounding
ihe implant of solad ceramics, thero
was a layer ofyoung cell-rich con-
nective lissue with a non-uniform
thackness and quite sharp separa-
tion from the striated muscular tis'
sue. On the implani side the con-
nective tissue capsule had smooth

RYS. 2, Obraz mik.oskopowy 7 dni po
implantacji ceramiki porowatel' u dołu
mlęśnle poprzecznie prąŹkowane. do
których prŹylega szerckie pasmo młodei
rkanki łącznej (H&E' 140x).

FlG. 2. Microscoplc picture 7 days after
lmplantation of porous c€ramicś. ln the
middle _ a strlated musculaltlś5u6 with a
wide laysr ot young connectlve lissue
adhorlng to it (H&E,140x).



W preparalach h sto og cznyclr
wykonanych z tkanek pobranych z
nr ejsca impaniact ceramik litet, ob
seMoWano pasmo młodej bosatoko_
mÓrkoweitkank lącŻnej o IierÓWnej
grubośc, dość ostro odgran czonej
od m ęśn poprŻeczn e pra.żkowa
nych. Od strony mpantu wyh^rotzo,
na torebka lącznotkankowa miała
gładką powjerzclrn]ę i pokrvta bvła
komórkam osplaszczonych jądrach

obraz mikroskopowy Wokół im
p antu Ż ceram k lite] si]anowanej
chara kteryŻował się obecnoŚc ą ba tr
dŻo cienkiej róWne] torebkj łącznol
kankowe] zbUdowanej g]óV/nie z f bro
blaslów mniej icznych fibrocvtów'
szerokoŚć op]sywanego pasma |ącz
notkankowego nie prŻekracŻała prze_
kroju 3 komórek rnięśniowych (RYS
s).

30 dnipo lmpantacj ceramik po-
rowatet w preparataclr histo og cz
nych W pob lŹU implanióW obsefuo_
Wano pasmo]ącznotkankowe, o bar'
dzo nieregu arnym ptzebiegL] iozróż'
nicowane] budowie komóIkowe]'
N4 ejscami op sywana tkanka była
c enka i zawierala przede wszystkinr
fibroblasty i cŻne Wlókna k e]orodne'
W miejscach gdz e tkanka Wnikała W
pory cefanr]ki jei budowa był€ bar_
dŻiej luŹna' bogatokomórkowa z
mniejszą oścą Włók en ko ageno
wych a sŻerokość wynosila od 6 do
7 włók en mięśniowych'

W preparatach h sioog cznych z
mięśn wykonanych po nrp antacj
ŻarÓWno ceram]ki te]jak i iiej s a_
nowanej, obraz m kroskopowy byl
podobny Torebka ]ąrznotkankowa
Wylworzona Wokół imp anlÓw na ca_
łej swo]ej długości była cienka zbU
dowana pzede wszysik nr z fibrocy-
tóW W pteparatach barwonych me
todąVan Gieson uwdoĆŻn ono cŻ_
ne czeMono baMjące s ęW]Ókna k]e
jorodne' Różnica dotyczyła jedynie
gru bości Wytwolz onej torebki łącŻnot_
kankowej' WokÓł ceramik lej s a_
nowanej grubość tkanki łączne] wy'
nosila 1 szerokośc komólkim ęśn]o_
Wei' podczas gdy szerokośc torebki
Wytwożonej wokól cera mik litej by]a

90 dn po implantacti ceram ki
porowalej charakter ] szefokośc Wy
twolŻone] tolebki iącŻnotkankowe]
był podobnyjak po 30 dn]ach (RYS
4) Torebka ]ącznotkankowa WokÓ]
ceramik lite] i teisilanowane] miała
bardziej zbity wlókn sty charakter
PĘeważały W n]ej Wlókna k eiodai|e
(RYS.5).

suface and was covercd by cells
with flattened nucle. lVlcroscopic
picture around the implants made
of silanoated so id ceramics was
characlerised by the presence ofa
Very thin un]form connectiVeł ss!e
capsule, mainly cornposed of
fibroblasls and less numerous
fibrocfes. The w dlh of the connec-
tivełissue layerdid not exceed the
cross-section oi three rnuscular
cells (FlG.3).

30 days after implaniation ofthe
porous ceramics in ihe histological
specinrens near the implants lhere
was a layer of connectve t ssue
w th very irregularlhickness and d,
versified cell slruclure. ln some
placestheexaminediissuewas ih n

and contained first of alt ftbrobtasts
and numerous co agenous fibaes.
ln places where the tissue pen,
elrated the pores of ceramic lmplant
Its structure was more oose, cell-
r crr with less numerous co lagen
fibres and wdth 6 to 7 muscle fi

ln the histologlcal samples pre-
pared from nruscles after inrplanta-
lion of sold cerarnics ors lanoated
solid ceramics the microscopic pic-
tures were s milar The connecUve
tssue capsule around the mplanls
was thin and bLrit nany of
iibrocl,,tes. The specimens sia ned
according lo the Van Gieson
method showed numerous red-
stained collageneous fibres. The
only difference concerned the lhick-
ness ofthis connerlive tissue layer
Arcund thesilanoaled sold ceram-
lcs ts th ckness was halfthe mus
cece I width whi e around the sol d
ceramic it was t'/v ce bigger.

90 days afler implantation of
poro!s ceramics the cha€cletand
thlckness of the connecive tissue
caps!le were simllar as after 30
days (FlG.4). The conneciive t ssue
capsule around the solld and
si anoated solid ceramics was more
cornpactand fibrcus wiih prcdomi-
nani collageneous fibrcs (ĘlG. 5).

Discussion

On the basis ofmacroscopicand
microscopic evaluation of implanted
ceram cs in the eary period (up to
3 rnonihs)itwas possible to deleF
mine the character and intensityof
the tissue reaction around the im,
plants wiih d fferent suńace struc_
iures. Porous ceramics evokes a
much stronger inflarnmatory reac-
tion divided inlo two phases:

the exudative phase manifesting
itself by the presence of celo-
fibrinous exudaie, which lasts upio

t5

RYS.3. Obraz mikroskopowy 7 dni po
implantacjiceramiki litej sitanowanej.
PrŻestrzeń po implancie ograniczona
cienkim, równym pasmem łączno-
tkankowym (H&E,140x).
FlG. 3. lMicroscopic picture 7 days after
implantation olsolid silanoated ceramics.
The space afterthe implant is delineated
with a lhin uniform layer of connective
tissue iH&E, 140x).

RYS. 4. Obraz mikroskopowy 90 dni po
implantacji ceramiki porowatej. U dotu
przestrz€ń po implancie ograniczona
pasmem tkanki łącznej o niejednolitej
budowie (VGieson, 140 x).
FtG. 4. Microscopic picture 90 days after
implantation of porous ceramics. tn the
lower pań the space after the implanl is
delineat€d with a non-uniform layer of

RYS. 5. Obraz mikroskopowy 90 dni po
implantacji ceramiki silanowanej. W
centrum prz€strzeń po implanacie
ogranicŻona cienkim pasmem włóknistej
tkankiłącŻnej {H&E' 140 x)'
FlG. 5. Microscopic picture 90 days after
implantation of 5ilanoat€d ceramics. ln the
middle the space afterth€ implant is lined
with a thin layer of fibrous conn€ctive
tissue (H&E. 140x).
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Omówienie

Na odsiawle przeprowadzonych badań implantacyjnych'
makroskopowych m]kroskopowych w okresie WcŻesnym
tj' do 3 miesięcy' nrożna określić charakter i wielkość od-
czynu tkankowego' jaki wyslęplje wokół badanych cera
rn k rÓżn ących się struktLrrą powierzchni' ceramika poro_
wata $Ą{ołuje znaczn e s Lnie]szy odczyn Żapa ny' w klÓ

rym razó^ amy 2 lazy :

_ '.Zę wys ękow. m.1i'estU.doa się łv5lepowl1iFm wvsie
kU włókn kowo komórkowego, który utrzymuje się do 3
"lles'ęc) po lTp .nk( Jl W bezpoś'ed lim sąsied/Iwie C era
mik:
'd 'ę p'oli'ela.yj-ą' 1lo'a dop'o!ładla do Wytworzenia 5 ę

lo'ebhl lą. zrol"ankowe oodlieldjace' imola1oo sro'ry Tle-
śn poprzecznje prążkowanych'

odczyn tkankowy Występu]ący wokÓł ceramiki litei cha-
rakteryzowałsę krótkotMalą, malonasilonąfaząWysięko

30 dn po implaniacji ceranr kę itą otaczało dość cien kie
pasmo W]óknistej tkanki łączne]. ceramika liia silanowana
o mod),,fikowane] powierzchni, a zatem okleśLonym, celo_
wo otrzymywanym potencja e e ektrok netycznym zela,
wywollle min ma ny mietscowy odczyn tkankowy bez wi
docznej fazy Wysiękowei. 30 dni po implantacji' wsŻcŻep
był otoczony bardzo cenkinr, włÓknistym pasmem ikanki
łącznej

Wnioski
1' ceram ka la silanowana o okreŚonym na powiezchn]
potencjale eLektrokinetycznym zeta W}eołlje min]ma ny
rn ejscowy odczyn lkankowy.
2' ceramika la Wywołuje ekko nasilonyodczyn tkankowy'
3' Najsilniejszą reakcję tkankową manifeslującąsię obf itą
długoiMałą fazą Wysiękową stwerdzono wokól ceram]ki

Podziękowania

P.acawykonanawprotekciebadawczyrn nr40Treallzo-
wanym W ramach badań Własnych Uczeln

Piśmiennictwo

11]AdenisJ'P., Beńin P', LasudryJ.G', Boncoeu Martel lM 'P'' Le-
boutel ]\ł'J.' Roberl P'Y.I Trcalmenl of the postenucleation socket
syndrome wilh a new hydroxyapalite t calcium phosphate cerarnic
implant. Ophtal, Plast. Surg. 1999, 15,4,277-283.
[2I Bosseti M', otani V'' KoŻel D', Raspanii D'E', Pasqualo V''
Ruggeri A., Cannas M.r Slruclual and runclional nacrophages al-
ter6tions by csramics Óf dlffo.enł comPosition' Biomaleńals 1999,
20, 4,363-370_
[3]Gauthiero', BoulelJ.{v'' WeisŚ P', Bos6 J'' DaculsiG'. Agu'
ado E.: Kinetic sludy of bons ingroMhs and @ramic resorption
associgled w th th€ jmp antat oń of ditrerent iniecŁble €lcium-pho
sphate bo n e subslilules.
I4l Kubo T., Sawada K., Hirakawa K., Shimizu c., Takamatsu T.,
Hirasawa Y'] Hisliocy'le €action |n rabbit femuB lo UHI4VVPE' melal'
andceEmicpańcles in d]fierent sizes. J' Biomed. Mater' Res' 1999'
45,4,363-370.

3 months afrer implantalion in the direct vicinity of the ce-

- the prcliferative phase, which leads to the formation of a
connective tissue capsule separating the implantfrom tho
siriated muscular tissue.

Thelissue rcaction arcundthe solid ceramics is charcc-
te sed by a shoń and notVery intensive exudative phase'

30 days after inplantation the solid ceramics is sur-
rounded by a quite thin lay€r of nbtous connective tissue'
The suńace_modified silanoated solid ce.amicswith a dei_
nite, purposely introduced electrokinetic polential zeta,
evokes a minimal localtssue reaction withoui Bny visible
exudative phase.30 days after implanlation, the implant is
surrounded by a very thin layer of fibrous connective tis-

Conclusions

1. Solid silanoated ceramics, with a purposely-applied
el€cllo1inelic poTenlialzeta on the sUńace' evoles a'TinF
mal local tissue rcaction.
2. Solid ceramics evokes slightly more intensive Ussue re-

3. The mostinlensivetissue reaction manifesied byan abun-
dant and long-lasling exudalive phase is observed in the
case of porous ceramics.
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WŁoKNA
Z REGENEROWANEJ
CHITYNY. BADANIA
BIOLOG!CZNE
'DaNUrA PALUCH, .SrANrsuw PTELKA, "LrDlA SzosLAND,

'JoLANTA sTANlszEwsM-KUŚ,
'MAąA sŻYMo\owcz, 'LrsŻ-k sol"\ ''BoUUŚuwĄ 

żYwrkA

-ZAkŁAD CBRURGl EXSPERYMENTALNEJ l BADANrA BoMATERA-
ŁÓw KAIEDRY cHRURcl lJRAzoWEr lctlRURGl REK AMoEM!
MEDYCŻNEJ WE WRocŁAW U
-'KATEDM CHEMt FŻYczNEJ PoUMERóW PoLTECHNK

Streszczenie

ce]en pracy była ocena biazgodności w|ókien z
chityńy Baddnń abr]mońa]y bdddąid biologiĆ7nt !1]y-

ciągóW Wadnych, badania działania cytatoksyczne-
ga, badania dzialania henolitycznego, badanle śrÓd-
skórnego dzjałan i a dra żniącego oraz b adan i a i mpl an

Na postawie przeprowadzanych badań nie stwier
dzono d4alaria hÓmolir' c7naga' .y1olaĄsvc/nAqa i
snds^arńego dzlałdnid dlcŻn,4 pqa' Prcre. rgcja
nia przebiegał z klÓtkotMałąfazą Wysiękową o na'
lyn stopniu nasilenia' która akalo 14 dnja przecha-
dziła W fazę proliferacyjną prowadzącą do v/ytwarze'
n ia tare bki łącznatkankawej'

Stowa kluczowe: regenerawana chityna. cytotak-
syczność' dzjałanie drażniące, niejscowa reakcja

Pochodne ch tyny charakieryzuje sę sŻeregiem specy-
ficznychwłaściwości, taklch jak: boakwność' odpolnośc
na slery zację rad]acyjną' b]odegradowalność, zdolnośćdo
tlvorzen a o,o wloh en , 700lro.c do - e,zdn a / i-'ny-.ri
polimerami [2, 6-11l' Wyrn enione Właścwości pozwa ają
Śąd7'C' że po'lrrery 'e magd rnaeżr 7ano\o!łdnia Tp
dycznejako materiały opatru nkowe, nośn ki ekóW mpan_
ly do kontakiu z tkanką kostną i lkankami m]ękkimi oraz
kfuią, a takŻejako surowce do modyfikacj] nnych biomate'
ria]óW

ceem badań by]a ocena bologiczna Włókien Ż regene_
rowanej ch tyny oraz ich przydatność do zasiosowań me
dycznych' Przeprowadzono nasiępujące badania:
_ oznaczen a laboratoryjne Wyc qgów Wodnych,
_ badania działania hemolltycznego wyc qgów Wodnych'
_ badania działania cytoioksycznego'
' badania śródskórnego dŻalania draŻn]ącego'
- badan a miejscowej reakciipo implanlacji.

Materiał

ocenie biologicznej poddano włókna chitynowe otlzy'
r.ane z włókien z dibutyrylochityny.

WłóknaDBcH poddano a kalicznej obróbce 5% Wod nym
roztwotem NaoH W tempetaturze około 90'c, podczas ktÓ'

rejzachodzilareakcia hydrolzy grupestrowych iregenera_
cja grup hydrcksy]owych w makrocząsteczkach polimeru

oirzynrano Włókna chitynowe bez destrukcji ich makroslruk'
turyzwartośclą epkości stotnej chiiyny8'52 dL/g Widma

BIOLOGICAL
INVESTIGATION OF THE
REGENERATED CHITIN
FIBRES
*DANUra PALUCH, 'SrANrsraw PELM, '*L|D|A SzosLAND,
*JoLANTA sTANl9MsM-K']ś,
'IMARA szYvoNowcz. 'LEsŻrR solsxl, "B@U*WA żYwrc(A

'DEPARTMENT oF ExpER MENTA! SlRcERy AND B oMATERALS

oHAR oF TMUMAToLoGY, I'4EDrcAL UNVERSW, WRocŁAW

'"DEPARrMENr oF PHyslcr CHEM srRy oF PoryMERs
TECHN cAL UNVERSlrl oF ŁÓDŹ

Abstract

The nain purpose of this investigation was the bio-
Iogicat evaluation ofthe regenerated chitin fibres and
their usability in nedicine. Our investtgatian included
laboratary tests of the aqueous extracts, haenolytic
effects of the aqueous extracts, the cytotoxicity tests,
intracutaneous reactivily test and the local reaction
after implantation.

ln the conclusion we say that the fibres of regener-
ated chitin do not cause the haenolysis, cylotaxicity
or intncutaneous hritation. The healing prccess of
bath types af fibrcs involvel1 a shań exudative phase,
which after 14 days was follawed by a prolifentive
phase. The latter ended with the developnent af a
connective tis sue c apsule.

Key wołds: rcgenerated chitin' cytotoxicity,
haematytic effect, locai tissue reaction

Derivatives of chltin are characterised by such specfic
propeńies as: high bioacljvity, good iolerance for radiaiive
sterilisalion, biocompatibility, good biodegradatjon and
formabillty (fibres, foils) and misciblity wlih other polymerc

tt5l.
Al] these propeńies give good leasons to undertake the

eva ualion ol dibuiyrylchitin and other deivatives oi chiiin
as biomaterials for such medical applications as dtessing
materals, drug carriers, irnplants in contactwith bones, soft
tlssues or blood, or as modifers of other biomaterials 12,6-
1tl.

The main target oiihis invesiigation was the biologi
cal evalualion of lhe regenerated chitin fibres and the r us-
ability ln medicine. Our investigation included:
'laboratory tesls ofthe aqueous €xttacts,

haemol!,tic effecis ofihe aqueous extracts,

- intracutaneous reactivity test,
- local reaction after implantation.

Material

The chitin fibres obtained frcm dlbutyrylchilin undetwenl
ihe biological evaluation.

A pań of DBCH fibres was used for the prepalation of
chilin {ibrcs. Forlhis purpose the DBCH fibres were treated
for 20 min with a 5% NaOH water solution at 90oC, which
brought about hydrolysis ofthe estergroups and regenera_
tion of hydroxylgroups in the in the DBCH macromolecules
1201. The product of hydrolysis was washed sevemltimes
with disiilled water to remove traces of the side product -
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Metody i wyniki badań

Wszysik e badan a przeprowadzono zgodnie z zatece-
fiami PrPN-EN ISO 10993 'Badana botogiczne malera
lóW medycznych" 13' 4]'

oznaczenia labo.atoryjne wyciągów woclnych
Wyc ą! Wodne prŻygotowano W ploporc]i3 g próbk na

50ml wody do in ekc] MateriałwlaŻ ze śrcdk em ekst.ak_
cyjnym inkLrbowano w tenr peratutze 3t'C ptzez 72 n

Pzeprowadzono następuiące pom ary: pH, pftewodnośĆ
eelr)c' nJ ńl", na < c'd polon.'o<' po oopJ.ońdl J
oraz oznaczono wskaŹnik wch]an]a ności'

Wyn ki pom aIóW aboralory]nych Wycągów Wodnych
przedstawiono W TABELl ]' Poda|o średnie Warlościobl
czone Ż trŻech Wyclągów dla każdej pńby

TABELA 1. Wyniki badań laboratoryjnych wyciągów wodnych'
TABLE 1' The results of laboratory m€asulements ofthe aqueous extracts'

RYs' 1.Widma lR dla błon€k: DBCH (1)' otrzymanei ż lachotabsotp or a| '740
chityny krylowej. oraz chityny regenerowanej (2), -T ir 'pFcłJm 2' łh|ca is
olrzyman€j w wyniku zasadowej hydrolizy włóki€n z character stic of the esterc of
DBCH. saturaled fattyacids likeihat

inspectrum 1for DBCH (caŁ
FlG. l.lR spectra ofDBCH (1)obtained from kri chitin bonyl, C=O groups), and
and regenerated chitin (2) obtain€d after alkaline strong absorption al 35oo
trealment applied to DBCH fibres. cmł due lo hydroxy oroups,

indicates complete hydroty-
ss of the DBCH macromot-

ecu es and their transformat on niochtin[7,11].
Both lypes offlbres before the investgaton were steri,

lised wiih gaseous ethylene oxde.

Methods and results

A lheiestswete carried out in accordance With th€ Eu_
ropean slandard PiPN-EN ISO 10993r "Blotooica evalus
tion of medica devices .

Laboratory tests ofthe aqueous extracts
The aqueous extracis from the tested fibres were pre-

pared in the plopońlon of3 g offibres per 50 nr]ofwater for
injection The sampes were ncubated at lhe iernperature
of 37!C for 72 hours. Our invesrigations tnctlded assess
menl ofpH, electrical conductivily, clry residue and absorp-

w podcŻeM]en], zarejestro_
wane na spektronrelrze Per
kin-E mer 2000 FT lR d a
blonek z DBCH (1)iolzynra
nejclr tyny regenelowa nei są
przedstaw one na RYS 1.
Calkow ty zan k w widmie 2
pasma absorpcli przy 1740
crrr', od pow adającego d €a_
niom w grupie karbony owel
C=o, obecnet w widmie
DBcH, olaz pojawienie się
absorpcti w obszarze 3500
cm] odpoW]adającej drga_
n om wodoru w grupach hy
droksylowych obecfych w
ch lynie. śWiad czy o calkowi
tej hydrolizie nrakrocząste_
cŻek DBCH i transfomac]
ci] W chitynę [7 11]

Przed pżysląpen]em do
badańwłÓkna stery izowano
tenkem etyenu - w sleryli

Badanie działania hemolitycznego wyciągów wodnych
Wycąg Wodne do badań dzia]an a hernolitycz|ego do

prcWadzano do izoton cznościsiałym ch orkern sodu
Badania przepfowadŻonozzastosowanem erylrocytóW

udzkich otrŻymanych Ż krw cyl.ynianowei grupy o Rh+
W\' 99 l (L'bołaro / prv''o.}laTl pr7./ 21 goollry . e
parce w tempelatLrrze 37'c Po opadnięc u erytlocytów i
po odw rowan Ll (220 q/10 minLrt) mierŻono fotometryczn]e
absorpc]ę pły|u znad osadU na speklrofolometże l,lAR_
CEL s330 przy dłUgośc fal 540nnr' Jako odnośnik użyto
150 mnro/lroztworu NaC.

Średni procenl hemo izy obliczono z 3 prób. Wyc ą! z

sodium buvraie-and excess
ofNaoH The obtained €hitin
fibres had undamaged mac-
rostructure and intrins c vis-
coslly of 8 52 dL/g lsolvent -
Dr\,4AC/5%LtCt, 25.C). tR
speclra of ihe polynrer fl ms
fomed from the DBCH flbres
(speclrum 1)and the resen
erated chitin fibres (spectrum
2)areshown in Flc 1.lnfra-
red spectra were recorded
using the Perkin-Elner 2000
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The results of the laboratory tests for the aqueous ex-
tracts ate given ]n TABLE 1' They repres€nl averaoe Val_
ues calculaled from three exlracts for each tested sampte.

The rnean values of electrical conductivity and dry resi-
due were comparable wlh lhose obtained for biomateriats

Assessment of haemolytic eflects of the aqueous ex-

The aqueols extracl was prepared in the same way as
for genera laboratory assessment and was made isoionic

Chitin 12
beŻbaNny / colo!rless

67 16 0 0075 16

100
beŻbaMny / co ouress
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wlÓken Ż chityny nie wykazywaly dz alania henro lyczne
go Procent hernoljzy Wyn Ósł 0.86 n e prŻekloczy] Wańo_
ścidopuszcza nejprzez norrię' czyli 1% 11].

Badanie działania cytotoksycznego
Badana przepro!ładŻono na referencyinei l]n komór"

kowej' fbrobastach mysch 3T3/Balb Komórk były plze
chowywane w cieklym azoce w temperaturze -173'C z
dodatkiem około 10% Dl,4So Po rczmroŹeniu komÓrklbyly
dwukrotnie pasażowane przy użyc u roziworu o składzie:
0,05% trypsyny + 0,02% EDTA w PBS , o pH 7,2

Badanie przeprowadzono metodą pośred nią po konlak_
ce z Wyciągiem na walstwe komórek W ilośc 2.5x105

Jako środka ekslrakcy]nego !Źyto poŹywk hodow anej
z surowcą o identycŻnym skladŻe ]ak stosowana do ho
dow imacierzyste]' W Warunkach aseptycznych. każdy lo'
dza] Włókien o mas e 1.5 g pocięto na kawa]k dllgości
około 1cm iza]ano 25 m pożywk] hodowlane]' PrÓby ekko
WstrŻąsano na m kro!łstrząsarce inkubowano przez 24h
w iemperaturze 37'C. Po tym czasie ekstrakty dodano do
hodowli komórek i nkUbowano w 37'c
ocen e poddano następl]]ące hodowe
_ hodowla kontlolna hodow a macieżysta z poŻywką nie

próba śepa hodowa z pożywką inkubowaną W 37'c
ptzez 24 h ,

próba badana hodowla zwyciągiem zWłóken z ch |yny
ocenę Żrnian cytotoksycznych przeprowadŻono po 48 h i

72h.
ŚrednieWyniki badańdlatzechwyc]q!óWzkaŻdejprÓ

by przedstawono w TABEL 2
WeWszystkichterminachWba{janychhodowlachkomór

ki miały prawidłowe ceclry morfologicŻne. Nie stw eldŻono
ag utynacii' Wakuo zacii lzy blon komórkowych'

by an addition of a so id NaCl.
The erylhrocytes were obtained from ihe cliraied human

bood, grcup 0 Rh+. The aqueous extracts with ihe eMhrc-
cytes were incubated for 24 hours at lhe temperature of
37"c. Aftellhe sed]menlation of erythrocyłes and the]rcen-
trifuga!on (at 220ql10 rninutes) the absorplion of the
lquid frcm above the sedimented erythrocytes was meas-
Lrred by a photometric meihod aithewaveength of540nm,
using the spectrophotometer L4ARCE L s330. ltis accepted
that the tested nraterials do not give haernolyic €ffecls i{

lhe mean percentage of haemolyss does not exceed 1%

tll.
The mean percentage of haemolys swas calculated irom

3 sarnples. The extracts from the ch tin fibres did nol show
any haemolytc effects. The percentage ofhaemolysiswas
0,86% and lhus it did not exceed the value of 1% glven by

Cytoloxicity
The eva uation was carrled out on the referenced cell

seres of the mouse fibroblasis 3T3/Balb. The cells were
kepl in quid nitrogen at the temperature of -173'C with a
10% additlon of Dllso' Aft€r UnfreeŻing the ce s Were
iui ce subiected to passagewith a so utjon of0,05% lripsin
+ 0,02% EDTA in PBS ofthe general ph value of7,2.

The assessmentwas made by indirect method after the
coniaclwithtlreextract onthecelsgrowingintheshapeof
so called "mono ayer"

The cu tLrre nredilrm w th added serum. ofthe same con-
teni as the materna (nauve) cLrlture was used as the ex'
tract agenl. Under the aseptic condliions the fibres of the
4 5 weight Were cut off 

'or 
the pieces of Ća' 1cm ong and

were put inlo three contalners at ca. 1,59 in each. These

l9

TABELA 2. zmiany cytotoksycŻne w hodowlach fibroblastów mysich.
TABLE 2. The assessment ol the cytoxicologicalchanges in culture of mause fibroblast.

Po 48 godzjnach zaróWno W prÓbach badanych ]ak i

kontrolnych iczba komórek oddzie onych od podłoŻa była
dentyczna i wynosila 1_2%' L]czba martwych konrÓrek W

próbie z Wyc q! em z ch lyny była więksŻa lr ż w prób e
ślepej konlronej wynosila 7Óld Lczba komórek żywyĆh
W hodowlach z Wyciągami z badanych pób wzrosła lecz
oy,o'ó.orr.iF )/d l' łp'obAlonl'ol' pJ'lAoei

oo 72l' |.-ba. on o'p| odolleo ]'-odpooloż.^plo-
baclr badanych była identyczna ]ak W próbie kontrolnej
ś epe] wynosila 3 Ó/o. Liczba komórek mańWych w hodow i

zWycią.]am z ch lynyŻmalała do 5%. Po72h nasląpł pla
wie dwukrotnywzrost czby Ż],ryych konrÓrek W hodowlach

probes wereflooded by 25mleach ofthe breedlng culture.
As the bl nd probe ihe cu ture medium with added serum
was used. A lprobeswere lightly shaked atthe microshaker
and lnc!bated for 24h at lhe temperature of 37"C. After that
ihe exlracts were added to the cel culture. which laterwere
ncubaied in ihe temperaturc of37'C.
The o 'ow,ng cLltu'e werF assFssed:
- as the controlcu ture:the maternalculture rnedium, which

- as the bl nd probe: lhe culturc medium incubated at 37"C
for 24hl
_ the tesied probe: the cul1u€ With added extract of lhe ch]i n
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I%) I%1Ix1o1 txlo1 t%l

0 12 380 0 3 90

Blind 0 12 3.76 0 3 94

0 0 3 7,0 5
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Ż wyc ąganr z badanych plÓb, ecz bylo ch mnej nż w
pfób e kontrolnej ślepe]

Badanie śródskórnego działania drażniącego
Badania pŻ eprowadŻono poprŻeu ocenę dzałania draŹ

niącego Vryc ąŚóW przygotowanych z zastosowan ern soli
fzjoog cz|ej_ Wyciąg poarny oraz z Żastosowan em oleiU
sezamowego wyciq! niepolarny

Wyciqgi przygotowano z zachowan em następujących

ość próbki_ 1,5g'
_ rozd.obn]en e pńbk Wlókna d]lgości okolo 1 rm'

środek ekstrakcyjny ' 25ml soli nz]ologiczne] ub o ejLr se

- warLrnk ekstrakcii- 37'c przez 72h
P'ob' 'lAo" 'u1oń( ,a liz.aloq z1a olA ce'.aońy n_
kubowane W tych samych Warunkach co wyciągiz rnalera_

ocenę śrÓd skórnego dz ala nia draŹniącego kaŻde]pró
by prŻeprowadzono na 3 króikach alb nosach' rasy nowo_
zelandzkie]. obojga płci' o Wadze od 2'8 kg do 3,2 kg' Ba_
dan e przeprowadŻono Wslrzykując śrÓdskÓrn e po 0'2ml
wycą!óW po alnych ]n epo arnych z badanych malerałóW
oraz prób kontlolnych

Zm any skórne W nr ejscaĆh WslrŻyknięć ocen ano bez_
pośredn o po niekcji oraz po uplywie 24' 48 72h'

Bezpośredn o po ]n iekcji Wyciągów po arnych n epo ar
n/' l llhl'J' y J Ż3o-eqoZ
typLl zaczeMien ien a i obrzęku Poinekcj Wyciągówpoar_
nych z chiiyny n e obseMowano zn-ran skórnych po 24,
48 i 72h Natomiast po inekcji Wyciągów nepolarnych z
Lhl'\1\ .Iw|Ó'dlo1o ' 

'Adrpqo 
7ńlÓ.' eĆc ń icdr/- "r'e-

scl' wstrzyknięcia ekke ŻacŻeMenenie skÓly Po 48 i

72h Żmiany skÓrne Usląp łv
Na podstawe uzyskanych WynikóW d a kaŻdego mate_

lałU ob iczono WskaŹn k pieMolnego podrażnienia 'WPP'
WskaŹn k PieMolnego Podlażn en]a d a ch tyny wynos]:
1/30 = 0'033 i byl beŻ Żnaczenia'

Badanie miejscowej reakcji po implantacji
Badanla przeprowadzono na 40 szczurach rasy Wistar.

'dn_a r'orra-eLdld180g ńńi"'' oho,o 2 nl"J\..,
Bada ne próby im p antowano w m ęśnie poślad kowe szczura
t5t

The assessmentollhe cytotoxicity was evatlraied afler

The means resulls for the three extracts of each probe
are shown n the TABLE no.2 .

For all the assesŚment periods the cells culture under
eva uaton were all oi proper morphotogical characlerc.
There were no any visible aggtut nation, vacuo isalion nor

After 48h in the teŚted probes as Wel as ]n conlrol ones,
lhe number of the cells separated from the c! ture,s base
were similar and ngured 1-2%. The number of the dead
cells in the probe containing lhe extracts from chitin was
higherihen in ihe blind probe and figLrred 7%. The number
of the living cells in ihe cultures conta ning the extracts of
the tesled probes slighUy increased bul stillwas lowerthen
the number ofce s in the controland blnd probes.

AfierT2h in the tested probes as wellas in controlones,
ihe nurnber of lhe cells separated from ihe cutt!.e's base
were sim ar and figured 3%. The numberofthe dead ce s
in the probe contajning the extracts from chitin decreased
up io 5%. After72h the numberofthe livlng cetts increased
tw ce in the cultures containing the exlracts of the tested
probes, but st being lower then the number of ce s in the
contro and blind probes.

The irritation test
For the purposes of this assessmeni the poar extract

with sallne and nonpolar exiract with the sesame oit were

The prcpared extracts are characterised as fottowsi
the wegh| ofth€ probe _ 1,5 g

- the granulation ofthe probe thefibresofca. lcmtong
- the extact agent - 25 rnl of saline or sezame oit
- ihe condiiion of extraction - in 37'C for 72h.

The b ind probes were made of saline and sezame oil
and were incubated under the sarne condition as for rhe
probes with tesled mate a.

The assessment ofthe intracutaneous irritaton oieach
extracis sample was evaluated on three atbino rabbiis of
ihe New Zealand breed of boih sexes, weighing betlveen
2,8 and 3,2 kq.

The changes on the skin in the sites of njections were
evaluated right afierthe injectionswere made and after24,

Directly after the lnjection of polar and nonpotar extracts
ofthe chitin, as far as the erythema and oedema were con
cerned, there were no changes noted even on singLe ani-
ma . Afler the injection of polar exiracts of the chitin there
were no any changes observed after 24, 48 nor 72 hours.
Ane' rhe rnla-rion o'norpolar exkr.ts o'rl.e chiln one a1i
mals showed at one injecUon site the light eryihema of the
skin. This reaction retreated after 48 hours.

The lndex of Prmary lrritation forthe chitin figured l/30
= 0,333 and in general assessment Was ofno impońance'

Th€ assessment o' the localreaclion after implantation
The surgery was carried oui on 40 male, albino rats of

Vistarb€ed' Weighing ca'180g and be ng 2 months old each.
The tested fibres materialwas inserted paralletto the mus-
cle flbres of the gluteai musces using the iypical surgica
needle Isl.

The histopathological slides were dyed by HE method.
Ater 7 oavs sinLe Ll'e inpl.'rtalion 'r lhe nicrcscoptc vew
there were seen cross sections ofthe implanted fibres suF
rounded by the lb nous exudate reach in cel. The chitin
fibres had oval shape with slightly opalescent edges. The
celI_f ibrin exudate visibly penetrated behłeen the filaments
ofthe chit]nfibres, and had hło disi nct layerc' Ai the edges
of lhe implanted fibre, close to the surrounded musclesihere

=9
&
.LU

?
=C
ń

RYS.2. Obraz mikroskopowy 7 dnipo imptantacji
włókien z chityny. lmplant otoczony pasmem
tkanki ziarninowej. W centrum ognisko
granulocytów wielopłatowych obojętnochłon-
nych (Van Gieson, 140x).

FlG. 2' Th€ mjcroscopic view of chitin fibres 7
days after lhe implantation. The implanted fibres
are surrounded by a layer of granulation tissue;
in th€ mjddle _ a focus of multilobar neutrophilic
granulocytes (van Gieson, 140x).



2l

RYS. 3. Obraz mikroskopowy 90 dni po
implantacji włókien z chityny' Pęczek
włókien poprzerastany tkanką łączną
włóknistą. Wokół włókien widoczne
komórki olbrzymie typu ciała obcego
(H&E,140x).

FlG.3. The microscopicview 90 days after
the implantation ot the chitin fibres. A
bundleoffibres is overgrown by a fibrous
conneclivetissue. Around the fibres lhere
are giant cells of the foreign-body type
(HaE,140x).

Badania makroskopoweim kroskopoweprzeprowadzo'
no 7, 14,30,90, 150 i 180 dn po implantacli.

7 14 dna po mpantacji w obrazie mikroskopowym
preparatów h sto ogicŻnych baMionych hematoksylną i

eozynąWidoczne byly prŻekroje poprzeczne Włók]en z chi
tyny, otocŻone wysiękie m komÓlkowo włóknikowym' W]ók_
na chityny miały kszlałt owa ny o ekko opalizL]]ących kon
turach. W wysękL Włókn kowo konrÓ owym, ktÓry Wn kaJ
pom]ędzy W]ókna !ograncŻony byl do obszalu mpLanlu,
nroŹna bylo WyróŹn Ćdwie warstlvy' Na obwodzi€ implaniu
w pobliżu mięśni Wyslępowaly przede wsŻys1k m fbrobla-
sty fibrocyty i po]edyncze ]ed nojądrzaste kornólk 1ypu m
focyta W cenlrum mpantLr wdocŻne były naiomiasl dość
l]czne rozane ogn ska granu|ocytów wie oplatowych obo
jętnochłonnych (RYs' 2)

30 dn po mpantaci Włókna chityny były poprzelastane
bogaiokomólkowątkankąlącŻnąŻ prŻewagą f bloblastÓW i

f brocytóW. Gdzjeniegdz e Wysiępowa]y po]edyncze komórki
lypu hmfocyta otaz pojedyncze komórklolbzymie typLrca'
a oocAqo' c. pęc7el 4lo' ler ooo7 A dJ. od . ę-r .ie1
ka ' 1 szerokośc Włókna mieśnia poprzeĆzne prązkowa-
nego _ tkanka {ączna Ż licznymi Włóknami kle]orodnymi

90 dnipo implantacjiw preparataclr hlstolog cznych baF
łony(h nFlodar t]E !"n G'F.o \lh pldzolo /e oo
szczegó ne włókna Ż chityny przerastała otaĆŻala tkanka
lączna Wlóknisia W bezpośrednim sąs edztwe Włóken W_
doczne były liczne komórki olbrzym e typL] ciała obcego
(RYS 3)

150 180 dn po mplantacj obraz m kroskopowy byl
podobny' WÓkna chityny o n]eznr en onejilośc], gęsto u]o-
Żone' o|aczała przeraslała tkanka łączna Koor WłÓkien
uległ zrń anie z szaro opalizującego na kolol ńŹowołioe'
lowy' co może sugerować początek tesorpc]i Włókien Ż
ch lyny (RYS 4).

omówienie wyników badań

Na poslaw e pżeprou/adzonych badań aboratory]nyrh
wyc]ągóW Wodnych Ż chityny i dibltyryloĆhityny obejmują-
.yĆ' poTlal pH' p7.Woono+ | e pk(nc-ne $|Żj ińai i .
cheipozostałośc po odparowan U slweldzono, że uzyska-

RYS. 4. Obraz mikroskopowy 150 dni po
implantacji włókien z chilyny. włókna Ż
chityny otoczone i prżerośnięte tkanką
włóknistą (van Gieson' 140x)'

FlG. 4. The microscopic view 150 days
afterthe implantation ofihe chitin fibres.
The chitin fibres are overgrown by a
connective tissue (Van Gieson, 140x).

werefind ma nlynbrobasis fibrocytes and single nrononu-
c ear ce I of yrn phocyle type. ln lhe centre of the mplanted
fibre were numero!s diffuse focuses of multiobulLrs
neutrophiles (FlG. 2).

The ch tin fibres afier 14 days s nce their implantalion
were sLrffounded by lhe layer of connectve tissue, which
separaied the chitin iiselffrom thetransverse strlated mus

The chiiin fibres after 30 days since their mplantation
were overgrown by the reach-cel connective tssue wth
the fibroblasts and nbrocytes. Disspers y werefnd also cells
of ynrphocyte type and gteat c€lls of the foreign_body type '
Thelibres were separated from the muscles bylhethln ayer
of the t ssLre (measured 1/4 of the muscle fibre) with nu-
merous collagenous fibres.

ln the hislopathological samples which were dyed by HE
and Van Gieson, after 90 days since the jmplantaiion \łas
performed, itwas observed thatthe singlefibres ofthe chitin
!łere overgrown and surrounded by the fibroLls connective
tssue Very cose to lhe nbres lhere were abundant greal
cells ofthe foreign body type (FlG. 3).

Afrer 1 50 and 1 80 days since the imp antation of the chitin
fibres the microscopic vlew was similar to lhat one men-
tioned above. The chitin fibres in the same number were
densely arranqed and s!rrounded bythe conneclivet ssue,
The changes in the colour ofthe fibres rn ght suggest thai
the resorption process has jusl begun (FlG.4).

Summary
On the bass of carrled laboratory tests ofthe aqueous

extracts, such as pH evallratlon, eleclric conduciiviiy and
dry resdue assessment we can slated lhai the obtained
resi.rLts are wlhin the llmits ofthe standards and are com-
parable to ihese given forsimilar kinds ofmedica devices,
e.g. for Dexon suturesr pH - 6,10 electric cond uctivity - 31

UScmrt dry residue after evaporalion - 0,0014 g/100 cm3.
The mean percentage of hemoyss counted from ihe

three samples made forchjlin extracls was 0,86% and did
not exceed lhe value of 1% which is accepted by the stand-
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ne Wyniki m]eściły się W granicach normy i by]y poróWny_

. . .17 . . ffiix"ń}{l::il."irJ;;iil :ii|ł"'T:IJ""::',"::i:
tryczna właściwa 31 mscrn r j sucha pozosta]ość po od'
parowaniu - 0 0014 g/100 cm .

sredri otocerl -errol'7y ob|czony 7 J ploo ola ńycą_
góW z ch]tyny wynosił 0,86% a procent hemo]zy dla n]Ć
Dexon 0,64 in]e prz ekroczył wańości doplszcza]nej pŻez
normę'

W badaniach dz ałan ia cytotoksycznegoj przeprowadzo_
nych na fbroblastach mysch, stwierdzorro prawidłowe ce'
chy mońologiczne' Nie obserwowano aglUlynacj], Wakuo i_

zaą i lizy bła| komórkowych. lość kornÓrek oddzelo
nych od podłoża byla denlyczna ja k W hodowlach kontro_
lnych' N eco Większa ilośc kornórek rnańWych mnie]sŻy
pzyrost komórek W hodowach z Wyciągam z chityny iest
plawdopodobnie spowodowany pozostalością tlenku ety_
ienu Żastosowa|ego do slery iŻacjiWłókien'

Badanie odĆzynowośc ŚrÓdskórnei Wyciągów z ch tyny
Wykazało brak dŻiałan a drażn]ącego' a Wskaźnik pierwor
nego oodrażn en'a by'be7 2n.czen o'

W przeprowadzonych badaniach patomońologicznych
obeimujących Wyn ki badań maktoskopowych mikrosko_
powych poimpantac], snłierdzono duŹego stopn a biozgod
ność W]óken z regenerowanej chiiyny' Proces Wgajan]a
przebiegał z krótkolrwałą fazą Wysiękową o małym stopniL]
nasilenia, ktÓra około 14 dnia przechodzlła w fazę prolifera_
cyjrą prowadzącą do wworzen]a torebk] ]ącznotkan kowej
sŻerokośc 1 średn cy implantu' W lermlnach późniejszych
tj' 30 do 180 dni po mplanlac] wytwoŻona torebka by]a
c]enka' a jel szerckoŚć nie przekraczala o 5 _ 1 sŻerokośĆ
wlókna mięsnego popfŻecŻnie prążkowanego' odczyn
lkankowy po im pla nlac]i Włókien z ch tyny można uznac za
minlmalny

Na podslawe przeprowadzonych badań shł erdzono, że
włókna Ż regenerowanei ch tyny spełniają podstawowe
Wymagania bio]ogiczne dla wyrobóW rnedycznych zawańe
W PrPN EN lso 10993 ''BioogcŻna ocena Wyrobów me
dycznych

Piśmiennictwo

t1] Bożemska M.] Badania po.ównawĆŻe meiod oŻnaczania
działan a henrol]łcŻnego w}t]ą!ów wodnych z twouylv szfucznych'
Polimery w Med. 8, 2, 57-61 ( 1 978)
[21 Paluch D', sŻosland L'' KołodŻiej J'' stanisŻewska_Kuś J''
sŻymonowie M', solskiL', żywicka B'iA b ological in Vesli! aiio n
of dlbu|yrylchilin lib€s' Engeneedng of Biomaleria]s' 7_8, 52so.
(1999).

13] solski L', Pa Uch o'' KŹyvosiński L| Polsh standarisation
poceduros €lated!o biomateńalson thopadiculareEmpleof lso_
10993i Bologicrl evaLation ot nedi@t devrcos. ErgrneeriT ot
&omarenals, 7{, 60-65 (!999).
[4] solsk L'' Paluch D'| Nolmy w biologicznej ocenie wyrobów
medydnych. Nomal2acja,3, 10, (2000).
[5] staniszswska Kuś J'' RutomkiR'' Paluch D': Badanie odtynu
lkanek na nici ch ru€iczne z zas1osowaniem Własnoj meiody
punktowej. Polimery w [4ed., 27, ']-2, 3-16, (j997)
16] sŻÓsland L''sŻumilewcz J': Bioaktywne Wlaściwości
dibulyrylochilyny' Pos|ęp w chemii i Żastosowaniu chityny i jej
Pochodnych' Mońogralia, t' lll, 75_80' (1997)'

ln the assessment ofthe cytotoxicity which was caried
outon the mousefibrobtasls, the proper morphotogical chaF
acterwas staied. Aglutination, vacuotisation, nor celis mem,
brane lysjs were not observed. The number of cels sepa-
rated from lhe matrix were idenUcat as in ihe control cut-
tures- The increased number of the dead cels and de-
creased proliferation of the cetts in the cuttures containing
thechitin exlracts, were probably due to the ethytene oxide
residLres, which was used for steritisation ofthe fbrcs.

The assessment of the intracutaneous reactiviiv of the
chilin extracts showed i1e lack of the iraLrLion rnflue;cean.t
the index ofprimary irńlation Was ofno importance aiall'

The pathomorphologicat tindings, included macroscopic
and microscopic assessmeni after implaniation ofchitin snd
dibLrtyrylchitin iibres, showed the very good biocompatibitily.
The healing proc€ss ofboih kindoffibres, included1heshon
exudative phase, which after t4 days was fo owed by the
proliferative phase. This lasi phase ended wtth lhe devet,
opmenl of the connective tissue capsute, thickness of whlch
was ca. 1 of the llbre diameter. Afler longer assessment
periods ( between 30 to 180 days since imptantalion) the
conneclive iissue capsule around both kinds offlbres was
thin, being the same thlckness as singte muscte fibre.

On the basis ofihese findings and attassessmeni pro-
cedure, it is stated thal both kinds of fibres: chitin and
dibutyrylchitin, fuliillthe basic requjrements set up for medi-
caldevices by EN iSO 10993 (Blologicat evatualion of medi-
cal devices).
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MATERlAŁY COMPOSITE MATERIALS
KOMPOZYTOWE FROM A NEW
Z NOWEGO BIODEGRADABLE
BIODEGRADOWALNEGO GLYCOLIDE.LACTIDE CO.
KOPOLIMERU GLIKOLID. POLYMER FOR MEDICAL
LAKTYD DLA CELOW APPLICATIONS
MEDYCZNYCH
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ELZB ETA PAMUŁA'' JAN c|ŁoPEK*' IJARTA BLAŻEW cz*' KAiR
lvlAKlNEN"' PpTR DoBEYŃsKlł-' JANUsz KAsPERcŻYx"''

' AKADEI'I GoRN cŻo_HUrN cŻA' WYDŻAŁ |NŻYN ER MATER A_

LoWEJ lCERAM kl. KR^KÓW
." TAMPERE UNNERSTy oF TEclNolocy. FAcuLry oF l/lArERALs
ENGNEERNG TAMPERE, FINLANDA

"'cENTRUM CBEMlPoL|MERÓW PÓLSKA A$DEMA NAIX,

Streszczenie

W pracy przedstawjona Wynjki ba!1ań nad atrzy-
nanien śrub i ksŻtałtek wykonanych z biodegrada
w a tnego kopoli me ru g I ikol id I akw, zsy ntetyzowan e -
goz użycien nlskotoksycznega zwlązku cyrkonu, araz
z kompaz'rów wykananych z tega kopolimeru Wzmac-
nianego WłÓknam] węglowyn!' oceniana WłaŚcMa-
ści nechaniczne j mikrostrukturalne otrzynanych
materialóW a lakże jch zachawan]e się W synu|owa
nyn środowjsku bjolaqicznym Bac|ania wykaza|y' że
opldLawdn? fialplial) Ulegajądegąda' ]i r pIŻ"rą
9u kilku tygoc]ni inkubacji W środowisku Wadnym'
Wprowadzenie wtÓkien węglowych powoduje palep
szenie właściwości Wrzymałaścjowych wyrobów i
znienia czas procesu btodegradacji.

Wprowadzenie

Ze wzg]ędu na dobrą biozgodność polglikolidu i jego
kopoj1F'ow obceMJj. się cągly W7'ocl7a _l"lF'owar a
tymi maleriałamiw codziennei praktyce kl]nicznej' Wytwa
rza się z nich biodegradowa ne implanty w postaci śr!b'
płytek czy gwożdzi chirurg cznych [1] jak i zaopatrL]je się
n]mi uszkodzenb n ektÓrych organóW Wewnętrznych t2]'
Kopo irel q](oldU Zld|''ydem sLosowdl " są'ósr elLl'"_
sto jako nośn ki lekÓW W procesach ch kontrolowanego
Uwalrialia '3_5] W,po-]l id e (opoimef 5y'lezu'e 5lę
pz.ważni. na dlod7. olsa'.iJ p erś.ie_ia 7 U7y.i.T 'ni
ciatoróW będących związkam cyny t6-8]' Wykorzystanie
'ahici 1i.jalorÓw jPsl -ed 

- al (o nar'ri. lonlowF-y''re'
pon]eważ całkowite usunięcie tych s nie trujących zW ąz'
ków z goiowego polimerL] ]est bardzo trL]dne i]ak dowodŻą
badar a praktycznie niemoż]]we [9]' Konsekwencjąlego jesl
powolne przedostawanie sie związków cyny bezpośrednio
do krwoob]egu pacjenta Z drugiej strony Wiadomo, Że
zwlązk |e' nawei W śladowych ościach' są sŻcŻegÓln]e
nieb-AŻpiecŻne d]a zdrowia dzieci oraz dla prawidłowego
funkcjonowan a lkanek o d!żej Wraż]Wości na toksykację
(np' tkank nrÓŻgu' neMóW)[10]'

Kopolimery aktydu z gl]kolidern są iypo!łymi termop a-
siam! dŻęki cŻemu jest moż We wytwarzanie z nich' np'

ELŹBIETA PAMUh-' JAN cHŁoPEK*' lvlARTA BtAzEWcz', KATR|
MAX]NEN|-, PloTR DoBRzYŃsKr''' JANUsz KASPERCZYK***'

- UNVERSł oF M|NNG AND N,4ETALLURGY. FAcULn oF MATE_
RrALs ScENcE AND CEMurcs N CRAcow
'" TAMPERE UNVERSł oF TEcHNoLocY' FACULTY oF MAIERALS
ENG NEERING, TAMPERE, FINLANDA
-" CENTRE oF PoLYMERS CHEMrsrRy, PoLsH AcAoEMy oF

Abstract

The paper presents the results of stuctes or lhe
manutacluring af screws antl other shaped elenents
fron a biodegradable glycolideJactide co-palyner
obtained With the aid af a non łoxic conpound af zir-
caniun and ton the conposites consistng of the co-
palymer natrjx and cańan fibre reinforcenent. Evalu-
ated were the nechanical and nicrastructural prop-
erties of the abtained mateials as we as their be-
haviaur in a simulated biolosical nediun. lt has been
stated thatthe investigated nate als undergo degra-
datian duting severalweeks at incubatian in an aque'
ous envionment' The additian of cańon fibres in-
proves the strength of devices and affects the bio-
degradation time.

lntroduction

Good biocompatibillty of polyglycolide and its co poly-
mers is the reason ollheobserved Qrowinq inierest in these
maierials n clinical practice. They are used as biodegrad-
able irnplants shaped into screws, plales or surgical nails
tll and also as dressing for the wounds of some lnternal
organs [2]. The glycolide]actide co-polymerc arc also of-
ten used as drug carriers for a controlled drug release [3,5].
They are usua ly synlhesised by a ring opening reaction
initiated bytin compounds 16-81. Such a procedureis rather
contoversial slnce comp ete removal of these strongly toxic
compounds from the rml product appears extremely diffi-
cult or even rmpossible in practice [9]. As a consequence
thetin compounds are slowly released io the patients blood.
It is known on the other hand that tin compounds even in
trace amounis are particularly dangerous for children and
for proper functioning of tissues sensitive lo lntoxication,

"Uch 
as lerv€ ot bm n tlssue Il0l'

The lactide-glyco ide co-polymers are typical thermoplas-
tic malerials and therefore ii is possible lo shape them by
in]ectlon mould]ng lo obtain the ańicles for medical appl]ca_
tions. However, theyhave relatively low mechanica param-
Flers, whici essenr ally limils tl'e applicalions lo the.eg,ons
where it is not necessary that they bear signifcant loads. ll
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melodam wtrysku wyrobów pż€znaczonych dla medycy
ny' Jednakże kopolimery le posiadają stosunkowo słabe
paramelry mechaniczne, co w Żasadzie ogfanicza zakres
slosowania ich w medycynie do prŻypadków, gdŻe Iie
musząpzenosić znacznych obciążeń' Dlatego optyma ną
drogąpoprawy ich Wlaśc Wości mechan]cznych Wydaje się
rbroie'rie icl w,olrar :y,rrFtyc/1vTi. ro segtowynr

celem niniejszejpracy była próba otżymania ksŻtałtek i
i.ub orzezlacTorluh dlr onooedii wyto arycl- I n e 7a
wiemjącego toksycznych domjeszek kopolimeru gl]kolidu z
laktydem oraŻ z kompoz}łu otrzymanego z lego kopol]me
ru WŻmocnionego wlÓknam węg owynri' Scharakteryzowa_
no Właśc Wości mechan iczne, mikroslruktUrę zachowanie
się otrzymanych materia]óW W sym! owanym Środowisku
biooglcŻnym syntezę kopoimeru glikoidu z L_laktydem
prowadzono stosując iako inicFtol zw ązek o stosunkowo
n iskiej toksyczności - acetyioacetonian cyrkonu (lV)[10, 11]

seems that reinforcement with some synthetic iibres, e.g.
carbon fibres, might greatty imprcve their mechanicatprop_

This work was aimed at manufacturing of shaped art!
cles and screws fororthopaedic uses from a glycotide-taciide
co-polymer without any ioxic additives and trom the com-
posite having lhe same co-potyrner malrixand carbon fibre
reinforcernent. The oblained artictes were subjecled to
microstructural observations and tesUng of the mechanicat
propeńiesand behaviourin a simu ated biological medjum '
The g lycolide- L-lactide co-potymerisarion was iniltated wiih
zlrconium (lV) acetylacetonate having a retativety towtoxic-
iiy I10, 111.

Materials and methods

Materials

Glycolide {Purac' Holland)and Lłactide (Purac' Ho]]and)
were purified by recrystallisaiion from dry ethylacetate in a
vacuum dryer at room temperature. Zirconium (tV)
acetylacelonate (Aldrch Corp.)was used asdetivered. The
co-polymerisalion was conducted in a me atthe temDera-
lJre ol 1OO-150"C will rre Jse or conven. onat vacuJm hne
ior mell degassing and reaction ampoute ctosing [t j]. The
rnolar €lio ofthe Zr(acac)4 in itiator and the monomers was
1'2''l03' The ańicles from pure co'poymer and one rein_
forced with carbon,ibres (FortafitR 201, fibres 3 mm tong,
Akzo Nobel) were shaped by an injection meihod using ihe
pressure of 12 [,4Pa and iemperalure of 158 and 142"C,
respeclively. The volume iraction of carbon fibres in the
composlte, Vf, was 15%.

Methods

Evaluation olthe properties of co-potymer
The inherent vlscosty was measured tn 1,1,1,3,3,3-

hexafluoro,2-propanol (HFtp) at 25"C by means of
Ubbelohd's viscosimeter. The concentratton of co-potymer
was2g per I dm3ofsolution. Theaverage motecutarweight
ofthe glycolide-L lactide co,poymerwas determined from
the Kenley equation previously dertved forthe co,potymers
ofthis type [13]:lhl= (1.67 x 10r)Mv0.794

The composition and microstrlcture of the potyrnertc
chaln were followed on the basisofnuctear nragnetjc reso
nance (NN,lR) measurements [12]. The NMR spectra of tH
were obtained Using ihe Varian Unity i300 N.łHz)
spectrometer and a test tube of 5 mnr in diameter. Dry
D ,'lSO-d6 was a solvent. The measuremenls wcre pets
fomod at the temperature of 100.C. The NIMR spectra of
'3C (75 MHz) were recoded in the same apparatus and
conditions.

Evaluation ofthe propeńies offinal products
op€n porosily' pote slze disl bulio. ard mear poresize

were rneasured by means of a mercury porosimeter
(Porosimeter 2000, Carlo-Erba tnstruments). Tensite
strength and Young's modulus ofthe shaped adictes were
deierminedon ZWICK 1435testing machine at a strain rate
2 mm/min. Force at rupture ofscrewthreads was found on
the same devce and ir the sanF rest condittons

ln vitro l€sls
The shaped ańicles,5'4 g in nrass, madeofa g]yco]ide_

lactide co-polyrner or a composite with carbon fibre rein-
forcement, were lncubated in 250 mtdistitted water at 37.C
for 8 weeks; fresh water was supplied every seven days.
The degrcdation progress was evaluated from the meas-
urcmentspi pH (pH-meler CP-315, Elmetron), conductivity
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Materiały i metody

Materiały

Gliko id (Purac, Ho and)iL-laktyd (P!rac, Ho and)byly
oC?y./nó1e alled 'zy.,em pop7ez re^ryslali/dcę z .L
chego octanu etylu, a następnie susŻone wsuszarce próż_
n owejW lemperatuę e pokojowe]. Acelyloaceton]an cylko
nu (lV) (Aldrch corp.) LrŹyto w posiaci hand owej. Kopoli_
meryzację prowadzono W stopie, wtemperatuże 1oo_150oC
WykorŻystując w celU odgazowania slopu i zarnknięcia
anrpu] reakcyjnych konwenc]onalną lin ę prÓżniową {11]'
slos lneh molowy 'riĆiŻlold Z1aca.,. oo monolF.oł y_
nos 1'2x10 r'

Kszlaliki i śruby z cŻystego kopol mer! i kopo ir.eru |a'
pelnionego Włóknami węglowynri (FońafilR 201, włókna
3n m długości' Akzo Nobe])olżymano metodąMrysku sto
sując ciśn en e 12 l'4Pa temperat!ry odpowiedn o 158"c i
142'c' UdŻał objęloścowy w]ókien węglowych w kompo_
zycie, Vf' Wynosł15%

Metody

ocena właściwości kopoIimeru
Lepkość inherentną oznaĆŻa no W 1,1,1'3,3,3-heksaflL]

oro 2 prcpanolu (HF]P) w temperalurŻe 25rC z wykorzy-
slal en ep1oslioTler7a Jobe|ol de'a' slężen'e ale.zo1e
go kopolimerU wynos ło 2gldmr roztworu. Śtedni lepkościo_
wy ciężar cząsieczkowy dla kopolmerÓW glkol]du z Llak
tydem okreśano wykozystując rÓwnan e Ken ey'a Wcze_
śn ejsformułowane dla tego typu kopo]merÓw [13]
lhl - (1.67x10r)N4v0.794

skład i nr krostrukturę ]ańcucha obseMowano na pod'
stawie pomiarów protonowego feŻonansu iąd rowego NMR
{12] WdBra 1H Nlt4R otrzymano stosując spektrometr typ!
Vaian Un ly (300l'4Hz) i prcbówki średnicy 5 nrm . Jako
roŻpuszczalnik uży|o suchy D]Vso_d6' Badania prowadzo_
no w temp. 100!C . Widma ,3C NN,1R (75MHz) orrzymano
na tym samynr uEądzen U w tych samych warunkach

ocena właściwości wyrobów
Porowatość otwartą rozklad W]elkości potóW i ich Średn i

'ozrr|al Ńu21acza1a Żd oo]lolą polo7yrellL 1ęcoweqo
(Porosimeler2000, caro_Erba nslruments)' Wytżymałość
na roŻciąganie i mod!ł Younga kształtek wyznaczano na
uniwersa nej nraszynie wytrŻynrałościowej ZWlCK 1435 z
plędkoścą odkształcania 2mmlmin' Slłę zrywającą gw nt
śrub wyznaĆŻano na lym samym uŻądzenn) plzy tych



Badania in vitro
KsŻtaltk wykonane Ż kopo irneru g ko d_]aktyd i kom_

pozytu z Włóknem weg owym o nrasie 5 4 g inkubowano w
250 ml wody deslylowanel w temperaturze 37"C przez I
tygodn , co tydŻień zm en ając Wodę Postępy degradaĆ]
ocen ano za pomocą badań pH (pehanret CP 315 E me_
tron) przewodnichła (konduktomelr cc_315, Elmetron)'
Żmian masy próbek i badań ultladźWiękowych (CT3 Male_
ria s Tesler, Unipan LJltrasonic).

Wyniki i dyskusja

ocena właściwości kopolimeru
Do badań Wytypowano wstępnie kopolimel ŻaWeraiący

w swym składzie ok' 50% kornonomerLr g ko dU' Kopoli
mer o tym składz e ulega szybk]e] biodegradacj oraz ]est
stosunkowo łatwy w plzetwórstwie

oirzymany kopolimel charakteryŻowal sę wysok m cię_

(conductometer CC'315, Elmelron). rnass change of the
sampes and ultrasonic wave raie (CT3 Matertats Tester,
Unipan Ultrasonic).

Results and discussion
Propeńies of the polymer

For lirst expenments a co-polynrercontaintng about 50%
gycoide co-monomer has been selected because t un-
dergoes raod brodeq.adaLron and s rela(ively easy r

The obtained rnaterial had high molecu ar weght of N4v

= 124000 (inherent viscosily hinh = 1.9 dl/g) The NN4R
analysls of 1H and r3C showed the presence of strong sig-
nals (FlG.1)related io the sequence of a glycotide segment
LGL- and a lacUde segment -GLG- (where c - glycoyl: -

OCH,CO-, L ' actyl: -OCH(CHJCO-) in lhe co,polymer
cha n. Such sequences may be only a reslrll ofthe second-
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żarenr cząsteczkowym, N4V =

]24000 (epkość inherentną'
hinh = 1 9dl/s)'AnaliŻawdm
1H ]lc NN4RWykazałaobec'
ność silnych syg n ałÓW
(RYs ]) zwąŻanych z obec'
nośc ąW łańcuchu kopo me
ru sekwenc] Żaw erających
segmenl g ikollowy LGL
lakty owy GLG- (gdzie:G, g
kolil -OCH,Co-, L lakty '
ocH(cHJco-). sekwencle
le mogąpowslawaĆ]edyniew
Wyniku iranseslryfikaci nrę
dzycząsteczkowej drUg ego
slopnia [12]

AnalŻUjąc W dma stw er
dzono istn en e W łańcuchu
kopo meru WyraŹrrych od
miennych segmentóW dlu'
gich g lkolidy ou'ych typu
GGGG' cŻy laktydylowych _

RYS. 1. Wdmo.sC NMR kopolimeru glikotidJaktyd
otnymanego w 1000c (region węgli karbonylowych)'

FlG. 1. 13C NMR spectrum of a glycolide-lactide
polymer obtained at 1000C (carbonyl group resion).

transestrilcation [12]
The analysis of the spec-

tra has ied to the staternent
that in the polymerc chaln
there are disi nĆt segments
built of ong !]ycolidełype
segments, -GGGG- or simi
lary long lactide ones, -LLLL-
, joined by relaiivey numer
ous shoń segments' _GLG'
and -LGL-. The average
engths of ihe glycolide IGG
and lactide ILL rn icroblocks in
the co-poynrer chaln are re-
markably hjqhel ihan in th'ó
case ofan analogous po ymer
oblained wlth the use of tin ini-
tiators, and equal about 4
glycolide(GG) and lacl de (LL)
uriis.

The much more sect -
LLLL połączonych s1osunkowo duŹą iloścą klótk ch seg_
mentÓW GLG i_LGL_ sredn adlugość m ikloblokóW gl]ko
idyowego GG laktydylowego lLL, Włańcuchu kopolirne_
rujestwyraŹn e Wyższa od analoqjcznego kopo meru otŻy
manego z użyciem niciaioróW cynowyclr iwynos ła okolo4
lednostek glikolidylowych GG i aktydyowych LL.

ZnacŻn e bardzej segmenlowa bL]dowa łańcucha jaką
obseMujemy W otŻyma|ycir prŻez nas kopo rńerach. W
poróWnan L] ze standaldowynr j!ż kopo merem gliko idu z
L-laklydem otrŻymanym w kopolimelyzac]i prowadzonej w
obecności ŻwiąŻkóW cyny, determinuje nieco odm]enne
własnościtermonrechanjcznebadanych kopol meróW Jest
1o p'Żede ńs/\ >'\ - $yŻ./) \|op p1 _'}5ld
lepsze W]aścWoŚci mechan czne oraz Wyższa odporność
ternr czna.

menled structure oflhe chain ntheco poymers manlfac-
lured in this work, compared io the standard one obtained
by co'polymerisation initialed byiin conrpo!nds, isthe rea,
son of somewhat dlfferent thermomechan cat propertes,
such as hlghercrysta lisalion degree, a bit better mectran -
cal properrles and h gherihermal rcsistance.

Propeńies of shaped articles
The eslablished cond Uons ofiniectjon moulding enslrred

good reproducibilily of the propeńies' Fig.2 presenls screws
formed from the co_polymeralone and fiom the composit'ó
contajninq a co-polymer mairix and carbon,fibre reinforce-
r.ent The mechanlcal tests indicate that the addlion of
carbon fibres improves bothstrength and Young's modutus
(TABLE 1). Moreover, force at rupture for the cornposte
screws ls much higherthan forlhe screws made ofco-poly-

TABELA 1. Właściwości śrub wykonanych z kopolimeru glikolidłaktyd (PGLA) i kompozytu włókno węglowe _

kopolimer (PGLA+c0
TABLE 1. Propeńies of screws made of a glycolide_lactide co'polymer (PGLA) and a co_polymer - carbon fibre
composite (PGLA + c0
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ocena właściwości wyro_

Opracowane warlrnki wy-
twarzan a kształtek metodą
Mrysk! pozwa ająna otrzymy_
WEne WyfobóW o powtalŻal
nych właścWościach Na ry_
sunku 2 przedstawiono śllrby
formowane z samego kopo i
melu i kopolmeru gl]koid! Ż
laklydemWzmocn onegoWłók_
namiWęglowym' BadaniaWła_
ściwości mechan cznych Wyka_
ztlją' że WprowadŻenie włókien
Węq owych podwvżsŻa zarów
no Wytrzymalość jak ] modul
oirzymanego mater alu [tABE-
LA 1]. Ponadto s ły kon eczne
do ŻnisŻczen a gw]ntu ślub
kompozyiowych są wyraŹn]e
Wyższe W porównan U 2e śr!_
bami wykonanynr z czyslego
po meru Porowalość onlvaita

RYs' 2' śruby do osteosyntezy wykonane z PGLA i
PGLA wzmocnionego włókn€m węglowym.

FlG. 2. scr€ws for ost€osynthesis made of PGLA
pure and reinforced with carbon fibres.

rneralone. Open porosily oi the
composite screws is higher
than thai of the pure copoly-
mer, probaby because of the
appearance of a carbon fibrc/
polymeric mairix inteńace'

FIGS. 3 and 4 demonstrate
the variations of pH and elec-
trical conductvty of dist lled
water ln which PLGA and
PLGA+cf samples were im
mersed. A decrease of pH and
lncrease of eleclrical conduc-
t viiy lndlcate that the products
of hydroly,tic degradation of lhe
glycolide laclide co-polynrer
are released to lhe envron-
rnenl. These prcducts are solu-
bleoligomersand molecules of
glycolic and aclic acid. lt fol
ows from lhe presented resu ts

ŚrUb Wzmocnionych Włóknem węg]owym iest wyżsŻa IiŻ
ś'Ub \(ylo1a '.c1l _7). eqo po lr erL' .o ro/e b) 7aą
zane z Występowa|iem granic rozdŻiału faz: W]Ókno Wę_

Badania in vitro
Rysunk 3 4 pĘedslawiająŻa eżnośc zm an pH i prze_

Wod niclwa Wody desty owanej w ktÓ rej Żan Urzono] ksziałtki
oohn-'o4elPGLA' ''7lałl ń'mo' orA 

^lo.lc 
L 
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RYs. 3' zależność zmian pH od czasu inkubacji
próbek PGLA i PGLA+cf w wodzie destylowanej.

FlG. 3. The pH variations on incubation of the
PGLA and PGLA+cfsamples in disli ed warer.

glowyrni (PGLA+cf)' spadek pH Wody i towarzyszący mU
Wzlost plzewod|ictwa śWiadczą o Wydziean u do otocze-
nia produklów degradaci hydro itycznej kopo meru g iko i

dJ 7 lllj\dem tló.y1' .a 'oloLslcldl.p o qo-1ó ] (zą_
sleczk kwasu gl kolowego ] m ekowego Z powyżsŻyĆh
danych wynika, Źe w cqgu peMszyc]r dwÓclr tygodn do
otoczen a wydziea s ę stos!nkowo mało produktÓW degra
dacji, a najwęksŻa ich ość jesl Wydzie]a n a pom ędzy4 a 5
tygodniem inkubacj w wodŻie destylowanei. W dalszyĆh
'yood nd' h 1'JbŻ_|l lo\ olodu.loń opglŻd..jioo oń.lF

that during lhe first two weeks lhe arnount of degradalion
products released is relativelysma l. The higheslamountis
observed be|Ween thefouńh and fifth Weekofinc!ba!on in
ihe distilled water' Durng lhe subseqUentWeeks th€ 3mount
of degradation prodlcis becomes low€ragain'

FlG.5 showsa dependence of re ative mass changesof
the co-polymerand cor.posite samples as afunct on oftirne
ofincubalion in a walerenvircnment. tn both casesthe sam-
ple mass increases. This s caused by waier absorplion - a

PGLA

:
il:

:,1jl l

,!r-r-,-; ' _., ,, ;-'

RYs.4' zależność zmian przewodnictwa od czasu
inkubacji próbek PGLA i PGLA+cf w wodzie

FlG.4. The conductivity variations on incubation
of the PGLA and PGLA+cf śamp|es in distilled

phenomenon that occurs atthe beginning ofdegradation of
alphatic poyesters in water and is welldocumented in the
literature ll4, I 51. The mass gain of the compostte is bigger
than ihat of pure poynrer. This is probably relaied to the
carbon fibre ' polymeric matrix inteńaces. which facililate
inward penetraton of water. Theyprcvidefastdiffusion paths
for water molecules, accelerating thereby the hydrollic
degradaiion of the polymer. Thls hypothesis is confirmed
by conductivty measurements (FlG.3), which indicate a
more advanced degradation ofthe cornposite compared to
pure polymer during the first three weeks of expertment.
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RYs' 5. zależność względnych zmian masy
próbek PGLA i PGLA+cf od czasu inkubacji w
wodżie destylowanej.

FlG' 5. The time-dependence of l€lativ€ maEs
changes for the PGLA and PGLA+cf sampl€s
inclbated in diŚtilled water

Rysunek 5 przedstawa Żależność względnych zmian
masy W funkcji czasu inkubacjiw Środowisku Wodnym pol
meru ikompoz},tu. Wobu pżypadkach obseMuje się Wztosi
masy pńbek' Jest to spowodowane zjawiskiem absorpcj
wody, które to zjawisko Występuje na początku procesu
degradacji pol]estrów al]fatycznych W środowisku Wodnynr
ijestszeroko dokumentowane w literaturze [14, 15]. Wzrost
masy kompozytu jest Żnacznie WyżsŻy niż czystego poli
meru' Jest to najprawdopodobn ejzwiązane zwystępoWa_
n em glanic międzyfazowych: Wlókno _ pollmer, kióre L]ła

twiają penetrację cząsteczek Wody do Wnętrza ma|eriału'
Stanowią one d.ogi szybkiej dluzji cząsteczek wody przeŻ
co w początkowynr etap e włókna przyśp esza]ą proces
dFqrad3. i' l'vd' o l.cz1elpoll-F-J Pon^ F.d7A1lerr pońy/
szej teorii są Wynik Żmian pżewodnicb'a IRYS 3.]Wska_
Żljące na bardziej zaawansowany proces degradacjikom'
pozylu wodniesieniu do czystego po meru w pieMszych 3
tygodniach eksperymentu. Po 3 tygodniach ln vitrc obser
W-Je się tpade. rra<y p'obe. wywo,dl y ł],dzleld lem p'o_
duktóW biodegradacii do otoczenia' NajwięksŻy spadek
masy czystego polimeru Występuje po 5 tygodniach inku_
bacji, czemu towarzyszy Wydzielanie do otoczen ia na]Więk
sŻej ilości produktóW rozpadu (porównai RYs' 3 ia)' Po 6
lygod1la.h ln\Jba jlls/ ałld polimelowa ' eqd _'Usle U
podczas gdy kszta]lka kom pozytoWa, dzięki obecności WlÓ
kien Węglowych' ŻachowLrje swojąformę ikształt' NiŻsze
zmiany masy kształtki kompozytowei sąWynik em obecno_
śc włók]enwęgowych, (Vf = 15%)' któresamenieUesa]ą
procesowide0radacii.

Rysunek 5 pzedsiawa zależność prędkośc fa] Ullra_
dŹWiękowej analizowanych próbek: polimerowej (PGLA) i

kompozyiowej (PGLA+ci) od czasu inkubacji in vitro. Wyj,
c.lową oroble ko1polylową.F' _l,.F z1a.7lE Ńy/sla
Wańość ptędkośc fali ubadŹWiękowej niż próbkipoljmero_
Wej. Jest to spowodowa ne obecnością Włókien węgloWych 

'które chatakteryzują się znacŻn e Wyższyrn modułem You n'
ga niż materał osnowy' Większy spadek plędkośc fali W
kompoŻycie W funkci czasu inkubacii potlvierdza zjawisko
kalalitycznego wpł}Mu włóken Węglowych na proces bo
degradacti polimeru [16, I 7].

Podsumowanie

PrzepIowadŻone badan ia wykaŻały, że moż We jest for
nrowanie metodą Mrysku kształlek śrub przez|aczonych
do osteosynteŻy nie Żawierających s nie tru]ące] cyny; za

RYs. 6' zaleźność zmian prędkości fali
ultradrźwiękowej próbek PGLA i PG LA+cf od czasu
inkubacji w wodzie destylowanej.

FlG. 6. Tho time_dep€ndence of ultrasonic wave
rate forthe PGLAand PGLA+cfsamples incubated
in distilled water.

After three weeks of in Vitro testŚ the mass ofsarnples de
creases as a res! t of a biodegradation-products release.
The blggest mass loss ofthe pure polymer s observed af,
ter five weeks of incubation and it is accompanled by the
biggestrelease ofthe degradation products (compare F GS.
3 a.d 1). A'ier six weeks ol ncLbalor the polymer. sarr
ple disinteg€teswhibthecompos]te one' ow]ng to lhe ptes_
ence of carbon fibres, preserves its shape. Lower rnass
changes ofthe composite sample res!ltfromthe presence
ofcańon nbres, (Vf = 15%)' which themselves do not un
derqo any deorcdation.

FlG. 5 presenis a depelden(e of lre Jl. a.o1r. wava
€te on incubation time for the PGLA and PGLA+cf sam_
ples iested in vitro. For ihe initial sarnple ofihe composite
maierial the rale of ulvasonic wave is higher than for lhe
polymer alone. This is due lo carbon ibres, which have a
much higherYoung's modulus, cornpared to the mairlx. The
more signlficant drop of propagalion rate in the cornposite
ln function ofincubation iime confirms the suggesled cata-
lltic effect of carbon fibres on blodegradaton of the poly
mer ll6, 171.

Conclusions

The investigations car ed out in thiswork indicatethatii
]s possjble to ptoduce ańicles wiih different shapes' such
as screws for osteosynthesis, by an inleciion moulding
method using both pure glycolide-lactide polymer synlhe-
sised with the aid ot a Zt(acac)4 inltiaior or a composite
having the same polymeric matrix and carbon fibre rein-
forcement. Carbon librcs significantly mprove the slrcngth
of co-polymer bul al the same time they accelerate degra-
dation of the material in an aqueous environment. This phe-
nomenon is caused by interactions beilveen the su.face of
carbon {ibres and the polyme cmal x and by the presence
of inteńaceswhich ptovide shoń_circuit palhsforthe diffu_
sion of water molecules and lhe polymer decomposition

Thernvesligared maleriars Jnoer go degradal on in aque-
ous envjronment over the period of a few weeks, which
seems slfficieni for the development of bone union. How-
ever, in order to evaluate the usefulness ofthese rnaterials
in cl nical practice, in view ofthe earlierobserved siow-down
ofthe degEdation in the bone tissue, compared to the in
vitro tests in waterllSl, itseems necessaryto carry outthe
in vitro studies on experimental animals.
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2A
fÓWno z samego kopo imeru gl]koid laklyd otzymanego Ż
użyc enr Z(acac)r ]ak i Ż konrpozytu tego kopolmeru
Wzmocnionego WłÓknam Węg owynr Wprowadzen e W]ó_
ken węg owyc]r znaczn]e polepsza Właściwości wytrzyma_
lo . ,oha. ooo. rp tpdno\ pz\ .ora,/a oro, es . I o;9-"
d"' l 

^ 
s'ooon l' ńoo 'r ' ,/dw -ho.o ie\l soońooońc_

ne oddzia]yw€niem pom ędzy poW]erŻchniąWlókien węglo
wych a osnową po merową obecnoścą oraniĆ rozdzałU'
ktÓre stanow ą dlogi szyb k ej dyfuzji cząstecŻek Wody i pro
duklÓw rozpad! kopo] meru

B"d.re n dl-'l",' '|FoJ'. oroLe\oł' b ooegrŻoaL l w
pĘA ląg-L LJ|\9oo- p?-b)wdl "nęiooows. lsoo-/r
coWydajesię byćczasenr pozwa ającym na Uzyskan e zro
lL lo ' Aoo 'óo'rd_lp oo ohlp'lF1la p.zyoa]o.. opl"_

cowanych mater ałÓ\'! w prcktyce klnicŻnej' b orąc pod
uwagęobserwowaneWcŻeśnieispowonieniedeqradac W
lle-rĆA.o\|nA h po'oń..'lU oo b"ddr o'ołaoŻo ].' a
' l'ou.rooo'.Jloo'yrIl8' "onlóL/ ewJoa|eslepPe_
prowadzenie badań ln V]Vo na zWerzęlach dośW]adcza

Podziękowania

Badan a prowadu ono w ranrach projekiu badawczeso
Komitetu Badań Na!kowych nr 3 T09B o1O 17
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STUDY OF THE SURFACE
PROPERTIES OF C-C
COMPOSITES AS
B!OMATERIALS

M' BUREśovn, K' BAL|K

lNsTlTUT E oF Rock sTRLrcTURE ANo n4EcHANlcs. AĆADuMY oF
ScENcEs oF THE cŻEcH REPUBLIC, PRAGUE' CzEcH REPUBLc

lntroduction
Carbon carbon composites overcome many ofthe com-

mon problems associated wtth metat irn planls. They exhib I
a relative y high strength and low mod! us of eiasticity, which
rs co" oarable wt1 thal o.l-Jrran oones Jll. Ca.bon-car-
bor coapos reswt pores ofabout4O nm ir d,afi.eter can
be dlso 'avoJraole lor ussue d.ld bo're rgrowth Therr ap-
pl.ar on a" bioralena,!.s timrted by cosrano on reressor
malrix. The brittleness very often teads to the formaiion of
micropańicles ]n lhetissue' Which nray caUse inllammations
around implants [2]. To plevenl the release of carbon pań]_
cies, the C-C composites were covered with different tay-
ers. ln our wolk we studied the physico-chemicat character

ot lhe C c ( omoosilF ŚJfa( P beforp -e applicaLlon o| -lew

Materials and methods

The samples used in this studywere2,D carbon-carbon
corrpos'tFs based o1 ola n wovFr clollr (cdtoon lib'eś
Torayca T800H, Jdpa'rr drd phelo . ,es 1 Umdb.n I E
(SYNPO, Ltd., Padubice, Czech Repubtic)asa matrixpre-
cursor. The cured samptes were cllt into 7 rnm x 4 mm x 3
mm pieces and carbonised at so.C/hr up io jOOO"C in ni-
1'ogen' lhtee_s|ep lmpreq€ton wth pheroll..esn was
used SLbseque'lrty HTT Lo Lo 2200.C ir argon was ap-pled' ovtoly,Tlc caroon was deposlleo lroT p.opane'ą a
lurnbh,lg bed reacror. alarroie,lr pressJre at rt^e reJc on
tenoe'aure 850'C. tina prope.lips o, he composires are
shown in TABLE I

9 1,4 240

TABLE 1' Fjnal propeńies of the composites.

The sU{dce ot corposles wa. sca'lned bv SEl\'ł'l esla
BS 301

Open porosily and surface roughness were delerrntned
by the image analysis rnethod in the system LL,C|A 4.21c



ilaboratory lmaging Ltd., Czech republlc), using the metat,
lurgical microscope N kon Opiiphot 100S and lhe colour
CCD camera HitachiHV-C20 E/K. The original co our-dig F
iised imageswere taken in polarised light. The green corn-
ponent ofimage was exlracted to create grey p ciure htghty
conAasled and tresholded. Contours of the sample open
suńace were delecled using b nary opetations of the sys_

suńace lolghness was measurcd by Talysuń model 3
(Rank Taylor Hobson Lld., England) ln PRAGA Hostivar

X-ray photoe ectron speciroscopic ana ysis (XPS) was
undeńaken usinq EscA 310 spectror.eterto obtain nfor_
maiion on the chemical struciu re ofthe composiie suńace

Results and discussion
SEM micrographs demonstraie a iyplcal 'cauliflowea'

character ofthe pyrolytic carbon suńace and coarse pores'
so-called pin hoes regulary distrlbuled in fabric bonding
poinl in{illrated by pyro },ilc carbon, see FlG. 1

By image analysis lhe fu l suńace and smooth su.face
were auiomatlcaly measured and compared; typicat pore
characteristic - the average pore entrance wdth was

TABLE 2. suńace parameters from lmage analy_
sis,

Roug hness of the sarn ples was too high to be measured
on Talysuń across the whole suńace sample. FlG'3 dem'
onstrates d fference in profile along and across the fibre

Roughness of the suńace seems to be too high to en_
suregood adhesion of the new layers on the suńace' How_
ever, it s evideni from Flc. 3 that addtlionat appropriate
polishing of the composte can lead to destruclion ot the
uppernbre bundle at the fabric bonding points.

RoughnessprofilefrcmthemeanlineRawasmeasured
acrossthefibre bundle, with the average rcughness profite

29

FlG. 1. sE[4 micrographs of pyrolytic carbon on the śample suńace'

The averageentrance width ofcoarse pores [tUPAC, r>
7,5 mml was measured on ihe sLrrface sampe wiih the
average value r = 38,35 nrm.

The difference behłeen full and smooth suńace _ see
TABLE 2, denronstmies the roughness of the composte
suńace. The coarse porcs Were measured on ihe sampe

Ra = 2,25 t 0,3 mm.
The results of X-ray photoelecron spectroscopc anaiy-

sis ale shown in TABLE 3.

cońtrary io the analysis of carbon fibre sr.rńace, Where
relative content of hyd roxyl groups prevaits {31, the data in
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16 998.18 um
l3 65i.33 um
] ]4ł.85 lnl
203,44 !ńr

54
3.7ó un

23
3E.i5um

FlG. 2. Optical micrographs for imaqe analysis.
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C=NH 76
400 3 C.NH,

C-O
532 4 coH t0
533 5 36

H"0

TABLE 3. X-ray photoelectron spect.oscopic

Conclusion

The suńace of c-c composites nfillrcied and covered
w]th pyrclytic carbon shows a typical ''caulillower'' cha€c_
ter with large "pin holes" - 150x50 pm and open pores
(cracks)wiih maximum diametet ż 40 pm' concerning the
chemical characler, the iminegroups prevait on the sampte
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HISTOLOGICZNA OCENA KOMPOZYTU WĘGIEL - ŻYWICA EPOKSYDOWA W 
OPARCIU O BADANIA DOŚWIADCZALNE NA ZWIERZĘTACH 
Grzegorz Bajor*, Daniel Sabat**, Zbigniew Szczurek** 
*Katedra Chirurgii Dziecięcej Śląskiej Akademii Medycznej w Bytomiu 
**Zakład Patomorfologii Śląskiej Akademii Medycznej w Zabrzu 
 Streszczenie 
Dla celów realizacji tego eksperymentu użyto królików,  którym wszczepiano do światła jamy 
szpikowej kości udowej grot z kompozytu węgiel - żywica epoksydowa. Kompozyt ten 
charakteryzuje się bardzo dobrymi właściwościami mechanicznymi, co między innymi 
ułatwia obróbkę mechaniczną, umożliwia otrzymywanie implantów o złożonych kształtach. 
Do eksperymentu użyto sześć królików z zastosowaniem kompozytu włókno węglowe, 
osnowa epoksydowa pokrytych warstwą hydroksyapatytu /implant C-ep-HAP / w okresach 
obserwacji 4,14,18,20,22 tygodni.  
Celem przeprowadzonego badania było określenie przydatności tego materiału jako elementu 
zespalającego kość, oraz jego biozgodności. Wykazano, że w szpiku kostnym otaczającym 
grot zachodzą procesy resorpcji, a następnie odbudowy kości aż do powstania dojrzałej kości 
gąbczastej. Tym przemianom towarzyszyła postępująca biodegradacja fragmentów wszczepu, 
aż do powstania zbrylonych struktur i ich pyłowego rozpadu. Fragmenty tego materiału 
działają stymulująco na odnowę kości gąbczastej i nie wywoływały odczynu 
olbrzymiokomórkowego ani zmian bliznowatych. 
W oparciu o przeprowadzone badania potwierdzono walory wytrzymałościowe tego materiału 
oraz jego biozgodność. Natomiast uzyskano jedynie potwierdzenie powolnej biodegradacji 
rozpoczynającej się na powierzchni tego materiału.  
Słowa kluczowe: biomateriały,kompozyty węglowe,żywica epoksydowa,histopatologia, 
badania na zwierzetach [1,2,12]. 
[Inżynieria Biomateriałów, 12, (2000), 3-7] 
HISTOPATHOLOGICAL EVALUATION OF CARBON-EPOXY RESIN COMPOSITE 
BASED ON EXPERIMENTS ON ANIMALS 
Grzegorz Bajor*, Daniel Sabat**, Zbigniew Szczurek** 
*Department of Children Surgery  
Silesian Medical Academy in Bytom 
**Department of Pathomorphology  
Silesian Medical Academy in Zabrze 
Abstract 
Rabbits with the arrow head-shaped carbon-epoxy resin composite implanted into the femoral 
bone marrow cavity were used in the experiment. The composite has very good mechanical 
properties, which enable mechanical working and formation of complex shapes.  
Six rabbits with implants made of carbon fibre - epoxy resin composite, coated with 
hydroxyapatite /C-ep-HAP implant/, were used in 4, 14, 18, 20, 22 weeks of observation. 
The aim of the experiment was to determine the  usefulness of the composite material as an 
element uniting bones as well as its biocompatibility. It has been shown that in the bone 
marrow surrounding the implant there take place the processes of resorption and bone 
restoration leading to the formation of a mature spongy bone. These changes are accompanied 
by progressive biodegradation of the implanted fragments, i.e. lumping and dusting. 
Fragments of the implanted material stimulate restoration of spongy bone and do not cause 
gigantocellular reaction or cicatricial changes. 
The investigations carried out in this work confirmed good strength and biocompatibility of 
the implant material. Only slow biodegradation beginning on the surface of the material was 
observed. 



Key words: biomaterials, carbon composites, epoxy resin, histopathology, experiments on 
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[Engineering of Biomaterials, 12, (2000), 3-7] 
 
REGULACJE PRAWNE I ASPEKTY ETYCZNE W BADANIACH 
DOŚWIADCZALNYCH NA ZWIERZĘTACH 
Leszek Solski 
Zakład Chirurgii Eksperymentalnej i Badania Biomateriałów Akademii Medycznej we 
Wrocławiu 
Słowa kluczowe: zwierzęta doświadczalne, eksperymenty, regulacje prawne, etyka. 
[Inżynieria Biomateriałów, 12, (2000), 8-11] 
THE LEGAL REGULATIONS AND ETHICAL PROBLEMS CONCERNING THE USE 
OF EXPERIMENTAL ANIMALS IN BIOMEDICAL RESEARCH 
Leszek Solski 
Department of Experimental Surgery and Biomaterials Research 
Chair and Clinic of Traumatology and Hand Surgery Medical University, Wroclaw 
   Key words: experimental animals, biological evaluation, legal regulations, ethics. 
[Engineering of Biomaterials, 12, (2000), 8-11] 
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Streszczenie 
 Ocenę biozgodności materiałów bioceramicznych przeprowadza się między innymi na 
podstawie reakcji ogólnoustrojowej i miejscowej, po implantacji w tkanki zwierząt 
doświadczalnych.  
Celem badań jest wykazanie, że struktura fizyczna powierzchni oraz rodzaj technologii 
otrzymywania biomateriałów może mieć  znaczenie dla określenia odczynowości tkankowej. 
Badania wykonano na szczurach wszczepiając im domięśniowo trzy rodzaje ceramiki: 
ceramikę litą, ceramikę - litą silanowaną, ceramikę porowatą. Sekcje zwierząt 
przeprowadzono 7, 30, 90 dni po operacji.  
Na podstawie badań patomorfologicznych przeprowadzonych w okresie wczesnym tj. do 3 
miesięcy po implantacji można stwierdzić, że ceramika silanowana o modyfikowanej 
powierzchni i określonym, celowo otrzymywanym potencjale elektrokinetycznym zeta, 
wywołuje minimalny miejscowy odczyn tkankowy. Nieco bardziej nasilony odczyn tkankowy 
obserwowano wokół ceramiki litej. Najsilniejszą reakcję tkankową manifestującą się obfitą   i 
długotrwałą fazą wysiękową stwierdzono wokół ceramiki porowatej.   
Słowa kluczowe: biomateriały ceramiczne: lite, lite silanowane, porowate, odczyn tkankowy, 
badania doświadczalne. 
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Abstract 
One of the methods of evaluating the biocompatibility of ceramic materials is based on 
analysing local and general reactions of the organism after implantation into the tissues of 
experimental animals. 
 The main target of this study was to demonstrate that physical structure of the surface and 
technology of biomaterials may influence the tissue reactions. 
The study made on rats, to the muscles of which three types of ceramics were implanted: solid 
ceramics, silanoated solid ceramics and porous ceramics. 
Animals were sacrificed after 7, 30, 90 days from the implantation. 
On the basis of pathomorphological studies in the early period (3 months after implantation) 
we stated that solid ceramics, with the modified surface and certain electrokinetic potential 
zeta, evoked minimal local tissue reaction. A slightly more intensive tissue reaction was 
observed around the non-modified solid ceramics. The most intensive tissue reaction 
manifested by an abundant and long-lasting exudative phase was observed around the porous 
ceramics. 
Key words: Ceramic biomaterials: solid, solid silanoated, porous, tissue reaction, 
experimental study 
[Engineeering of Biomaterials, 12, (2000), 12-16] 
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Streszczenie 
Celem pracy była ocena biozgodności włókien z chityny. Badania obejmowały: badania 
biologiczne wyciągów wodnych, badania działania cytotoksycznego, badania działania 
hemolitycznego, badanie śródskórnego działania drażniącego oraz badania implantacyjne. 
Na postawie przeprowadzonych badań nie stwierdzono działania hemolitycznego, 
cytotoksycznego i śródskórnego działania drażniącego. Proces wgajania przebiegał z 
krótkotrwałą fazą wysiękową o małym stopniu nasilenia, która około 14 dnia przechodziła w 
fazę proliferacyjną prowadzącą do wytworzenia torebki łącznotkankowej.  
Słowa kluczowe: regenerowana chityna, cytotoksyczność. działanie drażniące, miejscowa 
reakcja tkankowa. 
[Inżynieria Biomateriałów, 12, (2000), 17-22] 
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Abstract 
The main purpose of this investigation was the biological evaluation of the regenerated chitin 
fibres and their usability in medicine. Our investigation included laboratory tests of the 
aqueous extracts, haemolytic effects of the aqueous extracts, the cytotoxicity tests, 
intracutaneous reactivity test and the local reaction after implantation. 



In the conclusion we say that the fibres of regenerated chitin do not cause the haemolysis, 
cytotoxicity or intracutaneous irritation. The healing process of both types of fibres involved a 
short exudative phase, which after 14 days was followed by a proliferative phase. The latter 
ended with the development of a connective tissue capsule. 
Key words: regenerated chitin, cytotoxicity, haemolytic effect, local tissue reaction. 
[Engineering of Biomaterials, 12, (2000), 17-22] 
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Streszczenie 
W pracy przedstawiono wyniki badań nad otrzymaniem śrub i kształtek wykonanych z 
biodegradowalnego kopolimeru glikolid-laktyd, zsyntetyzowanego z użyciem 
niskotoksycznego związku cyrkonu, oraz z kompozytów wykonanych z tego kopolimeru 
wzmocnionego włóknami węglowymi. Oceniono właściwości mechaniczne i 
mikrostrukturalne otrzymanych materiałów a także ich zachowanie się w symulowanym 
środowisku biologicznym. Badania wykazały, że opracowane materiały ulegają degradacji w 
przeciągu kilku tygodni inkubacji w środowisku wodnym. Wprowadzenie włókien 
węglowych powoduje polepszenie właściwości wytrzymałościowych wyrobów i zmienia czas 
procesu biodegradacji. 
[Inżynieria Biomateriałów, 12, (2000), 23-30] 
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Abstract 
The paper presents the results of studies on the manufacturing of screws and other shaped 
elements from a biodegradable glycolide-lactide co-polymer obtained with the aid of a non -
toxic compound of zirconium and from the composites consisting of the co-polymer matrix 
and carbon fibre reinforcement. Evaluated were the mechanical and microstructural properties 
of the obtained materials as well as their behaviour in a simulated biological medium. It has 
been stated that the investigated materials undergo degradation during several weeks of 
incubation in an aqueous environment. The addition of carbon fibres improves the strength of 
devices and affects the biodegradation time. 
[Engineering of Biomaterials, 12, (2000), 23-30] 


