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WPLYW WARSTW DLC | DLC-Si
NA ZMIANY ZACHODZACE NA
POWIERZCHNI IMPLANTOW
PODCZAS WSPOLPRACY

Z KOSCIA

Lipia SWIATEK*, ANNA OLEJNIK, JACEK GRABARCZYK

INSTYTUT INZYNIERI MATERIALOWEJ,

ZAKEAD INZYNIERI BIOMEDYCZNEJ | MATERIALOW FUNKCJONALNYCH,
WyDziat. MECHANICZNY, POLITECHNIKA £ODZKA,

uL. STEFANOWSKIEGO 1/15, 90-925 topz

* E-MAIL: SWIATEK.LIDIA@GMAIL.COM

Streszczenie

Niniejsza praca zostata poswiecona badaniu wpfty-
wu modyfikacji implantow medycznych warstwami
weglowymi (DLC) oraz weglowymi domieszkowanymi
krzemem (DLC-Si) na zmiany zachodzgce w wyniku
wspotpracy implantu z koscig. Warstwy weglowe
zostaty wytworzone modyfikowang metodg chemicz-
nego osadzania z fazy gazowej— RF PACVD. W celu
przeprowadzenia badan zostaty uzyte dwa rodzaje
podtozy — pierwszg grupe stanowity ptaskie probki
cylindryczne, natomiast drugg wkrety ortopedyczne.
Wszystkie wykorzystane probki zostaty wytworzone
ze stali AISI 316 LVM. Przygotowane probki z war-
stwami weglowymi zostaty przebadane pod wzgledem
charakteryzacji powierzchni. W celu sprawdzenia
sktadu chemicznego oraz topografii powierzchni
przeprowadzono analizy XPS oraz AFM. Warstwy
weglowe zostaty rowniez przebadane pod katem
wybranych wfasciwosci mechanicznych (twardosc,
modut Younga, adhezja), a takze witasciwosci trybo-
logicznych (test ball-on disc). Niemodyfikowane oraz
modyfikowane wkrety ortopedyczne zostaty poddane
probom wkrecania w koS¢ wotowg. Przeprowadzono
testy wkrecania oraz wykrecania wkretow w ko$c
(w liczbie 1, 10, 50 oraz 100 cykli). Celem badan byto
okreslenie zmian zachodzgcych na powierzchni im-
plantéw w momencie ich wspofpracy z koscig. Probki
po przeprowadzonych testach zostaty poddane obser-
wacji mikroskopowej (SEM) oraz analizie jako$ciowej
sktadu chemicznego na powierzchni wkretéw (EDS).
Obserwacje mikroskopowe pozwolity zaobserwowac,
iz do powierzchni modyfikowanych wkretow ortope-
dycznych adherujg elementy kosci, tworzgc silnie
zwigzany z powierzchnig tribofilm, co nie wystepuje
w przypadku wkretow niemodyfikowanych. Analiza
EDS pozwolita na potwierdzenie, iz w sktadzie che-
micznym tribofilmu obecnego na implantach znajduja
sie mineralne sktadniki koSci.

Stowa kluczowe: DLC, Si, implant, wkrety ortope-
dyczne, trybologia, RF PACVD.

[Inzynieria Biomateriatow 137 (2016) 2-12]

THE INFLUENCE OF THE DLC
AND DLC-Si COATINGS ON THE
CHANGES OCCURRING ON THE
IMPLANTS SURFACE DURING
THE IMPLANT-BONE CONTACT

Lipia SWIATEK*, ANNA OLEJNIK, JACEK GRABARCZYK

INSTITUTE OF MATERIAL SCIENCE,

DivisioN oF BioMEDICAL ENGINEERING AND FUNCTIONAL MATERIALS,
DEPARTMENT OF MECHANICAL ENGINEERING,

Lobz UNIVERSITY OF TECHNOLOGY,

1/15 STEFANOWSKIEGO ST., 90-924 Lobpz, PoLAND

* E-MAIL: SWIATEK.LIDIA@GMAIL.COM

Abstract

In this study the DLC and Si-incorporated DLC
layers were deposited on stainless steel alloy (AISI
316 LVM) using modified radio frequency plasma
assisted chemical vapour deposition (RF PACVD)
method and examined in terms of chemical, me-
chanical and tribological properties. The carbon
layers were synthesized on two types of samples:
flat cylindrical probes and the orthopaedic screws
(both were made from AISI 316 LVM). In order to
determine the chemical composition, morphology
and structure of the manufactured coatings the XPS,
AFM, SEM observation and EDS analysis were per-
formed. Mechanical properties were measured using
nanoindentation technique, as well as the tribological
properties were performed using ball-on-disc tests.
The obtained results were correlated with the biologi-
cal response of the coatings. The influence of chan-
ges of the modified implants surface was evaluated
using screwing/unscrewing test. The samples after
conducted tests were controlled using microscopic
observation (SEM) and qualitative analysis of the
chemical composition on the surface of the screws
(EDS). Results demonstrate that on the surface of
the DLC and DLC-Si coatings the tribofilm made from
mineral bone compounds was created.

Keywords: DLC, Si, implants, orthopaedic screws,
tribology, RF PACVD.

[Engineering of Biomaterials 137 (2016) 2-12]

Introduction

Nowadays a lot of effort is done in order to improve the
quality and length of human life. At the same time, there is
an increasing emphasis placed on a healthy lifestyle and
physical activity what may lead to various injuries. In order
to re-establish mechanical and biological functions of the
impaired organs and tissues, the biomaterial implantation
is often required. Therefore, biomaterials have to fulfil strict
requirements both in terms of mechanical and biological
properties. Interaction of a biomaterial with the surrounding
tissues is mainly governed by its surface properties. Thus,
recently a lot of attention is given to surface modification of
biomaterials in order to improve the biological response of
the organism towards an implanted material.

Z ommm® 0 00000 0000000000000 000006000000060000000000
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Wprowadzenie

Dzisiejszy sposdb zycia ludzi — wzrost aktywnosci
fizycznej, wydtuzenie jakosci oraz dtugosci ludzkiego zycia
— prowadzi do poszukiwania nowych rozwigzan w zakre-
sie poprawy ludzkiej egzystencji. Wzmozona aktywnos$é
fizyczna moze prowadzi¢ do czestszego wystepowania
roznorodnych urazéw, w zwigzku z czym poszukiwane sg
m. in. nowe metody leczenia. Do najczesciej wystepujgcych
urazéw nalezg — obok otar¢, zadrapan — ztamania kosci czy
skrecenia stawow. W wielu przypadkach podczas rekonwa-
lescencji uzywane sg rdéznego rodzaju implanty. Pomimo
potwierdzonych informacji dotyczgcych zagrozen ptyng-
cych ze stosowania metalicznych implantow medycznych,
w wiekszosci przypadkéw metal jest podstawowym materia-
fem wykorzystywanym w zespoleniach pourazowych.

Jednym z pomystow, jakimi zajmuje sie inzynieria bio-
medyczna jest proba wprowadzenia na rynek implantéw
ortopedycznych pokrytych cienkimi warstwami weglowymi —
warstwami diamentopodobnymi - DLC. Od diuzszego czasu
prowadzone sg badania nad jakos$cig stosowanych implantéw
ortopedycznych, poczynajgc od wiasciwosci mechanicznych
przez witasciwosci fizyko-chemiczne, az do badan bio- i he-
mokompatybilnosci [1-4]. W literaturze od wielu lat poruszany
jest ten temat, opisywane sg wielokrotne préby badania za-
skakujgco pozytywnych wiasciwosci implantow z warstwami
weglowymi w wielu gateziach medycyny [1,5-8]. W latach
80-tych ubiegtego wieku zauwazono, ze metalowe implanty,
ktérych powierzchnia zostata zmodyfikowana poprzez nanie-
sienie warstwy weglowej, mogg by¢ idealnym materiatem dla
zastosowan implantacyjnych, poniewaz cechuije je wysoka bio-
zgodnos¢, zgodnosé tkankowa i odpornosc korozyjna [4,9,10].

Warstwy weglowe (DLC), ze wzgledu na swoje dosko-
nate wiasciwosci tribologiczne sg obiektem badan wielu
naukowcéw na catym Swiecie od kilkudziesieciu lat [11-13].
Prowadzone sg badania poswiecone zaréwno poszukiwaniu
nowych sposobéw modyfikacji cienkich warstw weglowych,
domieszkowaniu ich réznorodnymi substancjami, jak i wpro-
wadzaniu nowych technologii wytwarzania oraz mozliwosci
zastosowania.

Jednym z czesto stosowanych jako domieszka i szeroko
przebadanym pierwiastkiem jest krzem. Liczne doniesienia
literaturowe potwierdzajgc, iz warstwy weglowe domieszko-
wane krzemem cechujg sie niskim poziomem naprezen we-
wnetrznych [14,15], podwyzszong stabilnoscig termiczng [14],
przy jednoczesnym zachowaniu bardzo dobrych wtasciwosci
mechanicznych [15,16], trybologicznych [16-18] oraz dobrg
odpornoscig korozyjng [18-19]. Wielu autoréw, m. in. Lee,
zaprezentowato wyniki, ktore swiadczg, iz dodatek krzemu,
w stezeniu nie wiekszym niz 5% powoduje wzrost twardosci
oraz modutu Younga warstw weglowych, a takze pozwala na
obnizenie ich naprezen [20]. Ponadto, wykazano, ze warstwy
DLC-Si charakteryzujg sie bardzo dobrymi wiasciwosciami
biologicznymi [20-30]. Ogwu wskazat, ze dodatek krzemu
powoduje polepszenie adhezji oraz namnazania komérek
srodbtonka [21], a takze odgrywa wazng role w procesie
proliferacji komdrek kostnych [22-28] — osteoblastéw — oraz
odbudowie kosci [29-33].

Celem niniejszej pracy jest omowienie proceséw zuzycia
oraz wtasciwosci mechanicznych warstw DLC oraz DLC-
-Si, naniesionych na wkrety kostne metodg RF PACVD.
Pomimo, ze przeprowadzonych zostato wiele badan doty-
czgcych wtasciwosci mechanicznych, biomechanicznych,
biologicznych i in. implantow ortopedycznych pokrytych
warstwami weglowymi [9-12], brak jest doniesien na temat
zachowania sie warstw weglowych w trakcie ich mocowa-
nia w kosci. Autorzy publikacji postanowili przebadaé¢ ten
proces na przyktadzie wielokrotnego wkrecania wkretu or-
topedycznego pokrytego warstwg weglowg w ko$¢ wotowa.

One of most efficient and commonly applied solutions
involves the use of diamond-like carbon (DLC) coatings,
which combine both good biological and mechanical proper-
ties. Good bio- and hemocompatibility of DLC coatings have
been demonstrated in numerous scientific reports [1-4].
During last twenty years, in the literature, DLC coatings
have attracted a lot of interest in the context of biomedi-
cal applications [1,5-8]. In the 1980s, the biocompatibility,
hemocompatibility and corrosion resistance of the metallic
implants coated with carbon layers were observed [4,9,10].

Due to superior mechanical, tribological and physiochemi-
cal properties, DLC films have been studied also in terms of
different industrial applications [11-13]. Nevertheless, despite
numerous advantages, some DLC coatings exhibit also cer-
tain undesirable properties, such as poor adhesion resulting
from high internal stress level or low thermal stability. This kind
of problems scientists solve by doping with different metallic
elements, which reduce disadvantages of carbon coatings.

One of the most extensively studied dopants is silicon.
It has been demonstrated the silicon-incorporated carbon
coatings have lower internal stress [14,15], higher thermal
stability [14], as well as superior mechanical [15,16], tribo-
logical [16-18] and corrosion properties [18-19]. Lee et al.
indicated that the concentration of Si less than 5% increases
the hardness and Young’s modulus of DLC coatings and low-
ers the residual stress [20]. As far as biological properties of
Si-DLC coatings are concerned, it has been shown that Si
may significantly improve biological properties of DLC films
[20-30]. For instance, Ogwu et al. demonstrated that better
adhesion and spreading of microvascular endothelial cells
is obtained on the surface of DLC films doped with Si [21].
Similarly, it has been revealed that the addition of Si plays
an important role in osteoblast proliferation [24-30] and bone
rebuilt process [29-33].

The aim of this paper is to discuss the process of wear
and mechanical properties of the DLC and DLC-Si layers
deposited on orthopaedic screws using RF PACVD method.
Although, many research on the mechanical, biomechanical
and biological properties, etc., of the orthopaedic implants
coated with carbon layers have been conducted [9-12], there
are no reports about the behaviour of the carbon layers in
the process of fixing in the bone. In this paper, we decided
to investigate this process on the example of the multiple
screws orthopaedic covered with a layer of carbon in bovine
bone. Particular attention has been paid to determine the
abrasion resistance of layers depending on the number of
cycles of screwing/unscrewing test. During the implantation
the implants (e.g. screws) cannot be introduced in the ap-
propriate position, therefore the various numbers of cycles
were carried out.

Materials and Methods

Preparation of the samples

The DLC and DLC-Si coatings used for the investigations
were deposited on a cylindrical samples (16 mm in diam-
eter and 6 mm thick) made from AlISI 316 LVM and on the
orthopaedic screws. The first group - cylindrical samples,
prior the synthesis, were grinded and polished using auto-
matic polishing machine MECATECH 334 (Presi, France),
then cleaned ultrasonically in acetone for 15 min before
the deposition process. The idea of these researches was
to verify the resulting mechanical properties of the carbon
layers during the screwing/unscrewing test applications
in beef bone. The second group of samples - orthopaedic
screws were also made of stainless steel AISI 316 LVM, the
dimensions of the screws - length 50 mm, diameter 4.5 mm
- (both groups of samples were manufactured by MEDGAL
Company — Implants and orthopaedic Instruments).
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TABELA 1. Parametry proceséw syntezy warstw weglowych (DLC) oraz warstw weglowych domieszkowanych

krzemem (DLC-Si).

TABLE 1. Parameters of the synthesis of carbon layers (DLC) and Si-incorporated carbon coatings (Si-DLC).

Etap trawienia jonowego

Parameters of ion etching

Etap syntezy warstwy weglowej
Parameters of the synthesis of carbon coating

Potencjat | Cisnienie Czas Rodzaj Przeptyw | Potencjat | Cisnienie Czas Rodzaj Przeptyw | Przeptyw
polaryzacji | Pressure Time gazu gazu CH, | polaryzacji | Pressure Time gazu gazu CH, HDMS
elektrody [Pa] [s] Gas CH,flow | elektrody [Pa] [s] Gas CH, flow HMDSO
Negative [sccm] Negative [-] [scecm] flow
self-bias self-bias [sccm]
potential potential
v v
Synteza warstwy weglowej DLC / Synthesis of carbon coating (DLC)
1000 | 20 | 600 | CH, | 5 | 800 | 40 | 180 | CH, | 30 | 2
Synteza warstwy weglowej DLC-Si / Synthesis of carbon coating doped Si (DLC-Si)
1000 | 20 600 CH, | 5 | 80 | 40 | 180 | cH, | 3 | 10

Szczegdblng uwage zwrdcono na okreslenie odpornosci na
Scieranie warstw w zaleznosci od liczby cykli wkrecania
i wykrecania. Majg miejsce przypadki, kiedy podczas proce-
su implantacji nie udaje sie umiesci¢ implantu w pozadane
miejsce za pierwszym razem. W zwigzku z tym, istotna jest
weryfikacja stanu powierzchni implantéw po wykonaniu
réznej liczby cykili.

Materialy i metody

Przygotowanie prébek do badan

Warstwy weglowe (DLC) oraz warstwy weglowe domiesz-
kowane krzemem (DLC-Si) zostaty syntetyzowane na dwdch
rodzajach prébek. Pierwsza grupa to ptaskie prébki cylin-
dryczne o $rednicy 16 mm i grubosci 6 mm wykonane ze stali
AISI 316 LVM (sktad chemiczny probek stalowych reguluje
norma ISO 5832-1). Przed przeprowadzonymi procesami
wszystkie probki zostaty wyszlifowane i wypolerowane przy
uzyciu automatycznej maszyny polerujgcej MECATECH
334 (Presi, France). Ideg przeprowadzanych badan byto
zweryfikowanie otrzymanych wiasciwosci mechanicznych
warstw weglowych podczas wykonywania proby wkrecania
i wykrecania wkretow ortopedycznych w kos¢ wotowa.
W tym celu do badan uzyto drugiej grupy probek — wkretow
ortopedycznych. Wkrety o wymiarach — dtugo$¢ 50 mm,
Srednica 4,5 mm — wykonane byty réwniez ze stali AlISI 316
LVM (obie grupy probek zostaty wyprodukowane przez firme
MEDGAL Implanty i Instrumentaria Ortopedyczne).

Warstwy DLC oraz DLC-Si zostaty wytworzone z wyko-
rzystaniem modyfikowanej metody chemicznego osadzania
— RF PACVD [34,35]. Przed przeprowadzeniem procesu
wiasciwego prébki zostaty wytrawione w plazmie (Ar*)
przez 6 minut, przy zastosowaniu potencjatu polaryzaciji
elektrody 1000 V, przy cisnieniu 20 Pa. Domieszkowanie
odbywato sie poprzez dodanie do procesu syntezy prekur-
sora krzemowego HDMS (hexamethyldisilazane), w postaci
par wprowadzanych za posrednictwem przeptywomierza
masowego (metoda opatentowana nr patentu P.3984520).
Proces modyfikacji odbywat sie dwustopniowo. W pierw-
szym etapie probki poddawane byty procesowi trawienia
jonowego, ktorego celem bylo oczyszczenie i nagrzanie
ich powierzchni. Podczas trawienia temperatura probek
wzrastata do wartosci 380°C. Etap syntezy rozpoczynat sie
z chwilg dodania do reaktora metanu oraz korekcjg cisnie-
nia i wartosci potencjatu polaryzacji elektrody. Parametry
procesu w sposob szczegoétowy zostaty przedstawione
w TABELI 1.

The DLC and silicon-incorporated DLC coatings were
manufactured using the RF PACVD method described else-
where [34,35]. Before the deposition, the substrates were
exposed to Ar* plasma etching for 6 min under negative
self-bias of 1000 V and pressure of 20 Pa. The deposition
of the DLC and DLC-Si coatings was carried out in the CH,
atmosphere. Silicon was incorporated within DLC matrix
using additional gas phase, i.e. hexamethyldisiloxane
(HMDSO) vapour, introduced at a constant flow rate. This
was conducted according to the procedure described in
patent no. P.398452. The parameters of the process are
shown in TABLE 1.

Surface characterization

The examination of structure and morphology of the
deposited coatings was done using JEOL JSM-6610LV
(JEOL, USA) scanning electron microscope (SEM) with
MiniCL-GATAN Cathodoluminescence Imaging System |
Oxford Instruments (EDS X-MAX 80 and the system for the
acquisition of backscattered electrons EBSD NordlysMax
detector), equipped with EDS analyser (EDS AZtecEnergy
and EBSD AztecHKL). The topographic images were ob-
tained using secondary (SE) imaging mode, while the com-
positional images were acquired in backscattered electron
(BEC) imaging mode. SEM observations were performed
under high vacuum, accelerating voltage equal to 20 kV and
different magnification.

The chemical composition of the obtained coatings was
measured using XPS (ESCALAB-210 (VG Scientific UK)
analysis. The spectra were recorded in the range of 0-1200 eV
by means of AXIS Ultra DLD (Kratos Analytical, GB) spec-
trometer with non-monochromatic Al (Ka = 1486.6 eV) X-ray
source. The spectrometer was operated at 14.5 kV and
20 mA. The obtained spectra were fitted using Vision 2
(Kratos Analytical, GB) software and Shirley inelastic back-
ground subtraction.

Morphology and surface topography were performed us-
ing AFM Multimode, equipped with a controller Nanoscope V
(Bruker Corporation, USA), running as the tapping mode.
For each sample scans were taken from the surface area
of 2x2 pm.

The thickness of the synthesized carbon film was also ver-
ified using a profilometer Hommel Tester T1000 and software
Turbo DATAWIN NT 1.34. Measurements of film thickness
were made by measuring the difference in distance between
the upper limit and the substrate layer, suitably protected
before the process of synthesis. The method is based on
recording the displacement of the measuring tip in the verti-
cal plane at the surface. The profilometer Tester T1000 was
used also to investigate surface roughness of the samples.
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Badania charakteryzujace powierzchnie

Badania struktury oraz morfologii zostaty wykonane
przy uzyciu mikroskopu skaningowego JEOL JSM-6610LV
zintegrowanego z systemami MiniCL-GATAN Cathodolu-
minescence Imaging System | Oxford Instruments (EDS X-
-MAX 80 oraz systemem do akwizycji elektronéw wstecznie
rozproszonych EBSD NordlysMax detektor), wyposazonego
w analizator EDS (z wykorzystaniem oprogramowania EDS
AZtecEnergy oraz EBSD AztecHKL).

Do przeprowadzania analizy XPS, zostat uzyty spek-
trometr fotoelektronéw ESCA — XPS, o automatyzacji
sterowania i pomiaru. Badania spektroskopii fotoelektro-
nowej przeprowadzono stosujgc uktad ESCALAB-210
(VG Scientific UK). Pomiary przeprowadzono przy wyko-
rzystaniu niechromatyzowanego promieniowania rentge-
nowskiego Al-Ka, o wartosci 1486,6 eV, przy parametrach
pracy lampy 14,5 kV, 20 mA. Pomiary byty przeprowadzane
w komorze analizatora przy ci$nieniu rzedu 5-10° mbar.

Badania morfologii oraz topografii powierzchni zostaty
wykonane przy uzyciu mikroskopu AFM Multimode, wypo-
sazonego w kontroler Nanoscope V (Bruker Corporation,
USA), pracujacy w trybie tapping mode. Dla kazdej z probek
zostaty wykonane skany z powierzchni 2x2 pym.

Syntetyzowane warstwy weglowe zostaty rowniez pod-
dane weryfikacji grubosci z wykorzystaniem profilometru
Hommel Tester T1000 wraz z oprogramowaniem Turbo
Datawin-NT 1.34. Pomiar grubosci warstwy dokonywany
byt poprzez mierzenie réznicy odlegtosci pomiedzy gérng
granicg warstwy a jej podtozem, odpowiednio wczesniej
zabezpieczone przed procesem syntezy. Metoda polega na
rejestracji przemieszczenia koncéwki pomiarowej w ptasz-
czyznie pionowej po badanej powierzchni. Tester T1000
zostat rowniez wykorzystany do przeprowadzenia pomiaréw
chropowatosci wytworzonych powtok weglowych. Zostaty
zmierzone trzy parametry: Ra, Rz, oraz Rmax.

Mechaniczne wiasciwosci warstw weglowych zostaty
zmierzone przy uzyciu techniki nanoindentacji. Podczas
wykonywania pomiarow postuzono sie Nano Indenterem
G200 (Agilent Technologies, USA), wyposazonym w system
nanoindentacji, nanoscratch oraz nanoimpact. Przy wyko-
nywaniu pomiaréw pracowano w ciggtym trybie pomiaru
sztywnos$ci metodg nanoindentacji przy uzyciu diamentowe;j
gtowicy typu Berkovich (Micro Star Technologies, USA).

Do pomiaréw adhezji wykorzystano wgtebnik w ksztalcie
stozka diamentowego, o kacie wierzchotkowym i promieniu,
odpowiednio 87,7° 10,91 ym. Ocena adhezji zostata doko-
nana na podstawie zmian wspétczynnika tarcia zarejestro-
wanego podczas procesu pomiarowego.

Wszystkie wykonywane badania przeprowadzane byty
w warunkach normalnych, tj. temperatura ok. 20°C, Srednia
wartos¢ wilgotno$ci powietrza 50%.

Badania tribologiczne na prébkach cylindrycznych prze-
prowadzono metodg ball-on-disc. Do testow wykorzystano
modut badawczy UMT-2 firmy BRUKER. Przeciwprébke
w badaniach stanowita kulka o $rednicy 1/4” wytworzona
z ZrO,. Wezet cierny obcigzony byt sitg 5 N, Srednica tarcia
wynosita 12 mm, przy predkosci liniowej 0,05 m/s. Test
odbywat sie w warunkach tarcia suchego.

Badania wkretéw kostnych zostaty przeprowadzone po-
dobnie jak testy ball-on-disc przy wykorzystaniu urzgdzenia
UMT-2 firmy BRUKER. Podczas badania wkrety byty wkre-
cane i wykrecane w przeciwprobke, ktorg stanowita ko$é
wotowa. Przed testem kosci zostaty doktadnie oczyszczone
z tkanki miekkiej. W przygotowanych kosciach nawiercono
otwory wykorzystujgc wiertto ortopedyczne o Srednicy
3 mm (RYS. 1).

Three roughness parameters have been obtained during
the examination: maximum roughness (Rmax), average
roughness (Ra) and peak-to-valley roughness (Rz).

The mechanical properties of the carbon films were
measured using nanoindentation technique with Nano
Indenter G200 (Agilent Technologies, USA) equipped with
a nanoindentation, nanoscratch and nanoimpact system.
For nanoindentation a diamond Berkovich tip (Micro Star
Technologies, USA) and the continuous stiffness measure-
ment (CSM) mode were used. For adhesion measurements
a diamond cone (apex angle equal to 87.7° and radius equal
t0 0.91 ym) was used. Evaluation of adhesion was made on
the basis of changes in the coefficient of friction recorded
during the measurement process.

All tests performed were carried out under standard con-
ditions, i.e. temperature approx. 20°C, the average value of
the air humidity of 50%.

Friction and wear behavior of these films were measured
by a ball-on-disk tribometer (UMT-2, BRUKER, USA) op-
erating in a linear reciprocating mode. The ZrO, ball of /4"
diameter was used as a sliding counter body against all the
test specimens. The normal load and sliding speeds were
kept constant at 5 N and 0.05 m/s, respectively.

Studies of the bone screws have been carried out using
also the UMT-2 Bruker. During the test, the screws were
loosened and screwed into the bovine bone. Before the
test, the bones were carefully cleaned of soft tissue and into
the bone were drilled holes of 3 mm in diameter (FIG. 1).

The preparation and storage of the bones (both human
- not used in this researches - and animal origin) are widely
described in literature [36-38], however in this case, the used
bones were fresh. The bones were drying and stored in an
airtight container at approximately 6°C. The velocity during
the screwing and unscrewing processes was 12 rev/min.

RYS. 1. Zdjecia przygotowanych do badan pro-
bek: kos¢ wotowa z nawierconymi otworami oraz
wkrety ortopedyczne: a) wkret niemodyfikowany
AISI 316 LVM, b) wkret AlSI 316 LVM DLC, c) wkret
AISI 316 LVM DLC-Si.

FIG. 1. Images of testing samples: cortical bone
with the drilled holes and orthopaedic screws:
a) unmodified AISI 316 LVM screw, b) AISI 316
LVM coated DLC film, c) AISI 316 LVM coated
Si-incorporated DLC film.
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W dostepnych pracach opisywane sg réznorodne spo-

® e @ o o @ o soby przygotowania oraz przechowywania kosci do badan,

zaréwno kosci ludzkich (nie wykorzystywanych w prezen-
towanych badaniach), jak i pochodzenia odzwierzecego
[36-38]. W tym przypadku kosci byty Swieze. Aby nie ulegaty
wysuszaniu, byly przechowywane w hermetycznym opako-
waniu w temperaturze ok. 6°C. Predkos¢ obrotowa podczas
wkrecania wynosita 12 obr/min. Do wkretu podczas czasu
trwania testu przytozona byta stata sita osiowa o wartosci
40 N. Testy przeprowadzono na wkretach modyfikowanych
warstwami weglowymi DLC i DLC-Si oraz wkretach niemo-
dyfikowanych (RYS. 1). Préby przeprowadzono dla jednego,
dziesieciu, piecdziesieciu oraz stu cykli wkrecania i wykre-
cania. Kazda grupa cykli (jeden, dziesie¢ oraz pie¢dziesiat)
byta wkrecana w ten sam przygotowany otwor. Stanowisko
przygotowane do przeprowadzenia opisanych badan zostato
przedstawione na zdjeciu (RYS. 2).

Analiza stanu powierzchni wkretéw po przeprowadzo-
nych probach zuzycia byta wykonana przy pomocy ska-
ningowej mikroskopii elektronowej. Przed obserwacjg na
mikroskopie elektronowym, prébki zostaty umyte w myjce
ultradzwiekowej, w roztworze metanolu (czas procesu
20 min). Dla kazdego z wkretdéw zostaty przeprowadzone
obserwacje z wykorzystaniem skaningowego mikroskopu
elektronowego w trzech projekcjach, tj. zakonczenia gwintu,
obszaru znajdujgcego sie pomiedzy zwojami oraz obszaru
pojedynczego zwoju.

Wyniki i dyskusja

Badania XPS

Otrzymane wyniki badan przy uzyciu spektrometru
fotoelektronow XPS, pozwolity na okreslenie sktadu che-
micznego zmodyfikowanej powierzchni (TABELA 2). Obok
wegla - materiatu bazowego powtoki, na powierzchni
warstwy wystepuje duza ilos¢ tlenu, zaadsorbowanego do
powierzchni materiatu tuz po procesie syntezy w wyniku
jej kontaktu z atmosferg. Tlen w tym wypadku powoduje
wysycenie wolnych wigzan.

W obu przypadkach na powierzchni warstwy mozna
byto réwniez zauwazy¢ niewielkie ilosci takich pierwiast-
kow jak azot, zelazo i ich tlenki. Ich obecno$¢ ma zwigzek
z wystepujgcymi podczas procesu syntezy warstwy efektami
trawienia elektrody. Wytrawione zwigzki przedostajg sie
do atmosfery roboczej i wbudowujg w strukture warstwy.
Wyniki zamieszczone w tabeli pokazujg ponad dwukrotny
wzrost zawartosci krzemu w warstwie domieszkowanej,
co $wiadczy o skutecznosci metody domieszkowania.

TABELA 2. Sktad chemiczny syntetyzowanych
warstw weglowych (DLC) oraz warstw weglowych
domieszkowanych krzemem (DLC-Si).

TABLE 2. Chemical composition of the carbon
coatings (DLC) and Si-incorporated carbon coa-
tings (DLC-Si).

C (0] \| Si Inne [%]

Others [%]

[%] [%] [%] [%]
DLC | 4211 | 4192 | 068 | 215 13.14

IDLC-Si 38.72 | 43.66 | 1.07 4.48 12.07 I

RYS. 2. Uklad do analizy pracy wkretow ortope-
dycznych w kosci wotowej.

FIG. 2. Apparatus for the analysis of orthopaedic
screws into the bone.

On the screws constant axial force of 40 N was applied.
The changes of the torque were not measured. The tests
were performed on the screws modified by DLC layers and
DLC-Si as well as on the unmodified screws (FIG. 1). The
trials were carried out for one, ten, fifty and one hundred
cycles of screwing/unscrewing process. For one of the group
of cycles (one, ten, fifty and one hundred) one prepared hole
was used. Prepared equipment to perform the described
research is shown in the FIG. 2.

Analysis of the surface of the screws after tests was made
using scanning electron microscopy (SEM). Prior to observa-
tion by electron microscopy, specimens were cleaned in an
ultrasonic cleaner, in methanol solution (process time 20 min).
The SEM observations of the orthopaedic screws surfaces
were prepared in three projections, i.e. the end of the thread,
an area between the coils and the area of a single coil.

Results and Discussions

The XPS observations

TABLE 2 shows the results of the XPS analysis of carbon
coatings. Results present the atomic concentration of the
elements in the deposited DLC films. It can be seen that the
concentration of the silicon in the obtained DLC-Si films is
about 4.48 at.%. Due to adsorption of the oxygen molecules
from the atmosphere, the amount of this element in the
chemical composition of the coating is increased.

In both cases, in chemical composition of the surface
layer small amounts of elements such as nitrogen, iron and
theirs oxides are noted. This effect is related to the process
of synthesis of the DLC films. The reason of these results is
the fact, that during the process the electrode is etching and
the etched compounds can get into the working atmosphere
and build into the layer.
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Mikroskop sit atomowych AFM

Badania topografii powierzchni wykonane za pomocg
AFM pozwolity stwierdzi¢ brak réznic pomiedzy warstwami
weglowymi oraz warstwami domieszkowanymi krzemem
(RYS. 3). Obie powierzchnie wykazujg cechy drobnoziar-
nistej struktury amorficznej.

Grubos¢ wytworzonych warstw zostata zmierzona i za-
wiera sie w przedziale pomiedzy 200 a 250 nm.

Wyniki zmierzonych wspétczynnikow chropowatosci
zostaty zestawione w TABELI 3. Wartosci wspoétczynnikéw
Ra, Rz oraz Rmax dla poszczegélnych powtok sg do siebie
zblizone.

The AFM observation

AFM analysis confirms that the surface of these filmsis ® @ @ o @ @ o

uniform and smooth. FIG. 3 illustrates topographic image of
the DLC and the Si-incorporated DLC coatings. Both surfaces
have the characteristics of fine-grained amorphous structure.

The thickness of the deposited layers was in the range
between 200 and 250 nm.

The results of the surface roughness of the samples are
shown in TABLE 3. The obtained results for the DLC and
DLC-Si coatings do not present significant changes. Three
parameters of surface roughness Ra, Rz and Rmax have
similar values.

&)

0.0 Height  2.0um

40.0 nm

0.0 Height 2.0 um

RYS. 3. Zdjecia AFM warstwy weglowej (DLC) i warstwy weglowej domieszkowanej krzemem (DLC-Si).
FIG. 3. AFM images of carbon coasting (DLC) and Si-incorporated carbon coating (DLC-Si).

TABELA 3. Wartosci wspoétczynnikéw chropowato-
$ci dla podtoza — AISI 316 LVM, warstwy weglowej
oraz warstwy weglowej domieszkowanej krzemem.
TABLE 3. The results of the surface roughness of
the samples: AlSI 316 LVM, carbon coatings (DLC)
and Si-incorporated carbon coatings (Si-DLC).

Probka Ra Rz Rmax
Sample [um] [um] [um]
AISI 316 LVM | 0.05 +0.01 | 0.50 +0.11 | 0.80 +0.25
DLC 0.08 +0.00 | 0.69 +0.11 | 1.13 £0.04
DLC-Si 0.05 +0.01 | 0.55 +0.01 | 1.40 +0.42

Wiasciwosci mechaniczne

Poréwnujgc wyniki otrzymane dla warstwy weglowej
oraz warstwy weglowej domieszkowanej krzemem widac,
ze wartosci odpowiednich parametrow — twardosci, modutu
Younga oraz adhezji — sg do siebie zblizone (TABELA 4).
Warstwy DLC charakteryzujg sie minimalnie wiekszymi
wartosciami twardosci oraz modutu Younga niz DLC-Si,
jednak réznice sg pomijalnie mate, co swiadczy, ze do-
mieszka krzemowa nie pogarsza wiasciwosci mechanicz-
nych otrzymanych warstw. Bendavid w swoich badaniach
zaprezentowal, iz wraz ze wzrostem stezenia krzemu
twardos¢ warstw weglowych maleje, co moze by¢ spowo-
dowane zmiang stosunku faz sp? do sp? [25]. W przypadku
przeprowadzonych badan zastosowana domieszka krzemu
(4,48 at. %) nie powoduje jednak pogorszenia wtasciwosci
mechanicznych powtoki.

TABELA 4. Wartosci twardos¢ i modutu Younga
dla warstw weglowych oraz warstw weglowych
domieszkowanych krzemem.

TABLE 4. Hardness and Young’s modulus of the
carbon coatings (DLC) and Si-incorporated carbon
coatings (Si-DLC).

Prébka / Sample Wynik pomiaru / Measurement

Twardos¢ / Hardness [GPa]

DLC 10.9 £0.6
DLC-Si 9.1 +£0.7
Modut Younga / Young’s modulus [GPa]
DLC 220
DLC-Si 210

Adhezja — obcigzenie krytyczne [mN]
Adhesion — critical load [mN]
DLC 20.5 0.9
DLC-Si 20.8+1.3

Mechanical properties

The results of mechanical properties of the DLC and
DLC-Si coatings are presented in TABLE 4. Comparing the
results obtained for the DLC and DLC-Si coatings, Young'’s
modulus and adhesion do not present significant changes
between different probes. DLC layers characterize slightly
higher values of hardness and Young’s modulus than the
DLC-Si; however, the differences are negligible, which
proves that the addition of silicon does not impair the me-
chanical properties of the layers. Bendavid et al. showed that
with the increase in silicon concentration the hardness of
carbon layers decreases, which may be caused by changes
in the phase ratio sp? to sp® [25]. In the conducted studies
the applied dopand of silicon (4.48 at. %) does not cause
deterioration of the mechanical properties of the coating.
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Wyniki testu tribologicznego

Test ball-on-disc zostat przeprowadzony dla prébek
cylindrycznych z warstwg weglowg oraz warstwg weglowg
domieszkowang krzemem.

Analizujgc wykres (RYS. 4), mozemy stwierdzi¢, ze
warstwa DLC-Si cechuje sie wiekszg odpornoscig na
Scieranie. Zgodnie z zamieszczonym wykresem, widac,
ze warstwa domieszkowana ulegta wytarciu po prawie
dwukrotnie wiekszej liczbie cykli przeprowadzanych pod-
czas testu trybologicznego. Ponadto mozna stwierdzi¢, ze
wartos¢ wspotczynnika tarcia jest obnizona dla warstwy
z dodatkiem krzemu.

Skaningowy mikroskop elektronowy

Wszystkie wykorzystane podczas prowadzenia badan
wkrety kostne zostaty poddane obserwacji oraz analizie
porownawczej. Obserwacja implantéw zostata wykonana
po przeprowadzeniu jednakowe;j liczby cykli oraz po prze-
byciu takich samych proceséw przygotowawczych; niektore
z otrzymanych wynikéw zostaty zamieszczone w niniejszej
pracy.

Wyniki obserwacji mikroskopowych pozwolity na stwier-
dzenie, ze modyfikacja powierzchni wkretéw kostnych ma
wptyw na efekty ich oddziatywania z tkankg kostng. Pierwszg
weryfikacje wynikéw wykonano poprzez poréwnanie zdjec
wkretéw, na ktoérych zostat przeprowadzony jeden cykl

Tribology tests

The ball-on-disc test was conducted on the cylindrical
samples coated with carbon DLC and DLC-Si layers.

The DLC-Si coating has a higher abrasion resistance
than the DLC. FIG. 4 shows that the doped coating was
destroyed after nearly twice number of cycles during the
tribological test. Furthermore, it can be concluded that the
value of friction coefficient for the layer with silicon addition
is decreased.

SEM observations

Orthopaedic screws used during the studies were sub-
jected to observation and comparative analysis. After the
same number of cycles and the preparation processes the
implants were observed; some of the results are presented
in this paper.

The SEM observations allowed to conclude that the
modification of the surface of the orthopaedic screws have
an impact on the effects of their interaction with bone tissue.
FIG. 5 shows the surface area of the three screws be-
tween the coils. After one cycle the large bone fragments
are clearly visible on the surface (which was confirmed by
a subsequent EDS analysis results given below; the length
of the fragments is up to several hundred pm). On the modi-
fied surfaces of the implant (DLC and DLC-Si) there are no
free debris of bone tissue.

pomiarowy. RYS. 5 przedstawia
zestawienie powierzchni trzech 3.5 07
wkretéw obszaru pomiedzy
zwojami. W przypadku wkretu 3 0.6
wykonanego ze stali 316 LVM, MM:::{:
po pierwszym cyklu pomiaro- =D o~ 7 L 05 o
wym, na powierzchni wyraznie E%‘ / ,' 8§
zauwazalne sg duze fragmenty [ '« £ 2 ,.‘ 0.4 f €
tkanki kostnej (nawet do kilkuset | £ p= / 77 €3
um diugosci; co zostato potwier- | &£ 1.5 - 0.3 fc

, Sozosalb povier 1 23 J / —DLC s
dzone w pozniejszej analizie b - ,I ‘gg
EDS.’ yvyniki zamie§zczonq 1 " ——=DLC-5] 0.2 £ E
ponizej). Na zmodyfikowanej
powierzchni implantu nie wyste- 0.5 0.1
pujg niezwigzane z powierzch-
nig elementy tkanki kostnej. 0 0

0 200 400 600 800 1000
Liczba cykli
Friction cycles

RYS. 4. Wspoétczynnik tarcia oraz sita tarcia dla warstwy weglowej (DLC) oraz
domieszkowanej krzemem (DLC-Si) dla 1000 cykli.

FIG. 4. Coefficient of friction and friction force of carbon coating (DLC) and
Si-incorporated carbon coating (DLC-Si) for 1000 cycles.

-

a . }
WD22mm  SS60

SEl  20kV
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SEl  20kV
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SEl  20kV
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WD25mm  SS60

RYS. 5. Zdjecia SEM powierzchni wkretow po 1 cyklu wkrecania/wykrecania w kos¢: a) AlISI 316 LMV, b) AlSI

316 LMV DLC, c) AlISI 316 LMV DLC-Si. Powigkszenie 10x.

FIG. 5. SEM images of the surface after 1 screwing/unscrewing cycle: a) AlSI 316 LMV, b) AISI 316 LMV DLC,

c) AISI 316 LMV DLC-Si. Magnification 10x.
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Na zdjeciach mikroskopowych obszaru pomiedzy
zwojami wkretéw, dla wiekszych powiekszen, mozna za-
obserwowag, iz na wkretach z warstwami weglowymi oraz
z warstwami domieszkowanymi krzemem widoczne sg zmia-
ny na powierzchni (RYS. 6). Do powierzchni wkretéw ad-
heruje warstwa tkanki kostnej tworzac tzw. tribofilm kostny.
Na wkretach, pomimo ich umycia w myjce ultradzwiekowej
przed obserwacjami mikroskopowymi, film pozostaje na
powierzchni.

SEl  20kV
Sample

WD14mm SS60

SEl  20kV
Sample

FIG. 6 shows the area between the coils on the modi-

fied surface of the orthopaedic screws. In the presented ® @ e o @ ® o

SEM images some changes on the material surface can be
observed. On the modified surface the bone film (tribofilm)
was present. Prior the observation the screws were cleaned
in the ultrasonic bath; however the film remained visible on
the surface.

WD25mm  SS60

RYS. 6. Zdjecia SEM powierzchni wkretéw po 10 cyklach wkrecania/wykrecania w kos¢: a) AlSI 316 LMV DLC,

b) AISI 316 LMV DLC-Si. Powigkszenie 70x.

FIG. 6. SEM images of the surface after 10 screwing/unscrewing cycles: a) AlSI 316 LMV DLC, b) AISI 316 LMV

DLC-Si. Magnification 70x.
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RYS. 7. Zdjecie SEM powierzchni wkretu po wykonaniu 50 cykli wkrecania i wykrecania, wkret AISI DLC-Si oraz

jego analiza EDS.

FIG. 7. SEM images of the surface after 50 cycles of screwing/unscrewing, AISI DLC-Si screw and EDS qualitative

chemical composition of the sample.
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SEI 20KV WD22mm SS60 x25 1mm
Sample Sample

:.

SEl  20kV WD14mm  SS60

SEI 20KV
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RYS. 8. Zdjecia SEM powierzchni wkretéw po 50 cyklach wkrecania/wykrecania w kos¢: a) AlSI, b) AISI 316 LMV

DLC, c) AISI 316 LMV DLC-Si. Powiekszenie 25x.

FIG. 8. SEM images of the surface after 50 screwing/unscrewing cycles: a) AlSI, b) AISI 316 LMV DLC, c) AlSI

316 LMV DLC-Si. Magnification 25x.

W niniejszej pracy zestawiono réwniez wyniki po
przeprowadzeniu 10 cykli pomiarowych (wkrecanie oraz
wykrecanie). Jednakze, liczba cykli nie wykazata wptywu
na otrzymywane wyniki. W celu zweryfikowania skftadu
tribofilmu z powierzchni wkretéw, a tym samym potwier-
dzenia obecno$ci tkanki kostnej na ich powierzchni, zostata
wykonana analiza EDS (RYS. 7 i 8).

Wyniki analizy EDS, pozwolity potwierdzi¢ postawione
zatozenie, iz na wkretach pokrytych warstwami weglowymi
domieszkowanymi krzemem oraz bez domieszki osadza
sie tkanka kostna, ktora tworzy na powierzchni implantow
tribofilm. Analiza jakosciowa EDS pozwolita na stwier-
dzenie, iz powstaty na powierzchni film zbudowany jest
z mineralnych sktadnikéw kosci. Tribofilm jest rbwnomiernie
roztozony na wkretach pokrytych warstwami weglowymi,
niezaleznie od przeprowadzone;j liczby cykli. W niniejszej
pracy przedstawiono jedynie wybrane, przyktadowe wyniki
obserwacji SEM oraz analizy EDS.

Na zestawieniu zdje¢ SEM (RYS. 8) przedstawiono wy-
niki obserwacji wykonane po przeprowadzeniu serii pomia-
réw dla kazdego z wkretdw, gdzie liczba cykli wynosita 50.
Analizujgc trzy obrazy mozemy zauwazyé, ze po przeprowa-
dzeniu wiekszej liczby cykli, na wkretach z réznym stanem
powierzchni tendencja zachowania implantu nie zmienia sie.

Projekcje zaprezentowane na RYS. 8 przedstawiajg
widoczne roznice w zachowaniu sie wkretow z niezmo-
dyfikowang powierzchnig i wkretéw z powtokami DLC.
Wyraznie widoczne sg wielkosci fragmentéw kostnych na
powierzchniach znajdujgcych sie w okolicy gwintu wkretu
ortopedycznego. Na wkretach wykonanych ze stali 316
LVM fragmenty kostne lezg na powierzchni, jednak nie sg
Z nig zwigzane, nie tworzg filmu, a stanowig wolne zanie-
czyszczenia.

RYS. 9b oraz c, pozwala stwierdzi¢, ze na zmodyfiko-
wanych powierzchniach nie wystepujg wolne fragmenty
tkanki kostne;j.

Aby dokfadniej zilustrowa¢ miejsca gromadzenia sie
najwiekszej ilosci materiatu kostnego wykonano kolejng
analize — obserwacje gwintow implantéw (RYS. 9). Wyraznie
widoczne jest, ze fragmenty przyczepione do gwintu widocz-
ne sg jedynie dla implantu wykonanego ze stali 316 LVM.
W przypadku powierzchni z warstwg weglowg oraz warstwg
weglowg domieszkowang krzemem nie sg widoczne luzne
fragmenty tkanki kostnej. Widoczne sg zmiany w strukturze
powierzchni, aczkolwiek, co zostato wczes$niej opisane,
nie sg to przetarcia warstw, a jedynie wytworzona warstwa
tkanki kostnej (filmu) na powierzchni wkretu.

In this paper, authors summarized the results after 10
cycles of screwing/unscrewing process. However, the
number of cycles showed no effect on the results obtained.
In order to verify the composition of the tribofilm and there-
by to confirm the presence of bone tissue on the surface,
EDS analysis was performed (FIG. 7 and 8).

The results of the EDS analysis confirmed that the
bone tissue adheres to the modified screws creating the
tribofilm. Qualitative EDS analysis allowed to conclude that
the film formed on the surface was made of the mineral
components of bone. Tribofilm is uniformly distributed on
the screws covered with carbon layers, regardless of the
number of cycles. In this paper only selected examples
of the results of SEM observations and EDS analysis are
presented.

FIG. 8 shows the results of SEM observation made after
50 cycles of screwing/unscrewing process. SEM analysis
demonstrated that the number of cycles had no influence
on the surface condition. On the surface of unmodified
screws some free elements of free bone tissue may be
observed. On the other hand, on modified surface the
tendency is preserved, there was the tribolfilm covering
the implant. The projections of three different screws in
the same conditions present clearly the differences about
the behaviour.

In order to illustrate the influence of modification of or-
thopaedic screws on the changes on the implant surface
as a result ofimplant-bone contact, the area of a single coil
was observed (FIG. 9). It can be seen that the free bone
fragments are only on the unmodified surface of the screw.
On the surface with DLC and DLC-Si coatings the free bone
fragments were not visible. Moreover, on the coated screws
the abrasion of the coatings was not visible.

This analysis allows to notice that the number of the
cycles of screwing/unscrewing process with a load of 40 N
force did not affect to damage the carbon layers. As shown
in FIG. 9, there are visible changes in the surface structure,
although, what was described previously, it is not abrasive
layer, but the formed bone tissue (film) on the surface of the
screws. The distribution of this tribofilm on both samples
is uniform.
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RYS. 9. Zdjecia SEM powierzchni wkretow po 50 cyklach wkrecania/wykrecania w kos¢: a) AlSI, b) AISI 316 LMV

DLC, c) AlISI 316 LMV DLC-Si. Powiekszenie 100x.

FIG. 9. SEM images of the surface after 50 screwing/unscrewing cycles: a) AlSlI, b) AlISI 316 LMV DLC, c) AlSI

316 LMV DLC-Si. Magnification 100x.

Powyzsza analiza pozwolita réwniez zauwazyé¢, ze
w wyniku przeprowadzonych prob nie udato sie zerwac
syntezowanej warstwy; liczba cykli pracy oraz liczba pro-
ceséw wkrecania oraz wykrecania srub blokujgcych — przy
obcigzeniu sitg 40 N - nie uszkodzity warstw weglowych.

Zestawione wyniki analizy SEM oraz EDS pozwalajg
jednoznacznie stwierdzi¢, ze w wyniku zadanych warunkow
pracy w parze implant-ko$¢ w zadnym z przypadkéw nie
zostata zerwana warstwa weglowa.

Whioski

Warstwy weglowe oraz warstwy weglowe domieszko-
wane krzemem wytworzone metodg RF PACVD cechujg
sie bardzo dobrymi wtasciwosciami mechanicznymi
i tribologicznymi. Modyfikacja implantéw medycznych war-
stwami DLC i DLC-Si powoduje zmiany zachodzgce na ich
powierzchni w wyniku wspotpracy z koscig. Na powierzchni
modyfikowanych implantéw po wykonaniu zadanej liczby
cykli zauwazono powstawanie zwigzanego z powierzchnig
tribofilmu adhezyjnego, zbudowanego z materiatu kostnego.
Wytworzony film jest jednorodny, pokrywa catg powierzchnie
gwintow wkretéw ortopedycznych - niezaleznie od liczby
przeprowadzonych cykli pracy. Dla wkretéw niemodyfi-
kowanych na powierzchni implantu wystepujg luzne, po-
strzepione fragmenty kostne, nie zwigzane z powierzchnig
metalu. Przeprowadzone préby nie spowodowaty zerwania
warstwy weglowej z powierzchni wkretéw - przy zadanych
parametrach nie uzyskano efektu wytarcia warstwy weglo-
wej z powierzchni implantu. Pomimo przeprowadzenia stu
cykli wkrecania/wykrecania, wytworzone warstwy weglowe
nie ulegly przetarciu. Otrzymane wyniki moga $wiadczy¢
o dobrej osteointegracji wytworzonych warstw, przy zacho-
waniu dobrych wtasciwosci mechanicznych.
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Conclusions

The DLC and DLC-Si coatings manufactured by modified
RF PACVD method are characterized by very good mechani-
cal and tribological properties. Modification of the medical
implants surfaces by DLC and DLC-Si layers allowed to
change the result of implant-bone contact.

On the implants’ surface after a predetermined number
of cycles the formation of the adhesive tribofilm made from
bone tissue was noted. The created film is uniform and
covers the entire surface of orthopaedic screw thread - re-
gardless of the number of cycles of screwing/unscrewing.
There are loose, frayed bone fragments on the surface
of unmodified screws, not bound to the metal surface.
The analysis permitted to note that the number of the cycles
of screwing/unscrewing process did not allow to damage the
carbon layers. Despite completion of a hundred of cycles,
manufactured carbon coatings were not scratched. Obtained
results may provide a good osseointegration produced
coatings, while maintaining good mechanical properties.
The obtained results may evidence of a good osseointe-
gration of manufactured coatings, while maintaining good
mechanical properties.
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Streszczenie

Utrata tkanek zmineralizowanych zeba zaréwno
w efekcie proceséw patologicznych, jak i samego
leczenia jest czynnikiem decydujgcym o ostabieniu
zeba. Najczes$ciej pojawiajg sie pekniecia na po-
wierzchni wypetnienia w nastepstwie powtarzajgcych
sie cykli nagryzien. Rozprzestrzeniajg sie one wow-
czas w zebie i wypetnieniach. Pekniecia obok mikro-
przeciekow sg jednym z gtdwnych powodow wymiany
wypetnien. Ostatnio najczesciej wybieranymi, zaréwno
przez lekarzy stomatologow jak i pacjentéw, materia-
tami odtwoérczymi sg materiaty kompozytowe. Istnieje
wiele sposobow zwiekszania odporno$ci mechanicz-
nej kompozytow stomatologicznych np. umieszczanie
ich w formie licowania na konstrukcjach metalowych
lub wprowadzania do ich wnetrza réznego rodzaju
wtdkien: szklanych, weglowych, poliaramidowych
lub polietylenowych. Jednym z takich innowacyjnych
materiatéw jest everX Posterior firmy GC, kompozyt
wzmocniony krotkim wtoknem szklanym. Materiat
ten posiada wtasciwosci mechaniczne zblizone do
zebiny, uzywany jest do wypetnien ubytkéw w zebach
bocznych jako pierwsza warstwa odtwarzajgca zebine.

Zaawansowana nieniszczgca technika obrazowa-
nia struktur za pomocg tomografii komputerowej (CT)
stanowi doskonate narzedzie analizy jako$ci mate-
riatéw. Dlatego w prezentowanej pracy zastosowano
technike mikro-CT do analizy jako$ci wypetnienia
i potgczenia dwdch materiatow do odbudowy ubytkow.
W badaniu wykorzystano zeby trzonowe trzecie bez
prochnicy usuniete ze wzgleddéw ortodontycznych.
Biomateriat kompozytowy wzmocniony wtéknem
szklanym everX Posterior firmy GC aplikowano
jedng 2-3 mm warstwg, a nastepnie aplikowano
kompozyt konwencjonalny Filtek 2250, 3M ESPE
metodg warstwowg 2-3 mm. Analizowana struktura
zeba oraz materiatbw kompozytowych potwierdza
wysokiej jakoSci wypetnienia. Brak porowatosci oraz
szczeliny brzeznej pozwala na wyeliminowanie mikro-
-przeciekéw pomiedzy wypetnieniami a tkankg zeba.
Ponadto, granica rozdziatu pomiedzy kompozytem
wzmacnianym wtoknami a kompozytem wzmacnia-
nym nanoczgstkami wydaje sie doskonata.

Stowa kluczowe: mikrotomografia komputerowa,
wypetnienia kompozytowe, adhezja, struktura

[Inzynieria Biomateriatow 137 (2016) 13-19]
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Abstract

The loss of mineralized tissues of the tooth as
a result of pathogenic processes and treatment is
the principal factor leading to tooth weakening. Most
frequently, the cracks occur on the filling surface as
a result of repeatable cycles of bites. They propagate
in the tooth and the filling. The cracks belong to the
reasons of filling's replacement and consequently
affecting filling's durability. Recently, composite ma-
terials are most frequently selected by the dentists
and patients as reconstruction materials. There are
many ways of increasing mechanical resistance
of dental composites e.g. their location in the form of
facing on metal structures or introduction of various
fibres made of glass, carbon, aramid or polyethy-
-lene. EverX Posterior is manufactured by GC in the
form of composite reinforced with short glass fibres.
The properties of this material are similar to the
properties of dentine. Therefore it is used for cavity
filling in side teeth as the first layer of dentine recon-
struction.

Advanced non-destructive structures imaging
technique by means of computer tomography (CT) is
an excellent tool used for materials quality analysis.
So the micro-CT analysis of quality and joining of
restorative materials based on different filler was
presented in this paper. Third molars without caries,
extracted due to orthodontic reasons, have been used
in the test. Composite biomaterial reinforced with
glass fibre - everX Posterior by GC — was applied
in the form of single layer and next Filtek Z250, 3M
ESPE conventional composite was applied in the form
of layer with a thickness of 2-3 mm. Analysed structure
of the tooth and composite materials confirms the
high quality of the restoration. The filling received by
layer technique is free of porosities, thus suggesting
the lack of micro-leakages between the filling and
tooth tissues. Moreover, the interface between the
fibre reinforced and particle reinforced nanocomposite
biomaterials seems to be ideal.

Keywords: computer micro-tomography, fillings,
composite restoration, adhesion, structure

[Engineering of Biomaterials 137 (2016) 13-19]
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Wprowadzenie

Choroba préchnicowa i jej nastepstwa doprowadzajg
do nieodwracalnej utraty tkanek zeba. Gtéwnym celem
i zadaniem stomatologii odtwdrczej jest ich rekonstrukcja
oraz przywrécenie estetyki i funkcji zeba w uktadzie stoma-
tognatycznym przy zachowaniu odpowiedniej trwatosci wy-
konanej odbudowy. Wtasciwie wykonana odbudowa tkanek
zeba wptywa na jego wytrzymatos¢é mechaniczng, odpornosé
na obcigzenia i inne ztozone czynniki fizyko-chemiczne dzia-
tajgce w jamie ustnej [1-3]. Wspotczesna literatura dostarcza
licznych doniesien dotyczacych ostabienia tkanek zebdéw
w wyniku leczenia préchnicy oraz leczenia endodontycznego.
Reeh i wsp. [4], stwierdzili, ze w przypadku ubytku MOD
(ang. Mesio-Distal-Occlusal) dochodzi do ostabienia wytrzy-
matosci mechanicznej zeba az 0 63%, a uzyskanie dostepu
do jamy zeba podczas leczenia kanatowego skutkuje 5%
spadkiem wytrzymatosci mechanicznej. Podobne wnioski
wysuneli Becciani i Castelluci [5], wedtug ktérych lecze-
nie endodontyczne prowadzi do ostabienia struktur zeba
i zmiany wiasciwosci fizyko-mechanicznych. Wielu autoréw
twierdzi [4,6,7], ze czynnikiem decydujagcym o ostabieniu
zeba jest utrata jego tkanek zmineralizowanych zaréwno
w efekcie proceséw patologicznych, jak i samego leczenia.

Ostatnio najczesciej wybieranymi, zaréwno przez lekarzy
stomatologow jak i pacjentoéw, materiatami odtwdrczymi sg
materiaty kompozytowe. Zgodnie z definicjg materiat kom-
pozytowy skfada sie z osnowy i wzmocnienia. W wypetnie-
niach stomatologicznych krotkie widkna szklane zatrzymujg
i zapobiegajg rozprzestrzenianiu sie peknie¢. Najczesciej
pekniecia zachodzg od powierzchni materiatu kompozyto-
wego, przechodzgc w gtgb materiatu, az do struktury zeba.
Jedng z przyczyn wymiany wypetnien sg wiasnie pekniecia.
Ze wzgledu na mikroprzeciek oraz pekniecia wewnatrz ma-
teriatu prowadzone sg proby poprawy ich wtasciwosci m.in.
zwiekszenia ich odpornosci mechanicznej [8]. Wymaga to
modyfikacji zaréwno poszczegdlnych sktadnikoéw, takich jak
zywica i wzmocnienie, jak i ich potgczenia (interfaza). Proby
dotyczg zmiany wielkosci czgstek wzmocnienia (od makro- do
nanoczgstek), ilosci wzmocnienia lub sktadu chemicznego po-
limerowej osnowy [9]. Wytrzymatos¢ biomateriatow kompozy-
towych na zniszczenie nie jest wysoka, na ogot nie przekracza
140 MPa [10,11]. Istnieje wiele sposobow zwiekszania od-
pornosci mechanicznej kompozytéw stomatologicznych np.
umieszczanie ich jako licéwka na podtozu metalowym lub wpro-
wadzanie do ich wnetrza réznego rodzaju widkien: szklanych,
weglowych, aramidowych lub polietylenowych [10,12-15].
Jednym z takich innowacyjnych materiatéw jest everX Po-
sterior firmy GC, kompozyt wzmocniony krétkim wiéknem
szklanym. Materiat ten posiada wtasciwosci mechaniczne
zblizone do zebiny, uzywany jest do wypetnien ubytkow w ze-
bach bocznych jako pierwsza warstwa odtwarzajgca zebine.
EverX Posterior zawiera 3 gtéwne skfadniki: zywice Bis-GMA,
TEGDMA, PMMA, ktére tworzg czesciowo przenikajgca sie
sie¢ polimerdéw, ktéra z kolei zapewnia dobre potgczenie
z innymi materiatami kompozytowymi. Drugi sktadnik to
wiokno szklane, a trzeci - nieorganiczne czgsteczki szkta
borowego [9,16]. Wedtug badan laboratoryjnych everX Po-
sterior wykazuje zmniejszony skurcz polimeryzacyjny, a przez
to zmniejszony mikroprzeciek brzezny [16]. Badania in vivo
everX Posterior prowadzone przez Garoushi i wsp. [8,17]
wskazujg na dobre wiasciwosci kliniczne tego materiatu,
zas badania in vitro wykazaty odpornos¢ na oddziatywanie
zmiennych obcigzen [18]. Oprocz adhezji chemicznej, widkna
wprowadzajg retencje mechaniczng w celu zapewnienia
dobrego wigzania z kazdym natozonym na niego kompozy-
tem i tkankami zeba [8,9,16,18]. Zastosowanie kompozytu
z widknami szklanymi oraz konwencjonalnego umozliwia
biomimetyczng odbudowe struktury zeba.

Introduction

Dental caries and its consequences lead to irreversible
loss of tooth tissues. The principal aim and task of restorative
dentistry is their reconstruction and recovery of aesthetical
features and functions of a tooth in stomatognathic system
and maintenance of proper durability of the performed resto-
ration. The correct reconstruction of tooth tissues contributes
to its mechanical strength, resistance to loads and other
complex physicochemical factors occurring in oral cavity
[1-3]. Contemporary literature describes numerous cases
of teeth tissues weakening as a result of caries treatment
and orthodontic treatment. Reeh et al. [4] found that MOD
(Messial-Occlusal-Distal) loss leads to the reduction of me-
chanical strength of the tooth even by 63% and that access
reached to tooth cavity in course of canal treatment results
in mechanical strength reduction of 5%. Similar conclusions
have been drawn by Becciani and Castelluci [5]. In their
opinion, endodontic treatment leads to weakening of tooth
structures and change of physico-mechanical properties.
In the opinion of many authors [4,6,7], the loss of mineralized
tissues of the tooth as a result of pathogenic processes and
as a result of the treatment is the principal factor leading to
tooth weakening.

Recently, composites are reconstruction materials which
are most frequently selected by the dentists and patients.
In accordance with their definition, composite material con-
sists of matrix and reinforcement. The short glass fibres in
composites prevent the initiation of cracks and their propa-
gation. Most frequently, the cracks originate from composite
material surface and reach tooth structure propagating within
material. Cracks are one of the reasons for fillings replace-
ment. Due to micro leakage and inner cracks of the material,
the efforts are continued in order to improve its properties
among others to increase its mechanical resistance [8].
Therefore it is necessary to modify individual components
i.e. resin and filler as well as their bonding (interface).
The studies are associated with variation of filler particles
size (from macro-fillers to nano-fillers), filler amount or
chemical composition of polymer matrix [9]. The strength of
these composite biomaterials is not sufficient; generally it is
not higher than 140 MPa [10,11]. There are many ways for
increasing mechanical resistance of dental composites e.g.
their location as veneer on metal substrate or introduction of
various types fibres made of glass, carbon, aramid or poly-
ethylene [10,12-15]. EverX Posterior manufactured by GC
in the form of composite reinforced with short glass fibres is
considered as an innovative material. The properties of this
material are similar to the properties of dentine. Therefore it
is used for restoring losses in side teeth as the first layer of
dentine reconstruction. EverX Posterior contains 3 principal
components i.e. Bis-GMA, TEGDMA, PMMA resins creat-
ing semi-Interpenetrating polymer network ensuring proper
bonding with other composite materials. Glass fibres are the
second component and inorganic particles of boride glass
represent the third one [9,16]. In accordance with laboratory
tests, everX Posterior is characterized by reduced polymeri-
zation shrinkage and consequently by reduced edge micro
leakage [16]. EverX Posterior in vivo tests carried out by
Garoushi at al. [8,17] indicate good clinical properties of
this material and in vitro tests demonstrated resistance to
the impact of variable loads [18]. Except of chemical adhe-
sion, the fibres improve the mechanical retention in order
to proper bonding with each composite applied thereon
and with tooth tissues [8,9,16,18]. The use of composite
with glass fibres and conventional composite enables the
biomimetic reconstruction of tooth structure.
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Zaawansowana nieniszczgca technika obrazowania
struktur za pomocg tomografii komputerowej (CT) stanowi
doskonate narzedzie analizy jakosci materiatéw. Badacze
wykorzystujg tomografie w celach monitorowania skurczu
polimeryzacyjnego oraz mikroprzeciekdw w tkankach zebéw
i wypemnieniach. Metoda CT umozliwia rowniez doktadng
lokalizacje porowatosci i innych nieciggtosci, ktére wystepuja
w strukturze. Mikrotomografia komputerowa (mikro-CT),
pozwala na otrzymanie obrazéw 2D i 3D o wysokiej roz-
dzielczosci przestrzennej struktury matych obiektéw. Metoda
ta zostata rozpowszechniona w medycynie do badania
struktury i zawartosci mineralnej kosci i zgbdw [19-22].
Stwierdzono réwniez, ze wykorzystanie tego narzedzia staje
sie niezbedne do wizualizacji cech strukturalnych w tkan-
kach, do wsparcia inzynierskich zastosowan w regeneracji
tkanek [23,24]. W materiatach stomatologicznych badania
mikro-CT wykorzystuje sie do analizy struktur na granicy
faz zebiny i klejow kompozytowych [25], w celu scharak-
teryzowania zawartosci mineralnej szkliwa i zebiny [26],
a takze jakosciowej oceny 3D adaptaciji brzeznej [27]. Wyniki
mikro-CT moga rowniez by¢ wykorzystane do wyznaczenia
konturow powierzchni szkliwa, zebiny i wypetien w celu
wygenerowania modeli 3D za pomocg metody elementéw
skonczonych [28].

Celem pracy jest ocena jakosci potgczenia materiatu
kompozytowego wzmocnionego witéknem szklanym z kom-
pozytem konwencjonalnym oraz tkankami zeba za pomocg
mikrotomografii komputerowej. Wykonana zostata analiza
2D i 3D jakosci wypetnien oraz adhezji na granicy dwdéch
roznych kompozytdw i granicy z tkankami zgba.

Materialy i metody

W badaniu wykorzystano zeby trzonowe trzecie (pie¢
zebdw ludzkich) bez prochnicy, usuniete ze wzgledéw
ortodontycznych. Po ekstrakcji zeby byty oczyszczane
z resztek tkanki tgcznej oraz osadu, a nastepnie umiesz-
czane w wodzie destylowanej. Prébki przechowywano
w temperaturze pokojowej. W kazdym zebie opracowywano
ubytek kl. | wedtug Blacka na gtebokos¢ 6 mm, nastepnie
trawiono technikg ,total etch”, ptukano i aplikowano sy-
stem taczacy (ADPER Single Bond 2, 3M ESPE) zgodnie
z obowigzujgcymi zasadami i zaleceniami producenta.
Biomateriat kompozytowy wzmocniony widknem szklanym
everX Posterior firmy GC aplikowano jedng 3 mm warstwg
i polimeryzowano lampg polimeryzacyjng LED (TPCD
Advanced, USA) o parametrach: widmo 440-490 nm, moc
900 mW/cm?2. Nastepnie aplikowano kompozyt konwencjo-
nalny (Filtek Z250, 3M ESPE) metodg warstwowg 2-3 mm
i polimeryzowano zgodnie z zaleceniami producenta. Po
zakonczeniu polimeryzacji wypetnienia opracowano dia-
mentem osadzonym w turbinie z uzyciem natrysku wodnego
i gumkami z pastg do polerowania. Przygotowane probki
umieszczono w wodzie destylowanej, transportowano,
a nastepnie poddawano analizie za pomocg mikrotomografii
komputerowe;j.

Badania mikro-CT zostaty wykonane w Katedrze Inzynierii
Materiatowej Politechniki Lubelskiej. Wykorzystano do tego
celu mikrotomograf komputerowy SkyScan 1174 (Bruker, Bel-
gia) zkamerg VDS 1.3Mp FW o rozdzielczosci 1024x1024.
Najwazniejsze parametry skanowania przedstawiaty sie
nastepujgco: napiecie lampy 50 kV, natezenie 800 pA,
rozdzielczos$¢ obrazu to 15,13 ym, czas ekspozycji 3400 ms,
kat obrotu 0,7°, Srednia liczba klatek 3. Skanowanie probek
wykonywane byto bez filtra. Czas skanowania wynosit okoto
1 h i 6 min. Wykorzystane zostato oprogramowanie: do
rekonstrukcji obrazu NRecon wer. 1.6.10.4, do analizy 2D
DataViewer wer. 1.5.2.4 oraz analizy 3D CTVox wer. 3.1.2.

Advanced non-destructive structures imaging technique
by means of computer tomography (CT) is an excellent
tool used for materials quality analysis. CT is used by re-
searchers for monitoring of polymerization shrinkage and
micro leakages in teeth tissues and fillings. By means of
CT method it is also possible to precisely determine the
location of porosities and other discontinuities. Computer
micro-tomography (micro-CT) is applied in order to obtain
2D and 3D images of small objects structure with high spatial
resolution. This method has been commonly recognized in
medicine for examination of structure and mineral content of
bones and teeth [19-22]. It has been also found that the use
of this tool becomes necessary for visualization of structural
features in tissues in order to support engineering applica-
tions in tissues regeneration [23,24]. In the case of dentistry
materials, micro-CT examinations are used for analysis of
structures on the dentine and composite adhesives interface
[25] in order to characterize mineral content of enamel and
dentine [26] as well as for qualitative 3D evaluation of edge
adaptation [27]. The results of micro—CT can be also used
for creation of surface contours for enamel, dentine and
fillings in order to generate 3D models by means of finite
elements method [28].

The purpose of the study is to evaluate the quality of
bonding of composite material reinforced with glass fibre
with conventional composite and tooth tissues by means of
computer micro-tomography. 2D and 3D analysis has been
carried out to evaluate the quality of adhesion at the interface
between the two different composites including tooth tissues.

Materials and Methods

Third molars (five human teeth) without caries extracted
due to orthodontic reasons have been used in the test.
After extraction the teeth were cleaned in order to elimi-
nate residuals of connective tissue and deposit, and then
placed in distilled water. The specimens were stored at
room temperature. Black Class | lesion has been prepared
in each tooth to the depth of 6 mm and etched using total
etch technique. After flushing, the bonding system (ADPER
Single Bond 2, 3M ESPE) was applied in accordance with
applicable principles and manufacturer’s recommendations.
Composite biomaterial reinforced with glass fibre - everX
Posterior manufactured by GC - was applied in the form
of single layer and then polymerized by means of LED
polymerization lamp (TPCD Advanced, USA, spectrum of
440-490 nm, power of 900 mW/cm?). Then conventional
composite (Filtek Z250, 3M ESPE) was applied in the form
of layer with a thickness of 2-3 mm and polymerized in
accordance with manufacturer’s recommendations. After
polymerization, the restorations were stripped by means
of diamond seated in the turbine and with water spray, and
then rubbers with polishing paste. Prepared specimens
were placed in distilled water, transported and analysed by
computer micro-tomography method.

Micro—CT tests have been conducted in the Department
of Materials Engineering of Lublin University of Technology
by means of SkyScan 1174 computer micro-tomography
(Bruker, Belgium) with VDS 1.3Mp FW camera with resolu-
tion of 1024x1024. The most important scanning parameters
were: lamp voltage of 50 kV, current value of 800 pA, image
resolution of 15.13 uym, time of exposure of 3400 ms, rotation
angle of 0.7°, average number of frames was equal to 3.
Specimens’ scanning was carried out without any filter.
Scanning time was equal to 1 h and 6 min. Software NRecon
ver. 1.6.10.4 for image reconstruction, 2D DataViewer ver.
1.5.2.4 for 2D analysis and 3D CTVox ver. 3.1.2 for 3D
analysis were applied.
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Wyniki i dyskusja

Results and Discussion

Wyniki uzyskane za pomocg mikroto-
mografu komputerowego przedstawiono
na RYS. 1-3. Projekcja rentgenowska na
RYS. 1 przedstawia strukture zeba, ktory
zawiera trzy kanaty, zebine, szkliwo oraz
zatozone wypetnienia. Ze stopnia absorp-
cji promieniowania mozna wnioskowac
o gestosci materiatéw. Z RYS. 1 wynika, ze
najwiekszg gestos¢ posiadajg wypetnienia
(wystepowanie czasteczek siarczanu-baru)
oraz szkliwo. Na etapie projekcji (tzn. trady-
cyjnego zdjecia rtg), nie mozna odréznic od
siebie wypetnien. Niewidoczna réwniez jest
granica potgczenia pomiedzy nimi.

RYS. 2 przedstawia zrekonstruowane
obrazy 2D zeba w osiach XYZ. Wyr6z-

The results obtained by means of com-
puter micro-tomography are illustrated
in FIGs 1-3. X-Ray projection in FIG. 1
illustrates the structure of tooth with three
distinctive canals, dentine, enamel and
applied composites. Density of materials
can be estimated from the degree of ra-
diation absorption. FIG. 1 shows that the
composites and enamel are characterized
by the highest density (the composite
possesses a barium sulphate particles).
Itis impossible to distinguish the compos-
ites in this projection (i.e. conventional
X-Ray picture). The interface between
two biomaterials is not detectable.

FIG. 2 illustrates reconstructed 2D

ni¢ mozna system mezjalno-policzkowy,
dystalno-policzkowy i przekroje. Miejsca
przeciecia pod katem prostym linii na
rysunkach oznaczajg wybrane przekroje
i odpowiadajgce im zrekonstruowane
obrazy. Na RYS. 2a wyrdzniono wypetnie-
nie everx Posterior natomiast na RYS. 2b
konwencjonalny kompozyt. W obydwu
wypetnieniach przy zastosowanej rozdzielczosci 15 ym nie
zauwazono porowatosci, struktura wydaje sie by¢ jednolita.
Réwniez rozwazajgc potgczenie na granicy z tkankami
zeba wida¢ dobre przyleganie obydwu wypetnieh zaréwno
do szkliwa, jak i zebiny. Natomiast na RYS. 2c wykonano
biatg linig zarys wyraznej granicy oddzielajgcej dwa rézne
wypetnienia. Sg one zblizone do siebie gestoscig, przez
co absorpcja promieniowania réwniez jest podobna, co
przektada sie na poziom odcieni szarosci na obrazach.
Parametry geometryczne charakteryzujgce oba materiaty
wypetnienia przedstawiono w TABELI 1.

Rekonstrukcja 3D (RYS. 3a i b) pozwolita rowniez na
obserwacje poszczegodlnych sktadowych zeba. Wyraznie
widoczne na RYS. 3a jest uksztattowanie ,guzkow” w ze-
bie oraz dtugos¢ szkliwa zeba. Na RYS. 3b przedstawione
zostato tzw. ,wybranie struktury” w celu ujawnienia jakosci
wewnetrznej struktury. Najlepiej widoczne jest szkliwo
oraz wypetnienia. Roéwniez w tym przypadku widoczna jest
granica potgczenia dwoéch wypetnieh. Nie zaobserwowano
porowatosci ani mikroprzeciekow, przez co wydaje sie, ze
ten sposéb wypetnienia moze zapobiega¢ wystepowaniu
mikroprzeciekéw.

W technice warstwowej tgczenie réznych pod wzgle-
dem struktury materiatow jest czynnikiem kluczowym
i decydujgcym o trwatosci wypetniania ubytkéw. Materiat
EverX Posterior na bazie witdkien szklanych przeznaczony
jest do technik warstwowych. Niestety jest materiatem do
wypetnien podwadjnych, tzn. nie jest zaktadany jednostkowo.
Musi by¢ stosowany w potgczeniu z drugim wypetnieniem,
stgd adhezja pomiedzy dwoma strukturami stanowi dos¢
istotny czynnik. Ze wzgledu na to, ze w materiale wystepujg
wiokna, oprocz wymaganej adhezji chemicznej, widkna
przenoszg czes$¢ obcigzen mechanicznych, stad potrzeba
bardzo dobrego wigzania pomiedzy drugim natozonym kom-
pozytem, a tkankami zeba. Przykrycie wystajgcych witokien
z wypetnienia everX Posterior drugim materiatem réwniez
ma znaczenie, ze wzgledu na brak technik skracania lub
usuwania wystajgcych widkien w materiale po zatozeniu
wypetnienia. EverX Posterior jest zaktadany zawsze najgte-
biej w ubytku jako dolne wypetnienie, tak aby drugi materiat
go ,przykrywat”.

RYS. 1. Projekcja rentgenowska
z dwoma wypetnieniami kom-
pozytowymi w koronie zeba.
FIG. 1. X-Ray projection with
two composite restorations in
tooth crown.

images of the tooth sectioned in the XYZ
axes reference system according to the
mesio-distal-, buccal-palatal-, cross- sec-
tions. It is possible to see the enamel,
dentine and two various composites. The
adhesive layer (bond) is undetectable.
The areas of intersection of perpendicular
lines on the drawings determine selected
cross-sections and corresponding reconstructed images.
EverX Posterior filling has been distinguished in FIG. 2a and
conventional composite in FIG. 2b. At a resolution of 15 pm
no porosity has been detected in both restorative materials;
the structure seems to be uniform. Also the interface with
tooth tissues is characterized by correct bonding of both
composites to the enamel and dentine. In FIG. 2c, white line
represents the contour of the detected interface separating
two composites. Their density is similar and therefore radia-
tion absorption is also similar what reflects in the greyscale
in the images. The geometrical parameters characterizing
the composite restorations are shown in TABLE 1.

3D reconstructions (FIG. 3a and b) allowed observation
individual components of the tooth. Contours of “nodules”
in the tooth and the length of tooth enamel are clearly vis-
ible in FIG. 3a. The so-called “structure recess” has been
specially completed in FIG. 3b in order to disclose the quality
of internal structure. Also in this case, the border between
both composites is visible. Neither porosity nor microleak-
age has been observed, thus suggesting that the restoration
prevents microleakage.

Combination of materials with various structures is the
key factor in layer technique which determines the durabil-
ity of the restoration. EverX Posterior fibre glass material is
dedicated for layer techniques. Unfortunately, it also requires
the use of a traditional composite i.e. itis applied in the deep-
est layers of the cavity, but the restoration must be completed
with a particle reinforced composite. Therefore the adhesion
between these composites is rather an essential factor. Due
to the presence of fibres in the material, except of required
chemical adhesion, part of the mechanical loads is carried
by the fibres. Therefore it is required to ensure an excellent
bonding between the second applied composite and tooth
tissues. Covering of the protruding fibres from the everX
Posterior filling with the other material is also important due
to lack of removal or shortening techniques of protruding
fibres from composite material. EverX Posterior is always
placed deep into the cavity and “covered” with the second
material.
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RYS. 2. Zrekonstruowane przekroje 2D w osiach XYZ:
a) wypetnienie everX Posterior, b) wypetnienie kon-
wencjonalne i ¢) zaznaczony zarys granicy pomiedzy
dwoma wypetnieniami.

FIG. 2. Reconstructed 2D sections in XYZ axes:
a) everX Posterior restoration, b) conventional resto-
ration and c) marked contour of border between the
both restorations.

Clinical studies concerning this composite indicate that
micro-fibres promote higher wearing [29] which can be
partially explained by using fibers with a length substantially
less than the critical value. In order to guarantee efficient
polymers reinforcement by the fibres it is necessary to en-
sure the carrying of stresses from polymer matrix to fibres.
It is achieved when the length of fibres is equal or higher
than the critical length of fibre [30]. Destruction or low adhe-
sion between fibres and polymer matrix causes breaking of
fibers, and thus their shortening. In this case, mechanical
friction on the interface between fibres and polymer can
reduce the adhesion between them [31].

Badania kliniczne dotyczgce wypetnien wyka-
zujg, ze kompozyty z mikrowtoknami wykazujg | TABELA 1. Parametry geometryczne wypetnien kompozytowych
wyzsze zuzycie [29], ktore mozna czesciowo | w zebie z RYS. 1, 2, 3.
wyjasni¢ uzyciem widkien o dtugosci znacznie TABLE 1. Geometrical parameters of composite restorations in
ponizej wartosci krytycznej. Aby widkna spetniaty = tooth from FIGs 1, 2, 3.
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Granica polaczenia dwoch

RYS. 3. Widok 3D struktury zeba trzeciego trzonowego: a) obrazowanie 3D powierzchni zewnetrznej i b) obra-
zowanie 3D srodkowej czesci zeba z widocznymi dwoma kompozytami.
FIG. 3. 3D view of third molar structure: a) 3D imaging of outer surface and b) 3D imaging of the central part of

the tooth where the two composites can be distinguished.

Tezvergil i inni [32] wykazali, ze orientacja wtokien jest
waznym czynnikiem wptywajgcym na wartos¢ skurczu
polimeryzacyjnego. Skurcz wzdtuz kierunku widkien jest
niski. Zgodnie z tym, wypetnienia z wtdoknami krotkimi
(losowo zorientowane) mogg absorbowaé czes$¢ naprezen
wywotanych skurczem polimeryzacyjnym oraz zwiekszac¢
naprezenie - odcigzenie w polimerowej osnowie. Moze
prowadzic¢ to do zmniejszania mikroprzecieku i poprawiac
adhezje materiatéw. W przypadku everX Posterior widkna
utozone sg chaotycznie, przypadkowo, co potwierdza za-
tozenia Tezvergila.

Abouelleil i inni [9] badali everX Posterior, ktéry wyka-
zywat znaczgco wyzszg wartos¢ odpornosci na kruche
pekanie, w poréwnaniu z innymi kompozytami. Analiza
SEM wykazata, ze widkna zatrzymujg propagacje peknie¢
wzdtuz linii ztamania. To znaczy, ze wprowadzenie wtdkna
kompozytowego prowadzi do znacznej poprawy wtasciwosci
fizycznych i mechanicznych, takich jak wytrzymatos¢ na
zginanie, odporno$¢ na kruche pekanie i twardos¢. Wil-
liamsiin. [33] uwazajg, ze na wartos¢ modutu sprezystosci
w obszarze granicy rozdziatu majg wptyw dwa zjawiska:
efekt chemiczny i mechaniczny. Obecno$¢ sztywnego
widkna w sgsiedztwie granicy faz przyczynia sie do pod-
wyzszenia parametrow wytrzymatosciowych.

Metoda mikro-CT nie pozwala na ujawnienie rozktadu
wtokien w kompozycie everX Posterior, ze wzgledu na
zblizong absorpcje promieniowania rtg komponentéw.

Whioski

Badania za pomocg mikrotomografii komputerowej sta-
nowig alternatywe dla badan rtg jako metoda nieniszczgca
dajgca wizualizacje struktury 2D i 3D. Analizowana struktura
zeba oraz materiatow kompozytowych potwierdza wysokiej
jakosci wypetnienia. Wypetnienie wykonane technikg war-
stwowg nie zawiera porowatosci, sugeruje to uzyskanie
braku mikroprzecieku pomiedzy zaktadanymi wypetnieniami
a strukturg zeba. Uzyskano potwierdzenie dobrego po-
tgczenia na granicy everX Posterior i konwencjonalnego
kompozytu.

Tezvergil et al. [32] demonstrated that fibres orientation
is an important factor affecting the value of polymerization
shrinkage. The value o shrinkage along the fibres is low.
Therefore the fillings with short fibres (randomly oriented)
can partially absorb stresses caused by polymerization
shrinkage and increase the stress — release in polymer
matrix. This phenomenon can lead to the reduction of micro-
leakage and to the improvement of materials adhesion.
In the case of everX Posterior, the fibres arrangement is
chaotic and random which confirms Tezvergil’s assumptions.

Abouelleil et al. [9] examined everX Posterior and re-
ported significantly higher resistance to brittle cracking in
comparison with other composites. SEM analyses dem-
onstrated that the fibres stop cracks propagation along
fracture line. It means that fibers addition leads to significant
improvement of physical and mechanical properties i.e.
bending strength, resistance to brittle cracking and Vicker’s
hardness. Williams et al. [33] assumed that the value of the
modulus of elasticity in the interface area is affected by two
phenomena: chemical and mechanical effect. The presence
of stiff fibre in the interface area contributes to the increase
of strength parameters.

It is impossible to reveal distribution of fibres in everX
Posterior composite by micro-CT because of similar X-Ray
absorption of components.

Conclusions

Research using computer micro-tomography are an
alternative to X-Ray testing as a non-destructive method
enabling 2D and 3D visualization. Analyzed structure of the
tooth and composite materials confirms high quality of the
restoration. The restoration by means of layer technique
is free of pores, thus suggesting the lack of micro-leak-
ages between the applied biomaterials and tooth tissues.
The presence of proper bonding has been confirmed at
the interface between everX Posterior and conventional
composite.
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Podziekowania

Praca zostata zrealizowana w ramach badan statuto-
wych Wydziatu Mechanicznego Politechniki Lubelskiej oraz
| Wydziatu Lekarskiego z Oddziatem Stomatologicznym
Uniwersytetu Medycznego w Lublinie.
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Streszczenie

Slina naturalna jest jednym z najwazniejszych pty-
noéw ustrojowych i petni wiele istotnych funkcji w jamie
ustnej. Jednakze, w pewnych sytuacjach, dochodzi
do procesu zaburzenia jej wydzielania, co skutkuje
pojawieniem sie objawdéw hyposaliwacji (redukcji wy-
dzielania $liny) lub kserostomii (suchos¢ jamy ustnej).
W takich przypadkach stosuje sie substytuty $liny,
ktérych zadaniem jest petnienie funkcji $liny natural-
nej. W niniejszej pracy przygotowano i przetestowano
preparaty $liny, ktérych sktad chemiczny oparty jest
0 mucyne pochodzenia zwierzecego i gume ksan-
tanows, rozpuszczonych w buforowanym roztworze
soli. Przygotowane preparaty $liny wzbogacono
0 nanoczgstki zfota, uzyskujgc roztwory o stezeniu
200 ug/ml. Nastepnie, przeprowadzono badania
ich aktywno$ci przeciwgrzybicznej (w stosunku do
szczepu Candida albicans). Do badan biologicznych
wykorzystano probki materiatu implantacyjnego
powszechnie stosowanego w protetyce stomatolo-
gicznej (stop Co-Cr-Mo, Remanium 380+), ktory prze-
trzymywano w roztworze kontrolnym i preparatach
$liny (z/bez dodatku nanoczgstek ztota) w czasie 72 h
w temperaturze 37°C. Po inkubacji dokonano obser-
wacji mikroskopowych powierzchni prébek badanego
stopu z wykorzystaniem konfokalnego laserowego
mikroskopu skaningowego (CLSM). Uzyskane wy-
niki badan wykazujg réznice pomiedzy testowanymi
roztworami w zakresie obecnos$ci drobnoustrojow
Candida albicans. Zaobserwowano, ze obecnos$¢
nanoczgstek ztota w preparacie $liny istotnie redukuje
wzrost szczepu Candida na powierzchni testowanego
stopu dentystycznego.

Stowa kluczowe: preparat $liny, nanoczgstki ztota,
aktywnos$c¢ przeciwgrzybicza, Candida albicans

[Inzynieria Biomateriatéw 137 (2016) 20-29]
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Abstract

Natural saliva is one of the most important biologi-
cal fluids and it fulfils many important functions in oral
cavity. However, in some cases, disorders of salivary
gland functions may cause hyposalivation (reduction
of saliva secretion) or xerostomia (dryness of the oral
cavity). Thus, so-called saliva substitute preparations
can be used to support the functions of saliva. In our
work, saliva substitute was prepared on the basis
of porcine gastric mucin and xanthan gum, both dis-
solved in saline buffer. Additionally, gold nanopartic-
les were added to tested solution with concentration
of 200 ug/ml and biological characterisation was
evaluated. Analysis of the candidacidal activity (aga-
inst Candida albicans) of prepared saliva substitute
with addition of gold nanoparticles was performed.
Tests were carried out after keeping samples of
dental material (Co-Cr-Mo alloy, Remanium 380)
in control sample and saliva preparations (with and
without gold nanoparticles) during 72 hours at 37°C.
After incubation, tested surfaces were observed
using confocal laser scanning microscopy (CLSM).
The obtained results of microscopic observations
showed differences between the tested prepara-
tions in the scope of presence of Candida albicans.
It was observed that gold nanopatrticles significantly
reduced the growth of Candida albicans species at

tested dental material.

Keywords: saliva substitute, gold nanoparticles,

candidacidal activity, Candida albicans

[Engineering of Biomaterials 137 (2016) 20-29]
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Wprowadzenie

Jama ustna jest przestrzenig o swoistym ekosystemie,
w ktorym istotng role odgrywa wydzielina gruczotow $li-
nowych. Zachodzi w niej wiele proceséw warunkujgcych
zachowanie homeostazy ustroju [1,2]. Przebieg wiekszosci
z nich warunkowany jest obecnoscig sliny, a wtasciwie jej
specyficznym sktadem, warunkujgcym jej wkasciwosci uzyt-
kowe. Jednymi z wazniejszych biatek wystepujacych w Slinie
sg mucyny [3], ktére odgrywajg istotng role w procesach
nawilzania i smarowania, jak rowniez formowania keséw
pokarmowych [4-7]. W pewnych stanach chorobowych
dochodzi do zaburzeh wydzielania $liny, a dysfunkcja jej
sekrecji moze prowadzi¢ do szeregu zmian patologicznych
w jamie ustnej. Pojawiajgca sie hyposaliwacja (redukcja
wydzielania sliny) lub kserostomia (sucho$¢ jamy ustnej)
powoduje zaburzenia procesu mowy, zucia, przetykania
i prowadzi do powstawania stanéw zapalnych [8]. Jednym
z nich jest kandydoza sluzéwki jamy ustnej, wywotana gtow-
nie przez grzyby Candida albicans, ktére obok réznorodnych
bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych sg elementem
mikrobiomu jamy ustnej, pomimo bogactwa skfadnikow
antybakteryjnych obecnych w $linie naturalnej [9,10]. Drob-
noustroje te ulegajg adhezji do powierzchni tkanek twardych
i miekkich jamy ustnej. Sg obecne nie tylko na powierzchni,
ale réwniez w szczelinach dzigstowych, gdzie dostep tlenu
jest utrudniony. Ta réznorodnos¢ warunkow sprawia, ze jame
ustng zamieszkujg zaréwno organizmy aerobowe, jak i te
bezwzglednie beztlenowe.

Na rynku farmaceutycznym istnieje zapotrzebowanie
na coraz skuteczniejsze, a zarazem bezpieczniejsze dla
odbiorcy produkty wspomagajgce prawidtowe procesy
zachodzgce w jamie ustnej [11,12] oraz jej ochrone przed
mikroorganizmami chorobotwérczymi. Nalezy pamietac,
ze substytuty sliny stosowane sg nie tylko w przypadkach
obnizonego wydzielania $liny, ale sg uzywane réwniez
przez osoby stosujgce protezy zebowe. Wprowadzenie do
jamy ustnej protezy ma czesto wptyw na zmniejszenie ilosci
wydzielanej sliny. Odpowiednia ilos$¢, gestos¢ oraz lepkos¢
sliny pomagajg utrzymac proteze w odpowiednim potozeniu,
zapobiegajac jej przesuwaniu i tym samym eliminujg uszko-
dzenia btony $luzowej. Odpowiednie nawilzenie jamy ustnej
ma w tym przypadku duze znaczenie [13]. Preparaty slino-
zastepcze mogg stosowac rowniez pacjenci z dysfunkcjg
zgryzu, np. ze zdiagnozowanym bruksizmem (mimowolne
silne zwieranie zebdw oraz wykonywanie ruchow zuchwy
w roznych kierunkach prowadzgce do silnego Scierania
szkliwa, a nastepnie zebiny) [14]. Sztuczng $line stosuje
sie réwniez w celu zmniejszenia ilosci mikroorganizmow
kolonizujgcych jame ustng wywotujgcych préchnice. Produ-
cenci stosujg w swoich farmaceutykach rozmaite substancje
wptywajgce na hamowanie rozwoju drobnoustrojéw préch-
nicotwérczych. Wsrdd nich przewazajg srodki bakterio-
i grzybobdjcze. Dodatkami popularnych preparatow sztucz-
nej $liny wywotujgcymi opisane efekty sg miedzy innymi:
lizozym, laktoferyna, ksylitol i fluor.

Dostepne obecnie preparaty s$liny roznig sie sktadem
chemicznym, konsystencjg, wtasciwosciami fizykoche-
micznymi i biologicznymi. Brakuje jednak preparatu, ktory
spetniatby oczekiwania stawiane mu przez pacjentéw. Stad
tez, caty czas poszukuje sie nowych srodkow, ktdére mogtyby
wspomoéc uktad immunologiczny w walce z mikroorgani-
zmami wywotujgcymi choroby jamy ustnej z zachowaniem
odpowiednich wtasciwosci reologicznych. Szkodliwym od-
dziatywaniom drobnoustrojéw mogg sprosta¢ srebro oraz
ztoto, a w szczegolnosci ich odmiany w postaci nanoczastek.
Dodatkowo, jako metale szlachetne nie ulegajg one korozji,
co jest istotne z punktu widzenia kontaktu z metalicznymi
materiatami protetycznymi.

Introduction

The oral cavity is a specific ecosystem, where important
function plays secretion of salivary glands called saliva.
Many biological and chemical processes occur in this en-
vironment and are responsible for homeostasis in human
body [1,2]. Most of these processes can be realized due
to presence of saliva and exactly due to its composition,
which is responsible for general properties of natural saliva.
One of the most important proteins in saliva are mucins
[3] due to their good wettability and lubricative properties
in oral cavity [4-7]. However, in some sickness situations,
a large number of people suffer from impaired salivary
functions. Disorders of human saliva secretion may lead
to many pathological changes in oral cavity. Presence of
hyposalivation (reduction of saliva secretion) or xerostomia
(dryness of the oral cavity) result in incorrect pronunciation,
mastication, swallowing and is a reason of oral inflamma-
tions [8]. One of them is candidosis of oral cavity mucous
membrane, caused mainly by Candida albicans, which next
to different Gram-positive and Gram-negative bacteria are
present in oral cavity environment, despite presence of
numerous antibacterial ingredients in natural saliva [9,10].
Those microorganisms are adhered to hard and soft tissues
of oral cavity and are present not only on those surfaces,
but also in gingiva gaps, where oxygen inflow is inhibited.
This heterogeneity of conditions causes that both aerobic
and anaerobic microbes exist in oral cavity.

Taking above into account it can be concluded that on
the pharmacological market there is a demand from patients
for more effective and simultaneously safe products, which
assist the normal processes occurred in oral cavity [11,12]
and give protection against sickness microorganisms.
It should be noted here that saliva substitutes are used
not only in the case of saliva secretion reduction but also
by people with prostheses in the stomatognathic system.
Presence of tooth prosthesis in oral cavity can influence the
reduction of saliva secretion. Appropriate quantity, density
and viscosity of saliva reduce a prosthesis displacement in
the oral cavity and thereby eliminate mucous membrane
damage. Hence, good moisturizing of oral mucosa is very
important in this case [13]. Saliva substitutes may be also
used by patients with dysfunctions of occlusion system,
i.e. with bruxism (involuntary strong teeth clumping and
movement of submaxilla in different directions leading to
severe wear of the enamel and dentin). [14]. Synthetic sa-
liva is also used in order to reduce the amount of bacteria
responsible for teeth caries in oral cavity. Thus, producers
put into saliva substitutes the active substances which
limit the growth of tooth decay bacteria. In this group are
antibacterial and antifungal compounds. Thus, the basic
components of commercial preparations are, for example:
lysozyme, lactoferrine, xylitol, fluorine.

The saliva preparations available on the pharmaceutical
market are characterized by different composition, texture,
biological and chemical properties. However there is a lack
of preparations which fulfil the requirements demanded of
them. Thus, saliva preparations should be characterized
by beneficial general properties in comparison to those
currently being used. This particularly pertains to new
synthetic saliva additives which could assist the immune
system, will reduce the growth of tooth decay bacteria and
still will have an advantageous influence on the rheological
properties of synthetic saliva compositions. In the context of
such antimicrobial compounds, gold and silver are of great
interest, particularly in form of nanoparticles. Additionally,
as noble metals, they are not corrosive, which is of great
significance when consider their contact with metal pros-
theses in oral cavity.
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W niniejszej pracy zaproponowano wprowadzenie na-

® o @ @ o o o noczgstek ztota do preparatu $liny, ktérego wtasciwosci

reologiczne i tribologiczne sg zblizone do $liny naturalnej
[15-17]. Nanoczastki metali charakteryzujg sie odmiennymi
whadciwosciami w stosunku do metali w skali makrosko-
powej. Nanoczgstki ztota sg obecnie nowatorskim, lecz
niezwykle ciekawym i perspektywicznym obszarem badan
[18]. W wielu opracowaniach naukowych wskazuje sie, ze
sg one alternatywg dla standardowych srodkéw antydrob-
noustrojowych [10].

Celem utylitarnym pracy jest ocena wptywu nanoczgstek
ztota na adhezje komérek Candida albicans na powierzchni
biomateriatu stosowanego w protetyce stomatologiczne;j.
Wzrost biofilmu z udziatem m.in. tych drobnoustrojow na
ich powierzchni moze bowiem w rezultacie prowadzi¢ do
przedwczesnego uszkodzenia implantéw i protez stoma-
tologicznych.

Materialy i metody

Szczep Candida albicans

Badania wykonano na szczepach grzyba Candida albi-
cans pozyskanych w Polskiej Kolekcji Mikroorganizmow we
Wroctawiu (Instytut Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej
PAN): Candida albicans (PCM 1407). Grzyby hodowano
w bulionie Sabourauda przez 24 h, wstrzgsajgc (100 rpm/
min) w temperaturze 37°C. Nastepnie komoérki posiano
redukcyjne na podtoze state celem izolacji pojedynczych
kolonii i inkubowano w przez 24 h w temperaturze 37°C.

Materialy do badan

Badania adhezji drobnoustrojow szczepu Candida al-
bicans przeprowadzono na powierzchni prébek materiatu
implantacyjnego powszechnie stosowanego w stomatologii
i protetyce stomatologicznej (stop Co-Cr-Mo, Remanium
380+, Dentaurum, Niemcy). Stopy kobaltu wykorzystywa-
ne sg do produkcji ruchomych elementéw protetycznych
ze wzgledu na ich wtasciwosci mechaniczne, odpornosé
korozyjna, gtadko$¢ powierzchni i maty modut sprezystosci
[19]. Sktad chemiczny testowanego stopu przedstawiono
w TABELI 1.

Do badan przygotowano prébki o srednicy 5 mm
i wysokosci 2 mm. W celu oceny wptywu chropowatosci,
powierzchnia potowy badanych prébek byta szlifowana i po-
lerowana. Wyjsciowa chropowato$¢ powierzchni wynosita:
Ra = 1,1 ym, a po polerowaniu: Ra = 0,2 um.

Przygotowane w ten sposdb materiaty oczyszczono
w ptuczce ultradzwiekowej w roztworze aceton/alkohol
etylowy i sterylizowano w autoklawie. Wykorzystano po 3
prébki do kazdego rodzaju testowanego $rodowiska. Srodo-
wiskiem w badaniach byta pozywka dla grzyba C. albicans
oraz dwa roztwory $liny, w skfad ktérych wchodzita mucyna
pochodzenia zwierzecego (Sigma-Aldrich, M1778), guma
ksantanowa (Sigma-Aldrich, G1253) i nanoczastki ztota
o kulistym ksztatcie i wymiarach 9 +2 nm. Nanoczastki ztota
otrzymano wg metodyki opisanej w pracach [20,21] z pewny-
mi modyfikacjami. Nie zastosowano zadnej powierzchniowej
modyfikacji nanoczgstek ztota.

Mucyna (naturalna glikoproteina) jest jednym ze
skfadnikow komercyjnych preparatéow $liny [22-24], m.in.
dzieki dobrym wiasciwosciom smarnym [4,5,7]. Substytuty
Sliny na bazie mucyn sg szczegdlnie preferowane przez
pacjentéw, u ktérych zdiagnozowano kserostomie [25].

The main goal of this work was to prepare gold nano-
particles based saliva substitutes, which rheological and
tribological properties are similar to natural saliva and were
evaluated in previous works [15-17]. It should be mentioned
here that metal nanoparticles are characterized by different
properties in comparison to their macroscopic analogues.
Gold nanoparticles are innovative and simultaneously inter-
esting and perspective field of research [18]. In the literature
[10] it is indicated that they are an alternative for standard
antibacterial factors.

The utilitarian effect of this work is an evaluation of the
influence of gold nanoparticles on Candida albicans cells
adhesion to surface of biomaterial used in prosthetic den-
tistry. The growth of biofilm on its surface with participation
of above microbial cells may lead to premature damage of
implants and dental prostheses.

Materials and Methods

Candida albicans species

Biological analysis was conducted using Candida
albicans species purchased from Polish Collection of
Microorganisms in Wroclaw (Institute of Immunology and
Experimental Therapy PAN): Candida albicans (PCM 1407).
Fungal cells were cultured on Sabouraud boullion for 24 h
with shaking (100 rpm/min) at temperature of 37°C. Next,
cells were seeded on Sabouraud agar plates for overnight
and cultured at 37°C.

Materials

Tests of Candida albicans microorganisms’ adhesion
to surface of widely used in stomatology and prosthetic
dentistry material (Co-Cr-Mo alloy, Remanium 380+, Den-
taurum, Germany) were tested in the present study. These
alloys are used for removable elements of prostheses due
to its mechanical properties, corrosive resistance, smooth
surface and low elasticity modulus [19]. The elemental
composition of tested alloy is shown in TABLE 1.

TABELA 1. Skiad chemiczny stopu kobaltu.
TABLE 1. Chemical composition of cobalt alloy.

AR cr | Mo |Mn siN,C
Element T
0S¢ [Yomas ] reszta
Composition [Yomas] 29| A balance

For each test, samples with a diameter of 5 mm and
a height of 2 mm were used. In order to evaluate the influ-
ence of roughness, surface of one half of tested samples
was polished. Initial surface roughness was Ra = 1.1 ym,
after polishing: Ra = 0.2 ym.

The polished/unpolished materials were ultrasonically
degreased in acetone/alcohol and sterilized in an autoclave.
Three samples were tested for each type of environment.
The environments used in the research were: nutrient me-
dium for C. albicans and two saliva preparations based on
gastric porcine mucin (Sigma-Aldrich, M1778), xanthan gum
(Sigma-Aldrich, G1253) and spherical gold nanoparticles
with diameter 9 £2 nm. Gold nanoparticles were obtained
according to modified method given in works [20,21]. No
surface modification of gold nanoparticles was applied.

Porcine gastric mucin (natural glycoprotein) is one of the
ingredients of commercial saliva preparations [22-24] due
to its good lubricative properties [4,5,7]. Mucin-containing
substitutes are preferred by xerostomia patients [25].
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Guma ksantanowa jest wieloczgsteczkowym polisacha-
rydem uzyskiwanym w procesie bakteryjnej fermentacji
weglowodandéw. Roztwory ksantanu pozostajg stabilne
w szerokim zakresie pH, a jego czasteczki sg odporne na de-
gradacje pod dziataniem enzymow oraz w silnie kwasnym/
zasadowym srodowisku. Guma ksantanowa, dzieki swoim
wiasciwosciom reologicznym [26,27], stosowana jest m.in.
jako stabilizator i jest powszechnie wykorzystywana w wielu
gateziach przemystu, w tym w przemysle farmaceutycz-
nym. W buforowanym roztworze soli (PBS) rozpuszczono
mucyne i gume ksantanowa, po czym dodano nanoczastki
ztota w stezeniu 200 pg/ml. Skfad chemiczny testowanych
roztworow przedstawiono w TABELI 2.

Xanthan gum is obtained from the fermentation process of a
carbohydrate substrate by bacteria. Xanthan gum solutions
are stable in wide range of pH range and its molecules are
resistant to degradation in a strongly acidic or basic envi-
ronment and to the action of enzymes. Thanks to its very
good rheological properties [26,27], xanthan gum is one of
the best stabilizers and is widely used in many branches
of industry, including pharmaceutical industry. Powders of
porcine gastric mucin and xanthan gum were dissolved in
phosphate buffered saline solution (PBS) and then gold
nanoparticles with concentration of 200 ug/ml were added.
Chemical composition of tested solutions is presented
in TABLE 2.

TABELA 2. Sktad chemiczny wykorzystanych do badan roztworow.
TABLE 2. Chemical composition of tested solutions.

Srodowisko Sktad chemiczny
Environment Chemical composition
Kontrola pozywka
Control nutrient medium
A PBS + mucyna + guma ksantanowa
PBS + mucin + xanthan gum
B PBS + mucyna + guma ksantanowa + nanoczastki ztota
PBS + mucin + xanthan gum + gold nanoparticles

Hodowla biofilmu

Komérki grzybow Candida albicans zawieszono
w bulionie odzywczym ustalajgc gestos¢ komorek spektro-
fotometrycznie ODgy, = 0,5. Z tak przygotowanej zawiesiny
pobrano 100 pl i dodano do 10 ml bulionu zawierajgcego
probki badanego materiatu implantacyjnego oraz badane
roztwory sztucznej sliny. Przygotowane w ten sposéb prébki
inkubowano przez 72 h w z wytrzgsaniem (100 rpm/min)
w temperaturze 37°C.

Obserwacje mikroskopowe

Ocena mikroskopowa testowanych powierzchni pod kg-
tem obecnos$ci Candida albicans zostata przeprowadzona
z wykorzystaniem konfokalnego laserowego mikroskopu
skaningowego (CLSM, LEXT OLS 4000, Olympus, KeyMed
House Stock Road SS2 5QH Southend-on-Sea, U.K.).
Obserwacji mikroskopowych dokonano po kilkakrotnym
ptukaniu prébek badanego stopu w roztworze PBS w celu
usuniecia drobnoustrojow niezwigzanych z powierzchnia.

Otrzymane zdjecia poddano obrébce w programie do
analizy obrazu (ImageJ) w celu iloSciowej oceny kolonii drob-
noustroju zasiedlajgcego okreslony obszar testowanych pré-
bek (analizowano powierzchnie o wymiarach 10 um x 10 ym).
Nastepnie policzono te kolonie w sze$ciu miejscach danej
probki o jednakowej powierzchni. Przedstawione w pracy
wyniki badan sg wartoscig $rednig (n = 6) z wyliczonym
odchyleniem standardowym (sd). Wyniki badan poddano
analizie statystycznej z wykorzystaniem analizy warian-
cji w programie STATISTICA 12.0. Wyniki uznawano za
istotne statystycznie przy p <0.05. W celu okreslenia
poziomu istotno$ci, zastosowano nastepujgce wartosci p:
*p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001 w stosunku do powierzchni
testowanej w Srodowisku pozywki. Po sprawdzeniu zato-
zenia normalnosci rozktadu (test Shapiro-Wilka) i réwnosci
wariancji (test Browna-Forsythe’a) dla testowanej grupy
wynikow, przeprowadzono test poréwnan wielokrotnych
(test Kruskala-Wallisa).

Strains and growth conditions

Candida albicans cells were suspended in nutrient boul-
lion, to establish cells density at ODg,, = 0.5. Then, 100 pl
of prepared suspension was taken and added to 10 ml of
boullion with tested saliva preparations and samples of co-
balt alloy. Prepared samples were incubated for 72 h with
shaking (100 rpm/min) at temperature of 37°C.

Microscopic observations

Evaluation of sample surfaces in terms of observation of
adsorbed Candida albicans cells was carried out by means
of the non-destructive real-time imaging technique: confo-
cal scanning laser microscopy (CSLM, LEXT OLS 4000,
Olympus, KeyMed House Stock Road SS2 5QH Southend-
on-Sea, U.K.). Microscopic observations were made after
rinsed several times of Remanium 380+ samples in sterile
PBS in order to remove free bacteria from steel surface.

Obtained pictures were analyzed using image analysis
software (ImageJ) in order to quantitative evaluation of
Candida colonies present on given surface area (dimen-
sions of tested area: 10 um x 10 ym). Then, colonies were
counted in six places (with the same area) of the analyzed
sample. The values are expressed as average (n = 6) with
the indication of standard deviation (sd). The results were
analyzed statistically using STATISTICA 12.0 software.
The results were considered statistically significant at
p <0.05. In order to determine the level of significance, the
following p-values were used: *p <0.05, **p <0.01, ***p
<0.001 vs control (nutrient medium). After checking the
assumption of normal distribution (Shapiro-Wilk test) and
equality of variance (Brown-Forsythe test) for tested group of
data, test of multiple repeated comparisons (Kruskal-Wallis
test) was performed.
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Wyniki i dyskusja

Jama ustna stanowi otwarty system, w ktérym wy-
stepuje ciggta wymiana mikroorganizmow i czynnikow
przyczyniajgcych sie do ich wzrostu. Dzieje sie tak dzieki
panujgcym w niej warunkom. Zachodzi w niej bowiem ciggta
produkcja $liny i ptynu dzigstowego, odbywa sie wstepne
trawienie pokarmow. Tak zréznicowane fizykochemicznie
i biologiczne srodowisko sprawia, ze jama ustna zasied-
lana jest przez wiele mikroorganizméw. Drobnoustroje te
mimo antybakteryjnych wtasciwosci sliny, wypracowaty
swoiste przystosowania kolonizacyjne i sg w stanie bytowac¢
w takich warunkach srodowiskowych. Jak juz wczesniej za-
znaczono, jednym z mikroorganizmow zasiedlajgcych sro-
dowisko jamy ustnej sg grzyby z rodzaju Candida albicans.
Rozwijajg sie one takze na wszystkich powierzchniach ma-
teriatéw dentystycznych obecnych w jamie ustnej, w tym na
powierzchni elementdw protetyki stomatologicznej. Z uwagi
na zdolnos¢ kolonizacji réwniez w trudno dostepnych miej-
scach, wystepujg trudnosci z ich usuwaniem. Powstajgcy
z czasem biofilm przechodzi w trwalsze struktury biologicz-
ne, mozliwe do usuniecia jedynie metodami mechaniczny-
mi. Stgd w walce z tego typu drobnoustrojami stosowane
sg rozne preparaty o wiasciwosciach antygrzybicznych
i antybakteryjnych, w tym ptukanki do jamy ustnej. Jednak
skuteczno$¢ tych preparatéw, z uwagi na ich parametry
fizykochemiczne jest niedostateczna. Ulegajg one bowiem
szybko wyptukaniu i nie petnig stawianej im funkcji biolo-
gicznej w zwalczaniu drobnoustrojow.

W niniejszej pracy zaproponowano preparat sliny
o dobrych parametrach fizykochemicznych (pH, lepkosc¢)
i tribologicznych, w sktad ktérego weszty nanoczastki ztota.
W czes$ci doswiadczalnej przetestowano ich wptyw na ad-
hezje Candida albicans na dwdch rodzajach powierzchni
stopu tytanu: chropowatej i gtadkie;.

Wyniki obserwacji mikroskopowych przeprowadzonych
za pomocg techniki CLSM przedstawiono na RYS. 1-3.
Oceniano wzrost kolonii testowanego drobnoustroju
w pozywce biologicznej oraz w roztworach sliny bez udziatu
(preparat A) i z udziatem (preparat B) nanoczastek ztota.
Uzyskane zdjecia poddano nastepnie analizie obrazu
z wykorzystaniem programu ImageJ w celu ilosciowej
analizy kolonii drobnoustroju przypadajgcych na okreslong
jednostke powierzchni (10 um x 10 pm).

Na RYS. 1 przedstawiono zdjecia powierzchni testo-
wanego stopu kobaltu przetrzymywanego w pozywce
biologicznej, odpowiedniej dla wzrostu Candida albicans.
Widoczne sg liczne kolonie drobnoustroju na obu testo-
wanych powierzchniach (chropowatej i gtadkiej). Wynika
z nich, ze powierzchnia chropowata (RYS. 1a obecnosé¢
rys i mikrobruzd, Ra = 1,1 uym) sprzyja adhezji komérek
grzyba, ktoére przylegajg do niej szczegdlnie w miejscach
nierownosci.

Kolejny etap badan objat testy biologiczne w Srodowi-
sku preparatu $liny (roztwor A) bez dodatku nanoczgstek
ztota. Jak wynika z RYS. 2 na testowanych powierzchniach
zaobserwowano mniejszg ilos¢ komorek Candida albicans
w porownaniu do srodowiska czystej pozywki biologiczne;.

Trzecim testowanym $rodowiskiem byt preparat sliny
(roztwér B), w skitad ktérego weszty nanoczastki ztota.
Otrzymane wyniki badan wskazujg jednoznacznie na re-
dukcje adhezji komoérek Candida albicans w poréwnaniu
do dwéch poprzednich srodowisk (RYS. 3).

Results and Discussion

The oral cavity is an open system, where continuous
exchange of microorganisms and factors which regulate
their growth has been observed. These phenomena may
be processed due to conditions present in oral cavity, where
natural saliva and gum fluid are produced and preliminary
food digestion occurred. Thanks to above processes, oral
cavity is physicochemically and biologically diversified envi-
ronment, where different microorganisms are able to exist.
Those microbes, despite antibacterial properties of saliva,
create specific adaptation mechanisms and are able to exist
as colonies in such conditions. As it was earlier mentioned,
one of the microorganisms which colonizes oral cavity are
fungi called Candida albicans. Those microbes are able to
exist on all surfaces of oral cavity dental materials, includ-
ing surfaces of elements of dental prostheses. Because
of the ability of fungi colonization also in inaccessible
surfaces of dental materials, there are difficulties with their
removal. In those conditions, biofilm is formed, which with
time is transferred to more resistant structure, which may
be removed only using mechanical methods. Thus, taking
above into account different preparations with antibacterial
and antifungal properties are used in oral cavity, i.e. rinsing
fluids. However, the effectiveness of these fluids, due to
their physicochemical properties is insufficient. Because of
the fact that they are readily washed out from oral cavity,
they do not fulfil biological requirements connected with
microbes killing.

This paper proposes a saliva preparation with good tri-
bological and physicochemical parameters (pH, viscosity)
and which contains gold nanoparticles. In experimental
part, the influence of saliva substitutes on Candida albicans
adhesion on two types of cobalt alloy surfaces: rough and
smooth, was tested.

The microscopic observations results performed by
CLSM technique are presented in FIG. 1-3. The evaluation
of Candida microbe colonies growth in nutrient medium
and saliva solutions without (preparation A) and with addi-
tion (preparation B) of gold nanoparticles was performed.
Thus, for the quantitative analysis of Candida albicans colo-
nies present on determined unit surface (10 um x 10 pm)
obtained pictures were analyzed using image analysis
software (ImageJ).

FIG. 1 presents tested cobalt alloy surfaces after incuba-
tion in nutrient medium for Candida albicans growth. Numer-
ous cells of microbes are present on both tested surfaces.
It can be concluded from obtained pictures that the rough
surface (FIG. 1 a, presence of scratches and microrills,
Ra = 1.1 ym) promotes adhesion of Candida cells, which
adhere particularly in the uneven places.

In the next step biological tests were performed in solu-
tion of saliva substitute without gold nanoparticles addition
(preparation A). As it may be concluded from FIG. 2, where
both tested surfaces are shown, less Candida albicans
cells in comparison to nutrient medium environment were
observed.

The third tested environment was saliva substitute
(preparation B) with addition of gold nanoparticles. Ob-
tained results unambiguously shown reduction of Candida
albicans adhesion in comparison to previous two environ-
ments (FIG. 3).
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RYS. 1. Zdjecia powierzchni stopu Remanium 380+ po przetrzymywaniu w pozywce mikrobiologicznej, 72 godz.:
a) powierzchnia chropowata, b) powierzchnia gtadka, CLSM, 10 um. Biale pola obrazujg zarys kolonii drobno-
ustroju po analizie powierzchni w programie ImageJ.

FIG. 1. Confocal scanning laser micrographs of Co-Cr-Mo alloy after contact with nutrient medium (control):
a) rough surface; b) smooth surface. Images represent typical field of view. CLSM, bars, 10 pm. White fields
present Candida colonies after image analysis (using ImageJ program).

Scanning mode:XYZ fine scan . e A Scanningimode:XYZ fine s¢an
+ Color + Color

Image size[pixels]1024X1024 g X Image size[pixels]:1024X1024
Image size[pm]: 65x65 - Image size[um]: 65x65
Objectivellens:LMPLFLN100 e Wy, Objective Jgns:LMPLFLN100
Zoom:2X 3 <. Zoom:2X *

a)

10bm

RYS. 2. Zdjecia powierzchni stopu Remanium 380+ po przetrzymywaniu w roztworze A (PBS+mucyna+guma
ksantanowa), 72 godz.: a) powierzchnia chropowata, b) powierzchnia gtadka, CLSM, 10 pm.

FIG. 2. Confocal scanning laser micrographs of Co-Cr-Mo alloy after contact with solution A (PBS+mucin+xanthan
gum): a) rough surface; b) smooth surface. Images represent typical field of view. CLSM, bars, 10 ym.
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RYS. 3. Zdjecia powierzchni stopu Remanium 380+ po przetrzymywaniu w roztworze B (PBS+mucyna+guma
ksantanowa+nanoczastki ztota), 72 godz.: a) powierzchnia chropowata, b) powierzchnia gtadka, CLSM, 10 um.
FIG. 3. Confocal scanning laser micrographs of Co-Cr-Mo alloy after contact with solution B (PBS+mucin+xanthan
gum+gold nanoparticles): a) rough surface; b) smooth surface. Images represent typical field of view. CLSM,

bars, 10 pm.

Wyniki analizy obrazu, przeprowadzone w szesciu miej-
scach testowanych probek, pozwolity na ilosciowe wyzna-
czenie kolonii drobnoustroju przypadajgcego na okreslong
powierzchnie prébki (10 um x 10 um). Na RYS. 4. przedsta-
wiono ilo$¢ kolonii drobnoustroju (warto$¢ srednia + odchyle-
nie standardowe) zasiedlajgcego dany obszar prébek o po-
wierzchni chropowatej (Ra = 1,1 um) i gtadkiej (Ra = 0,2 um),
przetrzymywanych w trzech réznych srodowiskach (po-
zywka biologiczna i preparaty sliny: A, B). Zaobserwowano
statystycznie istotnie mniejszg (***p<0.0017) ilo$¢ kolonii
Candida albicans na powierzchni prébek testowanych
w $rodowisku roztworu B w poréwnaniu do kontroli. Otrzy-
mane wyniki badan potwierdzajg wtasciwosci przeciwgrzy-
bicze nanoczgstek ztota.

Image analysis results, performed at six places of tested
samples, enabled for quantitative analysis of Candida colonies
present on determined area of the sample (10 um x 10 ym).
FIG. 4 presents number of Candida albicans colonies
(average value + standard deviation) adhered to rough
(Ra = 1.1 um) and smooth (Ra = 0.2 ym) surfaces, kept in
three different environments (control and saliva substitutes:
A, B). Statistically significant lower (***p<0.007) number
of Candida albicans colonies was observed at surfaces of
samples tested in saliva B in comparison to control (nutrient
medium). These results confirmed that gold nanoparticles
exhibit antifungal properties.

50

40

30

20

Liczba kolonii / Colony number

Kontrola/Control A

Srodowisko / Environment

70 RYS. 4. Liczba kolonii Candida albicans
[J Chropowata/Rough na powierzchni testowanych prébek
Bl Gladka/Smooth przetrzymywanych w trzech $rodowi-
60 T

skach: kontrola (pozywka biologiczna)
i preparatow sliny: A, B; gwiazdkami
oznaczono wartosci istotnosci staty-
stycznej: ***p <0.001 (w stosunku do
kontroli).

RYS. 4. Number of Candida albicans
colonies present on surfaces of tested
samples, kept in three different environ-
ments: control (nutrient medium) and
saliva preparations: A, B; stars indicate
statistically significant differences:
***p <0.001 (vs control).
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Dane literaturowe wskazujg na zastosowanie nanocza-
stek ztota jako czynnikéw charakteryzujgcych sie dziataniem
przeciwbakteryjnym oraz przeciwgrzybiczym [20,21]. Anali-
za literaturowa z tego zakresu wskazuje, ze oddziatujg one
na poszczegodlne struktury komoérkowe mikroorganizmow,
uposledzajgc tym samym ich podstawowe funkcje zyciowe.
Na RYS. 5 zaprezentowano mozliwe $ciezki mechanizmu
dziatania nanoczgstek ztota na mikroorganizmy, opracowa-
ne w oparciu o dostepng literature z tego zakresu.

Przytoczone wiasciwosci nanoczgstek metali majg réw-
niez niezwykle istotne znaczenie w przypadku hamowania
wzrostu biofilmu na powierzchniach materiatéw stomatolo-
gicznych. Jak wynika z RYS. 5 oddziatywanie nanoczastek

Literature data indicate that gold nanoparticles are char-
acterized by antibacterial and antifungal properties [20,21].
Analysis of available reports shown that those particles exert
significant impact on individual microorganisms cell struc-
tures and impair their basic existence functions. In FIG. 5
possible mechanisms of gold nanoparticles activity against
microorganisms are presented.

Antimicrobial properties of metal nanoparticles play also
very important function in the inhibition of biofilm growth on
surfaces of prosthetics materials. As it was mentioned in
FIG. 5 interaction between metal nanoparticles and micro-
organisms cells may be realized in different biological ways.
Some of them are characterized below.

metali na komoérke drobnoustroju moze przebiega¢ na
wiele sposobdéw. Ponizej kilka z nich zostato scharaktery-

zowanych.

Utlenianie katalityczne

Aminokwasem wchodzgcym w sktad
Sciany komorkowej drobnoustrojow jest
cysteina, w ktérej grupg reaktywng jest
grupa tiolowa (-SH). Dwie czastki cystei-
ny majg mozliwosc¢ potgczy¢ sie poprzez
grupy tiolowe tworzgc w rezultacie dwu-
siarczkowy mostek stabilizujgcy struktu-
re biatka. Biorgc pod uwage fakt, ze na
poziomie atomowym nanoczgstki metali
majg zdolnos¢ pochtaniania tlenu, przez
co dziata on wéwczas jako katalizator
w kierunku utleniania. W roztworze tlen
atomowy, ktéry zaabsorbowany zostat
na powierzchni jonéw metali, czynnie re-
aguje z odstonietymi grupami tiolowymi
i usuwa z nich atomy wodoru, prowa-
dzgc w rezultacie do powstania wody.
W wyniku powyzszego mikroorganizmy
nie sg w stanie syntezowac sktadni-
koéw budulcowych $Sciany komorkowe;.
Powstajg wigzania -S-S-, a utozone
w poprzek btony komdrkowej Sciezki
przenoszenia elektronéw tzw. fancuchy
oddechowe zamykajg sie. Woéwczas
bakterie tracg mozliwos¢ oddychania,
co prowadzi do ich obumierania [28-32].

Reakcja ze $ciang komdérkowag

Kolejnym sktadnikiem $ciany komodrkowej drobnoustro-
jow jest usieciowany polimer - mureina. Ten peptydoglikan
skfada sie z dtugich wielocukrowych tancuchoéw, potgczo-
nych mostkami peptydowymi. Nanoczgstka metalu moze
wchodzi¢ w reakcje z odstonietymi na powierzchni pepty-
doglikanami, uniemozliwiajgc przebieg procesu oddychania
komédrkowego. Nanoczastki metali szlachetnych zaburzajg
réwniez samg biosynteze mureiny [33,34].

Denaturacja biatka

Denaturacja biatek jest procesem polegajgcym na takiej
zmianie jego przestrzennej budowy, ktéra spowoduje utrate
jego biologicznej aktywnosci. Wigzania dwusiarczkowe
-S-S- ulegajg wtedy rozerwaniu w obecnosci reduktoréw.
W przypadku nanoczgstek metali szlachetnych, ich ka-

Utlenianie materiatu genetycznego
Oxidation of the genetic material

pPNA —&— DNA

Blokowanie syntezy biatek
Blocking of the synthesis of proteins

mRNA

Zaktdécenie dziatania pomp
Disrupting of pomps action

Blokowanie podziatow
komérkowych

Blocking of cell divisions
Zaburzenie przebiegu X / K+
reakcji metabolicznych / 4 / Blokowanie syntezy mureiny
locking of murein synthesis

Inhibition of metabolism Na’
processes

Os® ——

Lack of the conjugation*

-

Brak koniugaciji
Utlenianie katalityczne
Catalytic oxidation

ATP $ADP

\_

Blokowanie ruchu komérki‘x

CEIEICE Gl TR Zakiocenie przeptywu elektronow

Interruption of electron transport

RYS. 5. Mechanizm oddzialywania nanoczgstek metali na komoérke drob-
noustroju [28].

FIG. 5. Mechanism of interaction between metal nanoparticles and cell of
microorganism [28].

Catalytic oxidation

One of the components of cell’s wall is aminoacid —
cysteine, in which the reactive group is thiol group (-SH).
Two molecules of cysteine are able to connect through thiol
groups forming disulfide bridge, which stabilizes protein
structure. Taking into account that on atomic level metal
nanoparticles are able to react with oxygen and in fact it acts
as catalyst of oxidation process. In solution, atomic oxygen,
which was adsorbed on surface of metal ions, reacts with
thiol groups and eliminate hydrogen atoms leading to the
formation of water molecule. As a result of this process,
microorganisms are not able to synthesize the components
of the cell wall. The -S-S- bonds are formed, and arranged
crosswise to the cell wall the electron transfers paths (so-
called respiration chains) are blocked. Then the bacteria
lose their ability to respire, which leads to their death [28-32].

talityczne witasciwosci powodujg tworzenie sie wolnych

protonéw, wywotujgcych denaturacje biatek. W rezultacie
rozerwanie wigzan disulfidowych powoduje zniszczenie

struktury przestrzennej biatka [30].

Reaction with cell wall

Another component of microorganisms’ cell wall is
branched polymer - mureine. This peptidoglycan is com-
posed of long multisaccharides chains, bonded using
peptide bridges. Metal nanoparticles can react with pepti-
doglycans and block processes of respiration chain. Some
of them also interfer of mureine biosynthesis [33,34].
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Nanoczastki ztota stosowane sg takze w terapiach no-

® e e o o o o wotworowych. W wielu publikacjach [35,36] udowodniono

ich aktywnos¢ przeciwnowotworowg. Nanoczgstki te swojg
skutecznos¢ uzyskujg gtéwnie dzieki unikalnym wtasci-
wosciom fizykochemicznym oraz technologii wytwarzania.
Efektywnos$¢ nanoczgstek moze by¢ réwniez kontrolowana
poprzez mozliwosci immobilizacji na ich powierzchni innych
czgsteczek biologicznie aktywnych [37,38].

Whioski

Przedmiotem pracy byta ocena wptywu roztworu sztu-
cznej $liny z/bez dodatku nanoczgstek ztota na wzrost
drobnoustroju Candida albicans na powierzchni (gtadkiej
i chropowatej) stopu kobaltu Remanium 380+. Po inkubacji
prébek biomateriatu w testowanych roztworach $liny, doko-
nano obserwacji mikroskopowych powierzchni stopu kobaltu
za pomocg techniki CLSM.

Z przeprowadzonych badan dos$wiadczalnych wynika,
ze najintensywniejsza adhezja Candida albicans na po-
wierzchni probek metalicznych zachodzita w roztworze
kontrolnym. Na tych powierzchniach zauwazy¢ mozna wiele
pojedynczych komoérek grzyba, ale takze liczne skupiska
wykazujgce oznaki dalszego pgczkowania. Podobne wyniki,
aczkolwiek mniej intensywne zaobserwowano dla stopu
kobaltu inkubowanego w roztworze sliny bez dodatku nano-
czgstek ztota. Z kolei, roztwor sztucznej sliny z dodatkiem
nanoczgstek ztota wykazat hamujgce dziatanie na adhezje
Candida albicans do powierzchni stopu CoCrMo.

We wszystkich przypadkach zaobserwowano, ze adhezja
drobnoustroju jest wieksza na powierzchni chropowatej
w poréwnaniu do gtadkiej. Potwierdza to fakt, iz mikroor-
ganizmy liczniej adsorbujg oraz intensywniej rozwijajg sie
w materiale o rozwinietej strukturze powierzchniowej bogatej
w rysy i zagtebienia.

Otrzymane wyniki badan potwierdzajg hamujgcy wptyw
nanoczgstek ztota na adhezje i rozwéj Candida albicans
— jednego z czynnikéw etiologicznych powodujgcych zaka-
zenia tkanek miekkich jamy ustnej. Zmniejszajg tym samym
jego adsorpcje do elementéw protetyki stomatologicznej.
Postulowany przez nas mechanizm dziatania nanoczgstek
ztota bazujgcy na zahamowaniu podstawowych proceséw
zyciowych powoduje obumieranie komérek tego grzyba oraz
zmniejszenie jego adhezji. Biobdjcze dziatanie nanoczastek
ztota, zawartego w preparacie sliny moze wiec przedtuzaé
okres trwatosci i czas uzytkowania materiatow protetycznych
przez pacjentow oraz zmniejszac ryzyko infekcji. Dodatko-
wo, biorgc po uwage lepkg konsystencje preparatu sliny,
po jego aplikacji na powierzchni zebéw powstaje trwata
przeciwgrzybicza powtoka, a dzieki temu nanoczastki ztota
obecne w np. mikroszczelinach miedzyzebowych bedg wy-
kazywac dtugotrwate dziatanie ochronne przed rozwojem
mikroorganizméw i infekcjami.
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Peptide denaturation

Peptide denaturation is a process, where its spatial struc-
ture is changed what in fact destroys its biological activity.
Disulfide bonds (-S-S-) are destroyed in the presence of
reduction agents. In the case of nobel metals nanoparti-
cles, their catalytic properties lead to the formation of free
protons, which cause peptides denaturation. As a result,
breaking of disulfide bonds causes the destruction of the
spatial structure of peptide.

The gold nanoparticles are also used in cancer thera-
pies. A number of publications [35,36] has proven their
anticancer activity. Nanoparticles are effective due to their
unique physical and chemical properties and manufactur-
ing technology. Efficiency of the nanoparticles may also
be controlled by the possibility of immobilization on their
surface other biologically active molecules including drugs
or homing ligands [37,38].

Conclusions

The present study provides an objective observation of
the effectiveness of mucin based saliva preparations with/
without addition of gold nanoparticles on growth of Candida
albicans colonies on surfaces (rough and smooth) of cobalt
alloy Remanium 380+. After incubation of biomaterial’s sam-
ples in tested saliva preparations, microscopic observations
using CLSM were conducted.

Obtained results showed that the most intense Candida
albicans adhesion on metal surfaces was observed in the
case of control solution (nutrient medium). Numerous single
cells and colonies of Candida cells with gemmate signals
were observed at tested surfaces. Similar results, although
less intensive were obtained for cobalt alloy incubated in
saliva preparation without addition of gold nanoparticles.
On the other hand, saliva substitute with addition of gold
nanoparticles inhibit Candida albicans adhesion to CoCrMo
alloy surface.

In all tests it was observed that microbes adhesion was
more intensive to rough surface in comparison to smooth
one. It confirmed that microorganisms are adsorbed to
materials with more higher surface area, with numerous
scratches and vallecullas.

Obtained results confirmed inhibition effect of gold na-
noparticles on adhesion and growth of Candida albicans —
one of the aetiology factors which is a cause of soft tissues
infections in oral cavity. Tested nanoparticles decrease also
adsorption of Candida cells to elements of dental prosthe-
ses. The proposed mechanism of gold nanoparticles activity
is based on inhibition of basic life processes of Candida and
decrease of its adhesion to material surface. Antimicrobials
activity of gold nanoparticles present in saliva substitute
may sustain and prolong the stability and exploitation time
of prosthetic materials by patients and decrease risk of
infection. Additionally, taking into account viscous texture
of saliva preparation, after it application at teeth surfaces,
stable antifungal layer is formed and gold nanoparticles
present in i.e. teeth microscratches can longer act against
infections and as antimicrobial factors.
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Streszczenie

Zrost pourazowy kosci zalezy od wielu czynnikow.
Jednym z najwazniejszych jest uzyskanie izoelastycz-
nego zespolenia, ktérego sztywno$c bedzie zmniej-
szac sie w miare postepu gojenia, i ktére umozliwi
niewielkie ruchy poosiowe w szczelinie ztamania,
stymulujgc tym samym tworzenie kostniny. Zespo-
lenie to powinno eliminowac ruchy skretne i katowe
utrudniajgce zrost kostny. W artykule opisano badania
nad innowacyjnym podejsciem do stabilizatorow koSci.
Zaproponowano dwa stabilizatory weglowe (réznigce
sie ksztaftem przekroju) zastepujgce obecnie stosowa-
nie stabilizatory metalowe, ktore sktadaty sie z ptytek
weglowych zespolonych razem Srubami do uszkodzo-
nej kosci. Zbadano wiasciwo$ci mechaniczne stabili-
zatorow. Materiat kompozytowy widkno weglowe-zywi-
ca epoksydowa okazat sie materiatem, ktérego sztyw-
no$¢ umozliwia mikroruchy w szczelinie ztamania
w zakresie bezpiecznego zrostu kostnego. Niewatpli-
wg zaletg stabilizatorow z laminatéw weglowych jest
ich niska waga oraz estetyczny wyglad. Sztywno$c
tych uktadow podlega regulacji poprzez odejmowa-
nie ptytek weglowych, co pozwala na sterowanie
sztywnoS$cig zespolenia w funkcji czasu i tym samym
stwarza mozliwo$¢ leczenia czynno$ciowego. Bada-
nia statyczne udowodnity, ze mnigjszg elastyczno$c
zespolenia wykazuje stabilizator Carboelastofix2
o konstrukcji przestrzennej, natomiast mikroruchy
w szczelinie miedzyodfamowej wystepujg podczas
statycznych badan rozciggania zaréwno w stabiliza-
torze z ptytkami namiotowymi, jak i przestrzennymi.
Badania mechaniczne obu konstrukcji stabilizatora
przeprowadzone w ramach tej pracy wraz badaniami
klinicznymi przeprowadzonymi w Katedrze i Klinice
Ortopedii i Traumatologii Narzagdu Ruchu w Warszawie
potwierdzajg skutecznosc¢ leczenia ztaman kosci z wy-
korzystaniem konstrukcji stabilizatora Carboelastofix.

Stowa kluczowe: biomateriaty, stabilizatory ko$ci,
kompozyty weglowe, ortopedia

[Inzynieria Biomateriatéow 137 (2016) 30-38]
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Abstract

Traumatic bone fixation depends on many factors.
One of the most important is to achieve izoelastic
fusion, which stiffness will decrease with the progress
of healing, and which allows small axial movement
in the fracture gap, thereby stimulating the formation
of callus. This fusion should eliminate torsional and
angular movements, which hinder bone fixation. Two
composite carbon stabilizers (different cross-sectional
shape) replacing currently used metal stabilizers,
which consisted of carbon composite plates and
screws enabling fixation into the damaged bone were
proposed. Mechanical properties of the stabilizers
were tested. A composite material consisting of car-
bon fiber and epoxy resin exhibits stiffness allowing
the micro-movements in the gap fracture in terms
of safe bone union. An important advantage of the
carbon stabilizers is their low weight and aesthetic
appearance. The stiffness of the system is regulated
by subtracting the carbon plates, thereby controlling
the stiffness of fixation as a function of time and thus
providing the possibility of functional treatment. Static
tests demonstrated that the Carboelastofix2 - stabi-
lizer with spatial structure has lower fusion flexibility,
while micro-movements in the gap between bone
fragments occur during the static tensile test in both
stabilizers — tent-shaped plates and spatial plates.
Mechanical tests of both stabilizers presented in this
work, including clinical studies conducted in the Chair
and Department of Orthopedics and Traumatology of
Locomotor System in Warsaw confirm the efficiency
of the treatment of bone fractures with the use of
Carboelastofix stabilizer.

Keywords: bone stabilizer, biomaterials, carbon
composite, regeneration, orthopaedic

[Engineering of Biomaterials 137 (2016) 30-38]
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Wprowadzenie

Powszechnie znane wady nakostnej osteosyntezy ptyt-
kowej, takie jak: konieczno$c¢ srodoperacyjnego szerokiego
odszkieletowania kosci i pozbawienia jej czesci ukrwienia,
zwiekszenie ryzyka infekgji, zbyt sztywna konstrukcja prowa-
dzgca do wygaszenia biologicznego potencjatu do gojenia
oraz problemy z leczeniem ztaman otwartych, skierowaty
badania na nowe rozwigzania konstrukcyjne i materiatowe
z wykorzystaniem stabilizatorow zewnetrznych [1]. Pierwsze
metalowe, ptytkowe stabilizatory zewnetrzne nie pozba-
wione byly wad nakostnej osteosyntezy ptytkowej [2-4].
Nadmiernie usztywniaty konstrukcje, co nie zapewniato
wiasciwego rozktadu naprezen pomiedzy ptytkg i koscig,
ograniczajgc tym samym aktywnos$¢ komorek odpowie-
dzialnych za zrost kostny. Pozostawaty nieprzezierne dla
promieni rentgenowskich, co utrudniato monitorowanie
zrostu kostnego. Istotng kwestig byt rowniez brak mozliwo-
Sci zmniejszania sztywnosci konstrukcji w miare postepu
gojenia kosci [5-7].

Zasadniczym problemem w skutecznym leczeniu ztaman
kosci jest uzyskanie izoelastycznego zespolenia, ktérego
sztywnos$¢ bedzie sie zmniejsza¢ w miare postepu gojenia,
i ktére umozliwi niewielkie ruchy poosiowe w szczelinie
ztamania, stymulujgc tym samym tworzenie kostniny [8-11].
Zespolenie to powinno eliminowacé ruchy skretne i katowe
utrudniajgce zrost kostny. W przypadku stabilizatorow
zewnetrznych elastycznos¢ zespolenia mozna uzyskac
poprzez zwiekszenie odlegtosci ptytki od kosci, zwiekszenie
rozstawu otworéw w ptytce lub zmniejszenie liczby wpro-
wadzonych wkretow. Zwigkszenie elastycznosci zespolenia
mozna réwniez uzyskac¢ przez zmiane materiatu z jakiego
wykonana jest ptytka [8]. Koniecznos¢ zbudowania stabi-
lizatora nowej generacji otworzyta droge do zastosowania
materiatdw kompozytowych na bazie witokien weglowych,
przeziernych dla promieniowania X, cechujgcych sie kontro-
lowang sprezystoscig. Moze by¢ ona dopasowana do spre-
zystosci kosci, a w przypadku konstrukcji wieloptytkowych
moze umozliwiaé zmiane sztywnosci zespolenia poprzez
odejmowanie kolejnych ptytek [12,13].

Celem tej pracy byto opracowanie, wykonanie oraz
okreslenie charakterystyk mechanicznych stabilizatora
zewnetrznego Carboelastofix w warunkach statycznych.
Badania mechaniczne skorelowano z wynikami badan
biologicznych in vivo, co pozwolito na ocene skutecznosé
zespolenia.

Materialy i metody

Carboelastofix to nowy, oryginalny, polski, zewnetrzny
stabilizator opracowany przez lekarzy z Katedry i Kliniki
Ortopedii i Traumatologii Narzagdu Ruchu w Warszawie
oraz grupe inzynierow z Wydziatu Inzynierii Materiatowe;j
i Ceramiki. Wykonany jest z widkien weglowych $rednio-
modutowych w postaci tkaniny 2D zatopionych w zywicy
epoksydowej 601, wykorzystujgc utwardzacz Z1. W pracy
przebadane zostaty dwa rozwigzania geometryczne sta-
bilizatora Carboelastofix. Kazdy z nich zbudowany jest
z dwdch ptytek tego samego rodzaju. Leczenie czynnos-
ciowe, ktérego istota polega na zmianie sztywnosci ukta-
du, mozliwe jest poprzez odjecie ptytki podczas leczenia
ztamania.

Introduction

A bone fixation is a dynamic process requiring different
local mechanical and biological conditions at every stage.
A well-studied method of healing fractures is plate osteo-
synthesis. There are numerous disadvantages of this pro-
cedure, such as: wide separation of a fractured bone from
the skeleton system, inadequate blood supply and growing
risk of infection. Other drawbacks include poor biological
potential for healing, due to the rigid characteristics of the
fixation and problematic treatment of open fractures [1].
Having taken into account all these drawbacks, there have
been attempts to innovate both construction and material
so as to create optimal external stabilizers [2-4]. External
metal fixators dedicated to treating fractures prove to be
as faulty as internal plates. They are not flexible enough to
stimulate the activity of cells by means of a proper stress
pattern. They are also X-ray impermeable, which seriously
impedes the possibility to monitor the treatment process.
Another crucial drawback of metal connectors is the rigid-
ness of fixation with no possibility to modify flexibility con-
sistently with healing course [5-7].

The successful bone fracture treatment depends on iso-
elastic fixation. For many years there have been postulates
to create a fixating device which stiffness will diminish in
the course of the healing process. On one hand, the fixa-
tion should allow slight axial movements that promote the
formation of callus at the fracture site [8-11]. On the other
hand, the stabilizer should prevent torsion and angle move-
ments that hinder the healing process. Elasticity of the fixa-
tion depends on a number of factors: the fixator itself, the
bone-plate distance between and the number and layout
of applied screws. Using a proper material to construct the
stabilizer is yet another method to improve the plasticity
of fixation [8]. The necessity to manufacture an innovative
fixating device has opened up new opportunities. Among
others, radiolucent composite materials based on carbon
fibers have been taken into consideration. Provided they are
endowed with controlled elasticity, their plasticity could be
matched with the bone. What is more, in the case of multi-
plate structures the stiffness of fixation may be altered by
removing successive plates [12,13].

The main objective of this work was to construct and
describe mechanical properties of an external bone fixation
system called Carboelastofix in static conditions. Mechanical
examinations were correlated with the results of biological
in vivo tests, which provided efficient assessment of the
fixation.

Materials and Methods

Carboelastofix is a novel Polish external fixator devel-
oped by physicians from the Chair and Department of
Orthopedics and Traumatology of Locomotor System of the
Medical University of Warsaw and a team of engineers from
Faculty of Materials Science and Ceramics at AGH Krakow.
The stabilizer is made of intermediate modulus carbon fibers
in the form of 2D fabric which are embedded in epoxide resin
601, using Z1 hardener. Two geometric systems of Carbo-
elastofix stabilizer were examined during this project. Each
of them was constructed of two plates of the same type.
The idea behind Carboelastofix treatment was the possibil-
ity to change the elasticity of the fixator-bone system by
removing plates during the healing process.
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Carboelastofix2

Carboelastofix1

RYS. 2. Kierunki badania kompozytowych

RYS. 1. Rodzaje ptytek stabilizatora Carboelastofix.
FIG. 1. Types of Carboelastofix plates.

plytek stabilizatora.
FIG. 2. Directions of testing the stabilizer’s
composite plates.

RYS. 3. Badanie tréjpunktowego zginania plytek stabilizatora: A - plytki namiotowe (Caroelastofix1), B - plytki
przestrzenne (Carboelastofix2).
FIG. 3. Three-point bending tests conducted on the plates: A - tent-shaped plates (Carboelastofix1), B - spatial
plates (Carboelastofix2).

RYS. 1 przedstawia dwa rodzaje ptytek stabilizatora Car-
boelastofix1 - ptytki namiotowe oraz Carboelastofix2 - ptytki
przestrzenne wykorzystane w badaniach w rozwigzaniu
jednoptytkowym (Carboelastofix11, Carboelastofix21) oraz
w rozwigzaniu dwuptytkowym (Carboelastofix12, Carboe-
lastofix22). Wstepne badania kliniczne wykazaty potrzebe
optymalizacji konstrukcji prowadzaca do zwiekszenia rozsta-
wu stabilizatora, co rozszerzato mozliwos¢ leczenia ztaman
skosnych i spiralnych oraz prowadzito do zmniejszenia
ruchow rotacyjnych w szczelinie ztamania. Stad w bada-
niach wiasciwosci mechanicznych, a takze w badaniach
klinicznych stosowano oba rodzaje stabilizatorow.

Pierwszy etap obejmowat nieniszczace badania ul-
tradzwiekowe, majace na celu wyznaczenie predkosci
propagacji fal ultradzwiekowych w trzech weglowo-polime-
rowych kompozytach o orientacji wtokien: 1D, 2D oraz 2D
z rdzeniem 1D (2D-1D-2D). Sposéb pomiaru pokazano na
RYS. 2 [13,14].

Kolejnym etapem badan byta charakterystyka mecha-
niczna wyzej wymienionych materiatdbw kompozytowych.
Wyznaczono modut Younga, wytrzymatos¢ na zginanie
oraz odksztatcenie w probie trojpunktowego zginania, ktére
zostato przeprowadzone na maszynie wytrzymatosciowej
Zwick 1435. Zgodnie z normg PN-EN ISO 14125 stosunek
I/d dla materiatéw kompozytowych wynosi 16.

Badanie trojpunktowego zginania samych, ptytek przy
sile 300 N przeprowadzono dla ptytek obu rozwigzan sta-
bilizatora, zaréwno 1 ptytki jak i 2 ptytek, jedna na drugiej.
RYS. 3 przedstawia sposéb przeprowadzonych badan.

FIG. 1 presents two types of the tested fixator: Carboe-
lastofix1 (tent-shaped plates) and Carboelastofix2 (spatial
plates). They were both tested as one-plate systems
(Carboelastofix11, Carboelastofix21) and the two-plate
systems (Carboelastofix12, Carboelastofix22). Already the
initial clinical assessment proved the need to optimize the
systems, namely to expand the spacing. Such an alteration
improved treating oblique and spiral fractures and dimin-
ished rotating movements at the fracture site. Thus in both
mechanical tests and clinical trials both types of stabilizers
were examined.

The first stage of investigation was non-contact ultra-
sound testing to establish the propagation speed of ultra-
sound waves in three carbon-polymer composites which
differed in the orientation of fibers. The pattern of fibers
were as follows: 1D, 2D and 2D with a 1D core (2D-1D-2D).
The directions of testing the plates are presented in
FIG. 2 [13,14].

The subsequent stage of examinations was mechanical
characteristics of the composite materials. Universal testing
machine Zwick 1435 was used in order to assess Young's
modulus, tensile strength and deformation in three-point
bending tests. The testing procedures were conducted in
compliance with the obliging PN-EN ISO 14125 norm where
the I/d ratio for composites is 16.

The three-bending test at the force of 300 N was con-
ducted for the two types of stabilizers — both with one plate
and two plates (one placed on top of the other). FIG. 3
presents the testing procedure.
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Kolejny etap badan to badania statyczne przeprowa-
dzone na uktadzie zespalajgcym tzn. na stabilizatorze za-
montowanym na modelu kosci jakim byt drewniany drgzek.
Nie bez powodu jako model kosci wybrano drewno,
ktérego struktura przypomina budowe kosci, a modut
Younga obu materiatow jest zblizony. Modut sprezystosci
kosci miesci sie w granicach 10-40 GPa [15], a modut
drewna wynosi ok. 10 GPa [16]. Na modelu wykonano
badania trojpunktowego zginania, badanie skrecania oraz
rozciggania zaréwno z zamontowang 1, jak i 2 ptytkami
(RYS. 4). W trakcie badania wykonywano zdjecia kamerg
stereoskopowg ,Pentagram”, dzieki czemu byto mozliwe
zbadanie wptywu dziatajgcego obcigzenia na wielko$é
i rodzaj mikroruchéw w szczelinie ztamania, a tym samym
sprawdzenie czy wystepujgce mikroruchy mieszczg sie
w bezpiecznym zakresie przemieszczen odtamow kost-
nych, ktéry wynosi okoto 1 mm [17,18].

RYS. 4. Zdjecia wykonywane podczas
badan statycznych na ukfadzie zespala-
jacym:

A - rozcigganie,

B - zginanie,

C - skrecanie.

FIG. 4. Photographs taken during static
testing of the model:

A - tension,

B - bending,

C - torsion.

The following step was static testing conducted on
the fixator-bone model. A wooden bar was chosen as the
best model of the bone, since they have similar structural
characteristics. Additionally, the Young’s modulus of both
materials is comparable (bone 10-40 GPa, wood 10 GPa)
[15,16]. Three-point bending, torsion and tension tests
were performed on the model with both one and two plates
(FIG. 4). During the examination stereoscope Pentagram
camera was used to record the impact of loading on the
size and type of micro movements in the fracture gap. Thus
it was possible to establish if they remain in a safe range
of bone fragments dislocation, i.e. 1 mm [17,18].
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Badania kliniczne przeprowadzone w Katedrze i Klinice

® o o o o o o Ortopediii Traumatologii Narzgdu Ruchu w Warszawie opie-

raty sie na przebadaniu 2 rozwigzan geometrycznych stabi-
lizatora weglowego Carboelastofix (Zgoda Komisji Bioetycz-
nej Nr 23/2010). Pierwsze rozwigzanie, ktérym byt stabiliza-
tor z ptytkami namiotowymi - Carboelastofix1 zastosowano
do leczenia ztaman tylko poprzecznych i skosnych trzonéw
kosci piszczelowej. Analiza zrostu kostnego byta przeprowa-
dzona dla 12 ztaman, dzieki ocenie zdjec¢ radiologicznych,
a takze badan ilosciowych umozliwiajgcych sprawdzanie
gestosci zrastajgcego sie regeneratu podczas leczenia oraz
obliczenia pola powierzchni tworzacej sie kostniny. Badania
te zostaty poréwnane z 12 losowo wybranymi pacjentami,
ktorych ztamanie trzonu kosci piszczelowej byto leczone sta-
bilizatorem metalowym Zespol. Ocene zmian gestosci two-
rzacej sie kostniny przeprowadzono na podstawie cyfrowej
analizy zdjec¢ radiologicznych. Stopniowe obnizenie wartosci
OD (optical density) Swiadczy o postepujgcym zroscie kosci.
U wszystkich 12 pacjentéw uzyskano zrost kostny.

Dla Carboelastofix2 z jedng i dwiema ptytkami nosnymi
przeprowadzono badania na grupie 18 chorych, dla ktérych
ocene zrostu kostnego przeprowadzono na podstawie ba-
dania klinicznego oraz oceny zdjec¢ radiologicznych.

Wyniki i dyskusja

Pierwszy etap pracy miat na celu dobér materiatu na piyty
nosne stosowane w stabilizatorze zewnetrznym. Podejscie
biomimetyczne stanowito gtéwne kryterium wyboru piyt,
zgodnie z ktérym witasciwosci sprezyste powinny by¢ zbli-
zone do wiasciwosci kosci [19]. W tym celu wykonano trzy
rodzaje ptytek o roznej orientacji widkien i réznej kombinac;ji
warstw. Stosujgc metode prasowania prepregéw otrzymano
3 rodzaje kompozytow, 1D, 2D oraz 2D-1D-2D gdzie rdzen
zbudowany byt z wiékien weglowych utozonych réwnolegle,
a warstwy zewnetrzne stanowity tkaniny weglowe. Uzyskane
rezultaty w badaniu tréjpunktowego zginania (TABELA 1)
pokazaty, ze wtasciwosci zblizone do kosci wykazujg kom-
pozyty 2D. Modut Younga byt zblizony do kosci (ok. 20 GPa),
a wytrzymato$¢ na zginanie byta okoto 3 razy wieksza.
To pierwsze kryterium réwnosci modutu Younga jest istot-
ne dla wiasciwego rozktadu naprezen pomiedzy ptytkg
i koscig, natomiast podwyzszona wytrzymato$¢ gwarantuje
bezpieczenstwo zespolenia. Jak wida¢ z przedstawionych
charakterystyk sita-odksztatcenie (RYS. 5) wszystkie bada-
ne materiaty odksztatcajg sie w sposob sprezysty, natomiast
réznice wystepujg w sposobie pekania. Kompozyty 1D
i 2D-1D-2D pekajg w sposéb kruchy, natomiast kompozyt
2D charakteryzuje sie czesciowg delaminacja.

Innym waznym kryterium dla tych zastosowan jest jed-
norodnos¢ kompozytéw stosowanych na elementy nosne
stabilizatora. Przeprowadzone badania ultradzwiekowe
(TABELA 2) pokazuja, ze predkosc fali ultradzwiekowej dla
kompozytoéw 2D jest jednakowa w obu kierunkach. W przy-
padku kompozytéw 1D i 1D-2D-1D obserwuje sie wysoka
anizotropie wiasciwosci sprezystych.

Clinical trials were conducted at the Chair and Depart-
ment of Orthopedics and Traumatology of Locomotor
System of the Medical University of Warsaw to investigate
two geometric types of Carboelastofix fixator (Approval of
Bioethical Committee No 23/2010). The first device was a
stabilizer with tent-shaped plates — Carboelastofix1 - that
was applied to heal only tibial fractures. The analysis
was performed on 12 patients. It consisted of radiological
examinations, bone density testing and calculating the
surface area of bone callus. The results were compared
to 12 randomly selected patients whose fractures were
treated with a metal stabilizer called Zespol. The digital
analysis of conventional X-ray technology was conducted
to assess the changes in bone callus density. The visible
gradual decrease in optical density proved the progress in
fracture healing. In the case of all 12 patients bone fixation
was achieved.

Carboelastofix2 with one or two plates was applied to
heal 18 other fractures. To investigate the bone fixation,
clinical trials and radiological assessment were performed
on this group of patients.

Results and Discussions

The first stage of this work was to select a proper material
for constructing an external stabilizer. The main criterion in
the choice of the material is biomimetics — the material’'s
elasticity should be comparable to that of bone [19].

The method of prepreg pressing was applied to obtain
three types of plates characterized by different orientation
of fibers and different combination of layers. The three kinds
of composites were: 1D, 2D and 2D-1D-2D with the core
built of parallel carbon fibers and the outer layers made
of carbon fabric. The three-point bending tests proved
composite 2D to be the most similar to bone (TABLE 1).
Its Young’s modulus value is close to the one of bone
(approx. 20 GPa) and bend strength is about three times
higher. Such comparable values of Young’s modulus en-
sure proper fixator-bone stress pattern, while high strength
guarantees stability of the fixation. All the three composites
deform plastically and the differences occur in the way they
fracture, as it may be observed in FIG. 5. 1D and 2D-1D-2D
composites fracture in a brittle manner, whereas 2D com-
posite undergoes partial delamination.

Yet another crucial issue is homogeneousness of com-
posites used for bone fixation. The ultrasound examinations
(TABLE 2) reveal that the speed of waves is similar for 2D
composite in both directions. However, 1D and 1D-2D-1D
composites show high anisotropy of elasticity.

Since the obtained results confirmed that the most
useful plates are the ones made of composite 2D (carbon
fiber-epoxide resin), this material was chosen for further
studies. The next step was to investigate the possibilities
of controlled flexibility by building multi-plate systems.

TABELA 1. Wyniki badan mechanicznych dla réznych rodzajow kompozytow.
TABLE 1. Results of mechanical testing of the three types of composites.

REEZ Modut Younga OBy Wytrzymato$¢ OElE 15315 Odksztatcenie e Ee
kompozytu ] standardowe standardowe . standardowe
: Young'’s Strength Deflection
Composite modulus [GPa] Standard [GPa] Standard [mmi Standard
type deviation [GPa] deviation [GPa] deviation [mm]

< 1D 736 2.9 1478 43 6.09 0.22
w
_ E | 2p-1D-20 34.5 3.1 894 26 4.73 021 |
- Il oo 15.5 3.3 264 5 3.41 0.23 |
(D >
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Uzyskane wyniki potwierdzajg, ze najbardziej przydatne
do tego typu zastosowan bedg ptyty wykonane z kompozytu
2D wiékno weglowe-zywica epoksydowa. Tak opracowany
materiat stanowit podstawe do rozpoczecia badan pozwa-
lajgcych na kontrolowang zmiane sprezystosci zespolenia,
drogg wykorzystania uktadu wieloptytkowego.

W przypadku Carboelastofix1, w ktérym zastosowano
ptytki namiotowe (tukowate) poréwnano sztywnos¢ ukta-

Carboelastofix1 built of tent-shaped plates (arch-shaped)

revealed the comparable stiffness values for its both varia- ® @ @ e @ @

tions (one-plate and two-plate). The size of bone fragments
dislocation was measured, which is a crucial factor to elicit
micro movements at the fracture site and promote callus
formation. The very same tests were conducted on Car-
boelastofix2 and also on metal plates (Zespol stabilizer).
The obtained results are presented in TABLE 3.

du jedno i dwuptytkowego. Mierzono wielkos¢
przemieszczenia, ktore jest istotne dla wywotania
mikroruchéw w zespalanych odtamach kostnych.
Podobny sposéb postepowania zastosowano dla
Carboelastofix2. Wyniki zestawiono w TABELI 3.
Wyniki te pokazaty, ze uktad dwuptytkowy cha-

800

700

rakteryzuje sie znacznie wiekszg sztywnoscig niz 680
uktad jednoptytkowy w obu typach stabilizatoréow. §| =

. . . 2 500
Natomiast zooptymalizowany stabilizator Carboela- -
stofix2 ze wzgledu na swojg przestrzenng budowe S 400
charakteryzuje sie wyzsza sztywnoscig przy zasto- [ £
sowaniu jednej ptytki. Przy dwoch ptytkach wyniki E 300
sg zblizone. Dla poréwnania przeprowadzono takze | ‘&
badania na ptytkach metalowych stosowanych 200
w stabilizatorze typu Zespol. Uzyskana bardzo
niska wartos¢ odksztatcenia (strzatka ugiecia) 100
wskazuje, ze ten materiat wykazuje znacznie wyz-
szg sztywnos$¢ w stosunku do tkanki kostnej, ale 0

takze do stosowanych materiatéw kompozytowych.
Kolejne badania mechaniczne zostaty przepro-
wadzone na modelu stabilizatora zewnetrznego,

1 2 3 4 5 6 7
odksztatcenie / elongation [mm]

na ktérym okreslano zachowanie sie stabilizatora
ptytkowego z ptytkami Carboelastofix1 i Car-
boelastofix2 w uktadzie jedno i dwuptytkowym
w warunkach naprezen zginajgcych, skrecajgcych
i rozciggajgcych. Wyniki przedstawiono na RYS. 6.

RYS. 5. Zaleznos¢ sita-odksztatcenie dla réznych kompozytow.
FIG. 5. Force-deflection relation for the three tested composites.

TABELA 2. Wyniki badan ultradzwiekowych dla réznych rodzajéw kompozytow.
TABLE 2. Results of ultrasound examinations of the three tested composites.

Kierunek przejscia

Rodzaj Kompozytu fali ultradzwiekowej

Predkos¢ propagacii fali

ultradzwigkowe] Odchylenie standardowe

Standard deviation

Composite type Direction of ultrasound Propagation speed [mis]
wave of a wave [m/s]
a 9134 217
1D b 3077 13
a 9330 32
2D-1D-2D b 4469 26
2D a 6397 30
b 6760 244

TABELA 3. Strzatka ugiecia ptytek réznych rodza-
jow stabilizatoréw przy sile 300 N.

TABLE 3. Deflection values for different types of
fixators at 300 N.

Strzatka ugiecia przy F = 300 N
Deflection at F = 300 N

Typ plytki Srednia Odchylenie
Stabilizer type Mean standardowe
[mm] Standard deviation
[mm]
Carboelstofix 11 1.00 0.011
Carboelstofix 12 0.65 0.007
Carboelstofix 21 0.79 0.029
Carboelstofix 22 0.71 0.004
Zespol — 1 ptytka/plate | 0.26 0.009

The results show that two-plate systems are more rigid in
both types of Carboelastofix stabilizers. It was also revealed
that the one-plate Carboelastofix2 is more rigid thanks to
its spatial construction, whereas in the case of two plates
the stiffness values are comparable. As far as a metal plate
is concerned, Zespol's very low deflection value reflects its
much higher stiffness as compared to both the bone and
the composites.

Further mechanical tests were performed to assess the
behaviour of Carboelastofix1 and Carboelastofix2 stabilizers
under bending, torsion and tension stress. The systems with
both one and two plates were examined and the results are
presented in FIG. 6.
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® ® ® o ® ® ® kgnamiotowg Carboelstofix11 wystepuje

W stabilizatorze z zamontowana 1 ptyt-
16
najwiekszy ruch w szczelinie miedzyodta-
mowej zaréwno w badaniu zginania, jak
i rozciggania. Przy zamontowaniu drugiej
ptytki Carboelastofix 12 ruch ten zmniej-
sza sie. W przypadku badania zginania
00,81 mm, a podczas rozciggania réznica
ta wynosita 0,61 mm. Najmniejsza réznica
wielko$ci ruchow przy zamontowane;j
1i 2 ptytkach namiotowych byta dla ba-
dania skrecania. Wynosita ona zaledwie
0,03 mm. Mozna wiec przypuszczac, ze

1,4

1,2

0,8

[mm]

0,6
0,4

0,2

rozszerzenie szczeliny / expansion slot

@ skrecanie / torsion
M rozcigganie / tension

obcigzenia skretne majg najmniejszy
wpltyw na wielko$¢ szczeliny. Stabilizator
przestrzenny Carboelastofix2 umozliwia

Carboelastofix 11  Carboelastofix 12 Carboelastofix 21  Carboelastofix 22

Ozginanie / bending

rodzaj stabilizatora / type of stabilizer

mniejsze ruchy w szczelinie ztamania
w poréwnaniu ze stabilizatorem namio-
towym (RYS. 6). Rozszerzenie szczeliny
podczas badania zginania oraz rozcig-
gania jest ponad potowe mniejsze niz
w stabilizatorze namiotowym. Najwieksza
réznica wielko$ci ruchow w szczelinie
pomiedzy oboma rozwigzaniami konstrukcyjnymi wyste-
puje dla badania zginania. Dla stabilizatora namiotowego
z zamontowang jedng ptytkg Carboelastofix 11 wielko$é
szczeliny podczas badania wynosi 1,13 mm natomiast dla
stabilizatora przestrzennego 1-ptytkowego, Carboelasto-
fix 21 ta wielko$¢ wynosi 0,37 mm. Najmniejsze réznice
wielkos$ci szczelin dla obu stabilizatoréw w rozwigzaniach
1 i 2-ptytkowym wystepujg w warunkach naprezen skre-
cajgcych.

Zbadane zakresy odksztatcen w réznych warunkach
naprezen i w réznym uktadzie ptytek byly podstawg do
rozpoczecia badan klinicznych. Miaty one na celu poszuki-
wanie korelacji pomiedzy wynikami badan klinicznych oraz
badan radiologicznych.

Obserwowane srednie wartosci gestosci optycznej sg
znacznie nizsze dla zespolen przy pomocy Carboelastofix1,
co jak wspomniano wigze sie ze wzrostem gestosci fizycznej
kosci. Wyniki te potwierdzaja, ze w procesie zrostu kostnego
wymuszonego elastycznym stabilizatorem Carboelastofix1
obserwuje sie szybszy wzrost gestosci kosci, co powigzaé
mozna z aktywacjg komoérek kostnych pochodzacych za-
réwno od szpiku kostnego, jak i okostnej. W tym przypadku
obserwowany przyrost zewnetrznej kostniny mankietowej,
co potwierdzity wczesniejsze badania jest dowodem na
znaczacg role mikroruchéw pomiedzy odtamami kostnym
w procesie osteosyntezy.

Gtéwnym celem badan klinicznych przeprowadzonych
na drugim rozwigzaniu konstrukcyjnym Carboelstofix2 byto
sprawdzenie izoelastycznosci zespolenia, czyli zmniejszenia
sztywnosci stabilizatora w miare postepu zrostu kostnego.
Dynamizacje zespolenia uzyskano poprzez odejmowanie
ptytek w trakcie leczenia, a tym samym zmiane sztywno$ci
zespolenia. Wykazana w badaniach statycznych mniejsza
elastycznos¢ konstrukcji Carboelastofix 2 pozwolita na
rozszerzenie wskazan klinicznych stabilizatora do zespo-
len neutralizujgcych (w przypadku ztaman spiralnych) oraz
mostujgcych (w przypadku ztaman wieloodtamowych).
Leczenie ztamania przy uzyciu weglowego stabilizato-
ra Carboelastofix2 przeprowadzono na 18 pacjentach.
U wszystkich uzyskano zrost kostny. Przyktadowe zdjecia
rentgenowskie zespalanych kosci przy pomocy réznych
stabilizatoréw pokazuje RYS. 7.

RYS. 6. Wielkos¢ rozszerzen szczeliny dla réznych typow stabilizatorow
w warunkach réznych naprezen.

FIG. 6. Size of fissure expansion for different stabilizers under various
stress conditions.

Under bending and tension stresses the higher move-
ment in the fracture gap is noted for the stabilizer with one
tent-shaped plate Carboelastofix11. After attaching another
plate (Carboelastofix 12), the micro movements diminish in
both tests - 0.81 mm at bending and 0.61 mm at tension.
Since the slightest difference between one-plate and two-
plate systems was observed at torsion tests (0.03 mm),
it may be assumed that this kind of load has the lowest im-
pact on fissure size. Also Carboelastofix2 is characterised
by smaller movements in the fracture in comparison to the
tent-shaped fixator (FIG. 6). The expansion of the fissure is
more than a half smaller than in the case of Carboelastofix1
stabilizer. The most remarkable distinctions between dif-
ferent types of fixing systems are visible in bending tests.
Carboelastofix11 (one tent-shaped plate) reveals a fissure
expansion of 1.13 mm, while the spatial one-plate Carboe-
lastofix 21 - only 0.37 mm. The slightest disparity in fissure
size was noted during torsion tests.

The examinations of stabilizers constructed of different
plate systems and their deformation under various stress
patterns were basis for clinical trials. The aim of further
research was to establish the correlation between results
of clinical trials and radiological examinations of the tested
stabilizers.

The mean values of optical density are much lower for
fractures treated with Carboelastofix1. Such observations
confirm that during the bone healing process aided by elastic
Carboelastofix1 the growth of bone density is faster. Such
a fastened osteosynthesis may result from activating bone
cells that stems from both bone marrow and periosteum.
The significant growth of callus, which was confirmed by
earlier research, proves the vital role of micro movements
between bone fragments in successful healing.

The main aim of clinical trials performed on the other
system - Carboelastofix2 — was to assess iso-elasticity of the
fixation, i.e. reduction of stabilizer’s rigidness during the frac-
ture healing process. Modification of the stabilizer’s flexibility
by successive removal of plates resulted in dynamization of
fixation. The lower elasticity of Carboelastofix2, as proved
in static tests, proves this material to be a very promising
neutralization and bridging fixation to treat spiral and com-
minuted fractures. A group of 18 patients was treated with
Carboelastofix2 stabilizer and all the cases succeeded in
bone fixation. FIG. 7 presents the X-ray images of different
types of stabilizers used for fracture healing.
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RYS. 7. A - Postepujacy zrost kostny bez widocznej kostniny zewnetrznej w trakcie leczenia metalowym stabi-
lizatorem ZESPOL ztamania o podobnej morfologii (12 tyg. od zabiegu); B - Postepujacy zrost kostny z bogatg
kostning zewnetrzng w trakcie leczenia stabilizatorem CARBOELASTOFIX 1 ztamanego podudzia (12 tyg. od
ztamania); C - Zespolenie neutralizujgce za pomoca stabilizatora Carboelastofix2 o rozstawie 100 mm i Sruby

ciagnacej (zdjecie pooperacyjne).

FIG. 7. A - Progressive bone fixation with no callus visible during treatment with Zespol stabilizer (12 weeks
after surgery); B - Progressive bone fixation with remarkable callus visible during treatment with Carboelas-
tofix1 (12 weeks after surgery); C - Neutralization fixation with Carboelastofix2 with 100 mm sparing and

a screw (post-operational image).

Przeprowadzone badania kliniczne zaréwno w przy-
padku Carboelastofix1 jak i Carboelastofix2 potwierdzajg
skutecznos$¢ tych systemdéw w leczeniu zrostu kostnego
kosci piszczelowej. Elastycznos¢ zespolenia wptywa na
lepszg gestosc kosci oraz wigksze pole przekroju tworzg-
cej sie kostniny. Materiat kompozytowy w odréznieniu od
metalu, jest przezierny dla promieni X, co znaczgco utatwia
monitorowanie procesu zrostu kostnego. Oba rozwigzania
konstrukcyjne stabilizatora Carboelastofix umozliwiajg dy-
namizacje zrostu poprzez stopniowe odejmowanie ptytek.
W rozwigzaniu Carboelastofix2 zmiana sztywnosci zespo-
lenia jest jednak bardziej ptynna.

WhiosKki

1. Materiat kompozytowy wtdkno weglowe-zywica epok-
sydowa jest materiatem, ktérego sztywnos¢ umozliwia
mikroruchy w szczelinie ztamania w zakresie bezpiecznego
zrostu kostnego (ponizej 1 mm).

2. Wymuszona obecnoscig dwoch ptytek sztywnoscé
uktadu maleje wraz z odjeciem ptytki, co pozwala na stero-
wanie sztywnoscig zespolenia w funkcji czasu i tym samym
stwarza mozliwos$c¢ leczenia czynnosciowego.

3. W badaniach statycznych mniejszg elastyczno$¢ ze-
spolenia wykazuje stabilizator Carboelastofix2 o konstrukc;ji
przestrzennej.

4. Najwieksze mikroruchy w szczelinie miedzyodtamo-
wej wystepujg podczas statycznych badan rozciggania
zaréwno w stabilizatorze z ptytkami namiotowymi, jak
i przestrzennymi.

The clinical trials on tibial fractures treated with Carboe-
lastofix1 and Carboelastofix2 confirm their high efficiency.
Elasticity of fixation improves the bone density and facilitates
the formation of callus. The composite material is X-ray
translucent, which simplifies monitoring the healing process.
Although both proposed Carboelastofix stabilizers allow
gradual removal of plates, the Carboelastofix2 system offers
more variable flexibility.

Conclusions

1. The composite of carbon fiber and epoxide resin is
a material which stiffness allows micro movements in the
fracture gap in the safe range (less than 1 mm).

2. The rigidness of the system imposed by the presence
of two plates is diminishing after removing one plate. This
allows modification of flexibility in the course of healing and
facilitates the functional treatment.

3. In static tests Carboelastofix2 with its spatial structure
reveals lower elasticity of fixation.

4. Significant micro movements at the fracture site take
place during static tension tests in stabilizers with both tent-
shaped and spatial plates.

5. Long-term mechanical investigations performed during
this study and clinical trials at the Chair and Department of
Orthopedics and Traumatology of Locomotor System of the
Medical University of Warsaw confirm the high efficiency of
both systems of Carboelastofix stabilizer in the treatment
of bone fractures.
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5. Badania mechaniczne obu konstrukcji stabilizatora

® o o o o @ o przeprowadzone w ramach tej pracy wraz z badaniami kli-

ATERIALS

E E

==
-@

nicznymi przeprowadzonymi w Katedrze i Klinice Ortopedii
i Traumatologii Narzadu Ruchu w Warszawie potwierdzajg
skutecznos¢ leczenia ztaman kosci z wykorzystaniem kon-
strukcji stabilizatora Carboelastofix.

Podziekowania

Prace byty finansowane ze $rodkéw statutowych Nr
11.11.160.616 Wydziatu Inzynierii Materiatowej i Ceramiki,
AGH w Krakowie.
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Osoby przyjmujgce zgtoszenia:

prof. dr hab. inz. Elzbieta Pamuta (pawilon A3, p. 208, tel. 12 617 44 48, e-mail: epamula@agh.edu.pl)

dr inz. Matgorzata Krok-Borkowicz (pawilon A3, p. 210, tel. 12 617 23 38, e-mail: krok@agh.edu.pl)

mgr inz. Krzysztof Pietryga (pawilon A3, p. 501, tel. 12 617 47 44, pietryga@agh.edu.pl)

Czas trwania: Optaty: 2 600 z
2 semestry (od XI 2017 r. do VI 2018 r.)
8 zjazdow (soboty-niedziele) 1 raz w miesigcu
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24 - 27 wrzesnia 2017 r.
Jandw Podlaski

www.ti2017.pollub.pl

POLITECHNIKA LUBELSKA Komitet Organizacyjny Konferencji
WYDZIAL MECHANICZNY prof. dr hab. Barbara Surowska - Przewodniczaca
KATEDRA INZYNIERII MATERIALOWE)] dr inz. Krzysztof Patka - Wiceprzewodniczgcy
dr inz. Patryk Jakubczak - Sekretarz
Komitet Nauki o Materiatach Polskiej Akademii Nauk mgr Marta Drozd (biuro)
Polskie Towarzystwo Materialoznawcze dr inz. Monika Ostapiuk
Polskie Stowarzyszenie Biomateriatow mgr inz. Krzysztof Majerski
Oddziat SIMP w Lublinie mgr inz. Konrad Dadej
Terminarz Tematyka Konferencji
20 III 2017 « Struktura i whasciwosci tytanu i jego stopéw

termin zgtaszania uczestnictwa

. . , - Inzynieria powierzchni, zaawansowane
i nadsytania abstraktéw ¥ P :

technologie obrdbki cieplno-plastycznej
3 IV 2017

akceptacja abstraktow | powierzchniowej

» Nowe technologie wytwarzania i przetwarzania

20 IV 2017

ostateczny termin wnoszenia optat tytanu, w tym technologie 3D

30 VI 2017 » Aplikacje tytanu (m.in. w przemysle chemicznym,
termin nadsytania artykutow lotniczym, okretowym, budowlanym i medycynie)
Optaty Konferencyjne Publikacje

Koszt uczestnictwa w konferencji wynosi 2300 zt. Artykuty, po rekomendacji Komitetu Naukowego,

Optata obejmuje: materiaty konferencyjne, zostang opublikowane w czasopismach z listy A oraz
zakwaterowanie, petne wyzywienie w punktowanych czasopismach krajowych m.in.

oraz imprezy towarzyszace. w Engineering of Biomaterials / Inzynieria Biomateriatow.

Mozliwa jest znizka w wysokosci 200 zt
w przypadku zakwaterowania | NE ER

BI® MATERIALS

I N N | ER 1 A BIOMATERIALOW



