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HISTOLOGICZNA OCENA
KOMPOZYTU WEGIEL -
ZYWICA EPOKSYDOWA W
OPARCIU O BADANIA
DOSWIADCZALNE NA
ZWIERZETACH

GRrzecorz BaJor*, DanieL Sasat™*, ZBiGNIEW SzCZUREK™

*KaTteora CHiruRcH DzIECIECES

Staskie) Akapemi MEoYCzZNES w ByTomiu
**ZakeaD PaTomorrFoLoci

Sraskie) Akapemil MEDYCZNES W ZABRZU

Streszczenie

Dia celow realizacji tego eksperymentu uzyto kro-
likéw, ktérym wszczepiano do Swiatta jamy szpiko-
wef kosci udowef grot z kompozytu wegiel - zywica
epoksydowa. Kompozyt ten charakteryzuje sie bar-
dzo dobrymi wiasciwosciami mechanicznymi, co mie-
dzy innymi utatwia obrobke mechaniczng, umozliwia
otrzymywanie implantéw o ziozonych ksztattach.

Do eksperymentu uzyto szesc krolikow z zastoso-
waniem kompozytu wtokno weglowe, osnowa epok-
sydowa pokrytych warstwa hydroksyapatytu /implant
C-ep-HAP / w okresach obserwacji 4, 14, 18, 20, 22
tygodni.

Celem przeprowadzonego badania byfo okresle-
nie przydatnosci tego materiafu jako elementu zespa-
lajacego kosc, oraz jego biozgodnosci. Wykazano, ze
w szpiku kostnym otaczajgcym grot zachodzg proce-
sy resorpcji, a nastepnie odbudowy kosci az do po-
wstania dojrzatej kosci gabczastej. Tym przemianom
fowarzyszyta postepujgca biodegradacja fragmentow
wszczepu, az do powstania zbrylonych struktur i ich
pytowego rozpadu. Fragmenty tego materiatu dziafa-
ja stymulujgco na odnowe kosci ggbczastej i nie wy-
wolywaly odczynu olbrzymiokomorkowego ani zmian
bliznowatych.

W oparciu o przeprowadzone badania potwierdzo-
no walory wytrzymatosciowe tego materiafu oraz jego
biozgodnosc. Natomiast uzyskano jedynie potwierdze-
nie powolnej biodegradacji rozpoczynajgcej sie na
powierzchni tego materiatu.

Stowa kluczowe: biomaterialy, kompozyty weglo-
we, zywica epoksydowa, histopatologia, badania na
zwierzetach

Wprowadzenie

Do istotnych czynnikow decydujgcych o wykorzystaniu
materiatow kompozytowych z widknami weglowymi w me-
dycynie nalezy zaliczy¢ mozliwosci spelnienia wymogow
biofunkcyjnosci oraz przeswiecalnosci dla promieniowania
rentgenowskiego. Pomimo, ze kompozyty wegiel-wegiel
uwaza sie za atrakcyjne dla wielu dziatow medycyny, w tym
takze dla chirurgii dzieciecej, to jednak szerokie zastoso-
wanie tych materiatéw staje sie ograniczone z uwagi na
znaczng ich kruchosc[1, 2, 7]. Dla polepszenia wiasciwosci
mechanicznych, zwlaszcza ograniczenia kruchoséci, kom-
pozyty wegiel-wegiel probuje sie zastepowac kom

00 0000000000000 00000E 2000000000000 00000000

HISTOPATHOLOGICAL
EVALUATION OF
CARBON-EPOXY RESIN
COMPOSITE BASED ON
EXPERIMENTS ON
ANIMALS

GRrzeGorz BaJor*, DANIEL SABAT*™*, ZBIGNIEW SzZCZUREK™

*DePARTMENT OF CHILDREN SURGERY

SiLEsian MebicaL Acapemy 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 mar-
row cavity were used in the experiment. The compos-
ite has very good mechanical properties, which en-
able 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 im-
plant 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 frag-
ments, i.e. lumping and dusting. Fragments of the
implanted material stimulate restoration of spongy
bone and do not cause gigantocellular reaction or cica-
tricial changes.

The investigations carried out in this work confirmed
good strength and biocompatibility of the implant ma-
terial. Only slow biodegradation beginning on the sur-
face of the material was observed.

Key words: biomaterials, carbon composites,
epoxy resin, histopathology, experiments on animals

Introduction

Possibility of fulfilling the biofunctionality requirements
ana transparency for x-ray radiation are decisive factors for
the application of composite materials with carbon fibres in
medicine. Although carbon-carbon composites are regarded
attractive in many fields of medicine, paediatric surgery in
particular, their wide use becomes limited because of fra-
gility [1, 2, 7]. To improve their mechanical properties, and
to reduce their fragility in particular, these composites are
replaced by composite with polymer matrix. Carbon fibre -
polymer matrix gives new possibillities of application in
medicine\. Owing to the carbon fibres they have suitable
flexibility, are better tolerated by the organism than metallic
materials, do not undergo corrosion and are light and trans-
lucent to the x-ray radiation]. To accelerate the formation of
a stable union of the implant with the bone tissue, hydroxya-
patite coating is applied.

Both thermoplastic and thermosetting polymers are sug-
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pozytami o osnowie polimerowej. Kompozyty widkno we-
glowe-osnowa polimerowa stwarzajg nowe mozliwosci apli-
kacyjne w medycyne. Dzigki polaczeniu z widknem weglo-
wym uzyskujg one odpowiednig elastycznosc, sa lepiej to-
lerowane przez organizm niz materiaty metaliczne, nie ule-
gaja procesowi korozji, sa lekkie i nadal prze$wiecalne dla
promieni rentgenowskich. Aby przyspieszy¢ trwate potacze-
nie implantu z tkanka kostnag zastosowano pokrycie z ma-
teriatu bioaktywnego jakim jest hydroksyapatyt.

Materiatami stosowanymi na osnowy kompozytéw we-
glowo-organicznych sg zaréwno polimery termoplastyczne
jak i termoutwardzalne. Dla potrzeb tego eksperymentu
uzyto zywicy epoksydowej, nalezacej do grupy materiatow
termoutwardzalnych.

Celem pracy byta ocena przydatnoéci kompozytu we-
giel- zywica epoksydowa do zespolen kostnych. Szczegal-
ng uwage zwrocono na wigzanie sie implantu z koscig w
okresie wzrostu. Obserwowano materiat i okoliczne tkanki
na obecnos$¢ tzw. szczatkdw zuzycia powstatych z nieprze-
reagowanych monomeroéw lub toksycznych dodatkdw.

Materiaty i metodyka

Do doswiadczenia uzyto szes¢ krolikow rasy mieszanej
w okresie wzrostu kostnego o wadze nie przekraczajacej
2500 g. Materiat poddany ocenie histopatologicznej stano-
wit kompozyt widkno weglowe-zywica epoksydowa, pokry-
ty warstwg hydroksyapatytu (implant C-ep-Hap). Materiat
implantowany do jamy szpikowe] oraz okoliczna tkanke kost-
ng oceniano histopatologicznie po uptywie 4, 14, 18, 20 i
22 tygodni.

Pochodzenie zwierzat doswiadczalnych, miejsce ich
przebywania i sposob przygotowania materiatéw do badan
histopatologicznych zostaly szczegdtowo okreslone we
wczesniejszych publikacjach.

Wyniki badan

W materiale doswiadczalnym obserwowanym po upty-
wie 4 tygodni znaleziono zlogi weglowe zlozone z wyraznie
skroconych widkien inkrustujacych chrzastke szklistg w
poblizu trzpienia. Sama chrzastka wykazywata cechy roz-
ptywania sie istoty podstawowej. W tym okresie nie stwier-
dzano obecnosci wolnych czastek zywicy epoksydowej.
Obecnos¢ chrzgstki szklistej moze wskazywac na meta-
plazje chrzestng tkanki kostnej spotykang czesto u zwie-
rzat doswiadczalnych.

W poblizu trzpienia weglowego stwierdzano obecnosé
kosci gabczastej z cechami resorpcji, o czym $wiadczyly
nieliczne osteoklasty i pojedyncze fragmenty krétkich wio-
kien weglowych (RYS. 1).

W preparatach z 14 tygodnia obserwacji znaleziono w
najblizszym sasiedztwie trzpienia weglowego drobne owal-
ne beleczki kostne w fazie zywej odbudowy. Stwierdzono
tam zdecydowang obecnos¢ sznurdw osteoblastéw pokry-
wajgcych beleczki kostne. Dos¢ liczne, poszerzone naczy-
nia krwionos$ne wypetnione byly krwinkami czerwonymi. Na
brzegu opisywanych struktur znaleziono nieliczne drobne
fragmenty wegla.

Na obwodzie wyzej opisanych zmian cienkie beleczki
kostne byty w petni uksztaltowane. Tylko pojedyncze oste-
oklasty zlokalizowane w pewnym oddaleniu od beleczki
wskazywaty na zakonczony proces resorpcji. Nadto u wie-
lu zwierzat tej grupy stwierdzono utkanie dojrzatej uwap-
nionej kosci gabczaste] zlokalizowanej w delikatnej luznej
tkance {gcznej. Natomiast u innych zwierzat dojrzate be-
leczki kostne znajdowaly sie w bogatokomérkowym szpiku
kostnym zawierajacym pojedyncze megakariocyty (RYS. 2).
W tejze tkance spostrzegano liczne drobne naczynia wio-

gested for the matrices of new carbon-organic compos-
ites. Epoxy resin polymer belonging to the group of thermo-
setting materials was used in the current experiment.

The aim of the study was to evaluate the usefulness of
carbon-epoxy resin composite in bone uniting. Special at-
tention was paid to the bonding of the implant with the bone
in the period of growth. The implant material and the adja-
cent tissues were observed for the presence of abrasion
debris from unreacted monomers or toxic additives.

Materials and methods

Six rabbits of mixed breed in the period of bone growth,
weighing not more than 2500 g were used in the experi-
ment. Material subjected to histopathological evaluation was
carbon -epoxy resin composite, coated with a layer of hy-
droxyapatite /C-ep-Hap implant/. The material implanted to
the marrow cavity together with the neighbouring bone tis-
sue was histopathologically evaluated after 4, 14, 18, 20
and 22 weeks.

The origin of the animals used in the experiment, the
place of their stay as well as the preparation method of sam-
ples for the histopathological evaluation were presented in
details in earlier publications.

Results

Four weeks after implantation the deposits of carbon,
consisting of shortened fibres built in the hyaline cartilage
near the stem were observed. At the same time free frag-
ments of epoxy resin were not found. The cartilage itself
showed the features of ground substance deliquescence.
The presence of hyaline cartilage may suggest cartilagino-
us metaplasia of the bone tissue frequently encountered in
experimental animals.

Near the carbon stem, there was spongy bone with the
features of resorption manifested by sparse osteoclasts and
single fragments of short carbon fibres (FIG. 1).

After fourteen weeks, tiny oval bone trabeculas at a sta-
ge of ongoing restoration were observed in the neighbour-
hood of carbon stem. Chains of osteoblasts covered bone
trabeculas. Numerous, enlarged blood vessels were filled
with red blood cells. Sparse tiny fragments of carbon were
found on the edges of the described structures.

Peripheral thin bone trabeculas were fully developed. Sin-
gle osteoclasts localised at some distance from the trabe-
cula were the only indication of the completed resorption
process. Moreover, mature calcified spongy bone was fo-
und in a delicate loose connective tissue in many animals
of this group. In other animals, however, mature bone tra-
beculas were observed in the cell-rich bone marrow, conta-
ining single megacariocytes (FIG. 2). In the same tissue
there were numerous tiny capillaries filled with red blood
cells.

Only in single animals, on the surface of mature bone
trabeculas with properly localised osteocytes, shortened car-
bon fibres in the form of clumped conglomerates (FIG. 3).
In both described groups the presence of epoxy resin was
not stated, which may suggest its complete resorption. There
was no evidence of gigantocellular reaction or cicatricial
changes, either.

In the group of animals after twenty-one weeks of obse-
rvation, in the nearest neighbourhood of carban stem, the-
re were numerous bone trabeculas. They contained oste-
ocytes surrounded by growing osteoblasts that formed thic-
kened structures. The osteoid trabeculas tended to merge
and form fissure-like intertrabecular spaces. Single osteoc-
lasts found there, suggested that the resorption process
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RYS. 1. 3 tygodnie-kosci ggbczasta z cechami - RYS. 2. 12 tygodni-dojrzate beleczki kostne w

resorpcji. (H&E, 200x). szpiku kostnym zawierajacym pojedyncze
megakariocyty (H&E, 100x).

FIG. 1. 3 weeks - spongy bone with features of FIG. 2. 12 weeks-mature bony trabeculae in bone

resorption (H&E, 200x). marrron, containing single megacariocytes
(H&E, 100x).

RYS.3. 12 tygodni-zbrylone konglomeraty widkien RYS.4. 21 tydzien - w sasiedztwie beleczek
weglowych na powierzchni beleczki kostnej kostnych tkanka taczna widknista oraz resztki
(H&E, 400x). zbrylonych witékien weglowych (H&E, 200x).

FIG.3. 12 weeks - clumped conglomerats of carbon FIG.4. 21 weeks - connective fibrous tissue and
fibres on the surface of bony trabeculae (H&E, ~  remains of clumped carbon fibres in
400x). neighbourhood of bony trabeculae (H&E, 200x).

RYS. 5. 21 tydzien-resztki zywicy epoksydowej RYS. 6. 21 tydzien-siatkowata struktura dojrzatej e |

otoczone zbrylonymi fragmentami widkien kosci gabczastej bez cech aktywnosci <
weglowych (H&E, 400x). komérkowej (H&E, 40x). =

FIG. 5. 21 weeks - remains of epoxy resin FIG. 6. 21 weeks - net structured of mature |Q‘l I
surrounding by clumped carbon fibres spongy osseous tissue, with no celullar activity 7

(H&E, 400x). (H&E, 40x). %I
i
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Tylko u pojedynczych zwierzat znaleziono na powierzchni
dojrzatych beleczek kostnych zawierajgcych prawidtowo
zlokalizowane osteocyty obfitsze ztogi znacznie skréconych
wiokien weglowych tworzgcych zbrylone konglomeraty
(RYS. 3). W obydwu opisywanych grupach czasowych nie
stwierdzono obecnosci zywicy epoksydowej, co moze su-
gerowac catkowitg resorpcje tej substanciji. Nie wywolywa-
ta ona réwniez odczynu olbrzymiokomaérkowego ani zmian
bliznowatych.

W grupie zwierzat po 21 tygodniach obserwacji w naj-
blizszym sasiedztwie trzpienia weglowego utkanie ztozone
byto z licznych beleczek kostnych. Zawieraty one osteocy-
ty obrzezone rozrastajacymi sie osteoblastami tworzacymi
nawarstwiajace sie struktury. Beleczki osteoidu wykazywa-
ly tendencje do zlewania sie i powstawania szczelinowa-
tych przestrzeni miedzybeleczkowych. W nich wystepowa-
ty pojedyncze osteoklasty, co wskazywato na niezakonczony
jeszcze proces resorpcji. W bezposrednim sasiedztwie be-
leczek kostnych znajdowata sie tkanka tgczna wioknista
okostnej zawierajgaca nieliczne resztki zbrylonych widkien
weglowych, swiadczace o daleko posunietej biodegradacii
(RYS. 4). W innych natomiast miejscach, w poblizu aktyw-
nej odbudowy beleczek kostnych znajdowaly sie jedynie
skupiska skroconych widkien weglowych. Ztogi weglowe ob-
serwowano rowniez w szczelinach wioknistej tkanki tacz-
nej okostnej, ktore wykazywaly znaczniejszy stopien zbry-
lenia az do pojawienia sie struktur pytowych. W tych miej-
scach wystepowaly dosc¢ liczne poszerzone naczynia krwio-
nosne wypetnione krwinkami czerwonymi. W jednym miej-
scu znaleziono jasnobrgzowa pozostatosé po zywicy epok-
sydowej o charakterze homogennym, znajdujaca sie w gru-
pie zbrylonych resztek widkien weglowych. W jej otoczeniu
nie stwierdzono zadnego odczynu typu "ciata obcego" (RYS.
5).

W obserwowanej grupie znaleziono niewielkie resztki
obecnosci wszczepu kompozytu weglowego, wykazujgce
daleko posuniety proces biodegradacji o charakterze zbry-
lonych, rozdrobnionych struktur. Tylko miejscami w utkaniu
kosci gabczastej, w przestrzeniach miedzybeleczkowych,
wystepowalty nieliczne fragmenty znacznie skroconych wio-
kien weglowych. W dalszej odlegtosci od trzpienia weglo-
wego wytworzyta sie dojrzata ggbczasta tkanka kostna two-
rzgca siatkowatq strukture , w ktorej nie spostrzegano ak-
tywnosci komorek kostnych (RYS. 6).

W badanych narzadach wewnetrznych /mozg, ptuca,
nerki, watroba,sledziona/ nie wykazano zmian zwiazanych
z przebiegiem doswiadczenia. Nie znaleziono mikroskopo-
wo fragmentow stosowanego materiatu w doswiadczeniu.

Omowienie i dyskusja

Pomimo wielu niepodwazalnych zalet wickien weglowych
szybko okazato sie, ze charakteryzujq sie one takze duzg
kruchoscig, tamliwoscig i tendencjg do fragmentacji [1, 2,
3]. Problemy te znacznie stabiej manifestuja sie, jezeli wiok-
no weglowe zostanie wprowadzone do odpowiedniej osno-
wy. Kompozyty o osnowach organicznych stanowig wiec
nowg generacje materiatow stosowanych do implantacji.
Dzieki potaczeniu z wioknem weglowym uzyskujg odpowied-
nig elastycznose, zwiekszong wytrzymatosc i przediuzony
okres fragmentac;ji.

W prezentowanych wynikach eksperymentu postuzono
sie materiatem kompozytowym wegiel-zywica epoksydowa.
Chcac poprawic trwalosé potgczenia kompozytu z tkankg
kostng zastosowano pokrycie z materiatu bioaktywnego
jakim jest hydroksyapatyt [4, 6, 9, 10, 11].

Obserwacje poczynione w trakcie przebiegu doswiad-
czenia, jak rowniez wyniki histopatologicznej analizy wyda-
ja sie by¢ korzystne dla kompozytu wegiel-zywica epoksy-
dowa z nalozonym na powierzchnie elektroforetycznie

trabeculas, there was fibrous connective tissue of perio-
steum containing some remains of clumped carbon fibres,
which indicated advanced biodegradation (FIG. 4). On the
other hand, at the places of active restoration of bone tra-
beculas, only clusters of shortened carbon fibres were fo-
und. Carbon deposits, observed also inside the fissures of
fibrous connective tissue of periosteum, underwent more
significant clumping and dusting. At these places, quite
numerous extended blood vessels filled with red blood cells
were also found. At one place, a light brown homogeneous
residue of epoxy resin was noticed within the clumped re-
mains of carbon fibres. In the vicinity there was no eviden-
ce of a foreign body reaction (FIG. 5).

In the observed 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 the spongy bone, in the intertrabecular spa-
ces, there were few fragments of markedly shortened car-
bon fibres. At a bigger distance from the carbon stem, ma-
ture spongy bone tissue formed a network in which no acti-
ve bone cells were noted (FIG. 6).

In the examined internal organs /brain, lungs, kidneys,
spleen, liver/ no changes related to the experiment were
found. Also according to microscopic observations there
were no traces of the material used in the experiment.

Discussion

In spite of many unquestionable advantages of carbon
fibres it turned out that they are also fragile, easy to break
and tend to disintegrate [1, 2, 3]. These problems are less
pronounced when carbon fibre is inserted in a suitable ma-
trix. Polymers were used as materials that improve mecha-
nical properties of the carbon-carbon composites. Compo-
sites with organic matrices constitute a new generation of
materials used forimplants. Carbon fibres embedded in the
polymeric matrix exhibit better flexibility, higher strength and
longer process of fragmentation.

Carbon-epoxy resin composite was used in the presen-
ted experiments. To improve the stability of implant union
with bone tissue, the composite was coated with a bioacti-
ve material - hydroxyapatite [4, 6, 9, 10, 11].

Observations made during the experiment as well as the
results of histopathological analysis seem to be in favour of
carbon-epoxy resin composite with a hydroxyapatite coating
applied electrophoretically [5, 8, 10]. The material did not
lose its primary advantage, i.e. transparence to x-rays. Me-
chanical strength of the material increased, which was sta-
ted upon its implantation to the bone tissue. On autopsy,
the bones and the area around the implant did not show
any release of free fragments of carbon fibres. According to
histological examination, after different implantation periods
the processes of resorption were observed in the bones
and marrow surrounding the composite material, followed
by bone restoration and formation of mature spongy bone.
These processes were found more abundant deposits
accompanied by progressive biodegradation of carbon im-
plant fragments, manifested by clumping and dusting. Free
carbon fragments from the surface of implanted composite
stimulate the spongy bone restoration. The process may
be enhanced by hydroxyapatite applied electrophoretically
on the surface of composite. Our observations confirm ear-
lier reports on the advantageous effect of hydroxyapatite
coatings on the surface of metallic implant [10]. In those
studies it has been stated that resorption of hydroxyapatite
taking place in the area between the hydroxyapatite layer
and the bone enables growth of new cells in the place of
contact with the bone, leading to strong bonding [5]. In the
course of experiment, metaplastic hyaline cartilage under-
going ossification was observed in the bone marrow. In the
whole hydroksyapatytem [5, 8, 10]. Nadal materiat nie utracit
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swojej zasadniczej zalety jaka jest jego przezroczystosc
dla promieni rentgenowskich. Natomiast zwiekszyla sie wy-
trzymatos¢ mechaniczna materiatu, co zauwazono w trak-
cie jego wszczepiania do tkanki kostnej. W trakcie ogle-
dzin kosci i okolicy wszczepu nie stwierdzono znacznego
uwalniania sie wolnych fragmentéw wiokien weglowych. Hi-
stologicznie w przedstawionych okresach obserwowano w
kosci i szpiku otaczajacym materiat kompozytowy procesy
resorpcji, a nastepnie odbudowy kosci az do powstania
dojrzalej kosci gabczastej. Tym procesom towarzyszyta po-
stepujgaca biodegradacja fragmentow wszczepu weglowe-
go az do powstania zbrylonych struktur i ich pylowego roz-
padu. Uwolnione fragmenty weglowe z powierzchni wsz-
czepionego kompozytu wplywajg stymulujgco na odnowe
kosci ggbczastej. Nalezy takze upatrywac w tym procesie
znacznego wplywu naniesionego elektroforetycznie hydrok-
syapatu na powierzchnie kompozytu. Nasze spostrzeze-
nia potwierdzajg wczesniejsze doniesienia obserwowanych
korzystnych zjawisk na powierzchni implantow metalicz-
nych pokrytych hydroksyapatytem [10].W tych badaniach
stwierdzono w obszarze granicznym pomiedzy hydroksy-
apatytem i koscig resorpcje hydroksyapatytu utatwiajaca
narastanie nowych komaérek w miejscu styku z koscig,co
powoduje wytworzenie mocnego wigzania[5]. W przebie-
gu doswiadczenia obserwowano pojawienie sie w szpiku
kostnym obecnosci metaplastycznej chrzastki szklistej ule-
gajacej kostnieniu. W trakcie przebiegu catego ekspery-
mentu obserwowano postepujacg odnowe szpiku kostne-
go. Nalezy podkreslic, ze sama obecnosc¢ zywicy epoksy-
dowej nie wywolywata odczynu olbrzymiokomorkowego ani
zmian bliznowatych.

Whioski

1. Kompozyt weglowy z osnowa polimerowa zapewnia sku-
teczne i bezpieczne zespolenie odtamow kostnych

2. Powolna biodegradacja kompozytu wegiel-zywica epok-
sydowa zapewnia dokonanie sie zrostu kostnego

3. Poprawe biologicznych wtasciwosci implantéw osiagnieto
poprzez pokrycie powierzchni hydroksyapatytem

4. Nie obserwowano odczynu olbrzymiokomorkowego ani
zmian bliznowatych wskutek obecnosci zywicy epoksydo-
wej

experiment restoration of bone marrow was also observed.
It should be stressed that the presence of epoxy resin itself
did not cause gigantocellular reaction or cicatricial chan-
ges.

Conclusions

1. Carbon composite with polymer matrix enables effective
and safe uniting of bone fragments.

2. Slow biodegradation of the carbon-epoxy resin composi-
te ensures bone union.

3. Biological properties of the implant were improved by
coating its surface with hydroxyapatite.

4. No gigantocellular reaction or cicatricial changes were
found related to the presence of epoxy resin.
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W BADANIACH
DOSWIADCZALNYCH NA
ZWIERZETACH

LEszEK SoLski

ZakeaD CHIRURGH EksPERYMENTALNES | BaDANIA BIOMATERIALOW
Axkapemi Mepycznes we WRoctawiu

Slowa kluczowe: zwierzeta doswiadczalne, eks-
perymenty, regulacje prawne, etyka.

Zdecydowana wiekszos$¢ biomateriatow, czy tez szerzej
rozumianych wyrobéw medycznych, wymaga oceny biolo-
gicznej, ktérg przeprowadzi¢ nalezy wedtug normy EN-1SO
10993. Przeprowadzanie kolejnych etapow oceny, w wy-
padku uzyskiwania pozytywnych rezultatow, doprowadza
w koncowym etapie do koniecznosci wykonania do$wiad-
czen lub testéw z wykorzystaniem zywych zwierzat.

Czlowiek wykorzystuje zwierzeta do roznych celow juz
od zarania dziejow. Jednak to co rozumiemy jako prowa-
dzenie badan naukowych z wykorzystaniem zywych zwie-
rzat miato swoje poczatki dopiero w pierwszej potowie XIX
wieku. Natomiast za pierwszy akt prawny, ktory w jakims
stopniu regulowat przeprowadzanie badan na zwierzetach
jest niewatpliwie Brytyjska ustawa przeciw okrucienstwu wo-
bec zwierzat z 1876 roku. Juz w nowszych czasach wyda-
no podobne ustawy m. in. w USA, Kanadzie i Australii. W
sierpniu 1986 roku, w Strasbourgu, 11 krajow europejskich
wchodzgcych w sktad Unii podpisalo konwencje ds. ochro-
ny zwierzat kregowych uzywanych w doswiadczeniu lub
innych poczynaniach naukowych. Tekst tej konwencji, z
pewnymi zmianami przyjety zostat przez Rade Europy w
listopadzie tego samego roku jako obowigzujaca dyrekty-
wa nr 86/906/EEC regulujaca szczegdtowo uzywanie zy-
wych zwierzat do eksperymentow, badan, doswiadczen i
testow. Polska tej konwencji nie podpisata.

Niektore z zapisow tej dyrektywy zostaly tez wprowa-
dzone do wymagan normatywnych. Norma ISO 10993 pod
ogdélinym tytutem "Biologiczna ocena wyrobow medycznych"
zawiera arkusz nr 2: Animal Welfare Requirements - wy-
magania dotyczgce dobrostanu zwierzat.

Jeszcze do niedawna jedynym aktem regulujacym ogol-
nie pojetg ochrone zwierzat, bylo rozporzadzenie Prezy-
denta RP z dnia 22 marca 1928r. Bazujgc na tym akcie
podstawowym, jednostki badawczo-naukowe ustanawiaty
wiasne zasady postepowania ze zwierzetami doswiadczal-
nymi. Nowa ustawa o ochronie zwierzat, nad ktdrg prace
sejmowe trwaly ponad piec lat, nosi date 21 sierpnia 1997r.
Rozdziat 9 tej ustawy zatytutowany jest "Procedury dogwiad-
czalne z uzyciem zwierzat" zawiera jedynie 5 artykutéw (nu-
mery od 28 do 32 wigcznie). Okazalo sie niestety, Zze juz w
momencie publikacji zapisy tego rozdziatu, tylko w niewiel-
kim stopniu sg zgodne ze wspomniang juz powyzej dyrek-
tywa unijng z listopada 1986r. (86/609/EEC). Dyrektywa ta,
zawierajgca 27 artykutdw, w catosci zajmuje sie ochrong
zwierzat uzywanych do doswiadczen i innych celow nauko-
wych. Jednak wydana ustawa nadal obowigzuje choc jej
zapisy sa malo szczegotowe, a proces nowelizacji dopiero
sie rozpoczyna.

Komitet Badan Naukowych na podstawie wczesniej prze-
prowadzonej ankiety, przygotowat liste placéwek, ktére mie-

THE LEGAL
REGULATIONS AND
ETHICAL PROBLEMS
CONCERNING THE USE
OF EXPERIMENTAL
ANIMALS

IN BIOMEDICAL
RESEARCH

Leszexk SoLski

DEPARTMENT OF EXPERIMENTAL SURGERY AND BIOMATERIALS
REsEARCH

CHaR AND CLINIC OF TRAUMATOLOGY AND HaND SURGERY
MebicaL UniversiTy, WrocLaw

Key words: experimental animals, biological evalu-
ation, legal regulations, ethics.

Most of the so called "biomaterials" or in a wider sense
medical devices, need to undergo biological evaluation, in
accordance with the European standard EN-ISO 10993, If
a product or material receives positive evaluation at differ-
ent stages of testing, at the final stage it has to be tested
with the use of living experimental animals.

Man has been using animals for different purposes since
the very beginning of his history. However, what could be
regarded as conducting the investigations with the use of
living animals began at the beginning of 19th century. The
first regulation, which to some extent controlled experimen-
tal investigations on animals, was the British act against
cruelty to animals issued in 1876. Later on similar regula-
tions were passed in the U.S.A., Australia and Canada. In
August 1986, in Strasbourg the eleven member countries
of the European Community signed a convention for the
protection of vertebrates used for experiments and other
scientific purposes. The High European Council accepted
the main issues of that convention and edited in November
of the same year as an obligatory European Directive NR
86/906/EEC, which controls in details all the experimental
procedures with the living animals. Poland, as yet, has not
signed that convention.

Some paragraphs of this directive were incorporated in
the normative standards of ISQO, like standard ISO 10993
"Biological evaluation of medical devices" with part 2: The
animal welfare requirements.

Until very recently here in Poland the only regulation
concerning all animal issues was the directive of the Presi-
dent of Polish Republic edited on 22-nd March 1928. On
that basis all the institutions in question, such as universi-
ties, scientific institutes, issued their own regulations con-
cerning the experimental procedures with the use of living
animals. The new regulations were passed after 5 years of
the parliamentary discussions on 21-st August 1997 and
are known as Animal Protection Act. Chapter 9 of this act
is devoted to "Experimental procedures with use of living
animals". It consists of only 5 articles (nos. 28 to 32 incl.).
Unfortunately, very shortly afterwards it was clearly visible
that already at the moment of issuing most of the articles of
that specific Chapter were only to a small extent consistent
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dzy innymi prowadzg badania, doswiadczenia czy testy na
zywych zwierzetach. W oparciu o te dane wydane zostato
rozporzadzenie Rady Ministrow z dnia 17 listopada 1999r.,
w sprawie wykazu placowek w ktérych dopuszcza sie prze-
prowadzanie eksperymentow i testow na zywych zwierze-
tach. Lista ta obejmuje 85 réznego rodzaju placéwek, w
tym uczelnie wyzsze (uniwersytety, akademie medyczne),
instytuty podlegajace PAN, a takze resortowe jednostki
badawcze.

Na podstawie zapisoéw ustawy o ochronie zwierzat wy-
dane zostalo tez rozporzadzenie Rady Ministrow z dnia 21
kwietnia 1999 roku w sprawie Krajowej Komisji Etycznej do
Spraw Doswiadczen na Zwierzetach oraz lokalnych komi-
sji etycznych do spraw doswiadczen na zwierzetach. Ko-
rzystajac z zapisow tego rozporzadzenia przewodniczacy
KBN powotat 15-0sobowa, Krajowg Komisje Etyczng do
Spraw Doswiadczen na Zwierzetach, ktora rozpoczeta pra-
ce we wrzesniu 1999r. W czerwcu 2000 roku, Komisja Kra-
jowa ustalita sktady osobowe i zasiegi dziatania 17 komisji
lokalnych na terenie catego kraju. We wrzesniu 2000 roku
Komisja Krajowa zatwierdzita formularze dwoch podstawo-
wych wnioskow, jakie nalezy wypetni¢ zwracajac sie o opi-
nie wykonania badan czy eksperymentow na zwierzetach.
Ustalone tez zostaly podstawowe zasady rozpatrywania tych
wnioskow i wydawania opinii o dopuszczalnosci wykony-
wania testow oraz badan na zwierzetach lub ich wykorzy-
stania do celow dydaktycznych. Jak na razie, wyzej wymie-
nione akty, pozostajg jedynymi regulacjami prawnymi obo-
wigzujacymi w zakresie szeroko pojetych badan doswiad-
czalnych na zwierzetach. Nalezy tu tez zwrdci¢ uwage, na
zdecydowany brak logiki nomenklaturowej, albowiem przy
kazdej Akademii Medycznej, rozporzadzeniem Ministra
Zdrowia powotano Komisje Bioetyczne, ktorych zadaniem
jest opiniowanie i wydawanie zezwolen na prowadzenie
badan klinicznych na ludziach.

Wstepny projekt Krajowej Komisji zaktadat wprowadze-
nie az 4 wersji formularzy wnioskowych, ale ostatecznie
zaakceptowano jedynie dwa. Jeden wniosek odnosi sie do
wykonywania doswiadczen i testow na zywych zwierzetach,
podczas gdy drugi dotyczy jedynie wykorzystania Zywych
zwierzat do celow dydaktycznych. Komisja Krajowa wyraz-
nie rozroznia tu dwa pojecia: "doswiadczenie" i "test". Przez
test nalezy rozumiec¢ poddanie zwierzecia dziataniu czyn-
nika wytgcznie dla celow praktycznych czy jak to okreslono
"pozanaukowych" - tu znajdujg sie wiec wszystkie badania
na przyktad gotowych produktow kosmetycznych. Natomiast
doswiadczenie zdefiniowane jest jako dziatanie podejmo-
wane w celach naukowych. Definicje te wydaja sie by¢ dosc¢
dyskusyjne i mozna sie zastanawiac czy takie rozréznienie
ma jakiekolwiek znaczenie praktyczne.

Komisja Krajowa wprowadzita tez zdecydowany podziat
testow i doswiadczen wykonywanych na zwierzetach na 5
grup procedur o roéznych stopniach inwazyjnosci. Kazdy,
kto przystepuje do planowania badan z wykorzystaniem
zwierzat musi zapozna¢ sie szczegolowo ze wszystkimi
stopniami inwazyjnosci procedur i we wniosku odpowied-
nio je zakwalifikowa¢ i uzasadni¢. Najwyzszy stopien inwa-
zyjnosci okreslony zostat jako "X" i obejmuje on procedury
niedopuszczalne, takie na przykiad jak unieruchamianie
zwierzat bez znieczulenia czy tez doprowadzania do smierci
przez glodzenie lub podawanie trucizn. Szczegdlnie trzeba
tez zwrocic uwage na fakt, ze usmiercenie zwierzecia do-
puszczalnymi sposobami zaliczone zostato do procedur
mniej inwazyjnych o stopniu 2, podczas gdy drobne zabie-
gi chirurgiczne przeprowadzane w znieczuleniu uznano za
procedury o 3 stopniu inwazyjnosci. Ma to swoje uzasad-
nienie w szczegolnosci do zwierzat o wyzszym poziome
organizacji centralnego systemu nerwowego (ssaki, ptaki).
Jednoczesnie podkreslic trzeba, ze humanitarne usmier-
cenie zwierzecia jest jednym z warunkow dopuszczalnosci

with the above-mentioned EU directive of November 1986
(86/609/EEC). The directive itself consists of 27 broad arti-
cles concerning all the aspects of using animals for scien-
tific, experimental and educational purposes. Nonetheless,
our regulatory act is still in force, however the articles are
not quite understandable. This act should be corrected as
soon as possible but it will take again some time.

The State Committee for Scientific Research (KBN) on
the basis of earlier conducted inquiry, prepared a list of in-
stitutions where the living animals are used for different
purposes, i.e. for experiments, tests or education. This list,
signed by the Prime Minister was issued as the govern-
ment directive in November 1999. The full list consists of
85 different institutions from high schools (medical acad-
emies, universities), through independent scientific institutes
to commercial laboratories.

On the basis of the above-mentioned general law con-
cerning the protection of animals, in April 1999 the govern-
ment directive was issued relating to The National Ethical
Committee for Experiments on Animals and Local Ethical
Committees for Experiments on Animals. According to this
directive the State Committee for Scientific Research (KBN)
appointed 15 members of The National Ethical Committee.
One third of the members of that committee were to be cho-
sen from a non-government organisation, which dealt with
the protection of animals. The Committee started to work in
September 1999. lts first task was to establish the frame-
work programme for the Local Committees. At last in June
2000 all the members of 17 Local Ethical Committees were
appointed and the area of their competence was described.
In September 2000 The National Ethical Committee ap-
proved two kinds of applications, which would be obligatory
tofill in by every researcher or scientist willing to make some
experiments on living animals and so in need to receive the
opinion of the Local Ethical Committee. Guidelines on how
to fill and evaluate such applications were delivered along
with the criteria for the positive opinions. For the time being,
as far as the experiments on living animals are concerned,
these three regulatory acts are the only law in force in Po-
land.

At the early stage of its work The National Ethical Com-
mittee for Experiments on Animals proposed 4 different
application forms. Eventually only two of them were ac-
cepted. One concerns the use of animals for experiments
and/or for tests, and the second one - the use of living ani-
mals for educational purposes. As one can see The Na-
tional Ethical Committee distinguishes between "experiment"”
and "test". "Test" is understood as a procedure not for sci-
entific but rather practical purposes, e.g. evaluation of new
cosmetics. "Experiment” is understood as a procedure with
some scientific purposes. Of course, itis disputable whether
such a distinction of experiments and tests is of any practi-
cal value.

The National Ethical Committee established also the in-
vasive grades of the experiments and tests, dividing them
into five categories. Every scientist or researcher planning
the evaluation procedures with the use of living animals
should carefully read the guidelines and in a suitable appli-
cation form properly classify and justify the planned proce-
dures. The highest grade is denoted as level X and com-
prises the most invasive procedures which are not allowed
under any circumstances, e.g. physical immobilisation of
animals without using any anaesthetics or putting them to
death by starvation or poisoning. Itis necessary to point out
here that in general putting the animals to death by so called
humanitarian methods (e.g. by dislocation of cervical verte-
brae in rodents) is classified as an invasive procedure of
grade 2, while the surgery procedures performed under the
full anaesthesia are regarded as invasive ones, grade 3.
This could be disputed, however it is well justified in regard
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przeprowadzenia wielu doswiadczen. Majgce zasadnicze
znaczenie dla oceny wielu biomateriatow badania implan-
tacyjne, jako wymagajace przeprowadzenia réznego typu
zabiegow chirurgicznych zaliczyc¢ trzeba oczywiscie do pro-
cedur o 3 stopniu inwazyjnosci.

Niestety nadal brak jest bardzo waznych Rozporzadzen
wykonawczych zwigzanych $cisle z prowadzeniem badan
naukowych z wykorzystaniem zwierzat. Artykut 32 Ustawy
o ochronie zwierzat przewiduje, ze Rada Ministrow w dro-
dze rozporzadzenia ma okreslic:

- warunki oraz tryb wydawania i cofania uprawnien do wy-
konywania do$wiadczer) na zwierzetach oraz kwalifikacje
0s6b kierujgcych doswiadczeniami;

- szczegotowe warunki przeprowadzania doswiadczen na
zwierzetach oraz sposob i tryb ich kontrolowania,

- warunki bytowe w hodowlach zwierzat laboratoryjnych i
zwierzetarniach.

Prace nad przygotowaniem projektow tych rozporzadzen
prowadzone sg w Komisji Krajowej i pozostaje mie¢ nadzie-
ie, ze zostang wkrotce zakoriczone. Zgodnie z paragrafem
41, ust.1 rozporzgdzenia Rady Ministrow w sprawie komisji
etycznych, doswiadczenia i testy na zwierzetach wykony-
wane na podstawie dotychczasowych przepisow moga by¢
kontynuowane w okresie nie dluzszym niz dwa lata od dnia
wejscia w zycie tego rozporzadzenia. Termin ten uptywa 5
maja 2001 roku.

Niedoskonato$¢ regulacji prawnych, czy tez wrecz ich
brak, nie zwalniajg badaczy i naukowcow od obowigzku
etycznego prowadzenia badan, w szczegolnosci etyczne-
go postepowania ze zwierzetami. Etycznego postepowa-
nia ze zwierzetami, ktore poddawane sg doswiadczeniom i
testom, nie da sie zadekretowac¢ zadnym przepisem czy
innym choéby najsrozszym paragrafem. Kazdy badacz,
wykonujacy eksperyment na zywym zwierzeciu jest moral-
nie odpowiedzialny za calosc takiego doswiadczenia. Od-
powiedzialnosc ta rozpoczyna sie jeszcze przed samym
przystapieniem do wykonania zaplanowanych procedur i
rozcigga sig¢ nawet na warunki bytowe zwierzat w ich po-
mieszczeniach, na wlasciwe przeszkolenie personelu ob-
stugi i nadzoér nad czynnosciami jakie przy zwierzetach per-
sonel ten wykonuje. Odpowiedzialno$¢ badacza dotyczy w
tym samy stopniu rowniez okresu po wykonaniu ekspery-
mentu, gdyz przeciez nie wszystkie badania konczy¢ sie
musza $miercig zwierzecia.

Na szerszg skale losem zwierzat doswiadczalnych zain-
teresowali sie dwaj brytyjscy badacze: zoolog W.M.Russell
i mikrobiolog R.L.Burch dopiero w drugiej potowie lat piec-
dziesiatych. W wydanej w 1959 roku ksigzce The Princi-
ples of Human Experimental Techniques wylozyli oni, zna-
ng dzis powszechnie zasade 3R. Odnosi sie ona do pla-
nowania badan na zwierzetach ze szczegdlnym uwzgled-
nieniem: zastepowania metodami in vitro (replacement),
zmniejszaniu liczby zwierzat poddawanych eksperymento-
wi (reduction) oraz doskonaleniu metod badawczych na
takie, ktére powodujg mniejsze cierpienia zwierzat (refine-
ment). Najtatwiejsza do wprowadzenia w zycie stala sie
zasada "redukcji". Nastgpito to dzieki powszechnemu wpro-
wadzeniu komputerow i wielu nowych metod statystycznych.
W drugiej kolejnosci zaakceptowano zasade "zastepowa-
nia" (replacement), co tez zwigzane byto z postepem tech-
nicznym i nowymi mozliwos$ciami badawczymi, ktére w ogéle
pozwalaly na wykluczenie z metodyki badawczej zywych
zwierzat. Najtrudniejsza do wdrozenia okazata sie zasada
trzecia, okreslana z angielska jako "refinement", a sprowa-
dzajgca sie do solidnego, wstepnego zaplanowania badan,
tak aby maksymalnie zredukowac cierpienie i stres u zwie-
rzat doswiadczalnych.

W 1999 r. J.A.Davis zaproponowat podej$cie do badan
na zwierzetach w zastosowaniem zasady 3A. Dzieli on
badania na dwie zasadnicze fazy: planowania i wykonania.
W fazie pierwszej za najwazniejsze uznaje odpowiednie

to the level of organisation of the central nervous system
especially in mammals and birds. The humanitarian meth-
ods of putting to death are also the obligatory condition for
the acceptance of experiments, which eventually end with
the death of animals. Because we have already commented
on biomaterials or medical devices, it is worthwhile to men-
tion that such materials need to be evaluated by implanta-
tion. This certainly requires the use of experimental ani-
mals in some surgery procedures, so the implantation must
be classified as an invasive procedure, grade 3.

Unfortunately still lacking are very important government
directives, which should refer to other aspects of conduct-
ing experiments on living animals. Article 32 of the Animal
Protection Act of 1997 calls for at least three other govern-
ment directives that should be issued:

- about the procedure of issuing and withdrawing the
permissions for animal experiments, and the qualifications
of staff working with experimental animals

- about the specific conditions under which the experiments
on living animals can be made and the means of control;
- about the welfare requirements for animals in breeding
compounds and laboratories.

The works on preparation of the drafts of these direc-
tives are still under way at The National Ethical Committee
in Warsaw and it is hoped that soon they will be ready. In
accordance with article 42, point 1 of the government direc-
tive on ethical committees the experiments and tests with
the use of living animals are still legal if they obey the previ-
ous regulation not longer than two years from the date of
the directive's publication. The deadline is 5-th May 2001.

The deficiency of legal regulations or in some cases the
lack of any regulations at all, cannot free the scientists from
ethical conducting of the research, especially from ethical
treatment of animals in the experiments. As far as we know,
the fate of the experimental animals was first taken under
consideration in 1950's. In 1959 two British scientists, the
zoologist W.M. Russell and microbiologist R.L. Burch pub-
lished a book entitled "The Principles of Human Experimental
Techniques". They presented a statement, now widely
known as a rule of 3R. The 3R rule refers to the use of living
animals in biomedical science. It proposes a special ap-
proach to the subject, described as replacement, reduction
and refinement. By definition "replacement” means that
whenever and wherever it is only possible the traditional
methods of evaluation with the use of living animals should
be replaced by "in vitro" methods. The "reduction” - is the
process of decreasing the number of animals used in re-
search, by using more adequate and more modern statisti-
cal procedures, and "refinement" is the way of planning and
conducting the experiments so that they cause less pain
and/or stress in animals.

In 1988 J.A. Davis proposed to consider the experiments
on animals in terms of a Triple A Approach. He thinks that
all experiments using the living animals can be divided into
two main phases: the planning phase and the execution
phase. In the first one (planning) the most important is the
proper Approach. In the second - execution phase, the "Ap-
proach" is repeatedly Assessed and Adjusted (which makes
3 A). As a result of this procedure the scientist can be quite
sure that the animal stress and/or pain were eliminated or
at least mitigated.

Good planning of experiments defines the variables of
interest. In order to isolate and assess the specific variable,
all other parameters should remain the same. Basically, the
experimental design is at the risk of compromising if con-
fusing variables are introduced through poor animal well
being. These unintended consequences - either physiologi-
cal or psychological or both - affect the scientific data col-
lected and should be possibly avoided.

The 3R rule became the basis of further search for other
ways of evaluation or assessment, especially in biomedical
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podejscie (ang. Approach ) do problemu. Odpowiednio wy-
brane podejscie skutkuje w fazie drugiej - wykonawczej,
gdzie jest sukcesywnie oceniane (ang. Assess) i dostoso-
wywane (ang. Adjust) do badan bedacych juz w toku. Autor
ktadzie szczegolny nacisk na prawidtowe i bardzo szcze-
gélowe prowadzenie dokumentacji z przeprowadzanych
eksperymentow i wykonywanie etapowych raportéw. Nie
mozna, zdaniem autora zasad 3A przeceni¢ tej z pozoru
zmudnej i ucigzliwej papierkowej roboty, gdyz to wtasnie
analiza tych danych pozwala nie tylko na zmnigjszeniu ilo-
sci zwierzgt w eksperymencie ale takze na ograniczenie
procedur powodujacych bol czy silny dyskomfort.

Zasada 3R stala sie podstawa do poszukiwania innych
sposobow badan, ktore dzis powszechnie znane sg jako
metody alternatywne. Od pierwszego ogloszenia zasady
Russella i Burcha uptyneto juz ponad 40 lat i pomimo to nie
udato sie catkowicie wyeliminowac wykorzystywania zywych
zwierzat w badaniach biomedycznych. Cho¢ w wielu wy-
padkach stosowanie zasady 3R doprowadzito do efektyw-
nego zmniejszenia uzycia zwierzat w eksperymentach to
jednak nadal pozostajg takie dziedziny, w ktérych bez prze-
prowadzenia badan na zwierzetach obej$¢ sie nie mozna.
Takie badania obejmuje wiasnie biologiczna ocena wyro-
béw medycznych, a w szczegolnosci w zakresie dotyczg-
cym oceny wyrobow przeznaczonych do wprowadzenia na
state do wnetrza organizmu ludzkiego. Ocena taka wyma-
ga przeprowadzenia badan implantacyjnych, kiore moga
jedynie by¢ wykonane na zyjacych zwierzetach. W tej dzie-
dzinie badan - jak na razie - metody alternatywne nie istnie-
ja. Jednak zasad 3R oraz 3A nie nalezy absolutnie odrzu-
cac¢ ani tez bagatelizowac¢. Majg one za zadanie zwrocic¢
uwage eksperymentatorow i badaczy na statg koniecznosé
takiego podejscia do badan, najchetniej juz w fazie plano-
wania, ktore eliminowato by dyskomfort i bol zadawany
zwierzetom w takim stopniu, jak to jest tylko aktualnie moz-
liwe.
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studies, which today are widely known as alternative meth-
ods. Russell and Burch explained their thesis of 3R approach
in 1959, i.e. more than 40 years ago but since then we have
not been able to absolutely eliminate the use of living ani-
mals in the biomedical research. Of course the 3R approach
significantly reduced the number of living animals used, but
still there are some medical evaluations in which the use of
animals is not replaceable, such as for example the biologi-
cal evaluation of medical devices intended for permanent
contact with the human body. The assessment of such de-
vices, according to the ISO standard, requires implantation
into the animal body. So we can say that at least in this kind
of assessment the alternative methods as yet are not avail-
able. However, we should not reject the rules of 3R or 3A
approach. They should constantly remind the experiment-
ers and scientists of the necessity of using our general knowl-
edge possibly at the planning stage, to eliminate the stress
and/or pain in animals.
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Streszczenie

Ocene biozgodnosci materiatow bioceramicznych
przeprowadza sie miedzy innymi na podstawie reak-
cji ogolnoustrojowej i miejscowej, po implantacji w
tkanki zwierzat doswiadczainych.

Celem badan jest wykazanie, ze struktura fizycz-
na powierzchni oraz rodzaj technologii otrzymywania
biomateriatow moze mie¢ znaczenie dla okreslenia
odczynowosci tkankowey.

Badania wykonano na szczurach wszczepiajgc im
domiesniowo frzy rodzaje ceramiki: ceramike litg, ce-
ramike - litg silanowana, ceramike porowatsg. Sekcje
zwierzgt przeprowadzono 7, 30, 90 dni po operacji.

Na podstawie badari patomorfologicznych przepro-
wadzonych w okresie wezesnym tj. do 3 miesiecy po
implantacji mozna stwierdzic, ze ceramika silanowa-
na o modyfikowanej powierzchni i okreslonym, celo-
wo otrzymywanym potencjale elektrokinetycznym
zeta, wywoluje minimalny miejscowy odczyn tkanko-
wy. Nieco bardziej nasilony odczyn tkankowy obser-
wowano wokot ceramiki litej. Najsilniejszg reakcje
tkankowa manifestujgcq sie obfitg idfugotrwata fazg
wysiekowag stwierdzono wokof ceramiki porowatey.

Stowa kiuczowe: biomaterialy ceramiczne: lite, lite
silanowane, porowate, odczyn tkankowy, badania
doswiadczalne.

Wprowadzenie

Podstawowym zagadnieniem zastosowania materiatow
bioceramicznych jako implantow jest okreslenie ich biozgod-
nosci. Ocene biozgodnosci przeprowadza sie na podsta-
wie reakcji ogolnoustrojowej i miejscowej po implantacji w
tkanki. Czesto syntetyczne materiaty przeznaczone do im-
plantacji, pozytywnie ocenione w badaniach wstepnych in
vitro, po wszczepieniu do zywego organizmu wywotujg nad-
mierny diugotrwaty proces zapalny, ktory obniza ich bio-
zgodnose [1-7].

Celem badan jest wykazanie, ze struktura fizyczna po-
wierzchni, oraz rodzaj technologii otrzymywania biomate-
riatdw, moze mie¢ znaczenie dla okreslenia odczynowosci
tkankowej.

EARLY TISSUE REACTION
AFTER IMPLANTATION OF
SURFACE-MODIFIED
CERAMICS.
EXPERIMENTAL STUDY

J. Staniszewska-Kus*, B. ZeoromIRsKA-WNUKIEWICZ**,
R. Lewanpowski*, L. SoLskr*, J. Wnukiewicz®, B. Zywicka*

*MebpicaL Acapemy IN WRroctaw

**ELECTROTECHNICAL INSTITUTE, TECHNOLOGICAL UNIT AND
ELECTROTECHNICAL DEPARTMENT OF WRoCLAW TECHNICAL
UNIVERSITY

Abstract

One of the methods of evaluating the
biocompatibility of ceramic materials is based on ana-
lysing local and general reactions of the organism af-
ter implantation into the tissues of experimental ani-
mals.

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 ceram-
ics, 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 mani-
fested 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.

Introduction

The main issue in using bioceramic materials as implants
is to properly determine their biocompatibility. The evalua-
tion of biocompatibility is conducted on the basis of local
and general reactions of the organism after the implanta-
tion into the tissue. Very often the synthetic materials de-
signed for implants, although positively evaluated "in vitro",
after being implanted into the living organism, evoke ex-
cessive long-term inflammatory process which reduces it
biocompatibility [1-7].

The general target of this study was to demonstrate that
physical structure of the surface and technology of
biomaterials may influence the tissue reactions.
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Metody badan

Badanie miejscowych odczynéw tkanek miekkich po
implantacji przeprowadzono na 30 szczurach, wsobnej ho-
dowli, szczepu Wistar, w wieku okofo 4-6 miesiecy i wadze
ok. 150-200 g.

Materiat

Probki ceramiczne o odpowiednim ksztatcie, twardosci
i sposobie wykoriczenia powierzchni zostaly przygotowa-
ne zgodnie z norma ISO 10993 w Instytucie Elektrotechni-
ki we Wroctawiu Do badan uzyto trzy rodzaje ceramiki o
réznej strukturze powierzchni:

- Ceramika porowata w ksztalcie walcéw o wymiarach
10 mm diugosci i 3 mm $rednicy oraz skiadzie chemicz-
nym Al,0,-95%, MgO-2%, CaCO,-2% ze spoiwem politie-
nochlorku glinu wykonana metoda tradycyjna [9)].

- Ceramika lita w ksztatcie walcow o wymiarach 10 mm
dtugosci i 3 mm srednicy, o skladzie chemicznym: AlLO.-
95%, MgO-3%, CaCO,-2% otrzymywana metoda zol - zel |
spiekana w temperaturze 1500°C przez 30 min . [10].

- Ceramika lita silanowana o tym samym ksztalcie, wy-
miarach i sktadzie chemicznym co ceramika lita. Podda-
na obrobce silanowania dla zmodyfikowania powierzchni
w celu otrzymania okreslonego potencjatu elektrokinetycz-
nego zwanego potencjatem zeta. Do silanowania uzyto si-
lanu Z-6020, aminopropylotrojetoksilanu. Wypalone ele-
menty ceramiki litej poddawano obrabce wstepnej, tzn. wy-
konywano szereg ptukan do momentu uzyskania statego
pH roztworu, w ktdrym byly one zanurzone. Nastepnie ce-
ramike suszono w 120°C przez 6 godzin. Silanowanie wy-
konano metoda zanurzeniowg w 1% roztworze silanu w
izopropanolu. Po czym suszono przez 3 godziny w 60°C
[8, 11].

Operacje

Zwierzeta znieczulano metoda wziewna z uzyciem ete-
ru. Wszystkie implantacje wykonywat ten sam zespot chi-
rurgiczny w warunkach sali operacyjnej i aseptyki chirur-
gicznej.

Technika implantacji wszystkich probek ceramiki byta
identyczna. Skore i tkanke podskérng przecinano w linii
srodkowej grzbietu na diugosci ok. 5 cm . Lekko przesu-
wajac skore na strone prawa na tepo preparowano mie-
S$nie, a nastgpnie implantowano 2 badane prébki, jedna na
wysokosci odcinka piersiowego kregostupa, druga na wy-
sokosci odcinka ledzwiowego. Lekko przesuwajac skore
na strone lewg, analogicznie implantowano 2 prébki cera-
miki porowatej. Migsnie i rane skory zamykano pojedyn-
czymi szwami Dexon 3/0.

Sekcje zwierzat zaplanowano po 7, 30 90 dniach, prze-
znaczajgc na kazdy dzien sekcyjny po 5 zwierzat.

Badania sekcyjne

Szczury usypiano stosujac letalng dawke eteru. Do ba-
dan patomorfologicznych pobierano wycinki tkanek miek-
kich wraz z implantem. Po utrwaleniu w 8% formalinie i
przeprowadzeniu wycinkow w sposcb typowy do zatopie-
nia w bloczki parafinowe wykonywano preparaty histolo-
giczne barwione metodg Van Gieson i HE.

Wyniki badan

Badania makroskopowe

7 dni po operacji u wszystkich zwierzat rany skérne
byly suche i zagoily sie przez rychtozrost. Po odpreparo-
waniu skory na grzbiecie i powierzchownej warstwy migéni
po obu stronach kregostupa uwidoczniono implanty. W bez-
posrednim sasiedztwie wszczepdw widoczne byly miesnie

Methods

Evaluation of local soft-tissue reactions after implanta-
tion of the ceramics was carried out on 30 rats of the Wistar
breed, 4-6 months of age, and 150-200 g in weight.

Materials

Ceramic samples of an appropriate shape, hardness and
surface finish were prepared in accordance with 1ISO 10993
in the Electrotechnical Institute in Wroctaw. In this study
three types of samples differing in surface structure were
used:

- porous ceramics with a cylindrical shape, 10 mm long
and 3 mm in diameter, chemical composition: AlL,O;-95%,
MgO-2%, CaCO3-2% with aluminium polioxychloride binder
prepared by a traditional method [9].

- solid ceramics with a cylindrical shape, 10 mm long
and 3 mm in diameter, chemical composition: Al,0,-95%,
MgO-3%, CaC0;-2% received by a sol-gel method and
sintered for 30 min at a temperature of 1500°C [10].

- silanoated solid ceramics with the shape, size and
chemical composition, the same as above subjected to
silanoation to modify the surface and to obtain a definite
electrokinetic potential zeta. The silanoation was carried
out using silan Z-6020, aminopropylotriethoxilan. The
burned elements of solid ceramics were repeatedly rinsed
until a constant pH value of the solution in which they were
kept was attained. Next the ceramic samples were dried at
120°C for 6 hours. Silanoation was performed by dippingin
a 1-% solution of silan in isopropanol. After that the sam-
ples were dried for 3 hours at 60°C [8, 11].

Surgical procedures

Anaesthesia of animals was conducted by an inhalation
method using ether. All implantations were carried out by
the same surgical team, in the aseptic conditions.

The techniques of implantation for all the ceramic sam-
ples were the same. Skin and subcutaneous tissue inci-
sions were made in the midline of the back on the length of

" 5. cm. After slight displacement of skin to the right, a blunt

dissection of muscles was made and next two samples were
implanted, one at the level of a thoracic part of spine, sec-
ond at the level of the lumbar part. After slight displace-
ment of skin to the left two implants of porous ceramics
were inserted in the analogous way. The muscles and skin
were closed with knot sutures Dexon 3-0.

The sacrifice of animals was planned 7, 30 and 90
days after the surgery with the groups of 5 animals at each
period.

Post mortem procedures

Rats were sacrificed by the lethal doses of ether. For
the pathomorphological studies the samples of soft tissues
with the implanted ceramics were collected. After fixing in
8% formaline and routine mounting in paraffin the histo-
logical specimens were prepared and stained according to
the Van Gieson and HE methods.

Results

Macroscopic observations

Seven days after the operation in all animals the wounds
on skin were dry and healed per primam intentionem. After
the preparation of skin on back and superficial layer of mus-
cles on both sides of spine the implants became visible. In
the direct vicinity of implants there were muscles without
any macroscopic pathological changes. Surfaces of porous
ceramic implants were covered with a thin transparent
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grzbietu bez makroskopowych zmian patologicznych. Po-
wierzchnie implantow z ceramiki porowatej byly pokryte cien-
ka przezroczystg btonka, przez ktérg przeswiecata ich po-
rowata struktura. Wytworzona tkanka wrastata w pory ce-
ramiki i z trudnoscig ja mozna byto oddzielic od powierzch-
ni wszczepow. Pory ceramiki byly wypetnione czerwono bru-
natnymi masami .

Obraz makroskopowy po implantacji w migsnie grzbietu
ceramiki litej i ceramiki litej silanowanej byt identyczny. W
bezposrednim sgsiedztwie implantow widoczne byty mie-
$nie grzbietu o prawidiowym rysunku bez widocznych zmian
patologicznych. Powierzchnia prébek pokryta byta cienkg
przezroczysta blonka, w ktorej widoczne byty drobne cien-
koscienne naczynia krwionosne. Po nacieciu torebki z fa-
twoscig mozna bylto usunac wszczepy. Wytworzona toreb-
ka nie byta zwigzana z powierzchnig implantow.

30 dni po operacji implanty z ceramiki porowate] lezaty
wérod miesni otoczone doscé grubg biatawa torebka, kidra
oddzielata je od migsni grzbietu. Wytworzona tkanka silnie
wrastata w pory wszczepow. Na powierzchni torebki widocz-
ne byly cienkoscienne naczynia krwionosne.

Implanty z ceramiki litej i silano-
wanej otoczone byly przejrzysty i
dosc¢ cienka torebka, w ktorej wi-
doczne byly drobne naczynka krwio-
nosne. Po nacieciu torebki implanty
z tatwoscig mozna bylo usungc.

90 dni po operacji torebka tacz-
notkankowa wytworzona na po-
wierzchni ceramiki porowatej byta
nierownej grubosci. Na jej po-
wierzchni widoczne byly naczynia
krwionosne. Pory implantu wypet-
niata czerwona tkanka. Wytworzo-
na torebka silnie przerastata po-
wierzchnie ceramiki i zrywata sie
podczas usuwania implantow
(RYS. 1). Torebka, kiora otaczata
implanty z ceramiki litej i ceramiki
silanowanej byta unaczyniona i
znacznie ciensza. Z tatwoscig da-
wata sie oddzielic od powierzchni
implantow. Miesnie grzbietu w po-
blizu wszczepow mialy kolor i rysu-
nek prawidlowy.

RYS. 1. Obraz makroskopowy 90 dni po
implantacji w miesnie grzbietu szczura.
L - strona lewa ceramika silanowana,
P - strona prawa ceramika porowata. °

FIG. 1. Macroscopic picture 90 days after
implantation into the back muscle of the
rat; on the left - the silanoated ceramics,
on the right - the porous ceramics.

membrane through which the porous structure could be
seen. The tissue grew into the pores of ceramic implants
and it was difficult to separate. The pores were filled with a
reddish-brown mass.

The macroscopic picture of the solid ceramics and solid
silanoated ceramics after implantation was the same. In the
direct vicinity of implants the back muscles did not show
any visible pathological changes. The surface of samples
was covered with a thin transparent membrane with visible
small thin-walled blood vessels. After incision of the cap-
sule it was easy to separate the implants. The capsule was
not connected with implant surfaces.

On 30-th day after operation the implants of porous ce-
ramics were imbedded in the muscles and were surrounded
with a quite thick white capsule, separating them from the
back muscles. The tissue strongly penetrated the pores of
implants. Thin walled blood vessels were visible on the cap-
sule surface. The implants of solid ceramics and the
silanoated ones were surrounded with a transparent and
quite thin capsule with small blood vessels in it. After inci-
sion of the capsule the implants could be easily removed.

On 90-th day after the operation
the connective tissue capsule on the
surface of porous ceramics had a
. non-uniform thickness and blood

- | vessels were visible on its surface.
| The implant pores were filled with a
red tissue. The capsule strongly
penetrated the ceramic material and
was damaged on implant removal
(FIG.1). The capsule surrounding
the implants made of silanoated ce-
ramics and solid ceramics was vas-
cularised and significantly thinner.
It could be easily separated from the
implant surface. The muscles in the
vicinity of implants had normal col-
our and appearance.

Microscopic findings

Seven days after the implantation
of porous ceramics into the back
muscles of rats in the histological
specimens stained with
hematoxiline and eosine a connec-

Badania mikroskopowe

7 dni po implantacji ceramiki po-
rowatej w miesnie grzbietu w pre-
paratach histologicznych barwio-
nych hematoksyling i eozyng wi-
doczna byla torebka fgcznotkanko-
wa, ktorej szerokos¢ wahata sie od
4 do 10 przekrojow komorek mie-
$niowych. Od strony miesni byta ona
ostro odgraniczona. W wytworzonej
torebce mozna byto wyrdznic dwie
warstwy. Od strony miesni po-
przecznie prazkowanych miata ona
charakter mlodej tkanki tacznej z
licznymi fibrocytami i fibroblastami.
Od strony implantu miata charakter
bogatokomarkowej tkanki, w ktorej
wyrdzni¢ mozna bylo liczne komoér-
ki typu limfocyta, komaérki plazma-
tyczne, pojedyncze granulocyty wie-
loptatowe obojetnochtonne oraz
bezpostaciowe masy wtdknika. Po-
nadto widoczne byly, pojedyncze
paczkujgce naczynia krwionosne
(RYS. 2).

RYS. 2. Obraz mikroskopowy 7 dni po
implantacji ceramiki porowatej. U dotu
mie$nie poprzecznie prazkowane. do
ktérych przylega szerokie pasmo miodej
tkanki tacznej (H&E, 140x).

FIG. 2. Microscopic picture 7 days after
implantation of porous ceramics. In the
middle - a striated muscular tissue with a
wide layer of young connective tissue
adhering to it (H&E, 140x).

tive tissue capsule was visible and
its width varied between 4 and 10
muscle cell cross-sections. On the
muscle side it was sharply deline-
ated. It was possible to distinguish
two layers in the capsule. On the
side of striated muscular tissue there
was a typical young connective tis-
sue with a large number of fibrocytes
and fibroblasts. On the implant side
there was a cell-rich tissue with
many cells of lymphocyte type, plas-
matic cells, single neutrophilic
granulocytes and amorphous fibrin
masses. Moreover, single budding
blood vessels were visible (FIG. 2).

In the histological specimens
taken from the tissues surrounding
the implant of solid ceramics, there
was a layer of young cell-rich con-
nective tissue with a non-uniform
thickness and quite sharp separa-
tion from the striated muscular tis-
sue. On the implant side the con-
nective tissue capsule had smooth
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W preparatach histologicznych
wykonanych z tkanek pobranych z
miejsca implantacji ceramiki litej, ob-
serwowano pasmo mtodej bogatoko-
morkowe;j tkanki tacznej o nieréwnej
grubosci, dos¢ ostro odgraniczonej
od miesni poprzecznie prazkowa-
nych. Od strony implantu wytworzo-
na torebka tacznotkankowa miata
gtadkg powierzchnie i pokryta byla
komdrkami o splaszczonych jadrach.

Obraz mikroskopowy wokét im-
plantu z ceramiki litej silanowane;j
charakteryzowat sie obecnoscia bar-
dzo cienkiej rownej torebki tacznot-
kankowej zbudowanej gtownie z fibro-
blastow i mniej licznych fibrocytdw.
Szerokos¢ opisywanego pasma tacz-
notkankowego nie przekraczata prze-
kroju 3 komérek miesniowych (RYS.
3).

30 dni po implantacji ceramiki po-
rowatej w preparatach histologicz-
nych w poblizu implantéw obserwo-
wano pasmo tacznotkankowe, o bar-
dzo nieregularnym przebiegu i o zréz-
nicowanej budowie komorkowe;j.
Miejscami opisywana tkanka byta
cienka i zawierata przede wszystkim
fibroblasty i liczne wiokna klejorodne.
W miejscach gdzie tkanka wnikata w
pory ceramiki jej budowa byita bar-
dziej luzna, bogatokomédrkowa z
mniejszg iloscia wiokien kolageno-
wych a szeroko$¢ wynosita od 6 do
7 wiokien migsniowych.

W preparatach histologicznych z
miesni wykonanych po implantacji
zaréwno ceramiki litej jak i litej sila-
nowanej, obraz mikroskopowy byt
podobny. Torebka tgcznotkankowa
wytworzona wokol implantow na ca-
tej swojej diugosci byla cienka i zbu-
dowana przede wszystkim z fibrocy-
téw. W preparatach barwionych me-
todg Van Gieson uwidoczniono licz-
ne czerwono barwigce sie wiokna kle-
jorodne. Réznica dotyczyta jedynie
grubosci wytworzonej torebki tacznot-
kankowej. Wokat ceramiki litej sila-
nowanej grubos¢ tkanki facznej wy-
nosita 1 szeroko$ci komarki miesnio-
wej, podczas gdy szerokosé torebki
wytworzonej wokot ceramiki litej byta
dwa razy wieksza.

90 dni po implantacji ceramiki
porowatej charakter i szeroko$¢ wy-
tworzonej torebki tgcznotkankowe;
byt podobny jak po 30 dniach (RYS.
4). Torebka tacznotkankowa wokét
ceramiki litej i lite] silanowanej miata
bardziej zbity i widknisty charakter.
Przewazaty w niej wiékna klejodajne
(RYS. 5).

sty . Bl T ~

RYS. 3. Obraz mikroskopowy 7 dni po
implantacji ceramiki litej silanowanej.
Przestrzen po implancie ograniczona
cienkim, réwnym pasmem lgczno-
tkankowym (H&E, 140x).

FIG. 3. Microscopic picture 7 days after
implantation of solid silanoated ceramics.
The space after the implant is delineated
with a thin uniform layer of connective
tissue (H&E, 140x).

RYS. 4. Obraz mikroskopowy 90 dni po
implantacji ceramiki porowatej. U dotu
przestrzen po implancie ograniczona
pasmem tkanki tgcznej o niejednolitej
budowie (V.Gieson, 140 x).

FIG. 4. Microscopic picture 90 days after
implantation of porous ceramics. In the
lower part the space after the implant is
delineated with a non-uniform layer of
connective tissue.

RYS. 5. Obraz mikroskopowy 90 dni po

implantacji ceramiki silanowanej. W
centrum przestrzen po implanacie
ograniczona cienkim pasmem wiéknistej
tkanki facznej (H&E, 140 x).

FIG. 5. Microscopic picture 90 days after
implantation of silanoated ceramics. In the
middle the space after the implant is lined
with a thin layer of fibrous connective
tissue (H&E, 140x).

surface and was covered by cells
with flattened nuclei. Microscopic
picture around the implants made
of silanoated solid ceramics was
characterised by the presence of a
very thin uniform connective-tissue
capsule, mainly composed of
fibroblasts and less numerous

d| fibrocytes. The width of the connec-

tive-tissue layer did not exceed the
cross-section of three muscular
cells (FIG. 3).

30 days after implantation of the
porous ceramics in the histological
specimens near the implants there
was a layer of connective tissue
with very irregular thickness and di-
versified cell structure. In some
places the examined tissue was thin
and contained first of all fibroblasts
and numerous collagenous fibres.
In places where the tissue pen-
etrated the pores of ceramic implant
its structure was more loose, cell-
rich with less numerous collagen
fibres and width 6 to 7 muscle fi-
bres.

In the histological samples pre-
pared from muscles after implanta-
tion of solid ceramics or silanoated
solid ceramics the microscopic pic-
tures were similar. The connective
tissue capsule around the implants
was thin and built mainly of

i fibrocytes. The specimens stained

according to the Van Gieson
method showed numerous red-
stained collageneous fibres. The
only difference concerned the thick-
ness of this connective tissue layer.
Around the silanoated solid ceram-
ics its thickness was half the mus-
cle cell width while around the solid
ceramic it was twice bigger.

90 days after implantation of
porous ceramics the character and
thickness of the connective tissue
capsule were similar as after 30
days (FIG.4). The connective tissue
capsule around the solid and
silanoated solid ceramics was more
compact and fibrous with predomi-
nant collageneous fibres (FIG. 5).

Discussion

On the basis of macroscopic and
microscopic evaluation of implanted
ceramics in the early period (up to
3 months) it was possible to deter-
mine the character and intensity of
the tissue reaction around the im-
plants with different surface struc-
tures. Porous ceramics evokes a
much stronger inflammatory reac-
tion divided into two phases:

- the exudative phase manifesting
itself by the presence of cello-
fibrinous exudate, which lasts up to
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Omowienie

Na odstawie przeprowadzonych badan implantacyjnych,
makroskopowych i mikroskopowych w okresie wczesnym
tj. do 3 miesiecy, mozna okresli¢ charakter i wielkos¢ od-
czynu tkankowego, jaki wystepuje wokot badanych cera-
mik réznigcych sie strukturg powierzchni. Ceramika poro-
wata wywoluje znacznie silniejszy odczyn zapalny, w kto-
rym rozrozniamy 2 fazy :

- faze wysiekowg manifestujaca sie wystepowaniem wysie-
ku wioknikowo-komérkowego, ktéry utrzymuje sie do 3
miesiecy po implantacji w bezposrednim sgsiedztwie cera-
miki;

- faze proliferacyjna, ktéra doprowadza do wytworzenia sie
torebki facznotkankowej oddzielajacej implant od strony mig-
sni poprzecznie prazkowanych.

Odczyn tkankowy wystepujacy wokét ceramiki litej cha-
rakteryzowat sie krotkotrwata, mato nasilona faza wysieko-
wa.

30 dni po implantacji ceramike litg otaczato dosc¢ cienkie
pasmo wioknistej tkanki tacznej. Ceramika lita silanowana
o modyfikowanej powierzchni, a zatem okreslonym, celo-
wo otrzymywanym potencjale elektrokinetycznym zeta,
wywotuje minimalny miejscowy odczyn tkankowy bez wi-
docznej fazy wysiekowej. 30 dni po implantacji, wszczep
byt otoczony bardzo cienkim, widknistym pasmem tkanki
tacznej.

WhiosKki

1. Ceramika lita silanowana o okreslonym na powierzchni
potencjale elektrokinetycznym zeta wywotuje minimalny
miejscowy odczyn tkankowy.

2. Ceramika lita wywoluje lekko nasilony odczyn tkankowy.
3. Najsilniejsza reakcje tkankowa, manifestujgca sie obfita,
diugotrwatg faza wysiekowa, stwierdzono wokét ceramiki
porowatej.
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3 months after implantation in the direct vicinity of the ce-
ramic material,
- the proliferative phase, which leads to the formation of a
connective tissue capsule separating the implant from the
striated muscular tissue.

The tissue reaction around the solid ceramics is charac-
terised by a short and not very intensive exudative phase.

30 days after implantation the solid ceramics is sur-
rounded by a quite thin layer of fibrous connective tissue.
The surface-modified silanoated solid ceramics with a defi-
nite, purposely introduced electrokinetic potential zeta,
evokes a minimal local tissue reaction without any visible
exudative phase. 30 days after implantation, the implant is
surrounded by a very thin layer of fibrous connective fis-
sue.

Conclusions

1. Solid silanoated ceramics, with a purposely-applied
electrokinetic potential zeta on the surface, evokes a mini-
mal local tissue reaction.

2. Solid ceramics evokes slightly more intensive tissue re-
action.

3. The most intensive tissue reaction manifested by an abun-
dant and long-lasting exudative phase is observed in the
case of porous ceramics.
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Streszczenie

Celem pracy byfa ocena biozgodnosci wiokien z
chityny. Badania obejmowaly: badania biclogiczne wy-
ciggow wodnych, badania dziatania cytotoksyczne-
go, badania dziatania hemolitycznego, badanie $rod-
skornego dziatania draznigcego oraz badania implan-
tacyjne.

Na postawie przeprowadzonych badan nie stwier-
dzono dziatania hemolitycznego, cytoloksycznego i
$rédskornego dziatania draznigcego. Proces wgaja-
nia przebiegat z krotkotrwatg fazg wysigkowg o ma-
fym stopniu nasilenia, ktora okofo 14 dnia przecho-
dzita w faze proliferacyjng prowadzgcg do wytworze-
nia torebki {gcznotkankowe;.

Stowa kluczowe: regenerowana chityna, cytotok-
sycznosé. dziatanie draznigce, miejscowa reakcfa
tkankowa.

Pochodne chityny charakteryzuje sie szeregiem specy-
ficznych wiasciwosci, takich jak: bioaktywnosc¢, odpornosc
na sterylizacje radiacyjna, biodegradowalnosé, zdolnosc do
tworzenia bton i widkien , zdolnos¢ do mieszania z innymi
polimerami [2, 6-11]. Wymienione wlasciwosci pozwalajg
sgdzi¢, ze polimery te moga znalezé zastosowania me-
dyczne jako materiaty opatrunkowe, nosniki lekéw, implan-
ty do kontaktu z tkanka kostna i tkankami migkkimi oraz
krwia, a takze jako surowce do modyfikacji innych biomate-
riatow.

Celem badan byta ocena biologiczna wiokien z regene-
rowanej chityny oraz ich przydatnosé do zastosowan me-
dycznych. Przeprowadzono nastepujace badania:

- oznaczenia laboratoryjne wyciggow wodnych,

- badania dziatania hemolitycznego wyciagow wodnych,
- badania dziatania cytotoksycznego,

- badania $rédskornego dziatania draznigcego,

- badania miejscowej reakcji po implantacji.

Materiat

Ocenie biologicznej poddano witkna chitynowe otrzy-
mane z wiokien z dibutyrylochityny.

Wiokna DBCH poddano alkalicznej obrébce 5% wodnym
roztworem NaOH w temperaturze okoto 90°C, podczas kto-
rej zachodzita reakcja hydrolizy grup estrowych i regenera-
cja grup hydroksylowych w makroczasteczkach polimeru.
Otrzymano wiékna chitynowe bez destrukcjiich makrostruk-
tury z wartoscig lepkosci istotnej chityny 8.52 dL/g. Widma
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Abstract

The main purpose of this investigation was the bjo-
logical 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 regener-
ated 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.

Derivatives of chitin are characterised by such specific
properties as: high bioactivity, good tolerance for radiative
sterilisation, biocompatibility, good biodegradation and

* formability (fibres, foils) and misciblity with other polymers

[15].

All these properties give good reasons to undertake the
evaluation of dibutyrylchitin and other derivatives of chitin
as biomaterials for such medical applications as dressing
materials, drug carriers, implants in contact with bones, soft
tissues or blood, or as modifiers of other biomaterials [2, 6-
11].

The main target of this investigation was the biologi-
cal evaluation of the regenerated chitin fibres and their us-
ability in medicine. Qur investigation included:

- laboratory tests of the aqueous extracts,

- haemolytic effects of the aqueous extracts,
- cytotoxicity tests,

- intracutaneous reactivity test,

- local reaction after implantation.

Material

The chitin fibres obtained from dibutyrylchitin underwent
the biological evaluation.

A part of DBCH fibres was used for the preparation of
chitin fibres. For this purpose the DBCH fibres were treated
for 20 min with a 5% NaOH water solution at 90°C, which
brought about hydrolysis of the ester groups and regenera-
tion of hydroxyl groups in the in the DBCH macromolecules
[20]. The product of hydrolysis was washed several times
with distilled water to remove traces of the side product -
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w podczerwieni, zarejestro-
wane na spektrometrze Per-
kin-Elmer 2000 FT-IR dla
btonek z DBCH (1) i otrzyma-
nej chityny regenerowanej sg
przedstawione na RYS. 1.
Catkowity zanik w widmie 2
pasma absorpcji przy 1740
cm”', odpowiadajgcego drga-
niom w grupie karbonylowej
C=0, obecnej w widmie
DBCH, oraz pojawienie sie
absorpcji w obszarze 3500
cm”, odpowiadajacej drga-
niom wodoru w grupach hy-
droksylowych, obecnych w
chitynie, $wiadczy o catkowi-
tej hydrolizie makroczaste-
czek DBCH i transformacji
ich w chityne [7-11].

Przed przystapieniem do
badan wtokna sterylizowano
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RYS. 1. Widma IR dla bionek: DBCH (1), otrzymanej z
chityny krylowej, oraz chityny regenerowanej (2),
otrzymanej w wyniku zasadowej hydrolizy wiokien z
DBCH.

FIG. 1. IR spectra of DBCH (1) obtained from krill chitin
and regenerated chitin (2) obtained after alkaline
treatment applied to DBCH fibres.

sodium butyrate - and excess
of NaOH. The obtained chitin
fibres had undamaged mac-
rostructure and intrinsic vis-
cosity of 8.52 dL/g (solvent -
DMAC/5%LiCl, 25°C). IR
spectra of the polymer films
formed from the DBCH fibres
(spectrum 1) and the regen-
erated chitin fibres (spectrum
2) are shown in FIG. 1. Infra-
red spectra were recorded
using the Perkin-Elmer 2000
FT-IR instrument.

Lack of absorption at 1740
cm™ in spectrum 2, which is
characteristic of the esters of
saturated fatty acids like that
in spectrum 1 for DBCH (car-
bonyl, C=0 groups), and
strong absorption at 3500
cm' due to hydroxyl groups,

A

W

R |

F

ALO

MATERI

>

tlenkiem etylenu - w steryli-
zatorze gazowym.

Metody i wyniki badan

Wszystkie badania przeprowadzono zgodnie z zalece-
niami PrPN-EN 1SO 10993 "Badania biologiczne materia-
tow medycznych" [3, 4].

Oznaczenia laboratoryjne wyciggéw wodnych

Wyciagi wodne przygotowano w proporcji 3 g prébki na
50ml wody do iniekcji. Materiat wraz ze srodkiem ekstrak-
cyjnym inkubowano w temperaturze 37°C przez 72 h.

Przeprowadzono nastepujace pomiary: pH, przewodnosé
elektryczng wilasciwa, suchg pozostato$é po odparowaniu
oraz oznaczono wskaznik wchianialnosci.

Wyniki pomiaréw laboratoryjnych wyciagéw wodnych
przedstawiono w TABELI 1. Podano $rednie wartosci obli-
czone z trzech wyciagow dla kazdej proby.

indicates complete hydroly-
sis of the DBCH macromol-
ecules and their transformation into chitin [7-11].
Both types of fibres before the investigation were steri-
lised with gaseous ethylene oxide.

Methods and results

All the tests were carried out in accordance with the Eu-
ropean standard PrPN-EN ISO 10993: "Biological evalua-
tion of medical devices".

Laboratory tests of the aqueous extracts

The aqueous extracts from the tested fibres were pre-
pared in the proportion of 3 g of fibres per 50 ml of water for
injection. The samples were incubated at the temperature
of 37°C for 72 hours. Our investigations included assess-
ment of pH, electrical conductivity, dry residue and absorp-

bezbarwny / colourless

ngtrl‘r? / 12 Klarowny / clear 6.7 16 0,0075 16
staby / slight
bezbarwny / colourless
Kcagt;ﬁi;’f 100 klarowny /clear 59 1,3 i =
brak / lack

Wszystkie oznaczane parametry byly w granicach normy i byly poréwnywalne z wartogciami dia tego typu biomateriatow.

TABELA 1. Wyniki badan laboratoryjnych wyciagéw wodnych.
TABLE 1. The results of laboratory measurements of the aqueous extracts.

Badanie dziatania hemolitycznego wyciagéw wodnych

Wyciagi wodne do badan dziatania hemolitycznego do-
prowadzano do izotonicznosci statym chlorkiem sodu.

Badania przeprowadzono z zastosowaniem erytrocytow
ludzkich otrzymanych z krwi cytrynianowej grupy O Rh+.
Wyciagi inkubowano z erytrocytami przez 24 godziny w cie-
plarce, w temperaturze 37°C. Po opadnigciu erytrocytow i
po odwirowaniu (220 g/10 minut) mierzono fotometrycznie
absorpcje ptynu znad osadu na spektrofotometrze MAR-
CEL s330 przy diugosci fali 540nm. Jako odnosnik uzyto
150 mmol/l roztworu NaCl,

Sredni procent hemolizy obliczono z 3 préh. Wyciagi z

tion index.

The results of the laboratory tests for the aqueous ex-
tracts are given in TABLE 1. They represent average val-
ues calculated from three extracts for each tested sample.

The mean values of electrical conductivity and dry resi-
due were comparable with those obtained for biomaterials
of the same type.

Assessment of haemolytic effects of the aqueous ex-
tracts

The aqueous extract was prepared in the same way as
for general laboratory assessment and was made isotonic
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widkien z chityny nie wykazywaly dzialania hemolityczne-
go Procent hemolizy wyniost 0,86 i nie przekroczyt warto-
$ci dopuszczalnej przez norme, czyli 1% [1].

Badanie dziatania cytotoksycznego

Badania przeprowadzono na referencyjnej linii komor-
kowej, fibroblastach mysich 3T3/Balb. Komorki byty prze-
chowywane w cieklym azocie, w temperaturze -173°C z
dodatkiem okoto 10% DMSO. Po rozmrozeniu komarki byty
dwukrotnie pasazowane przy uzyciu roztworu o skladzie:
0,05% trypsyny + 0,02% EDTAw PBS ,opH 7,2

Badanie przeprowadzono metodg posrednig po kontak-
cie z wyciggiem, na warstwie komorek w ilosci 2,5x105.

Jako srodka ekstrakcyjnego uzyto pozywki hodowlanej
Z surowicg o identycznym skfadzie jak stosowana do ho-
dowli macierzystej. W warunkach aseptycznych, kazdy ro-
dzaj widkien o masie 1,5 g pocieto na kawatki dlugosci
okoto 1cm i zalano 25 ml pozywki hodowlanej. Proby lekko
wstrzgsano na mikrowstrzasarce i inkubowano przez 24h
w temperaturze 37°C. Po tym czasie ekstrakty dodano do
hodowli komorek i inkubowano w 37°C
Ocenie poddano nastepujace hodowle:
- hodowla kontrolna - hodowla macierzysta z pozywka nie
poddana inkubacji,
- proba slepa - hodowla z pozywka inkubowang w 37°C
przez 24 h ,
- préba badana - hodowla z wyciggiem z wiokien z chityny.
Ocene zmian cytotoksycznych przeprowadzono po 48 h i
72 h.

Srednie wyniki badan dla trzech wyciggow z kazdej pro-
by przedstawiono w TABELI 2.

We wszystkich terminach w badanych hodowlach komor-
ki miaty prawidlowe cechy morfologiczne. Nie stwierdzono
aglutynacji, wakuolizacji i lizy bton komarkowych.

by an addition of a solid NaCl.

The erythrocytes were obtained from the citrated human
blood, group 0 Rh+. The aqueous extracts with the erythro-
cytes were incubated for 24 hours at the temperature of
37°C. After the sedimentation of erythrocytes and their cen-
trifugation (at 220q/10 minutes) the absorption of the
liquid from above the sedimented erythrocytes was meas-
ured by a photometric method at the wavelength of 540nm,
using the spectrophotometer MARCEL s330. ltis accepted
that the tested materials do not give haemolytic effects if
the mean percentage of haemolysis does not exceed 1%
[1].

The mean percentage of haemolysis was calculated from
3 samples. The extracts from the chitin fibres did not show
any haemolytic effects. The percentage of haemolysis was
0,86% and thus it did not exceed the value of 1% given by
the standard.

Cytotoxicity

The evaluation was carried out on the referenced cell
series of the mouse fibroblasts 3T3/Balb. The cells were
kept in liquid nitrogen at the temperature of -173°C with a
10% addition of DMSO. After unfreezing the cells were
twice subjected to passage with a solution of 0,05% tripsin
+0,02% EDTA in PBS of the general ph value of 7,2.

The assessment was made by indirect method after the
contact with the extract, on the cells growing in the shape of
so called "monolayer”.

The culture medium with added serum, of the same con-
tent as the maternal (native) culture was used as the ex-
tract agent. Under the aseptic conditions the fibres of the
4,5 weight were cut off for the pieces of ca. 1cm long and
were put into three containers at ca. 1,5g in each. These

Zmirafny Oddzielenie od — BEOHicKI[CallE Zmiany Oddzielenie od riomérk:;‘ Colls
lom?czﬂ:a / podtozal Zywel | Martwe/ morfo- podiozal Zywe/ | Martwe/
4 g holo. | Separation from | Live Death | logiczne/ | Separationfrom | Live | Death
orp cluo- the Morpho- the
chgal:':na oo culture base logical culture base
g [%] [x107] [%] changes [%] [x10%] [%]
Hodowla
kontrolna/
Control culture 0 1he: et = g 3 20 3
Proba
Slepal
Blind 0 1-2 3,76 4 0 3 9.4 6
culture
Hodowla
+wyciag z chityny/ r
Culture with the 0 12 Bifa i 0 3 7.9 5
chitin extract

TABELA 2. Zmiany cytotoksyczne w hodowlach fibroblastow mysich.
TABLE 2. The assessment of the cytoxicological changes in culture of mause fibroblast.

Po 48 godzinach zarowno w probach badanych jak i
kontrolnych liczba komoérek oddzielonych od podioza byta
identyczna i wynosita 1-2%. Liczba martwych komorek w
probie z wyciagiem z chityny byla wieksza niz w probie
slepej i kontrolnej i wynosita 7% . Liczba komorek zywych
w hodowlach z wyciggami z badanych prob wzrosta lecz
byta nieco mniejsza niz w probie kontrolnej i slepej.

Po 72h liczba komarek oddzielonych od podioza w pro-
bach badanych byta identyczna jak w probie kontrolngj |
$lepej i wynosita 3 %. Liczba komdrek martwych w hodowli
zwyciagami z chityny zmalata do 5%. Po 72h nastapit pra-
wie dwukrotny wzrost liczby zywych komorek w hodowlach

.ll...I...........-l......................’":'

probes were flooded by 25ml each of the breeding culture.
As the blind probe the culture medium with added serum
was used. All probes were lightly shaked at the microshaker
and incubated for 24h at the temperature of 37°C. After that
the extracts were added to the cell culture, which later were
incubated in the temperature of 37°C.

The following culture were assessed:

- as the control culture: the maternal culture medium, which
was not incubated,

- as the blind probe: the culture medium incubated at 37°C
for 24h;

- the tested probe: the culture with added extract of the chitin
fibres.
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z wyciagami z badanych prob, lecz byto ich mniej niz w
prébie kontrolnej i lepe;.

Badanie srédskornego dziatania draznigcego

Badania przeprowadzono poprzez ocene dziatania draz-
nigcego wyciagow przygotowanych z zastosowaniem soli
fizjologicznej - wyciag polarny oraz z zastosowaniem oleju
sezamowego - wyciag niepolarny.

Wyciagi przygotowano z zachowaniem nastepujacych
paramefrow:

- ilos¢ probki - 1,5g,

- rozdrobnienie probki - widkna diugosci okoto 1 cm,

- srodek ekstrakeyjny - 25ml soli fizjologicznej lub oleju se-
Zamowego,

- warunki ekstrakeji - 37°C przez 72h,

Proby slepe stanowity sdl fizjologiczna i olej sezamowy in-
kubowane w tych samych warunkach co wyciagi z materia-
tem.

Ocene srédskornego dziatania draznigcego kazdej pro-
by przeprowadzono na 3 krélikach albinosach, rasy nowo-
zelandzkiej, obojga pici, o wadze od 2,8 kg do 3,2 kg. Ba-
danie przeprowadzono wstrzykujac srodskornie po 0,2ml
wyciagow polarnych i niepolarnych z badanych materiatow
oraz prob kontrolnych.

Zmiany skérne w miejscach wstrzyknieé oceniano bez-
posrednio po iniekcji oraz po uplywie 24, 48 | 72h.

Bezposrednio po iniekcji wyciagow polarnych i niepolar-
nych z chityny u Zadnego ze zwierzat nie stwierdzono zmian
typu zaczerwienienia i obrzeku. Po iniekcji wyciagow polar-
nych z chityny nie obserwowano zmian skornych po 24,
48 i 72h. Natomiast po iniekcji wyciagéw niepolarnych z
chityny stwierdzono u jednego zwierzecia w jednym miej-
scu wstrzykniecia lekkie zaczerwienienie skory. Po 48 i
72h zmiany skorne ustapity.

Na podstawie uzyskanych wynikow dla kazdego mate-
riatu obliczono wskaznik pierwotnego podraznienia - WPP.
Wskaznik Pierwotnego Podraznienia dla chityny wynosit:
1/30 = 0,033 i byt bez znaczenia.

Badanie miejscowej reakcji po implantacji

Badania przeprowadzono na 40 szczurach rasy Wistar,
samcach, o masie ciata 180 g, w wieku okolo 2 miesiecy.
Badane préby implantowano w miesnie posladkowe szczura

[5].
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RYS. 2. Obraz mikroskopowy 7 dni po implantacji
widkien z chityny. Implant otoczony pasmem

tkanki ziarninowej. W centrum ognisko
granulocytéw wieloptatowych obojetnochton-
nych (Van Gieson, 140x).

FIG. 2. The microscopic view of chitin fibres 7
days after the implantation. The implanted fibres
are surrounded by a layer of granulation tissue;
in the middle - a focus of multilobar neutrophilic
granulocytes (Van Gieson, 140x).

The assessment of the cytotoxicity was evaluated after
48 and 72h.

The means results for the three extracts of each probe
are shown in the TABLE no, 2 .

For all the assessment periods the cells culture under
evaluation were all of proper morphological characters.
There were no any visible agglutination, vacuolisation nor
lysis of cells’ walls.

After 48h in the tested probes as well as in control ones,
the number of the cells separated from the culture's base
were similar and figured 1-2%. The number of the dead
cells in the probe containing the extracts from chitin was
higher then in the blind probe and figured 7%. The number
of the living cells in the cultures containing the extracts of
the tested probes slightly increased but still was lower then
the number of cells in the control and blind probes.

After 72h in the tested probes as well as in control ones,
the number of the cells separated from the culture's base
were similar and figured 3%. The number of the dead cells
in the probe containing the extracts from chitin decreased
up to 5%. After 72h the number of the living cells increased
twice in the cultures containing the extracts of the tested
probes, but still being lower then the number of cells in the
control and blind probes.

The irritation test
For the purposes of this assessment the polar extract
with saline and nonpolar extract with the sesame oil were
prepared.
The prepared extracts are characterised as follows:
- the weight of the probe - 1,56 g
- the granulation of the probe - the fibres of ca. 1cm long
- the extract agent - 25 ml of saline or sezame oil
- the condition of extraction - in 37°C for 72h.

The blind probes were made of saline and sezame oil
and were incubated under the same condition as for the
probes with tested material.

The assessment of the intracutaneous irritation of each
extracts sample was evaluated on three albino rabbits, of
the New Zealand breed of both sexes, weighing between
2,8 and 3,2 kg.

The changes on the skin in the sites of injections were
evaluated right after the injections were made and after 24,
48 and 72 hours.

Directly after the injection of polar and nonpolar extracts
of the chitin, as far as the erythema and oedema were con-
cerned, there were no changes noted even on single ani-
mal. After the injection of polar extracts of the chitin there
were no any changes observed after 24, 48 nor 72 hours.
After the injection of nonpolar extracts of the chitin one ani-
mals showed at one injection site the light erythema of the
skin. This reaction retreated after 48 hours.

The Index of Primary Irritation for the chitin figured 1/30
= 0,333 and in general assessment was of no importance.

The assessment of the local reaction after implantation

The surgery was carried out on 40 male, albino rats of
Vistar breed, weighing ca.180g and being 2 months old each.
The tested fibres material was inserted parallel to the mus-
cle fibres of the gluteal muscles using the typical surgical
needle [5].

The histopathological slides were dyed by HE method.
After 7 days since the implantation in the microscopic view
there were seen cross sections of the implanted fibres sur-
rounded by the fibrinous exudate reach in cell. The chitin
fibres had oval shape with slightly opalescent edges. The
cell-fibrin exudate visibly penetrated between the filaments
of the chitin fibres, and had two distinct layers. At the edges
of the implanted fibre, close to the surrounded muscles there
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RYS. 3. Obraz mikroskopowy 90 dni po
implantacji wiokien z chityny. Peczek
widokien poprzerastany tkanka fgczng
wioknista. Wokol widkien widoczne
komorki olbrzymie typu ciala obcego
(H&E, 140x).

FIG. 3. The microscopic view 90 days after
the implantation of the chitin fibres. A
bundle of fibres is overgrown by a fibrous
connective tissue. Around the fibres there
are giant cells of the foreign-body type
(H&E, 140x).

Badania makroskopowe i mikroskopowe przeprowadzo-
no 7, 14, 30, 90, 150 i 180 dni po implantacji.

7 i 14 dnia po implantacji, w obrazie mikroskopowym
preparatow histologicznych barwionych hematoksyling i
eozyng widoczne byly przekroje poprzeczne wiokien z chi-
tyny, otoczone wysiekiem komaorkowo-widknikowym. Wiok-
na chityny miaty ksztatt owalny o lekko opalizujacych kon-
turach. W wysieku widknikowo-komaorkowym, ktory wnikat
pomiedzy wiokna i ograniczony byl do obszaru implantu,
mozna byto wyroznic dwie warstwy. Na obwodzie implantu
w poblizu migsni wystepowaly przede wszystkim fibrobla-
sty, fibrocyty i pojedyncze jednojgdrzaste komorki typu lim-
focyta. W centrum implantu widoczne byly natomiast dosc
liczne rozlane ogniska granulocytow wieloptatowych obo-
jetnochtonnych (RYS. 2).

30 dni po implantacji wiokna chityny byly poprzerastane
bogatokomérkowa tkanka taczng z przewagag fibroblastow i
fibrocytow. Gdzieniegdzie wystepowaly pojedyncze komorki
typu limfocyta oraz pojedyncze komaorki olbrzymie typu cia-
ta obcego. Caly peczek widkien oddzielala od miesni cien-
ka - 1 szerokosci wiokna miesnia poprzecznie prazkowa-
nego - tkanka taczna z licznymi wtdknami klejorodnymi.

90 dni po implantacji w preparatach histologicznych bar-
wionych metodami HE i van Gieson stwierdzono, ze po-
szczegdlne widkna z chityny przerastata i otaczata tkanka
taczna wioknista. W bezposrednim sasiedztwie wiokien wi-
doczne byly liczne komorki olbrzymie typu ciata obcego
(RYS. 3).

150 i 180 dni po implantacji obraz mikroskopowy byt
podobny. Widkna chityny o niezmienionej ilosci, gesto uto-
zone, otaczata i przerastata tkanka taczna. Kolor wiokien
ulegt zmianie z szaro-opalizujacego na kolor rézowo-fiole-
towy, co moze sugerowac¢ poczaiek resorpcji wiokien z
chityny (RYS. 4).

Omowienie wynikow badan

Na postawie przeprowadzonych badan laboratoryjnych
wyciagow wodnych z chityny i dibutyrylochityny obejmuja-
cych pomiar pH, przewodnosci elektrycznej wlasciwej i su-
chej pozostatosci po odparowaniu stwierdzono, ze uzyska-
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RYS. 4. Obraz mikroskopowy 150 dni po
implantacji wiokien z chityny. Widkna z
chityny otoczone i przerosniete tkankg
wioknistg (Van Gieson, 140x).

FIG. 4. The microscopic view 150 days
after the implantation of the chitin fibres.
The chitin fibres are overgrown by a
connective tissue (Van Gieson, 140x).

were find mainly fibroblasts, fibrocytes and single mononu-
clear cell of lymphocyte type. In the centre of the implanted
fibre were numerous diffuse focuses of multilobulus
neutrophiles (FIG. 2).

The chitin fibres after 14 days since their implantation
were surrounded by the layer of connective tissue, which
separated the chitin itself from the transverse striated mus-
cles.

The chitin fibres after 30 days since their implantation
were overgrown by the reach-cell connective tissue with
the fibroblasts and fibrocytes. Disspersly were find also cells
of lymphocyte type and great cells of the foreign-body type.

. The fibres were separated from the muscles by the thin layer

of the tissue (measured 1/4 of the muscle fibre) with nu-
merous collagenous fibres.

In the histopathological samples which were dyed by HE
and Van Gieson, after 90 days since the implantation was
performed, it was observed that the single fibres of the chitin
were overgrown and surrounded by the fibrous connective
tissue. Very close to the fibres there were abundant great
cells of the foreign body type (FIG. 3).

After 150 and 180 days since the implantation of the chitin
fibres the microscopic view was similar to that one men-
tioned above. The chitin fibres in the same number were
densely arranged and surrounded by the connective tissue.
The changes in the colour of the fibres might suggest that
the resorption process has just begun (FIG. 4).

Summary

On the basis of carried laboratory tests of the aqueous
extracts, such as pH evaluation, electric conductivity and
dry residue assessment we can stated that the obtained
results are within the limits of the standards and are com-
parable to these given for similar kinds of medical devices,
e.g. for Dexon sutures: pH - 6,10; electric conductivity - 31
pScm'; dry residue after evaporation - 0,0014 g/100 cm®.

The mean percentage of hemolysis counted from the
three samples made for chitin extracts was 0,86% and did
not exceed the value of 1% which is accepted by the stand-
ards.
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ne wyniki miescity sig w granicach normy i bylty poréwny-
walne z wynikami otrzymanymi dla wyciagéw wodnych dla
nici chirurgicznych Dexon: pH - 6,10; przewodnosé elek-
tryczna wiasciwa - 31 mScem' ; sucha pozostato$é po od-
parowaniu - 0,0014 g/100 cm?.

Sredni procent hemolizy obliczony z 3 prob dla wycia-
gow z chityny wynosit - 0,86%, a procent hemolizy dla nici
Dexon-0,64 i nie przekroczyt wartosci dopuszczalnej przez
norme.

W badaniach dziatania cytotoksycznego, przeprowadzo-
nych na fibroblastach mysich, stwierdzono prawidiowe ce-
chy morfologiczne. Nie obserwowano aglutynaciji, wakuoli-
zacji i lizy bton komérkowych. llos¢ komdrek oddzielo-
nych od podioza byta identyczna jak w hodowlach kontro-
Inych. Nieco wigksza ilos¢ komérek martwych i mniejszy
przyrost komorek w hodowlach z wyciggami z chityny jest
prawdopodabnie spowodowany pozostato$cig tlenku ety-
lenu zastosowanego do sterylizacji widkien.

Badanie odczynowosci srodskornej wyciagow z chityny
wykazato brak dziatania draznigcego, a wskaznik pierwot-
nego podraznienia byt bez znaczenia.

W przeprowadzonych badaniach patomorfologicznych
obejmujacych wyniki badan makroskopowych i mikrosko-
powych po implantacii, stwierdzono duzego stopnia biozgod-
nos¢ wiokien z regenerowanej chityny. Proces wgajania
przebiegat z krotkotrwatg fazg wysiekowa o matym stopniu
nasilenia, ktora okoto 14 dnia przechodzita w faze prolifera-
cyjna prowadzaca do wytworzenia torebki tacznotkankowej
szerokosci 1 $rednicy implantu. W terminach pézniejszych
tj. 30 do 180 dni po implantacji wytworzona torebka byta
cienka, a jej szerokosc nie przekraczata 0,5 - 1 szerokosci
widkna migsnego poprzecznie prazkowanego. Odczyn
tkankowy po implantacji widkien z chityny mozna uznac za
minimalny.

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze
widkna z regenerowanej chityny spetniajg podstawowe
wymagania biologiczne dla wyrobow medycznych zawarte
w PrPN-EN 1SO 10993 "Biologiczna ocena wyrobow me-
dycznych"
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In the assessment of the cytotoxicity which was carried
outon the mouse fibroblasts, the proper morphological char-
acter was stated. Aglutination, vacuolisation, nor cells mem-
brane lysis were not observed. The number of cells sepa-
rated from the matrix were identical as in the control cul-
tures. The increased number of the dead cells and de-
creased proliferation of the cells in the cultures containing
the chitin extracts, were probably due to the ethylene oxide
residues, which was used for sterilisation of the fibres.

The assessment of the intracutaneous reactivity of the
chitin extracts showed the lack of the irritation influence and
the index of primary irritation was of no importance at all.

The pathomorphological findings, included macroscopic
and microscopic assessment after implantation of chitin and
dibutyrylchitin fibres, showed the very good biocompatibility.
The healing process of both kind of fibres, included the short
exudative phase, which after 14 days was followed by the
proliferative phase. This last phase ended with the devel-
opment of the connective tissue capsule, thickness of which
was ca. 1 of the fibre diameter. After longer assessment
periods ( between 30 to 180 days since implantation) the
connective tissue capsule around both kinds of fibres was
thin, being the same thickness as single muscle fibre.

On the basis of these findings and all assessment pro-
cedure, it is stated that both kinds of fibres: chitin and
dibutyrylchitin, fulfill the basic requirements set up for medi-
cal devices by EN ISO 10993 (Biological evaluation of medi-
cal devices).
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Streszczenie

W pracy przedstawiono wyniki badan nad otrzy-
maniem $rub | ksztaltek wykonanych z biodegrado-
walnego kopolimeru glikolid-laktyd, zsyntetyzowane-
go z uzyciem niskotoksycznego zwigzku cyrkonu, oraz
z kompozytow wykonanych z tego kopolimeru wzmoc-
nionego wioknami weglowymi. Oceniono wiasciwo-
sci mechaniczne | mikrostrukturalne otrzymanych
materiatow a takze ich zachowanie sie w symulowa-
nym Srodowisku biologicznym. Badania wykazaly, ze
opracowane malerialy ulegajg degradacji w przecig-
gu kilku tygodni inkubacji w srodowisku wodnym.
Wprowadzenie wiokien weglowych powoduje polep-
szenie wiasciwosci wytrzymatosciowych wyrobow |
zZmienia czas procesu biodegradacyi.

Wprowadzenie

Ze wzgledu na dobrg biozgodnos¢ poliglikolidu i jego
kopolimerow obserwuje sie cigglty wzrost zainteresowania
tymi materiatami w codziennej praktyce klinicznej. Wytwa-
rza sie z nich biodegradowalne implanty w postaci $rub,
ptytek czy gwozdzi chirurgicznych [1] jak i zaopatruje sie
nimi uszkodzenia niektorych organow wewnetrznych [2].
Kopolimery glikolidu z laktydem stosowane sg rowniez cze-
sto jako nosniki lekow w procesach ich kontrolowanego
uwalniania [3-5]. Wspomniane kopolimery syntezuje sie
przewaznie na drodze otwarcia pierscienia z uzyciem ini-
cjatorow bedacych zwigzkami cyny [6-8]. Wykorzystanie
takich inicjatoréw jest jednak co najmniej kontrowersyjne,
poniewaz catkowite usuniecie tych silnie trujgcych zwiaz-
kow z gotowego polimeru jest bardzo trudne i jak dowodzg
badania praktycznie niemozliwe [9]. Konsekwencja tego jest
powolne przedostawanie sie zwigzkow cyny bezposrednio
do krwioobiegu pacjenta. Z drugiej strony wiadomo, ze
zwigzki te, nawet w sladowych ilosciach, sg szczegdlnie
niebezpieczne dla zdrowia dzieci oraz dla prawidlowego
funkcjonowania tkanek o duzej wrazliwosci na toksykacje
(np. tkanki mozgu, nerwodw) [10].

Kopolimery laktydu z glikolidem sg typowymi termopla-
stami dzieki czemu jest mozliwe wytwarzanie z nich, np.
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Abstract

The paper presents the results of siudies 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 zir-
conium and from the composites consisting of the co-
polymer matrix and carbon fibre reinforcement. Evalu-
ated were the mechanical and microstructural prop-
erties of the obtained materials as well as their be-
haviour in a simulated biological medium. It has been
stated thal the investigated materials undergo degra-
dation during several weeks of incubation in an aque-
ous environment. The addition of carbon fibres im-
proves the strength of devices and affects the bio-
degradation time.

Introduction

Good biocompatibility of polyglycolide and its co-poly-
mers is the reason of the observed growing interest in these
materials in clinical practice. They are used as biodegrad-
able implants shaped into screws, plates or surgical nails
[1] and also as dressing for the wounds of some internal
organs [2]. The glycolide-lactide co-polymers are also of-
ten used as drug carriers for a controlled drug release [3-5].
They are usually synthesised by a ring opening reaction
initiated by tin compounds [6-8]. Such a procedure is rather
controversial since complete removal of these strongly toxic
compounds from the final product appears extremely diffi-
cult or even impossible in practice [9]. As a consequence
the tin compounds are slowly released to the patient's blood.
It is known on the other hand that tin compounds even in
trace amounts are particularly dangerous for children and
for proper functioning of tissues sensitive to intoxication,
such as nerve or brain tissue [10]. :

The lactide-glycolide co-polymers are typical thermoplas-
tic materials and therefore it is possible to shape them by
injection moulding to obtain the articles for medical applica-
tions. However, they have relatively low mechanical param-
eters, which essentially limits the applications to the regions
where it is not necessary that they bear significant loads. It
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metodami wtrysku, wyrobéw przeznaczonych dla medycy-
ny. JednakzZe kopolimery te posiadajg stosunkowo stabe
parametry mechaniczne, co w zasadzie ogranicza zakres
stosowania ich w medycynie do przypadkéw, gdzie nie
muszg przenosi¢ znacznych obcigzen. Dlatego optymalng
drogg poprawy ich wlasciwosci mechanicznych wydaje sie
zbrojenie ich widknami syntetycznymi, np. weglowymi.
Celem niniejszej pracy byta proba otrzymania ksztattek i
$rub przeznaczonych dla ortopedii wykonanych z nie za-
wierajgcego toksycznych domieszek kopolimeru glikolidu z
laktydem oraz z kompozytu otrzymanego z tego kopolime-
ru wzmocnionego wiéknami weglowymi. Scharakteryzowa-
no wiasciwosci mechaniczne, mikrostrukture i zachowanie
si¢ otrzymanych materiatéw w symulowanym $rodowisku
biologicznym. Synteze kopolimeru glikolidu z L-laktydem
prowadzono stosujgc jako inicjator zwigzek o stosunkowo
niskiej toksycznosci - acetyloacetonian cyrkonu (V) [10, 11].

Materiaty i metody
Materiaty

Glikolid (Purac, Holland) i L-laktyd (Purac, Holland) byty
oczyszczane przed uzyciem poprzez rekrystalizacje z su-
chego octanu etylu, a nastepnie suszone w suszarce proz-
niowej w temperaturze pokojowej. Acetyloacetonian cyrko-
nu (IV) (Aldrich Corp.) uzyto w postaci handlowej. Kopoli-
meryzacje prowadzono w stopie, w temperaturze 100-150°C
wykorzystujac w celu odgazowania stopu i zamkniecia
amput reakcyjnych konwencjonalng linie prézniowa [11].
Stosunek molowy inicjatora Zr(acac), do monomeréw wy-
nosit 1.2x10°2,

Ksztaltki i $ruby z czystego kopolimeru i kopolimeru na-
petnionego wtdéknami weglowymi (FortafilR 201, wiokna
3mm dtugosci, Akzo Nobel) otrzymano metodg wirysku sto-
sujac cisnienie 12 MPa i temperatury odpowiednio 158°C i
142°C. Udzial objetosciowy widkien weglowych w kompo-
zycie, Vf, wynosit 15%.

Metody

Ocena wilasciwosci kopolimeru

Lepkos¢ inherentng oznaczano w 1,1,1,3,3,3-heksaflu-
oro 2-propanolu (HFIP) w temperaturze 25°C z wykorzy-
staniem lepkasciomierza Ubbelohde'a. Stezenie mierzone-
go kopolimeru wynosito 2g/dm? roztworu. Sredni lepkoscio-
wy cigzar czasteczkowy dla kopolimeréw glikolidu z L-lak-
tydem okreslano wykorzystujac rownanie Kenley'a wcze-
sniej sformutowane dla tego typu kopolimerdw [13]
[h] = (1.67x10*)Mv0.794

Sktad i mikrostrukture tancucha obserwowano na pod-
stawie pomiaréw protonowego rezonansu jgdrowego NMR
[12]. Widma 1H NMR otrzymano stosujac spektrometr typu
Varian Unity (300MHz) i probdwki $rednicy 5 mm . Jako
rozpuszczalnik uzyto suchy DMSO-d6. Badania prowadzo-
no w temp. 100°C . Widma *C NMR (75MHz) otrzymano
na tym samym urzadzeniu w tych samych warunkach.

Ocena wtasciwosci wyrobow

Porowatosc otwartg, rozktad wielkosci poréw i ich $redni
rozmiar wyznaczano za pomoca porozymetru rteciowego
(Porosimeter 2000, Carlo-Erba Instruments). Wytrzymatosé
na rozcigganie i modut Younga ksztaltek wyznaczano na
uniwersalnej maszynie wytrzymatosciowej ZWICK 1435 z
predkoscig odksztalcania 2mm/min. Site zrywajaca gwint
srub wyznaczano na tym samym urzadzeniu i przy tych
samych warunkach.

seems that reinforcement with some synthetic fibres, e.g.
carbon fibres, might greatly improve their mechanical prop-
erties.

This work was aimed at manufacturing of shaped arti-
cles and screws for orthopaedic uses from a glycolide-lactide
co-polymer without any toxic additives and from the com-
posite having the same co-polymer matrix and carbon fibre
reinforcement. The obtained articles were subjected to
microstructural observations and testing of the mechanical
properties and behaviour in a simulated biological medium.
The glycolide- L-lactide co-polymerisation was initiated with
zirconium (V) acetylacetonate having a relatively low toxic-
ity [10, 11].

Materials and methods

Materials

Glycolide (Purac, Holland) and L-lactide (Purac, Holland)
were purified by recrystallisation from dry ethyl acetate in a
vacuum dryer at room temperature. Zirconium (IV)
acetylacetonate (Aldrich Corp.) was used as delivered. The
co-polymerisation was conducted in a melt at the tempera-
ture of 100-150°C with the use of conventional vacuum line
for melt degassing and reaction ampoule closing [1 1]. The
molar ratio of the Zr(acac),initiator and the monomers was
1.2:10%. The articles from pure co-polymer and one rein-
forced with carbon-fibres (FortafilR 201, fibres 3 mm long,
Akzo Nobel) were shaped by an injection method using the
pressure of 12 MPa and temperature of 158 and 142°C,
respectively. The volume fraction of carbon fibres in the
composite, Vf, was 15%.

Methods

Evaluation of the properties of co-polymer

The inherent viscosity was measured in 1,1,1,3,3,3-
hexafluoro-2-propanol (HFIP) at 25°C by means of
Ubbelohd's viscosimeter. The concentration of co-polymer
was 2 g per 1 dm?of solution. The average molecular weight
of the glycolide-L-lactide co-polymer was determined from
the Kenley equation previously derived for the co-polymers
of this type [13]:[h] = (1.67 x 10*)Mv0.794

The composition and microstructure of the polymeric
chain were followed on the basis of nuclear magnetic reso-
nance (NMR) measurements [12]. The NMR spectra of 1H
were obtained using the Varian Unity (300 MHz)
spectrometer and a test tube of 5 mm in diameter. Dry
DMSO-d6 was a solvent. The measurements were per-
formed at the temperature of 100°C. The NMR spectra of
*C (75 MHz) were recorded in the same apparatus and
conditions. !
Evaluation of the properties of final products

Open porosity, pore size distribution and mean pore size
were measured by means of a mercury porosimeter
(Porosimeter 2000, Carlo-Erba Instruments). Tensile
strength and Young's modulus of the shaped articles were
determined on ZWICK 1435 testing machine at a strain rate
2 mm/min. Force at rupture of screw threads was found on
the same device and in the same test conditions.

In vitro tests G

The shaped articles, 5.4 g in mass, made of a glycolide-
lactide co-polymer or a composite with carbon fibre rein-
forcement, were incubated in 250 ml distilled water at 37°C
for 8 weeks; fresh water was supplied every seven days.
The degradation progress was evaluated from the meas-

M

urements of pH (pH-meter CP-315, Eimetron), conductivity
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Badania in vitro

Ksztaitki wykonane z kopolimeru glikolid-laktyd i kom-
pozytu z widknem weglowym o masie 5.4 g inkubowano w
250 ml wody destylowanej w temperaturze 37°C, przez 8
tygodni, co tydzien zmieniajac wode. Postepy degradacji
oceniano za pomoca badan pH (pehametr CP-315, Elme-
tron), przewodnictwa (konduktometr CC-315, Elmetron),
zmian masy probek i badan ultradzwigkowych (CT3 Mate-
rials Tester, Unipan Ultrasonic).

Wyniki i dyskusja

Ocena wiasciwosci kopolimeru

Do badan wytypowano wstepnie kopolimer zawierajacy
w swym skfadzie ok. 50% komonomeru glikolidu. Kopoli-
mer o tym sktadzie ulega szybkiej biodegradacji oraz jest
stosunkowo tatwy w przetworstwie.

Otrzymany kopolimer charakteryzowat sie wysokim cie-
zarem czasteczkowym, Mv =

(conductometer CC-315, Elmetron), mass change of the
samples and ultrasonic wave rate (CT3 Materials Tester,
Unipan Ultrasonic).

Results and discussion

Properties of the polymer

For first experiments a co-polymer containing about 50%
glycolide co-monomer has been selected because it un-
dergoes rapid biodegradation and is relatively easy in
processing.

The obtained material had high molecular weight of Mv
= 124000 (inherent viscosity hinh = 1.9 dL/g). The NMR
analysis of 1H and "C showed the presence of strong sig-
nals (FIG.1) related to the sequence of a glycolide segment
-LGL- and a lactide segment -GLG- (where G - glycolyl: -
OCH,CO-, L - lactyl: -OCH(CH,)CO-) in the co-polymer
chain. Such sequences may be only a result of the second-
order intermolecular

124000 (lepkosc¢ inherentna,
hinh = 1.9 dL/g). Analiza widm
1H i *C NMR wykazata obec-
nos¢ silnych sygnatow
(RYS.1) zwigzanych z obec-
noscia w tancuchu kopolime- ;
ru sekwencji zawierajacych I
segment glikolilowy -LGL- i o

LLEL

transestrification [12].

The analysis of the spec-
tra has led to the statement
that in the polymeric chain
there are distinct segments
built of long glycolide-type
segments, -GGGG- or simi-
! larly long lactide ones, -LLLL-

laktylowy -GLG- (gdzie: G- gli-
kolil -OCH,CO-, L- laktyl -
OCH(CH,)CO-). Sekwencje
te moga powstawac jedynie w
wyniku transestryfikacji mie-
dzyczasteczkowej drugiego
stopnia [12].

Analizujac widma stwier-
dzono istnienie w fancuchu
kopolimeru wyraznych od-
miennych segmentow, dtu-

RYS. 1. Widmo °C NMR kopolimeru glikolid-laktyd
otrzymanego w 100°C (region wegli karbonylowych).

FIG. 1. *C NMR spectrum of a glycolide-lactide
polymer obtained at 100°C (carbonyl group region).

. /lp, sot , joined by relatively numer-

B ; . ous short segments, -GLG-
. . in A and -LGL-. The average
169.0 167.6 166.2 pom lengths of the glycolide 1GG

and lactide ILL microblocks in
the co-polymer chain are re-
markably higher than in the
case of an analogous polymer
obtained with the use of tin ini-
tiators, and equal about 4
glycolide(GG) and lactide (LL)

gich glikolidylowych typu -
GGGG- czy laktydylowych -
LLLL- potaczonych stosunkowo duzg iloscig krotkich seg-
mentow -GLG- i -LGL-. Srednia diugos¢ mikroblokéw gliko-
lidylowego |GG i laktydylowego ILL, w tancuchu kopolime-
ru jest wyraznie wyzsza od analogicznego kopolimeru otrzy-
manego z uzyciem inicjatorow cynowych i wynosita okoto 4
jednostek glikolidylowych GG i laktydylowych LL.
Znacznie bardziej segmentowa budowa tancucha jakg
obserwujemy w otrzymanych przez nas kopolimerach, w
porownaniu ze standardowym juz kopolimerem glikolidu z
L-laktydem otrzymanym w kopolimeryzacji prowadzonej w
obecnosci zwigzkow cyny, determinuje nieco odmienne
wlasnosci termomechaniczne badanych kopolimerow. Jest
to przede wszystkim wyzszy stopien krystalicznosci, nieco
lepsze wtasciwosci mechaniczne oraz wyzsza odpornosé
termiczna. ’

units.
The much more seg-

‘mented structure of the chain in the co-palymers manufac-

tured in this work, compared to the standard one obtained
by co-polymerisation initiated by tin compounds, is the rea-
son of somewhat different thermomechanical properties,
such as higher crystallisation degree, a bit better mechani-
cal properties and higher thermal resistance.

Properties of shaped articles

The established conditions of injection moulding ensured
good reproducibility of the properties. Fig.2 presents screws
formed from the co-polymer alone and from the composite
containing a co-polymer matrix and carbon-fibre reinforce-
ment. The mechanical tests indicate that the addition of
carbon fibres improves both strength and Young's modulus
(TABLE 1). Moreover, force at rupture for the composite
screws is much higher than for the screws made of co-poly-

213+/-9
751 +-17

1.52 +/-0.1
277 +/-0.05

1.65
2407

412 +/- 36
646 +/- 34

1.31
1.30

o - wytrzymatos¢ na rozciaganie / tensile strength, E - modut Younga / Young's modulus, F — sita Scinajaca gwint / thread shearing

force, p— gestosc/ density, P — porowatos¢ otwarta / open porosity

TABELA 1. Wiasciwosci srub wykonanych z kopolimeru glikolid-laktyd (PGLA) i kompozytu widkno weglowe -

kopolimer (PGLA+cf)

TABLE 1. Properties of screws made of a glycolide-lactide co-polymer (PGLA) and a co-polymer - carbon fibre

composite (PGLA + cf)
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Ocena wiasciwosci wyro-
bow

Opracowane warunki wy-
twarzania ksztaltek metodg
wirysku pozwalajg na otrzymy-
wanie wyrobéw o powtarzal-
nych wiasciwosciach. Na ry-
sunku 2 przedstawiono $ruby
formowane z samego kopoli-
meru i kopolimeru glikolidu z
laktydem wzmocnionego widk-
nami weglowymi. Badania wia-
sciwosci mechanicznych wyka-
zujg, ze wprowadzenie widkien
weglowych podwyzsza zarow-

mer alone. Open porosity of the
composite screws is higher
than that of the pure copoly-
mer, probably because of the
appearance of a carbon fibre/
polymeric matrix interface.

In vitro tests

FIGS. 3 and 4 demonstrate
the variations of pH and elec-
trical conductivity of distilled
water in which PLGA and
PLGA+cf samples were im-
mersed. A decrease of pH and
increase of electrical conduc-

no wytrzymatosé jak i modut
otrzymanego materiatu [TABE-
LA 1]. Ponadto sity konieczne
do zniszczenia gwintu $rub
kompozytowych sg wyraznie
wyzsze w porownaniu ze $ru-
bami wykonanymi z czystego
polimeru. Porowato$é otwarta
srub wzmocnionych wiéknem weglowym jest wyzsza niz
srub wykonanych z czystego polimeru, co moze byé zwia-
zane z, wystepowaniem granic rozdziatu faz: wiokno we-
glowe - polimer.

Badania in vitro

Rysunki 3 i 4 przedstawiajg zaleznosci zmian pH i prze-
wodnictwa wody destylowanej w ktorej zanurzono: ksztattki
polimerowe (PGLA) i ksztaltki wzmocnione widknami we-

RYS. 2. Sruby do osteosyntezy wykonane z PGLA i
PGLA wzmocnionego wioknem weglowym.

FiG. 2. Screws for osteosynthesis made of PGLA
pure and reinforced with carbon fibres.

tivity indicate that the products
of hydrolytic degradation of the
glycolide-lactide co-polymer
are released to the environ-
ment, These products are solu-
ble oligomers and molecules of
glycolic and lactic acid. It fol-
lows from the presented results
that during the first two weeks the amount of degradation
products released is relatively small. The highest amountis
observed between the fourth and fifth week of incubation in
the distilled water. During the subsequent weeks the amount
of degradation products becomes lower again.

FIG. 5 shows a dependence of relative mass changes of
the co-polymer and composite samples as a function of time
of incubation in a water environment. In both cases the sam-
ple mass increases. This is caused by water absorption - a

e PGLA —‘
. PGLA+cf |
6.0 N - =
55 | i
.I ] ]
50
- i
o 404
35
304
25
20 44— T T T T T T v T T T T
o 7 14 21 28 35 42 49 56
Czas / Time [dni/days]

30}

15' : PGLA
= PGLA+cf |
‘g VR
B
]
=
3 154
219—

3
z
]
o 05
mr——tr
0 7 14 21 bl 35 42 49 56
Czas / Time [dni/davs]

RYS. 3. Zaleznos$¢ zmian pH od czasu inkubacji
prébek PGLA i PGLA+cf w wodzie destylowanej.

FIG. 3. The pH variations on incubation of the
PGLA and PGLA+cf samples in distilled water.

glowymi (PGLA+cf). Spadek pH wody i towarzyszacy mu
wzrost przewodnictwa Swiadcza o wydzielaniu do otocze-
nia produktéw degradacji hydrolitycznej kopolimeru glikoli-
du z laktydem, ktérymi sg rozpuszczalne oligomery i cza-
steczki kwasu glikolowego i mlekowego. Z powyzszych
danych wynika, ze w ciggu pierwszych dwoch tygodni do
otoczenia wydziela sie stosunkowo mato produktéw degra-
dacji, a najwigksza ich ilo$¢ jest wydzielana pomiedzy 4 a 5
tygodniem inkubacji w wodzie destylowanej. W dalszych
tygodniach inkubagiji ilos¢ produktéw degradaciji ponownie
ulega obnizeniu.

RYS. 4. Zaleznos¢ zmian przewodnictwa od czasu
inkubacji probek PGLA i PGLA+cf w wodzie
destylowane;j.

FIG. 4. The conductivity variations on incubation
of the PGLA and PGLA+cf samples in distilled
water.

phenomenon that occurs at the beginning of degradation of
aliphatic polyesters in water and is well documented in the
literature [14, 15]. The mass gain of the composite is bigger
than that of pure polymer. This is probably related to the
carbon fibre - polymeric matrix interfaces, which facilitate
inward penetration of water. They provide fast diffusion paths
for water molecules, accelerating thereby the hydrolytic
degradation of the polymer. This hypothesis is confirmed
by conductivity measurements (FIG. 3), which indicate a
more advanced degradation of the composite compared to
pure polymer during the first three weeks of experiment.

292000 200000000000 0CCE0OPOS00OC®ESOOCOOOORERO 00O S D



. = PGLA
o " ®  PGLA+cf
4 = =
L]
" - -
[ ] - =
04 L] ']
=<
= .20-
[
-30 4 =
-40 4 L
50 - [ ]
] T T T T T T T T T T
0 7 14 21 28 35 42 48 56 63
Czas / Time [dni/days]

RYS. 5. Zaleznos¢ wzglednych zmian masy
probek PGLA i PGLA+cf od czasu inkubacji w
wodzie destylowanej.

FIG. 5. The time-dependence of relative mass
changes for the PGLA and PGLA+cf samples
incubated in distilled water.

Rysunek 5 przedstawia zaleznos¢ wzglednych zmian
masy w funkgji czasu inkubacji w srodowisku wodnym poli-
meru i kompozytu. W obu przypadkach obserwuije sie wzrost
masy probek. Jest to spowodowane zjawiskiem absorpcji
wody, ktére to zjawisko wystepuje na poczatku procesu
degradacji poliestrow alifatycznych w srodowisku wodnym
i jest szeroko dokumentowane w literaturze [14, 15]. Wzrost
masy kompozytu jest znacznie wyzszy niz czystego poli-
meru. Jest to najprawdopodobniej zwiazane z wystepowa-
niem granic miedzyfazowych: widkno - polimer, ktére uta-
twiaja penetracje czasteczek wody do wnetrza materiatu.
Stanowig one drogi szybkiej dyfuzji czasteczek wody, przez
co w poczatkowym etapie widkna przyspieszajg proces
degradacji hydrolitycznej polimeru. Potwierdzeniem powyz-
szej teorii sa wyniki zmian przewodnictwa [RYS. 3.] wska-
Zujace na bardziej zaawansowany proces degradaciji kom-
pozytu w odniesieniu do czystego polimeru w pierwszych 3
tygodniach eksperymentu. Po 3 tygodniach in vitro obser-
wuje sig spadek masy probek wywotany wydzielaniem pro-
duktow biodegradacji do otoczenia. Najwiekszy spadek
masy czystego polimeru wystepuje po 5 tygodniach inku-
bacji, czemu towarzyszy wydzielanie do otoczenia najwiek-
szej ilosci produktow rozpadu (porownaj RYS. 3i4). Po 6
tygodniach inkubacji ksztattka polimerowa ulega kruszeniu
podczas gdy ksztaltka kompozytowa, dzieki obecnosci wié-
kien weglowych, zachowuje swojg forme i ksztatt. Nizsze
zmiany masy ksztattki kompozytowe] sa wynikiem obecno-
sci wiokien weglowych, (Vf =15 %), ktore same nie ulegajg
procesowi degradacji.

Rysunek 5 przedstawia zaleznosé predkosci fali ultra-
dzwiekowej analizowanych probek: polimerowej (PGLA) i
kompozytowej (PGLA+cf) od czasu inkubacji in vitro. Wyj-
$ciowg prébke kompozytowa cechuje znacznie wyzsza
wartos¢ predkosci fali ultradzwiekowej niz prébki polimero-
wej. Jest to spowodowane obecnoscig wiokien weglowych,
ktore charakteryzuja sie znacznie wyzszym modutem Youn-
ga niz materiat osnowy. Wiekszy spadek predkosci fali w
kompozycie w funkcji czasu inkubacji potwierdza zjawisko
katalitycznego wplywu widkien weglowych na proces bio-
degradaciji polimeru [16, 17].

Podsumowanie

Przeprowadzone badania wykazaty, ze mozliwe jest for-
mowanie metoda wirysku ksztattek i $rub przeznaczonych
do osteosyntezy nie zawierajacych silnie trujacej cyny; za-
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RYS. 6. Zaleznos¢ zmian predkosci fali
ultradzwickowej probek PGLA i PGLA+cf od czasu
inkubacji w wodzie destylowanej.

FIG. 6. The time-dependence of ultrasonic wave
rate for the PGLA and PGLA+cf samples incubated
in distilled water.

After three weeks of in vitro tests the mass of samples de-
creases as a result of a biodegradation-products release.
The biggest mass loss of the pure polymer is observed af-
ter five weeks of incubation and it is accompanied by the
biggest release of the degradation products (compare FIGS.
3 and 4). After six weeks of incubation the polymeric sam-
ple disintegrates while the composite one, owing to the pres-
ence of carbon fibres, preserves its shape. Lower mass
changes of the composite sample result from the presence
of carbon fibres, (Vf = 15%), which themselves do not un-
dergo any degradation.

FIG. 5 presents a dependence of the ultrasonic wave
rate on incubation time for the PGLA and PGLA+cf sam-
ples tested in vitro. For the initial sample of the composite
material the rate of ultrasonic wave is higher than for the
polymer alone. This is due to carbon fibres, which have a
much higher Young's modulus, compared to the matrix. The
more significant drop of propagation rate in the composite
in function of incubation time confirms the suggested cata-
lytic effect of carbon fibres on biodegradation of the poly-
mer [16, 17].

Conclusions

The investigations carried out in this work indicate that it
is possible to produce articles with different shapes, such
as screws for osteosynthesis, by an injection moulding
method using both pure glycolide-lactide polymer synthe-
sised with the aid of a Zr(acac), initiator or a composite
having the same polymeric matrix and carbon fibre rein-
forcement. Carbon fibres significantly improve the strength
of co-polymer but at the same time they accelerate degra-
dation of the material in an aqueous environment. This phe-
nomenon is caused by interactions between the surface of
carbon fibres and the polymeric matrix and by the presence
of interfaces which provide short-circuit paths for the diffu-
sion of water molecules and the polymer decomposition
products.

The investigated materials undergo degradation in aque-
ous environment over the period of a few weeks, which
seems sufficient for the development of bone union. How-
ever, in order to evaluate the usefulness of these materials
in clinical practice, in view of the earlier observed slow-down
of the degradation in the bone tissue, compared to the in
vitro tests in water [18], it seems necessary to carry out the
in vitro studies on experimental animals.
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réwno z samego kopolimeru glikolid-laktyd otrzymanego z
uzyciem Zr(acac), jak i z kompozytu tego kopolimeru
wzmocnionego wioknami weglowymi. Wprowadzenie wic-
kien weglowych znacznie polepsza wiasciwosci wytrzyma-
tosciowe kopolimeru, jednak przyspiesza proces ich degra-
dacji w srodowisku wodnym. Zjawisko to jest spowodowa-
ne oddzialywaniem pomiedzy powierzchnig widkien weglo-
wych a osnowg polimerowa | obecnoscia granic rozdziatu,
ktdre stanowia drogi szybkiej dyfuzji czasteczek wody i pro-
duktow rozpadu kopolimeru.

Badane materialy ulegajg procesowi biodegradacji w
przeciagu kilku tygodni przebywania w $rodowisku wodnym,
€O wydaje sig by¢ czasem pozwalajacym na uzyskanie zro-
stu kostnego. Jednakze do okreslenia przydatnosci opra-
cowanych materiatéw w praktyce klinicznej, biorac pod
uwage obserwowane wczesniej spowolnienie degradacii w
tkance kostnej w poréwnaniu do badan prowadzonych in
vitro w Srodowisku wodnym [18], konieczne wydaije sie prze-
prowadzenie badan in vivo na zwierzetach do$wiadczal-
nych.
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Badania prowadzono w ramach projektu badawczego
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Pismiennictwo

[1] Leenslang J.W., Pennings A.J., R.M. Bos, Rozema F.R., Bic-
materials 8, (1987) 70.

(2] Grijpma D.W., Zondervan G.J., Pennings A., J. Polym. Bull. 25
(1991) 327.

[3] Thies C., Formation of degradable drug-loaded microparticles
by in-liquide drying processes. In : Donbrow M., editor., GRC Press,
Inc. Boca Raton Ann Arbor London 1992. p. 47-71.

e 00000

STUDY OF THE SURFACE
PROPERTIES OF C-C
COMPOSITES AS
BIOMATERIALS

M. Buresova, K. BaLik

INsTITUTE OF Rock STRUCTURE AND MECHANICS, ACADEMY OF
Sciences oF THE CzecH RepusLIC, PRracuE, CzecH RePubLIc

Introduction

Carbon-carbon composites overcome many of the com-
mon problems associated with metal implants. They exhibit
arelatively high strength and low modulus of elasticity, which
is comparable with that of human bones [1]. Carbon-car-
bon composites with pores of about 40 mm in diameter can
be also favourable for tissue and bone ingrowth. Their ap-
plication as biomaterials is limited by cost and brittieness of
matrix. The brittleness very often leads to the formation of
microparticles in the tissue, which may cause inflammations
around implants [2]. To prevent the release of carbon parti-
cles, the C-C composites were covered with different lay-
ers. In our work we studied the physico-chemical character
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of the C-C composite surface before the application of new
layers.

Materials and methods

The samples used in this study were 2-D carbon-carbon
composites based on plain-woven cloth (carbon fibres
Torayca T800H, Japan) and phenolic resin Umaform LE
(SYNPO, Ltd., Pardubice, Czech Republic) as a matrix pre-
cursor. The cured samples were cut into 7 mm x4 mm x 3
mm pieces and carbonised at 50°C/hr up to 1000°C in ni-
trogen. Three-step impregnation with phenalic resin was
used. Subsequently HTT up to 2200°C in argon was ap-
plied. Pyrolytic carbon was deposited from propane in a
tumbling bed reactor, at ambient pressure, at the reaction
temperature 850°C. Final properties of the composites are
shown in TABLE 1.

9 1,4 240 80

TABLE 1. Final properties of the composites.

The surface of composites was scanned by SEM Tesla
BS 301.

Open porosity and surface roughness were determined
by the image analysis method in the system LUCIA 4.21G
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(Laboratory Imaging Ltd., Czech republic), using the metal-
lurgical microscope Nikon Optiphot 100S and the colour
CCD camera Hitachi HV-C20 E/K. The original colour-digi-
tised images were taken in polarised light. The green com-
ponent of image was extracted to create grey picture highly
contrasted and tresholded. Contours of the sample open
surface were detected using binary operations of the sys-
tem.

Surface roughness was measured by Talysurf model 3
(Rank Taylor Hobson Ltd., England) in PRAGA Hostivar
Inc.

X-ray photoelectron spectroscopic analysis (XPS) was
undertaken using ESCA 310 Spectrometer to obtain infor-
mation on the chemical structure of the composite surface.

Results and discussion

SEM micrographs demonstrate a typical "cauliflower”
character of the pyrolytic carbon surface and coarse pores,
so-called "pin holes" regularly distributed in fabric bonding
point infiltrated by pyrolytic carbon, see FIG. 1.

By image analysis the full surface and smooth surface
were automatically measured and compared; typical pore
characteristic - the average pore-entrance width was

Full surface 16 998,18 1m
Smooth surface 13 651,33 um
Difference 3 346.85 um
Pores — surface 203,44 um

- number of pores 54
- average diameter 3.76 um

Coarse pores r=>7.5pum
- number of pores 23
- average diameter 38,35um

TABLE 2. Surface parameters from Image analy-
sis.

Roughness of the samples was too high to be measured
on Talysurf across the whole surface sample. FIG.3 dem-
onstrates difference in profile along and across the fibre
bundle.

Roughness of the surface seems to be too high to en-
sure good adhesion of the new layers on the surface. How-
ever, it is evident from FIG. 3 that additional appropriate
polishing of the composite can lead to destruction of the
upper fibre bundle at the fabric bonding points.

Roughness profile from the mean line Ra was measured
across the fibre bundle, with the average roughness profile

FIG. 1. SEM micrographs of pyrolytic carbon on the sample surface.

counted out.

The average entrance width of coarse pores [IUPAC, r >
7,5 mm] was measured on the surface sample, with the
average value r = 38,35 mm.

The difference between full and smooth surface - see
TABLE 2, demonstrates the roughness of the composite
surface. The coarse pores were measured on the sample
surface separately.

FIG. 2. Optical micrographs for image analysis.

200002200000 000000°0000ECE0OP0OOROC000ODROOROGER®

Ra=225+ 0,3 mm.
The results of X-ray photoelectron spectroscopic analy-
sis are shown in TABLE 3.

Contrary to the analysis of carbon fibre surface, where
relative content of hydroxyl groups prevails [3], the data in
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along flrs

FIG. 3. Plotted profile graph of the sample,
magnification 500x/40x.

Table 3 demonstrate a very high content of imine groups
on the surface of our samples. This is probably results from
the presence of nitrogen in the gas mixture in the tumbling
bed reactor.

Nitrogen 389.3 C=NH 76
400.3 C-NH- 24
Oxygen 531.3 C=0 47
5324 C-OH 10
5335 COOH 36
535.9 H.0 7

TABLE 3. X-ray photoelectron spectroscopic
analysis.

Conclusion

The surface of C-C composites infiltrated and covered
with pyrolytic carbon shows a typical "cauliflower" charac-
ter with large "pin holes" - 150x50 um and open pores
(cracks) with maximum diameter + 40 pm. Concerning the
chemical character, the imine groups prevail on the sample
surface.
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HISTOLOGICZNA OCENA KOMPOZYTU WEGIEL - ZYWICA EPOKSYDOWA W
OPARCIU O BADANIA DOSWIADCZALNE NA ZWIERZETACH
Grzegorz Bajor*, Daniel Sabat**, Zbigniew Szczurek**
*Katedra Chirurgii Dziecigcej Slaskiej Akademii Medycznej w Bytomiu
**Zaktad Patomorfologii Slaskiej Akademii Medycznej w Zabrzu

Streszczenie
Dla celow realizacji tego eksperymentu uzyto krélikow, ktorym wszczepiano do $wiatta jamy
szpikowej kosci udowej grot z kompozytu wegiel - zywica epoksydowa. Kompozyt ten
charakteryzuje si¢ bardzo dobrymi wtasciwosciami mechanicznymi, co migdzy innymi
utatwia obrobke mechaniczna, umozliwia otrzymywanie implantow o ztozonych ksztattach.
Do eksperymentu uzyto sze$¢ krolikow z zastosowaniem kompozytu widokno weglowe,
osnowa epoksydowa pokrytych warstwa hydroksyapatytu /implant C-ep-HAP / w okresach
obserwacji 4,14,18,20,22 tygodni.
Celem przeprowadzonego badania bylo okreslenie przydatnosci tego materiatu jako elementu
zespalajacego kos¢, oraz jego biozgodnosci. Wykazano, ze w szpiku kostnym otaczajacym
grot zachodza procesy resorpcji, a nastepnie odbudowy kosci az do powstania dojrzatej kos$ci
gabczastej. Tym przemianom towarzyszyta postepujaca biodegradacja fragmentéw wszczepu,
az do powstania zbrylonych struktur i ich pytowego rozpadu. Fragmenty tego materiatu
dzialaja stymulujaco na odnowe kosci gabczastej i nie wywolywaty odczynu
olbrzymiokomoérkowego ani zmian bliznowatych.
W oparciu o przeprowadzone badania potwierdzono walory wytrzymalo$ciowe tego materiatu
oraz jego biozgodno$¢. Natomiast uzyskano jedynie potwierdzenie powolnej biodegradacji
rozpoczynajacej si¢ na powierzchni tego materiatu.
Stowa kluczowe: biomateriaty, kompozyty weglowe,zywica epoksydowa,histopatologia,
badania na zwierzetach [1,2,12].
[Inzynieria Biomateriatow, 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
animals
[Engineering of Biomaterials, 12, (2000), 3-7]

REGULACJE PRAWNE I ASPEKTY ETYCZNE W BADANIACH

DOSWIADCZALNYCH NA ZWIERZETACH

Leszek Solski

Zaktad Chirurgii Eksperymentalnej i Badania Biomateriatow Akademii Medycznej we

Wroctawiu

Stowa kluczowe: zwierzgta doswiadczalne, eksperymenty, regulacje prawne, etyka.

[InZynieria Biomateriatow, 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.
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WCZESNY ODCZYN TKANKOWY PO IMPLANTACIJI CERAMIKI ISKOPOROWATEJ
O MODYFIKOWANEJ POWIERZCHNI. BADANIA DOSWIADCZALNE
J. Staniszewska-Kus$*, B. Zboromirska-Wnukiewicz**, R. Lewandowski*, L. Solski,*
J.Wnukiewicz*, B.Zywicka*
* Akademia Medyczna we Wroctawiu
** Instytut Elektrotechniki Oddziat Technologii i Materialoznawstwa Elektrotechnicznego we
Wroctawiu
Streszczenie

Oceng biozgodnosci materiatow bioceramicznych przeprowadza si¢ migdzy innymi na
podstawie reakcji ogdlnoustrojowej i miejscowej, po implantacji w tkanki zwierzat
doswiadczalnych.
Celem badan jest wykazanie, ze struktura fizyczna powierzchni oraz rodzaj technologii
otrzymywania biomateriatow moze mie¢ znaczenie dla okreslenia odczynowosci tkankowe;.
Badania wykonano na szczurach wszczepiajac im domig$niowo trzy rodzaje ceramiki:
ceramike lita, ceramike - lita silanowana, ceramike porowata. Sekcje zwierzat
przeprowadzono 7, 30, 90 dni po operacji.
Na podstawie badan patomorfologicznych przeprowadzonych w okresie wezesnym tj. do 3
miesigcy po implantacji mozna stwierdzi¢, ze ceramika silanowana o modyfikowane;j
powierzchni i okre§lonym, celowo otrzymywanym potencjale elektrokinetycznym zeta,
wywotuje minimalny miejscowy odczyn tkankowy. Nieco bardziej nasilony odczyn tkankowy
obserwowano wokot ceramiki litej. Najsilniejsza reakcj¢ tkankowa manifestujaca si¢ obfita 1
dlugotrwala faza wysigkowa stwierdzono wokot ceramiki porowate;.
Stowa kluczowe: biomateriaty ceramiczne: lite, lite silanowane, porowate, odczyn tkankowy,
badania doswiadczalne.
[Inzynieria Biomateriatow, 12, (2000), 12-16]
EARLY TISSUE REACTION AFTER IMPLANTATION OF SURFACE-MODIFIED
CERAMICS. EXPERIMENTAL STUDY
J. Staniszewska-Kus$*, B. Zboromirska-Wnukiewicz**, R. Lewandowski*, L. Solski*, J.
Whnukiewicz*, B. Zywicka*
*Medical Academy in Wroctaw



**Electrotechnical Institute, Technological Unit and Electrotechnical Department of Wroctaw
Technical University

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
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Streszczenie

Celem pracy byta ocena biozgodnosci wldkien z chityny. Badania obejmowaty: badania
biologiczne wyciagéw wodnych, badania dziatania cytotoksycznego, badania dziatania
hemolitycznego, badanie $rodskdrnego dziatania drazniacego oraz badania implantacyjne.
Na postawie przeprowadzonych badan nie stwierdzono dziatania hemolitycznego,
cytotoksycznego i srddskornego dzialania draznigcego. Proces wgajania przebiegat z
krotkotrwata faza wysigkowa o malym stopniu nasilenia, ktoéra okoto 14 dnia przechodzita w
fazg proliferacyjna prowadzaca do wytworzenia torebki tacznotkankowe;.

Stowa kluczowe: regenerowana chityna, cytotoksycznos¢. dziatanie drazniace, miejscowa
reakcja tkankowa.

[Inzynieria Biomateriatow, 12, (2000), 17-22]

BIOLOGICAL INVESTIGATION OF THE REGENERATED CHITIN FIBRES
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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 badan nad otrzymaniem $rub i ksztaltek wykonanych z
biodegradowalnego kopolimeru glikolid-laktyd, zsyntetyzowanego z uzyciem
niskotoksycznego zwiazku cyrkonu, oraz z kompozytow wykonanych z tego kopolimeru
wzmocnionego wtoknami weglowymi. Oceniono wtasciwosci mechaniczne i
mikrostrukturalne otrzymanych materiatow a takze ich zachowanie si¢ w symulowanym
srodowisku biologicznym. Badania wykazaty, Zze opracowane materialy ulegaja degradacji w
przeciagu kilku tygodni inkubacji w srodowisku wodnym. Wprowadzenie wtdkien
weglowych powoduje polepszenie wlasciwosci wytrzymatosciowych wyrobow i zmienia czas
procesu biodegradacji.

[Inzynieria Biomaterialow, 12, (2000), 23-30]

COMPOSITE MATERIALS FROM A NEW BIODEGRADABLE GLYCOLIDE-LACTIDE
CO-POLYMER FOR MEDICAL APPLICATIONS
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*#* Centre of Polymers Chemistry, Polish Academy of Science, Zabrze

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]



