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Abstract

Adsorption of extracellular matrix (ECM) proteins
in competition with other substances is a key to ex-
plain the relationship between substratum surface
hydrophobicity and mammalian cell adhesion: when
polystyrene substrata were exposed simultaneously
to ECM protein and a PEO-PPO-PEQO polymer sur-
factant (Pluronic F68), either by pre-conditioning or
through protein cell secretion, a weaker substratum
hydrophobicity favoured adsorption of the protein and
subsequent cell adhesion. This knowledge was used
fo achieve a selective adhesion of different types of
mammalian cells on tracks (a few tens of #m wide)
produced on polystyrene by photolithography and
oxygen plasma treatment, conditioning the substra-
tum with a solution of ECM protein and Pluronic F68.

Examination of a broader range of substrata con-
firmed that inhibition of cell adhesion on hydrophobic
substrata is due to adsorption of substances compet-
ing with extracellular matrix proteins. However it also
showed that substratum surface properties more sub-
tle than overall wettability are important.

In situ observation of the nanoscale organisation
of collagen adsorbed in the absence of competitor,
using atomic force microscopy (AFM), showed that a
smooth substratum surface allows collagen mobility
and aggregation of molecular ends in the adsorbed
phase. The organisation obtained after drying (smooth
film, pattern) was examined by combining AFM, XPS
and radiolabelling and found to be influenced by sub-
stratum roughness, substratum hydrophobicity and
drying rate.

Key words: protein adsorption, cell adhesion, poly-
mers, surface patterns, atomic force microscopy
(AFM), X-ray photoelectron spectroscopy (XPS),
radiolabelling, nanotechnology.

Introduction

Better understanding of the interaction between mam-
malian cells and material surfaces is essential in biomate-
rial engineering, whether the aim is to achieve a particular
cell behaviour (in terms of proliferation, migration, physiol-
ogy, architecture, organisation) or to minimise any influence
of the surface on the biological system (passive
biocompatibility). This contribution is a summary of recent
work focused on the influence of polymer surface proper-
ties on protein adsorption and on mammalian cell adhe-
sion. Exciting new possibilities offered by atomic force
microscopy to probe, in situ, the organisation of adsorbed
proteins are described. More extensive literature review and
experimental details can be found in cited references.

Competitive adsorption of
proteins: key of the relationship
between substratum surface
properties and adhesion of
mammalian cells

The adsorption of type | collagen was investigatea 1]
using polystyrene substrata characterised by different au-
gen surface concentrations and wetting properties: baoe-
riological grade dishes BGPS-S and BGPS-F, and fssue
culture dishes TCPS, with O/C atomic concentration ratios
determined by X-ray photoelectron spectroscopy (XP8) <
0.001, about 0.02 and about 0.20, and water contact an-
gles equal to 97°, about 82° and about 56°, respeciveiy
The adsorption was performed in PBS buffer at pH 7.2 ang
ionic strength 0.165 M and quantified using labelied colks-
gen and radiocounting, on the one hand, and XPS, on e
other hand.

The adsorption of collagen solution in PBS is only shamiy
affected by the surface properties of the supporis. The as-
sorption isotherms show that collagen has a higher 2 iminy
with the more hydrophobic substratum and reaches 2 pla-
teau of 0.7 ugcm for a residual concentration of 20 ugmi
With TCPS, no plateau is observed. However the amournt
adsorbed for a residual concentration of about 30 ugmi " &
similar for the three substrata.

Strong changes occur when adsorption takes place from
a solution of collagen containing Pluronic F68. This is 2
poly(ethylene oxide) - poly(propylene oxide) - poly(ethylens
oxide) triblock copolymer surfactant (PEO,, - PPO., - PEO..}
which is frequently added in serum-free media. A drastic
decrease of collagen adsorption is observed for BGPS while,
for TCPS, the amount adsorbed decreases more progres-
sively as a function of Pluronic F68 concentration. This is
revealed both by radiocounting and by XPS, as illustrated
by FIGURE1. A similar trend is observed when the com-
pounds competing with collagen for adsorption are human
serum albumin or constituents of fetal calf serum.

This observation explains the adhesion behaviour of
human hepatoblastoma cell line, Hep G2, cultured in chemi-
cally defined nutritive medium [2]. The substrata were BGPS-
F and TCPS conditioned by collagen and rinsed with PBS.
When the substratum was pre-conditioned with a collagen
solution in PBS, the cells attached and spread both on TCPS
and BGPS. When Pluronic F68 was present in the condi-
tioning solution, either brought by a commercial medium or
added in the laboratory, attachment and adhesion took place
on TCPS and not on BGPS. It turns out that the effect of
substratum hydrophobicity on Hep G2 cell adhesion is me-
diated by the adsorption competition between an extra-cel-
lular matrix (ECM) protein and another compound, colla-
gen and Pluronic F68 respectively in the present case.
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FIG.1. Adsorption of collagen on TCPS (black), BGPS-F (white) and BGPS-S (dotted) substrata in the presence
of the indicated initial concentrations of Pluronic F68. A, amount adsorbed determined by radiolabelling; B,
mole fraction of nitrogen determined by XPS. Initial collagen concentration = 30 ugml*'; adsorption time = 1 h;

T=36°C; pH 7.2; 1 = 165 mM.

Competitive adsorption also explains the influence of
substratum hydrophobicity on Hep G2 cell attachment and
spreading in the presence of Pluronic F68 when the sub-
stratum is not pre-conditioned, the cell response depend-
ing on the production of proteins by the cells themselves

[3]. On strongly hydrophobic polystyrene substrata, adhe-

sion was hindered in the presence of the surfactant, which
prevented the adsorption of secreted proteins. Cell adhe-
sion on substrata pre-conditioned with a solution of ECM
proteins (collagen, laminin, fibronectin) was not hindered
by Pluronic F68 present in the culture medium, indicating
that pre-adsorbed proteins were not markedly displaced by
the surfactant. This was found whatever the substratum sur-
face hydrophobicity, whether protein synthesis was going
on or switched off. When the substratum was pre-condi-
tioned with fetal calf serum (1 %), the effect of ECM pro-
teins of the serum dominated with respect to the effect of
albumin; the cells attached and spread.

Application to selective cell
adhesion on defined patterns

Understanding the influence of substratum surface
hydrophobicity on cell adhesion was applied to achieve
adhesion following defined patterns [4,5]. The procedure
involved the following steps :

- a photosensitive resin is spin-coated on a polystyrene
substratum;

- it is submitted to UV irradiation through a mask grooved
with tracks (width of the order of tens of mm);

- the irradiated resin is dissolved (development);

- the system is treated by an oxygen radio-frequency plasma
discharge;

- the remaining resin is dissolved;

- the substrate is conditioned with a solution of a ECM pro-
tein and Pluronic F68;

- cells are inoculated.

FIGURE 2A shows an image of the material processed by
photolithography and oxygen plasma treatment. The image
was obtained by atomic force microscopy (AFM) in the lat-
eral force mode. The contrast is created by the friction of

2
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the AFM tip, which is weaker on the oxidised tracks (PSox)
compared to polystyrene (PS). The water contact angle
measured on wide zones of PS and PSox is 86° and 52°,
respectively. FIGURE 2B shows a ToF-SIMS image of the
material conditioned with a solution of fibronectin
(33 mg ml") and Pluronic F68 (150 g ml'). The image
was made using CNO- ions, which are specific to the pro-
tein. It shows that fibronectin adsorbs selectively on the
oxidised tracks. FIGURE 2C gives an optical micrograph of
MSC mouse schwannoma adhering on the pre-conditioned
substratum. This demonstrates that cells adhere selectively
on the oxidised tracks thanks to the selective preadsorption
of fibronectin. Similar results were obtained for PC 12 rat
adrenal pheochromocytoma, as well as for rat hepatocytes

(primary culture) on a substratum pre-conditioned by a so-

lution of fibronectin and type | collagen, respectively, con-
taining Pluronic F68.

Confining cell adhesion to particular regions of dimen-
sion close to the cell size influences cell morphology, mi-
gration and metabolism [6] and thus offers new prospects
in cell culture and tissue engineering. The method described
above has the particularity that patterning is made directly
on the polymer surface, without silicon or metal deposition.

Complexity of reality

The above investigations were extended to polymers of
different natures [7]: polypropylene (PP), poly(ethylene
terephthalate) (PET) and poly(methyl methacrylate)
(PMMA), characterised by O/C surface concentration ra-
tios equal to 0.01, 0.43 and 0.40, and water contact angles
0f 100°, 77° and 74°. In the absence of competitors (Pluronic
F68, serum constituents), both adsorption of extracellular
matrix proteins (collagen, fibronectin, laminin) and attach-
ment of WI 38 fibroblasts and ECV 304 endothelial cells did
not differ significantly according to polymer wettability. In
the presencé of Pluronic F68, adsorption of proteins was
almost completely prevented, except adsorption of
fibronectin and laminin on PET, which was only reduced by
a factor of 2 or 3. In the presence of Pluronic F68 (0,01 %)
or fetal calf serum (1 %) or both, cell attachment on PP and
PMMA was appreciably lower, compared to that observed

lpoccese
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FIG.2. A, lateral force microscopy image of PS processed by photolithography and oxygen plasma treatment.
B, ToF-SIMS image recorded with CNO- ions on a patterned substrate conditioned with a solution of fibronectin
and Pluronic Fé8. C, optical micrograph of MSC 80 mouse schwannoma on substratum processed as illustrated

inaandb.

on PET. As the water contact angle of PMMA is very close
to that of PET, this shows that overall wettability is not the
only factor controlling the adsorption of ECM proteins in
competition with other compounds. A first approach along
that line, in the absence of competitor is presented below.

'Nanoscale organisation of

adsorbed collagen

The adsorption of type | collagen was further investigated
by AFM [8] with polymer substrata covering a wide range of
surface roughness and surface hydrophobicity : bisphenoi
A polycarbonate (PC), PET, and poly(vinylidene difluoride)
(PVdF) used as such or treated by an oxygen plasma dis-
charge (ox). The untreated polymers differed markedly by
their surface roughness (rms from 0.5 to 11 nm) but had
fairly close water contact angles (75 to 89°). Oxidation did
not modify significantly the surface roughness but decreased
the water contact angle (down to 52°, 31° and 69° for PCox,
PETox and PvdFox, respectively).

On substrata exhibiting vertical topographic variations
smaller that the collagen molecular diameter (1.5 mm), dot-
like (on PC) and elongated structures (on PCox) were ob-
served (FIGURE 3 A) and attributed to aggregated ends of
collagen molecules (FIGURE 3 C). Extended rupture lengths
were detected in the retraction force-distance curves (FIG-
URE 3 B), suggesting the progressive tearing-off of the col-
lagen molecules from the adsorbed phase (FIGURE 3 C).
In contrast, on substrata showing vertical topographic vari-
ations larger than the collagen molecular thickness, the
adsorbed collagen formed a film devoid of topographic fea-
tures and no extended rupture lengths were observed. This
indicates that a critical substratum height variation close to
the collagen molecule size may affect the mobility of the
adsorbed molecules and their tendency to aggregate in the
adsorbed phase; this is not markedly influenced by surface
hydrophobicity.

After drying (quick drying under nitrogen flow) the sub-
strata with adsorbed collagen were examined by AFM in
air. Patterns of aggregated structures were still visible on
PC and PCox. With rough substrata, holes were observed

s, ﬁPCox + Coll. ¥

11

0 I}

PC + Coll. |

Force (nN)

|

T

50 100 150 200
c Surface separation (nm)

]
%
0

FIG.3. A, AFM topographic images (size 5 um x 5 um; z range = 15 nm) in water of PC and PCox after collagen
adsorption (lighter = higher level). B, typical force-distance curve recorded (50 % of spots) in water after collagen
adsorption. C, schematic representation of the film of collagen adsorbed on PC: top view (left), cross-section
(middle) and interaction with the AFM probe upon retraction (right).




on PET and PVdF and not on PETox and PVdFox. They
are attributed to the release of stresses created by shrink-
age of a stiff adsorbed layer, occurring upon drying on a
hydrophobic support.

Differences in the organisation of the adsorbed collagen
layer (surface coverage, layer thickness) observed by AFM
fitted well those found by models obtained from XPS and
quantification of the adsorbed amount by using radiolabelled
collagen [9]. This illustrates the complementarity of AFM,
XPS and radiolabelling. The importance of the mobility of
adsorbed collagen was further demonstrated by the influ-
ence of drying rate on the nanoscale organisation of the
film adsorbed on PMMA [10]: fast drying by flushing with a
nitrogen flow; slow drying under 95 % relative humidity. AFM
revealed the formation of a net-like structure at slow drying
rates. Comparison between the surface organisation, as
observed by AFM, and surface models provided by XPS
and contact angle measurements, indicated that chemically
heterogeneous surfaces were produced at slow drying rates,
PMMA being exposed at the outermost surface in the holes
left by the collagen net.
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Conclusion

Competitive adsorption of proteins is a key to understand® © e @ o o

the influence of substratum hydrophobicity on mammalian
cell adhesion. This concept offers interesting prospects for
biomaterial applications. However hydrophobicity (or sur-
face energy) is not the only factor influencing the adsorp-
tion behaviour. AFM demonstrated that the organisation of
films of collagen adsorbed in the absence of competitor
depends on collagen mobility, the latter being influenced by
surface roughness rather than by surface hydrophobicity.
The organisation of the film obtained after drying is deter-
mined by substratum roughness, substratum hydrophobicity
and drying rate.
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Abstract

Carbon-carbon composite plates with three differ-
ent reinforcement styles were manufactured and
tested for mechanical properties and biocompatibility
in view of their application as implants in bone sur-
gery. Their stress state under load on bending was
simulated by the Finite Element Method. The shape
of the plates was designed to match the pig femur.
The reinforcement was made of plain-weave carbon
fabric lamina by stacking, coiling, or combination of
both. Phenolic resin was used both as a precursor of
the matrix and an impregnant. After final heat treat-
ment at 2200°C a layer of pyrolytic carbon was de-
posited to reduce the formation of carbon particles.
The plates with combined reinforcement yielded higher
bending strength and lower stiffness on bending than
those of human bones. Biocompatibility of the mate-
rial was tested using "in vitro" and "in vivo" tests. The
FEM stress distribution simulation yielded a good
agreement of the failure location and bending strength
value with the experimental data.

Key words: Carbon/carbon composite, bone fixation
plates, reinforcement design, biocompatibility, strength
and stiffness, modelling of mechanical properties

Introduction

Progress in bone surgery is closely connected with the
development of new materials used as connecting elements
of fractured bones (i.e. bone fixation plates). The currently
widely used metallic plates made of high-grade steel ex-
hibit some disadvantages such as high rigidity that causes
slow healing and may lead even to bone atrophy [1,6,7].
New materials exhibiting sufficiently high mechanical
strength but considerably lower rigidity than metallic plates
may eliminate this disadvantage. Among them, CFRP com-
posites (carbon-fibre-reinforced polymer, e.g. carbon fibres
embedded in an epoxide matrix) [6,7] and CFRC compos-
ites (carbon-fibre-reinforced carbon, carbon-carbon com-
posites) play an important role. Preparation routes and prop-
erties of CFRP composites are already relatively well known
but the carbon-carbon composites are still under develop-
ment as they seem to be promising due to their excellent
biocompatibility with tissue, blood and bones [2, 3]. Moreo-
ver, their mechanical properties can be adjusted by choos-
ing properly the processing parameters and optimising the
reinforcement design. For this purpose, a numerical stress
analysis (e.g. finite element method, FEM) can yield useful
data.

The present study discusses carbon-carbon composite
plates manufactured in three different reinforcement

modes. They were tested for mechanical properties and
biocompatibility from the viewpoint of application as implants
in bone surgery, and their stress state under flexural load-
ing was simulated by FEM.

Material and methods

The carbon-carbon composite plates were manufactured
using carbon fabric plain-woven reinforcement with area
density 273 g/m?and phenolformaldehyde resin matrix pre-
Cursor.

The process consisted in soaking the fabric with an etha-
nol solution of the resin Umaform (product of SYNPO
Pardubice, Czech Republic) and making a CFRP ("green")
composite by curing the preform at 120°C in an autoclave
in a silicon rubber mould under the pressure of 0.6 MPa.The
green composites were converted to carbon-carbon ones
by carbonisation up to 1000°C. They were further densified
by several repeated cycles of impregnation with Umaform
and recarbonisation, followed by final heat treatment to
2200°C and covering with a thin layer of pyrolytic carbon [4]
in order to prevent dusting-off carbon microparticles under
loading.

It was necessary to match the desired shape of the bone
plate (FIG.1).
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FIG.1. Dimensions of plates

Moreover, the complex loading pattern of the bone plate
after its implantation to a fractured femur of pig required
optimisation of the reinforcement layout. Therefore, three
different arrangements were tested and compared: a) sim-
ple stacking of parallel fabric layers, b) coiling (winding)
around the axis parallel to the plate length, and c¢) combina-
tion of the above-mentioned: coiling around a stack of three
parallel layers that form a core.

Biocompatibility of the composite was tested by "in vitro"
and "in vivo" tests.

The former consisted of a direct contact test (prolifera-
tion of cells on the tested material) and an extract test (meta-
bolic activity of cells culture in medium containing liquid
extracts from the composite material).




The latter consisted of a histological study of surround-
ing tissue and capsule of implants which were subcutane-
ously implanted in rats (after 5 days, 1 and 2 months) and
to an artificial defect in the pig femur (after 5 and 12 weeks).

From the mechanical viewpoint, the investigated plates
were subjected to the three-point bending test to assess
the plate strength and stiffness. The three-point bending
arrangement to fit the INSTRON 1185 tensile test machine
was employed. Due to the irregular plate shape, the elastic
response of the plates was expressed as their stiffness on
bending (i.e. product E | of the Young's modulus and the 2
moment of the cross-sectional area) according to the for-
mula

where: / - support span,

v- plate deflection at load F acting at the centre of
the plate length.

The values of open porosity and apparent density were
measured by the water penetration technique according to
ASTM C-20 standard.

For FEM numerical simulation of the stress state exerted
in loaded composite plates, a special set of experiments
was performed to obtain necessary input data. Here, the
bending strength was measured with the plates fixed by
cortical screws to two aluminium alloy tubes. The purpose
of thus chosen arrangement was to simulate real loading
conditions of the plate mounted to a fractured femur. The
bending moment causing plate failure was used for the simu-
lation and the failure mode obtained experimentally was
compared with the calculated stress distribution at failure.

Results

Biocompatibility tests "in vitro”

During the direct contact test the composite material ex-
hibited very good cell population density and the cell prolif-

Biocompatibility tests "in vivo"

The composite samples implanted to rats induced a for-
eign-body response and they were surrounded by a con-
nective tissue capsule. The same histological feature was
observed, however, also in the case of the titanium refer-
ence implant. A variable number of carbon particles were
found in the pig tissue in the vicinity of the implants. These
debris were located even inside the compact bone adja-
cent to the implant. The implants and debris induced a for-
eign-body response accompanied with an extensive infil-
tration of the implant surrounding tissue by acid phosphatase
positive macrophages and foreign-body giant multinucle-
ated cells.

Mechanical properties

Results of the measurements of structural and mechani-
cal properties of the bone plates in function of the reinforce-
ment style are presented in the TABLE 1.

The composite plates manufactured according the three
above-mentioned reinforcement techniques varied in their
performance. Those produced by the simplest technique of
stacked lamina (a) lacked any mechanism of out-of-plane
reinforcement. Moreover, numerous matrix-rich regions with-
out fibres were observed by inspection under optical micro-
scope (Nikon Optiphot 100 S). The composite plates ob-
tained by coiling the fabric reinforcement (b) revealed im-
proved stiffness but they contained an enhanced amount of
voids.

The best results were obtained with the plates prepared
by a combined technique (c). They had the lowest open
porosity and the highest apparent density.

Stiffness and strength analysis of the investigated plates
were performed using the FEM code COSMOS/M (version
2.0). Due to the existence of 2 planes of symmetry, the con-
structed model represented only a quarter of the real body
(FIG. 2). It contained the screw holes includihg the counter-
sinking. The model consisted of the 8-node multilayer three-
dimensional solid elements SOLIDL in the total number of
1728. It was loaded by a bending moment M, = 600 Nmm
induced by a force acting at the distance 30 mm from the xy

AAAAAAAA
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O Op ° <) ° D O 0

| Stacking (a) 56 18 1.35 131 1.7-10
| Coiling (b) 22 1.27 174 2.75 - 10°
tacking/Coiling (c) 13 1.45 241 2.58 - 10°

eration was comparable
with that of a reference ma-
terial (plastic).

The first three extracts |
exhibited no significant in- | 1784 184.3

plane of symmetry. The
boundary conditions were
set as the zero displace-

58 03 ment in the z and x direc-
hibiting or stimulating influ- | 3 161.6 92 0.9 tions for the xy and yz
ence on the metabolic ac- : : : planqs of symmgtry, re-
tivity of the cells; further | 93 -279.7 215 3.4 spectively. No displace-
fifth and seventh extracts 109 -307.9 -20:2 10 ment in the y direction

was allowed in the xy

of this material exhibited
moderate cytotoxicity.

bending moment at failure.

plane.

TABLE 2. Stresses in the C/C plate corresponding to the
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FIG.2. Model of the C/C plate

For the strength analysis, the "maximum stress" crite-
rion was used due to the lack of data required by the
Tsai/Hill strength criterion. It was established experimen-
tally that the investigated plate failed at the xy plane of sym-
metry when reaching the 18400 N'mm bending moment.
The latter corresponded to the maximum strength in bend-
ing reaching approximately 170 MPa. The stress values
calculated in selected nodes for the given bending moment
at failure are listed in TABLE 2.

The maximum positive (tensile) stress is located at the
xy plane of symmetry. lts value (184.3 MPa) is very close to
the bending strength found experimentally.

Discussion

Our results demonstrated that the C/C composite can
be a good support for attachment and growth of cells "in
vitro". From immunohistological and histological results it is
obvious that C/C composites implanted subcutaneously to
rats induce a foreign-body response fully comparable with
titanium, the biomaterial commonly used in clinical prac-
tice.

The application of the C/C implant to the pig bone was
complicated by a high amount of carbon debris in the sur-
rounding tissue. The observed C/C composite wear may
be caused by mechanical loading of the plate during its fixa-
tion with metal cortical screws, because the rat tissue sam-
ples surrounding the subcutaneous implants did not con-
tain any carbon debris.

Both the structure and mechanical behaviour of the in-
vestigated carbon-carbon composite plates can be to a con-
siderable extent controlled by a suitable design of their fab-
ric reinforcements. It is desirable to minimise the non-rein-
forced volume as well as redundant void content of the
plates. This can be achieved by using the combined
(stacked/coiled (c)) reinforcement style. The bending
strength (240 MPa) reached in such a way is higher than
the value given by Evans [5] for human bones (100 - 150
MPa). The stiffness on bending of the mentioned bone plate
E.l (2.6 106 N-mm?) is about 25 times lower than that of the
bone, calculated from its known modulus of elasticity.

The FEM stress distribution simulation yielded a good
agreement of both, failure location and bending strength
value, with the experimental data.

Conclusions

It has been shown that it is feasible to manufacture bone
plates of carbon-carbon fibre composites whose bending
strength is higher and stiffness on bending is lower com-
pared to those of human bones. Such a combination of
mechanical properties is promising for eliminating some
unfavourable consequences of using high-grade steel plates
(slow healing, danger of the healed bone atrophy). Further
work is needed, however, to cope with the problem of the
minute carbon particle release from the plate into the tis-
sue.
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Streszczenie

Komorki, zabezpieczone przed atakiem ze strony
uktadu odporno$ciowego biorcy poprzez umieszcze-
nie wewnatrz kapsut polimerowych, stanowig obiecu-
Jacy materiat w dziedzinie badan nad poszukiwaniem
optymalnych uktadéw, zdolnych do zastepowania
uszkodzonych narzgdow. W artykule opisano dwie
metody enkapsulacji komérek z uzyciem alginianu
sodu, usieciowanego jonami wapnia, jako wewnetrz-
nej matrycy, w ktérej znajdujg sie komorki. Stwierdzo-
no, ze dodatkowe otoczenie takiej kapsuty poli(alko-
holem winylowym), usieciowanym za pomocg alde-
hydu glutarowego, powodowato denaturacje biatek
komorki. Zastapienie tej otoczki btong z polimeru hy-
drofobowego, wytwarzang metoda wytrgcania miedzy-
fazowego, zwiekszato przezywalno$¢ komorek. Do-
bierajgc odpowiednio warunki procesu uzyskano
membrany przez ktére przenikaty zwigzki niskoczg-
steczkowe (np. sktadniki odzywcze) i biatka o matej
masie czgsteczkowej. Otoczki te byty natomiast nie-
przenikalne dla duzych biatek uktadu odpornosciowe-
go. Metoda ta stanowi obiecujgcy sposob enkapsula-
cji komorek, ktére nie bytby uszkadzane i charaktery-
zowalyby sie dftugoterminowq przezywalno$cig po
implantacji.

Sfowa kluczowe: hybrydowe sztuczne organy, en-
kapsulacja, immobilizacja, alginian sodu, zele jono-
we, sieciowanie

Wprowadzenie

Skutki wielu choréb natury endokrynologicznej (np. cho-
roby trzustki, przytarczyc i tarczycy) mozna ztagodzi¢ lub
wyeliminowac¢ na drodze przeszczepienia komorek narza-
dowych. Podjecie funkcji przez przeszczep allogeniczny lub
ksenogeniczny uwarunkowane jest brakiem dostepu ukta-
du immunologicznego biorcy do transplantowanych komo-
rek. Cel ten moze zostac¢ osiggniety bez potrzeby stosowa-
nia srodkow immunosupresyjnych poprzez izolacje prze-
szczepianych komorek przy uzyciu materiatéw polimero-
wych. Komérki zabezpieczone przed ingerencja uktadu
immunologicznego  powinny, po  wszczepieniu do
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Abstract

Living cells, protected from host immune system
response in a manner of encapsulation inside poly-
mer matrices, can provide surrogate device for main-
taining or replacement of broken-down organs. In this
paper two methods of living cells encapsulation are
described. These methods are based on sodium algi-
nate cross-linking induced by calcium cations. First
attempt is based on an additional covering of alginate
matrix by poly(vinyl alcohol) layer cross-linked with
glutaraldehyde. However, this procedure caused de-
naturation of cellular proteins. Cells survived the proc-
ess of encapsulation when the outer layer of the cap-
sules was replaced by hydrophobic polymer mem-
brane. This cover was produced using interfacial pre-
cipitation method. By selecting the appropriate condi-
tions of encapsulation, the membranes permeable for
low-molecular weight compounds (nutrients) and low-
molecular weight proteins were developed. However,
the high-molecular weight immune system proteins
(g-globulin) could not diffuse through the formed layer.
Described method could be a convenient tool for the
encapsulation of living cells which are not damaged !
and are characterised by long-term survival. i

Keywords: hybrid artificial organs, encapsulation, |
immobilisation, sodium alginate, ionic gels, cross-link- 1
ing

Introduction

The consequences of many endocrine diseases, like
pancreas, thyroid or parathyroid disorders, can be allevi-
ated or removed by transplantation of the appropriate or-
gan cells. Normal functioning of an allogenic or xenogenic
transplant is possible only if the host immune system has
no access to the transplanted cells. This can be achieved,
without application of immunosuppressants, by isolation of
the transplanted cells with polymeric materials. The im-
planted cells, protected from the immune system reaction,
should perform their usual functions, i. e. to secrete spe-
cific products, depending on the external stimuli. In addi-
tion, polymeric shell should be biocompatible and non-bio-
degradabie, permeable for oxygen, nutrients, products of
cell metabolism, and compounds, that stimulate its action.
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organizmu biorcy, spetnia¢ swoje hormalne funkcje tj. wy-
dziela¢ specyficzne dla nich produkty w ilosci zaleznej od
stymulacji zewnetrznej. Z kolei otoczka polimerowa powin-
na by¢ biokompatybilna i niebiodegradowalna, przepusz-
czalna dla tlenu i substancji odzywczych, produktéw prze-
miany materii wydzielanych przez enkapsulowane komérki
oraz zwigzkoéw stymulujacych ich prace. Optaszczajgca
membrana nie powinna przepuszczaé jednakze sktadnikéw
uktadu immunologicznego biorcy.

Pierwsze préby wytwarzania enkapsulowanych komé-
rek podejmowane byty juz w latach 60 i 70-tych. Jednak
dopiero propozycje Lima dotyczace wytwarzania hybrydo-
wej sztucznej trzustki [1] spowodowaty wzrost zaintereso-
wania tym kierunkiem badan biomedycznych. Lim zapro-
ponowat umieszczenie komdrek w otoczce alginianu sodu
usieciowanego jonami wapnia. Dodatkowo uktady takie ota-
czane byty poli(L-lizyng) lub innymi polikationami (chitoza-
nem, dekstranem) [2]. W praktyce okazato sie jednak, ze
po stosunkowo krotkim czasie kapsutki byty otorbiane przez
tkanke taczna, co uniemozliwiato ich funkcjonowanie [3].
Inne podejscie prezentowane jest w pracach Seftona [4], w
ktorych komorki otaczane sg polimerami syntetycznymi:
kopolimerem metakrylanu metylu i metakrylanu hydroksy-
etylu z domieszka poli (N-winylopirolidonu).

W niniejszej pracy opisane sg alternatywne metody en-
kapsulacji komdrek oraz badania przenikalnosci wybranych
zwigzkow przez powstate membrany. Metoda enkapsulaciji
poprzez sieciowanie alginianu sodu za pomoca jonow wap-
nia zostata zmodyfikowana poprzez zastosowanie polime-
réw syntetycznych - poli(alkoholu winylowego) (PVAL) i
polimeru hydrofobowego.

Materiaty i metodyka

Otrzymywanie kapsufek alginianowych.

Do przygotowania kapsutek uzywano 3% roztworu algi-
nianu sodu (Alg, Aldrich) w 0,9% wodnym roztworze chlor-
ku sodu. Roztwér ten byt wkraplany z biurety do naczynia
zawierajgcego 0,15 mol dm chlorku wapnia. Po wytworze-
niu, kapsutki ($rednica 2-3 mm) byly pozostawione przez
pewien czas (20 min.) w roztworze CaCl,, a nastepnie prze-
mywane 0,9% roztworem chlorku sodu.

Otrzymywanie kapsufek alginianowych otaczanych
usieciowanym poli(alkoholem winylowym) (PVAL).

Przygotowany poprzez rozpuszczenie w podwyzszonej
temperaturze roztwér Alg (3%) i PVAL (3%) w 0,9 % NaCl
byt wkraplany jak w metodzie poprzedniej, do roztworu
CaCl,, a nastepnie przemywany roztworem NaCl. Kapsutki
byty zanurzane przez 1 minute w roztworze aldehydu glu-
tarowego (1%, pH 1,0) i przemywane roztworem soli fizjo-
logicznej. Nastepnie byly one umieszczane w roztworze
PVAL (5 min, 3-8%), przenoszone ponownie do roztworu
aldehydu glutarowego i ponownie przemywane. pH roztwo-
row byto ustalane przez dodanie odpowiedniej ilosci kwasu
solnego.

Otrzymywanie kapsutek alginianowych otaczanych
polimerem hydrofobowym.

Wstepny etap polegat na przygotowaniu kapsutek algi-
nianowych jak opisano wyzej uzywajac 2% roztworu Alg w
0,9 % NaCl. Nastepnie byly umieszczane w 3% roztworze
Alg i przeniesione do roztworu CaCl, (czas kontaktu 3 min.).
W ten sposéb na kapsutkach powstawata dodatkowa, ze-
wnetrzna otoczka usieciowanego alginianu. Tak przygoto-
wane kapsutki wprowadzane byty do roztworu polimeru
hydrofobowego w acetonie (stezenie 7-15%). Umieszcze-
nie kapsutek w wodzie powodowato wytracanie zaadsorbo-
wanego na powierzchni polimeru. Dwukrotna kapiel w ace-
tonowym roztworze polimeru, potgczona z wytracaniem

However, this polymeric membrane cannot be perme-
able for the components of the host immune system.
Although the first attempts to'produce the encapsulated cells
were made in the 1960-ties and 1970-ties, the growing in-
terest in this research area started with the pioneering work
of Lim, concerning preparation of artificial pancreas [1]. The
proposed system is based on the cross-linking of sodium
alginate with calcium ions in aqueous solution in which the
encapsulated cells are placed. Additionally, such capsules
can be modified with a supplemental layer of poly(L-lysine)
or other polycations (chitosan, dextran) [2]. However, the
systems of this type cannot be successfully applied in prac-
tice because of the capsules encystment with connective
tissue [3]. Different approach to the encapsulation problem
is presented by Sefton [4] who describes a system in which
the cells are closed in synthetic polymer capsules. In this
case, copolymers of methyl methacrylate and hydroxyethyl
methacrylate with poly(N-vinylpyrrolidone) were used as the
coating materials.

In this paper we describe an alternative method of
cells encapsulation as well as studies on permeability of
the formed membranes by the compounds of different size.
The improvement of the method of sodium alginate cross-
linking by an addition of poly(vinyl alcohol) (PVAL) or hy-
drophobic polymer is also reported.

Materials and methods

Alginate capsules formation.

Solution of 3% (w/v) sodium alginate (Alg, Aldrich) in
0.9% sodium chloride was dropped from burette or Pasteur
pipette in a glass vessel containing CaCl, (0.15 M). The
droplets (diameter ca. 2-3 mm) jellied. The formed calcium
alginate beads were then kept for some time (20 min) in the
CaCl, solution. Finally, they were washed with 0.9% NaCl
solution.

Alginate capsules covered with crosslinked poly(vinyl
alcohol) (PVAL).

Mixture of Alg (3% w/v) and PVAL (3% w/v) in 0.9% so-
dium chloride aqueous solution was prepared at elevated
temperature. Resulting solution was dropped in calcium
chloride solution, followed by washing of resulting droplets
with 0.9% NaCl. Subsequently, the capsules were kept in
glutaraldehyde solution (1%, pH 1.0) for 1 min, in order to
form crosslinks between PVAL chains, and washed again.
Next, the beads were immersed for 5 min. in PVAL solution
(3-8%), then transferred once more to glutaraldehyde solu-
tion. The pH of glutaraldehyde solutions was adjusted with
HCI.

Alginate capsules covered with hydrophobic polymer

The initial stage was identical with the one described
above, except that 2% Alg solution in 0.9% NaCl was used.
Additionally, capsules were placed in 3% Alg solution and
transferred to CaCl, solution for 5 min. in order to form new,
outer layer of crosslinked alginate. Beads prepared in such
way were placed in acetone solution of polymer, concen-
tration 7-15%, and subsequently immersed in water. As this
polymer is not soluble in water, it precipitates at the surface
of alginate capsules. Repetition of this procedure results in
thicker and more mechanical resistant coating.
Permeability studies.

Permeability of model compounds and cells through the
walls of the formed beads was measured spectrophotometri-
cally. As a model for low-molecular compounds the well-
known dye, rhodamine B (Allied Chemical), was chosen.
Its molecular weight is 395 g mol-' and the absorbance can
be measured at 1=556 nm (extinction coefficient
€=1.110° dm®mol'cm~' [5]). As model proteins, human al-
bumin (ZLB, Swiss Red Cross, molecular weight



otoczki w wodzie, powodowata tworzenie sie powtoki o wigk-
szej grubosci i wytrzymatosci na mechaniczne uszkodze-
nia.

Badanie przepuszczalnosci $cian kapsufek.

Przenikalno$¢ modelowych zwigzkéw przez wytworzo-
ne membrany byta mierzona spektrofotometrycznie. Mode-
lowym zwigzkiem niskoczasteczkowym byt barwnik roda-
mina B (Allied Chemical, M=395 g mol"'), ktérego widmo
absorpcyjne posiada maksimum przy 556 nm (wspotczyn-
nik absorpcji e=1-10° dm®*mol-'cm-' [5]). Modelowymi biatka-
mi byty: albumina ludzka (ZLB Centralne Laboratorium
Krwiodawstwa Szwajcarskiego Czerwonego Krzyza, 68 tys.
Da) oznaczana przy 4=220 nm (¢=1,510° dm®mol“'cm [6])
i y-globulina ludzka (Biomed, 180 tys. Da) oznaczana przy
A=210 nm (¢=3,4106 dm®mol'cm™ [6]). Jako modelowe
komorki postuzyty czerwone ciatka krwi krolika. Gdyby ko-
morki te przenikaty przez $cianki kapsutki do wody lub ule-
gaty uszkodzeniu podczas ich enkapsulacji natychmiast
nastepowataby ich hemoliza i uwalnianie hemoglobiny, kto-
rej absorbancje mozna tatwo oznaczac. Stezenie hemoglo-
biny byto mierzone przy 540 nm (¢=820 dm°mol”' cm).
Barwnik, modelowe biatka lub erytrocyty dodane byly do
roztworu Alg lub Alg/PVAL przed przygotowaniem kapsu-
tek, ktore, po utworzeniu i przemyciu, byty zanurzane w
znanej objetosci wody. Probki tego roztworu byty pobiera-
ne, a ich absorbancja mierzona za pomoca spektrofotome-
tru Hewlett Packard 84524.

Skaningowa mikroskopia elektronowa (SEM).

Zdjecia powierzchni i przekrojow poprzecznych kapsu-
tek wykonane byty za pomoca skaningowego mikroskopu
elektronowego Jeol 35C w Instytucie Wiékien Chemicznych
w todzi. Przed wykonaniem zdje¢ probki byty liofilizowane
i suszone. Nastepnie na ich powierzchnie napylane byto
ztoto.

Wyniki i dyskusja

tancuchy polimerowe alginianéw majg charakter aniono-
wy i tatwo Zelujg w obecnosci kationdw wielowarto$ciowych
metali, np. jondw wapnia. Wiasciwos¢ ta jest szeroko wy-

68 000 Da) and y-globulin (Biomed, Poland, molecular
weight - 180 000 Da) were chosen. The concentration of
albumin and y-globulin was determined at A=220 nm
(6=1.510° dm®mol-'cm' [6]) and A1=210 nm (£=3.4-10°
dm®mol'cm' [6]), respectively. Rabbit erythrocytes were
chosen as model cells. In case they diffuse through cap-
sule walls to water outside the beads, immediate haemoly-
sis and haemoglobin release occur. The concentration of
released haemoglobin can then be measured
spectrometrically at =540 nm (¢=820 dm’mol'cm). The
dye, model proteins and erythrocytes were added to the
alginate or alginate/PVAL solution before preparation of the
beads. After formation and washing of spheres, they were
kept in a known amount of water. Samples of the solution
were collected at different intervals of time and absorbance
was measured with use of Hewlett Packard 84524 spectro-
photometer.

Scanning electron microscopy (SEM).

Pictures of surface and cross -sections of capsules were
taken using scanning electron microscope Jeol 35C in the
Institute of Chemical Fibres, in £6dz. Samples were pre-
pared by freeze-drying. The fractured surfaces were coated
with gold.

Results and discussion

The polymeric chains of alginate have anionic character
and can be easily cross-linked in the presence of multiva-
lent metal cations, e. g. calcium cations. This makes these
systems very useful for preparation of ionic gels used for in
the formation of artificial, hybrid organs [1,7,8]. Addition-
ally, cross-linked PVAL is a convenient and non-toxic bio-
material applied as a membrane in artificial pancreas or
kidney, wound dressing and materials designed for contact
with blood [9,10]. PVAL undergoes cross-linking reaction
with glutaraldehyde in acidic solution [11]. The produced
capsules consisted of the inner opaque alginate layer, in
which the studied compounds or cells were placed, and in-
ner transparent and soft coating of cross-linked PVAL. In
the studied time-scale the dye diffuses rapidly through the
capsule walls, but the erythrocytes release was not observed

korzystywana do (FIG.1.). The
wytwarzania jo- red blood
nowych zeli, sto- 25 cells are big
sowanych m. in. enough to be
do otrzymywania effectively re-
hybrydowych = strained by
sztucznychorga- | := g 20 o B Kapsutki Alg-barwnik the polymer
néw [1,7,8]. Z g E Alg beads-dye netWOTk.‘
kolei usiegio- é § @ Kapsulki Alg/PVAL-barwnik The various
wany PVAlT Jgst LACRTH Alg/PVAL beads-dye PVAL ~con-
dogodnym i nie- ) ® [0 Kapsulki Alg-erytrocyty centratlon in
toksygznym b_lo- -!_9: 3 Aly beads-sryilanytss fprmmg solu-
matena%em. uzy- S g O Kapsulki Alg/PVAL-erytrocyty tion does pot
wanym . in. do 8 S 10~ Alg/PVAL beads-erythrocytes gharge gig-
produkcji mem- | & S nificantly the
bran sztucznej | = 2 rate of stud-
trzustki i nerki, < 5 ied com-
opatrunkéw i ma- pounds re-
teriatéw kontak- lease, but the
tujacych sie z harsh condi-
krwig [9,10]. 0 tions of the
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RYS. 1. Kinetyka uwalniania rodaminy B i czerwonych cialek krwi z kapsutek alginianowych (Alg) i z kapsulek
alginianowych z zewnetrzng otoczkg wykonang z PVAL usieciowanego aldehydem glutarowym (Alg/PVAL).

FIG. 1. Kinetics of rhodamine-B and erythrocytes release from alginate capsules (Alg) and from alginate capsules
additionally coated with the outer layer formed by PVAL crosslinked with glutaraldehyde.
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Polimer ten fatwo sieciuje w kwasnym $rodowisku w obec-
nosci aldehydu glutarowego [11]. Otrzymane kapsutki zbu-
dowane byly z wewnetrznej, metnej sfery alginianowej, w
ktérej umieszczone byly zwiazki lub komérki, ktérych dyfu-
zje badano. Na zewnatrz byty one otoczone przezroczystg
i miekkg warstwg usieciowanego PVAL. W badanej skali
czasowej barwnik tatwo przenikat przez $cianki kapsutek,
natomiast uwalnianie czerwonych ciatek krwi praktycznie
nie byto obserwowane (RYS. 1.). Komérki erytrocytow sg
na tyle duze, by ich przenikanie przez sie¢ polimerowa byto
W znacznym stopniu zahamowane.

Stezenie PVAL w roztworze formujgcym nie miato znacz-
nego wptywu na szybkos¢ uwalniania badanych substan-
cji, jednak drastyczne warunki procesu (niskie pH, obec-
nos¢ glutaraldehydu) powodowaty obumieranie immobilizo-
wanych komorek [12]. Ze wzgledu na to, podjete zostaty
proby opracowania technologii wytwarzania kapsutek uzy-
wajac metody wytrgcania miedzyfazowego przy zastoso-
waniu innego polimeru [4]. Kapsutki otrzymane tg metodg
majq stosunkowo mocne, nieprzezroczyste $cianki, we-
wnatrz ktorych zamkniety jest zel alginianowy z enkapsulo-
wanym materiatem. Stwierdzono, ze otoczki wykonane z
polimeru hydrofobowego nie stanowig istotnej przeszkody
dla dyfuzji zawartego wewnatrz barwnika, ktéry ze wzgledu
na niewielkie rozmiary moze fatwo przenikac¢ przez sie¢

glutaraldehyde presence) caused protein denaturation and
cells haemolysis [12]. For that reason, different attempts to
establish a new technology of capsule formation were im-
plemented. The chosen method is based on interfacial pre-
cipitation of hydrophobic polymer [4]. The beads produced
with use of this method have relatively strong opaque walls,
inside of which alginate gel together with encapsulated
material is placed. It was stated that covering of the algi-
nate capsules with this polymer does not inhibit significantly
the dye diffusion. With regard to small dimensions com-
pared to the mesh size in polymer network, it can easily
permeate through the Alg gel and the outer polymer layer.
This feature is of great importance, because described
membranes should be permeable by the compounds of low-
molecular weight. Increasing number of outer polymer lay-
ers or increasing the concentration of this polymer in the
forming solution results in significant retardation of diffu-
sion [6]. It is connected with decreasing of pore diameter
and narrowing of its size distribution, as the concentration
of forming solution increases. This can be seen while com-
paring the SEM micrograph of the polymer coating produced
with 7% and with 15% solution (FIG. 2.).

Observed diffusion retardation was even more pronounced
in the case of albumin and y-globulin macromolecules. The
higher was the concentration of the forming solution, the

RYS. 2. Zdjecia SEM
fragmentoéw polimero-
wej membrany zewne-
trznej wykonanej z
polimeru hydrofobo-
wego (powiekszenie
1000 razy). Stezenie
roztworu formujacego -
a) 7%, b) 15%.

polimerowa. Jest to zaleta badanego materiatu, jako ze
membrany takie powinny by¢ przenikalne dla zwigzkéw o
niskich masach czasteczkowych. Zwiekszenie grubosci oto-
czek i stezenia roztworu formujgcego powoduje znaczace
spowolnienie procesu dyfuzji [6]. Jest to zwigzane ze zmniej-

FIG. 2. SEM micro-
graphs of the outer
polymeric mem-
brane (magnifi-
cation 1000 times).
Concentration of
forming polymer
solution -

a) 7%, b) 15%.

slower they permeated through the capsule walls. Moreo-
ver, the maximum amount of released y—globulin was lower
than in the case of albumin, in spite of the same kinetic
pattern in the early stages of their release (FIG. 3.).
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@® -globulina
y-globulin
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Rys. 3. Kinetyka uwalniania albuminy i y-globuliny ludzkiej z kapsutek alginianowych pokrytych dodatkowa
podwdéjna otoczka wykonang z polimeru hydrofobowego (stezenie polimeru w roztworze formujacym - 15%).

Fig. 3. Kinetics of albumin and y-globulin release from alginate capsules covered with twofold polymer coating

(concentration of forming solution - 15%).




Wynika to z réznicy wielkosci czasteczek badanych zwigz-
kéw. Mniejsza albumina uwalniana jest z wnetrza i wymy-
wana z powierzchni kuleczek, natomiast wieksza czastecz-
ka y-globuliny wiasciwie nie wydostaje sie z zamknietego
wnetrza kapsutek, a jej poczatkowe uwalnianie zwigzane
jest z wymywaniem z powierzchni membrany i z jej porow.

WhiosKi

Przedstawiona metoda enkapsulacji zywych komoérek w
zelach alginianowych otoczonych powtoka polimeru hydro-
fobowego stanowi obiecujacy sposéb otrzymania hybrydo-
wych sztucznych narzadéw. Dobdr odpowiednich warun-
kow zapewnia swobodne przenikanie przez wytworzone
membrany zwigzkéw niskoczasteczkowych, jak réwniez
dyfuzje biatek o niewielkiej masie czasteczkowej (albumi-
ny). Jednoczesnie, przez tak wytworzong powtoke praktycz-
nie niemozliwa jest dyfuzja y-globuliny, biatka charaktery-
stycznego dla uktadu odpornosciowego. Zastosowanie do
wytwarzania zewnetrznej otoczki PVAL usieciowanego al-
dehydem glutarowym powoduje obumieranie komorek, znaj-
dujacych sie wewnatrz kapsutek, ze wzgledu na drastycz-
ne warunki sieciowania.

Istotnym problemem jest zapewnienie enkapsulowanym
komoérkom mozliwie najlepszych warunkéw rozwoju i unik-
niecie ich wzajemnego zatruwania przez produkty przemia-
ny materii, tak aby mogty one rosna¢ i dzieli¢ sie. Prowa-
dzone w chwili obecnej badania polegajace na wytwarza-
niu zelu alginianowego o specjalnej, komorowej strukturze
stanowig obiecujgce rozwigzanie tego problemu.

Podziekowania

Autorzy dziekujg Profesorowi Henrykowi Struszczykowi z
Instytutu Wiékien Chemicznych w todzi za mozliwos¢ uzyt-
kowania skaningowego mikroskopu elektronowego i pomoc
w wykonaniu zdje¢. Badania wykonane zostaty w ramach
polsko-wtoskiej umowy rzadowej, projekt nr 260/R99/R00.
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It is probably caused by different sizes of the studied pro-
teins. Smaller albumin molecules are released from the in-
ner space of the beads and washed away from the surface,
while bigger y-globulin ones cannot escape from the inside
and are only delivered from the membrane surface and from
its pores.

Conclusions

The described method of living cells encapsulation in al-
ginate gels coated with hydrophobic polymer layer is a prom-
ising way in order to produce artificial, hybrid organs. The
choice of appropriate conditions ensures free diffusion of
low-molecular weight compounds through formed mem-
branes, as well as their permeability by small proteins (al-
bumin). At the same time, the diffusion of the immune sys-
tem protein (y-globulin) through the bead walls is con-
strained. Application of cross-linked PVAL to the produc-
tion of the outer layer results in encapsulated cell damage.
This is because of the very rough cross-linking conditions.

The problem, which should be resolved in our further
investigation, is how to provide the cells with the most suit-
able living conditions and how to avoid their damage caused
by the products of the metabolism. Studies connected with
these questions are currently performed by our group. They
are connected with a development of a new system of algi-
nate gel with special, spherical chamber structure.
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Streszczenie

Polietylen o bardzo wysokiej masie czgsteczkowej
UHMWPE / Chirulen DIN 58834 / byt poddany bada-
niom na zuzycie trybologiczne w urzgdzeniach typu
pin-on-disc i ring-on-disc w powietrzu oraz w $rodo-
wisku ciektym. Uzyskane czasteczki polietylenu be-
dace produktami zuzycia miaty przewaznie zaokra-
glone ksztaftty, a ich wymiary nie przekraczaty 500 «m.
W tym samym przedziale wielko$ci zawieraty sie tez
rozmiary czgstek o ksztaftach nieregularnych. Topo-
grafia Sladéw zuzycia oraz szorstkosci powierzchni
byty badane przy uzyciu skaningowego mikroskopu
sit ( SFM ). Wyniki badar zostaty poréwnane z dany-
mi otrzymanymi na podstawie analizy czgsteczek
UHMWRPE znalezionych w tkankach pobranych pod-
czas operacyjnej wymiany endoprotez stawu biodro-
wego.

Stowa kluczowe: polietylen UHMWPE, produkty
zuzycia, trybologia

Wstep

Aseptyczne obluzowanie protezy jest czestg i bardzo
powazng komplikacjg catkowitej alloplastyki stawu biodro-
wego wymagajgcg wymiany implantowanej endoprotezy.
Tkanki pobrane podczas operacyjnej wymiany endoprote-
zy zawierajg czesto, obok akrylowych i metalicznych frag-
mentow, takze czasteczki polietylenu pochodzace ze zu-
zytej panewki polietylenowej. Badanie histologiczne tkanek
okotoprotezowych pobranych podczas wymiany endopro-
tez pokazato, ze czasteczki polietylenu byty czesciej znaj-
dowane w wypadku aseptycznego obluzowania endopro-
tezy, niz w przypadku obluzowania spowodowanego infek-
cja. Rudzki i in. w publikacji [1] zaktada, ze aseptyczne ob-
luzowanie protezy moze mie¢ przyczyne w przyspieszonym
zuzyciu i bardziej intensywnej destrukcji polietylenowej pa-

UHMWPE WEAR BY
TRIBOLOGICAL LOAD
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Abstract

Ultra high molecular weight polyethylene
(UHMWPE) was tribologically loaded in a pin-on-disk
and in a ring-on-disk tribo-tester under dry and wet
conditions. PE wear particles were found to be mainly
round with dimensions up to 500 #m. Length and thick-
ness of irregularily shaped debris were within this
range of dimensions, too. Wear trace topography and
roughness were analyzed by means of a scanning
force microscope (SFM). The results are compared
with the appearence of UHMWPE debris in tissues
resected on revision surgery of the total hip replace-
ment.

Key words: polyethylen UHMWPE, wear debris,
tribology.

Introduction

Aseptic loosening of the prosthesis is the most common
complication in the total hip replacement. Beside acrylic and
metallic fragments the tissues resected on revision surgery
often contain polyethylene debris originating from the worn
acetabulum. The study of the histological appearance of
the periprosthetic capsule in failed total hip arthroplasty [1]
has shown that polyethylene particles were more often en-
countered in the case of aseptic implant loosening com-
pared to the loosening due to infection. Rudzki et al [1] as-
sume that the aseptic arthroplasty failure may have its
source in an accelerated wear and in a more intense deg-
radation of the polyethylene cup.

In order to gain more insight into wear and degradation
of ultra high molecular weight polyethylene (UHMWPE) on

newki.

W celu poznania procesu zuzycia trybologicznego poli-
etylenu i mechanizmu jego destrukcji poddano powierzch-
nie polietylenu UHMWPE- Chirulen DIN 58834 (Hoechst
AG, Oberhausen, Germany) dziataniu tarcia w aparacie
wyposazonym w metalowy bolec (pin-on-disc) oraz meta-
lowy pierscien (ring-on-disc). Oderwane w wyniku tarcia
czasteczki polietylenu zbadano oceniajac ich wielkos$é i
ksztaft. Zbadano réwniez charakter $ladéw powstatych
wskutek tarcia na powierzchni polietylenu oraz stopien zu-
zycia metalowego bolca uzytego jako przeciwciato trace [2].

tribological loading we studied debris and wear traces of
UHMWPE disks after treatment with a metal rounded pin or
a metal ring in a tribo-tester [2].

Methods
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UHMWPE disks (15 mm diameter, 2 mm thick) were
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Metodyka

Cylindryczne dyski UHMWPE o $rednicy 15 mm i grubo-
$ci 2 mm byly umieszczane w standardowym urzadzeniu
do pomiaru sity tarcia [3]. Jako trace przeciwciata uzywany
byt bolec o $rednicy 4 mm i zaokraglonym koncu, porusza-
jacy sie po okregu o promieniu 5,5 mm, a takze pierscien o
$rednicy zewnetrznej 13 mm i wewnetrznej 9 mm obracaja-
cy sie wokot swego srodka. Oba przeciwciata trace wyko-
nane byly ze stopu TiV4A16. Obcigzenie przeciwciata wy-
nosito w obu przypadkach 100 g, a wzgledna predkosc¢ li-
niowa probki w odniesieniu do bolca i pierscienia miata
wartos$¢ 3,5 cm/sek. Czas pomiaru wynosit 2 godziny. Te-
sty przeprowadzone byly w powietrzu oraz w $rodowisku
ciektym (roztwory: H,0 i 0,9% NaCl). Kazdy test byt wyko-
nywany z nowym zestawem prébka - przeciwciato trace.

W przypadku pomiaréw dokonywanych w powietrzu cza-
steczki polietylenu zbierane byly poprzez filtrowanie wody
uzywanej do pozniejszego sptukiwania polietylenowych
dyskow i przeciwciat tracych. W przypadku pomiaréw do-
konywanych w srodowisku ciektym filtrowano ptyn uzywa-
ny do eksperymentu. Rozmiary poréw w mikrofiltrach zbu-
dowanych z widkien szklanych wynosity 10 um, co ograni-
czato minimalne rozmiary zbieranych czasteczek. Wielko$¢
i ksztatt oraz ilo$¢ czasteczek polietytlenu oceniano w mi-
kroskopie optycznym.

Uszkodzenia powierzchni polietylenowych dyskéw byty
badane poprzez analize $ladow zuzycia przy uzyciu ska-
ningowego mikroskopu sit/SFM/, przy rozdzielczosci w kie-
runku pionowym ok. 3 nm. Zebrane obrazy pozwolity na
ocene Sredniej wartosci szorstkosci $cieranej powierzchni
oraz pomiary gtebokosci powstajacych na niej ubytkow.
Zuzycie metalowego bolca zostato ocenione na podstawie
obserwacji zmian ksztattu jego koncéwki oraz objetosci jego
zuzycia.

Wyniki

Wyniki przeprowadzonych testéw trybologicznych przed-
stawiono w tabelach 1-4 oraz na RYSUNKU 1.

TABELE 1-3 oraz RYSUNEK 1 opisuja ilo$¢ uzyskanych
czgsteczek UHMWPE oraz rozktad ich rozmiaréw w zalez-
nosci od srodowiska w jakim przeprowadzano testy.

W TABELI 4 przedstawiono wielko$¢ zuzycia koncowki
metalowego bolca w zaleznosci od srodowiska w jakim prze-
prowadzano eksperyment.

Badania topografii dna sladéw wyztobionych podczas
réznych testow trybologicznych na powierzchni polietylenu
oraz wartosci Sredniokwadratowe szorstkosci powierzchni
przedstawia TABELA 5. Podano w niej wyniki szorstkosci
zmierzone w dwoch réznych obszarach $ladu oraz maksy-
malng gtebokos$¢ sladu rowniez mierzong w dwaéch réznych,
wybranych losowo obszarach $ladu, ktérych powierzchnia
wynosita kazdorazowo 2x2 mm.

106974
3666

suche / dry

H20
' NaGl - ]

TABELA 1. llos¢ zebranych czasteczek
polietylenu.

TABLE 1. Total number of collected UHMWPE
debris particles.

counterbody we took a rounded pin (4 mm diameter) run-
ning on a wear trace radius of 5.5 mm as well as a ring
(outer diameter 13 mm, inner diameter 9 mm) both made of
the TiV4A16 alloy. The load was 100 g in both cases, the
relative speed of the turning disk with respect to the fixed
pin or ring was 3.5 cm/s. Testing time was 2 h per run. The
tests were done in dry as well as in wet (H,O or 0.9 % NaCl
solution) environment. Each test was performed with a new
set of disk/metal counterbody.

Polyethylene debris particles were collected by filtering water
slurry which resulted from washing the disk/counterbody
system after the test in the case of dry friction, or that pro-
duced in wet testing. Pore size of glass-fibre microfilters
was 10 um which limited the minimum diameter of the col-
lected wear particles. Size, shape and quantity of the par-
ticles were estimated using optical microscope.
Degradation of the polyethylene disks was studied by ana-
lysing the topography of wear trace bottom by means of a
scanning force microscope (SFM) with vertical resolution
of about 3 nm. Mean roughness as well as maximum height
of damages were taken from these pictures. Wear volumes
of the rounded pins were calculated from the size of degra-
dation areas at the top of pins.

Results

The results of the tribological tests are shown in TABLES
1-4 and in FIGURE 1.

TABLES 1-3 and FIGURE 1 show the amount of
UHMWPE debris and particle size distributions found for
the different tribological conditions. The wear volumes at
the top of the rounded pins after a 2 h run in the tribo-tester
are presented in TABLE 4.

Study of wear traces on the UHMWPE disks by SFM
was done in order to analyze the topography at the bottom
of the traces and to get the mean roughness as well as the
maximum height of degradation damages. FIGURE 2 shows
some of the SFM images; TABLE 5 gives values of rough-
ness and local damages at two different places of the cor-
responding wear traces.

99 %
68 %

91 %
54 %

suche / dry
H>O

doiéko c Pierscien
| Medium Pin Ring i

TABELA 2. Odsetek zaokraglonych
czasteczek polietylenu w materiale
uzyskanym podczas testow.

TABLE 2. Percentage of collected UHMWPE
debris particles which are round.
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Bolec metalowy : rPe‘c '
Srodowisko Rounded pin Ring

Medium G hmax c hmax

[nm] [nm] [nm] [nm]

suche / dry

H20

TABELA 5. Wartos¢ sredniokwadratowa szorstkosci powierzchni ¢ oraz maksymalna gteboko$é
sladow zuzycia polietylenu.

TABLE 5. Mean roughness ¢ and maximum height of damages at the bottom of wear traces.

ESt0nm 100 nm

10.7 pm

00 nm 1300 nm

107 pm 0.7 pm

a b

RYS. 2. Topografia dna sladu wyziobionego podczas tarcia mierzona z uzyciem skaningowego
mikroskopu sit (SFM): a) sSrodowisko suche - bolec, b) Srodowisko suche — pierscien, ¢) NaCl —
bolec, d) NaCl — pierscien.

FIG. 2. Topography of wear trace bottom as measured by SFM: a) dry environment — pin, b) dry —
ring, c) NaCl - pin, d) NaCl - ring.
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Omowienie

Przeprowadzone testy trybologiczne wskazujg , ze zu-

® e e oo e e 7ycie polietylenu UHMWPE pod dziataniem metalowego
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przeciwciata jest zalezne od warunkéw zwilzania. Wzrasta
ono bowiem wyraznie w warunkach tarcia suchego, na co
wskazuje zaréwno ilos¢ wyprodukowanych czastek poliety-
lenu, zwtaszcza w wypadku uzycia metalowego pierscie-
nia, jak rowniez stopien zuzycia koncowki metalowego bol-
ca. Tworzace sie podczas testéw trybologicznych czasteczki
polietylenu miaty na ogét ksztatty zaokraglone. Tworzenie
sie czagsteczek o bardziej nieregularnych ksztattach nasila-
to sie w Srodowisku wodnym niezaleznie od rodzaju prze-
prowadzanego testu.

W wypadku eksperymentu z bolcem w roztworze NaCl
ilos¢ wyprodukowanych czasteczek polietylenu jest zaska-
kujaco duza w poréwnaniu z iloscig uzyskang w $rodowi-
sku wodnym. Moze to wynika¢ z faktu, Zze czgsteczki
UHMWPE powstajace w srodowisku wodnym sg mniejsze
niz uzyskiwane w roztworze NaCl. W takiej sytuacji, przy
zastosowaniu filtru zatrzymujgcego czasteczki wieksze od
10 um, catkowita ilo$¢ zebranych czastek w $rodowisku
NaCl bedzie wieksza niz w srodowisku wodnym.

Badanie topografii dna sladow tarcia wskazuje na brak
korelacji pomiedzy $rednig warto$cig szorstkosci Scieranej
powierzchni a najwiekszg gtebokoscig tworzacych sie na
powierzchni ubytkéw. Wynika to prawdopodobnie z nieréw-
nomiernego scierania powierzchni polietylenu UHMWPE,
co sprawia, ze przy stosunkowo niewielkiej Sredniej szorst-
kosci Scieranej powierzchni pojawiajg sie na niej pojedyn-
cze gtebokie bruzdy widoczne w mikroskopie sit atomowych
(RYS.2). Jest to wyraznie widoczne w testach trybologicz-
nych z uzyciem metalowego bolca, a mniej wyraznie, gdy
uzywano metalowego pierscienia. Takie wyniki eksperymen-
téw mozna ttumaczy¢ lokalnym wystepowaniem w proce-
sie Scierania efektéw adhezyjnych i czynnika zmeczenio-
wego. Jak wynika z TABEL 2 i 3 w wyniku tarcia na po-
wierzchnie polietylenu dochodzi do uwalniania z niej ma-
tych (10-100 um) i $rednich (100-500 um) czasteczek poli-
etylenu, z ktorych wiekszo$¢ ma ksztatty zaokraglone. Na-
wigzujac do tych wynikéw mozna stwierdzi¢ z duzym praw-
dopodobienstwem, ze $rednie (100-500 um) i mate cza-
steczki polietylenu, znajdowane we wszystkich przypadkach
aseptycznego obluzowania endoprotez [1] sg rezultatem
zwiekszonego oddziatywania trybologicznego, gtéwnie w
sytuacjach, gdy zwilzanie miejsca kontaktu jest zmniejszo-
ne, lub zredukowane do zera, nawet na bardzo krétki okres
czasu. Mozna réwniez z duzym prawdopodobienstwem
przyjac, ze widoczne czgsto w tkankach okotoprotezowych
duze (2-3mm) i nieregularne czgsteczki polietylenu powsta-
ja raczej w rezultacie odtamania ich od panewki, niz w wy-
niku normalnego zuzycia trybologicznego.

Nalezy tez zwrdci¢ uwage na widoczne w testach trybo-
logicznych zuzycie metalowego bolca, wyrazne zwtaszcza
w srodowisku suchym. Powstajgce bowiem w wyniku tarcia
drobne czasteczki metalu, widoczne rowniez w obrazach
histologicznych tkanek okotoprotezowych, znajdujac sie w
strefie bezposredniego kontaktu metalu z polietylenem
moga powodowac zwigkszone zuzycie panewki polietyle-
nowej i powstawanie duzej ilosci matych czasteczek poli-
etylenu, wptywajacych draznigco na otaczajace tkanki.

Whioski

1) Zuzycie trybologiczne polietylenu UHMWPE zalezy od
warunkow zwilzania i wzrasta wyraznie w warunkach tarcia
suchego.

2) W wyniku zuzycia trybologicznego UHMWPE powstajg
mate(10-100mm) i $rednie (100-500 um) czasteczki poli-
etylenu o zaokraglonych ksztattach.

Discussion

Tribological degradation of UHMWPE by metal
counterbody is very sensitive to changes of lubrication. The
degradation is rising steeply under dry friction as shown by
the amount of produced UHMWPE debris, especially by ring
load, as well as by the wear at the top of pins. Debris par-
ticles of diameter larger than 10pm were found to be mainly
round-shaped. The number of irregularly shaped particles
increased in water for both types of load.

In the case of pin load in NaCl solution the number of
collected UHMWPE particles is surprisingly high compared
to the number found for pin load in water. This may be due
to the fact that we collected only the particles with sizes
larger than 10 um. Total amount of collected debris changes
when the size of small particles at the 10 um threshold
changes, i.e. in the case of pin load in NaCl solution the
sizes of small particles are slightly greater than in the case
of water lubrication.

Wear tracks topography studies show lack of correlation
between surface roughness and maximum height of degra-
dation damages. The interpretation of these results is not
easy because of large local changes. This reflects dynam-
ics of the degradation process: although the mean rough-
ness in the case of dry pin load is rather small, locally big
damages occur which may be due to sticking effects as
well as fatigue failure. :

TABLES 2 and 3 show that small (10-100 pm) and
medium (100-500 um) particles are released during fric-
tion, most of them being round-shaped. Therefore it can be
assumed with high probability that medium and small
polyethylene particles which were found in all cases of asep-
tic implant loosening result from the increasing cup degra-
dation, mainly in situations where lubrication is reduced or
lost, perhaps only for a short moment. This result suggests
also that large polyethylene particles (2-3 mm) result from
the breakdown of the acetabulum rather than from normal
tribological degradation.

In addition, degradation of the pin surface by local wear
(as indicated by metallic fragments found in resected tis-
sues [1]) has to be taken into account because such dam-
ages may produce a large number of small debris particles
of the polyethylene acetabulum, causing tissue reaction.

Conclusions

1) Tribological wear of UHMWPE polyethylene depends
on lubrication conditions and increases significantly in dry
environment.

2) Main wear product of UHMWPE polyethylene con-
sists of small (10-100 ym) and medium (100-500 pm)
rounded particles.
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ELEKTROSTYMULACJI
ZROSTU KOSTNEGO NA
PROCES KOROZJI
IMPLANTOW ZE STALI
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JANUszZ SZEWCZENKO, ZBIGNIEW PASZENDA,
Jabwica TyRLK-HELD, Jan Marciniak, MARCIN KACZMAREK
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Streszczenie

W pracy przedstawiono wyniki badan nad wptywem
réznych metod elektrostymulacji zrostu kostnego na
przebieg korozji implantéw ze stali AISI 316L, pokry-
tych warstwg pasywna. Elektrostymulacje przeprowa-
dzano przez 28 dni w ptynie fizjologicznym Tyrode'a
o temperaturze 36,6+1°C, pH zmiennym w przedzia-
le 7,6 - 8,6. Do elektrostymulacji stosowano prad sta-
fy o natezeniu 40 «A. Przebieg korozji badano przez
pomiar ubytkéw masy implantéw oraz ocene uszko-
dzen korozyjnych powierzchni.

Stowa kluczowe: implanty, stal AISI 316L, elek-
trostymulacja zrostu kostnego, traumatologia.

Wprowadzenie

Lansowane obecnie zewnetrzne metody stabilizacji odta-
mow kostnych, do ktérych zaliczy¢ mozna ZESPOL i PO-
LFIX, charakteryzujg sig elastycznoscig zespolenia. Ten
sposob osteosyntezy umozliwia przemieszczanie sie odta-
mow kostnych w dopuszczalnym klinicznie przedziale (po-
nizej 3 mm) i ogranicza jednoczes$nie wielkos¢ powstatych
w wyniku docisku odtaméw naprezen do 4 N/mm? [1]. Ze-
spolenie takie prowadzi do aktywizacji zrostu kostnego dzie-
ki wykorzystaniu efektéw elektro-mechanicznych, polega-
jacych na generaciji potencjatéw elektrycznych w nastep-
stwie przytozonego obcigzenia, to z kolei powoduje prze-
ptyw pradéw czynnosciowych przez obszar ztamania. Prze-
ptyw pradu wymusza transport substancji mineralnych, przy-
czyniajac sie w ten sposéb do aktywizaciji zrostu kostnego.
Dotychczas przyjmuje sie najczesciej, ze efekt piezoelek-
tryczny jest zjawiskiem wstepnym, a proces elektrokinetycz-
nego przeptywu jest mechanizmem bezposrednio odpowie-
dzialnym za generacje potencjatow elektrycznych w mo-
krej kosci zbitej [2].

Badania eksperymentalne i kliniczne nad elektrostymu-
lacjg osteogenezy z wykorzystaniem pradéw jednokierun-
kowych: statych lub zmiennych wykazaty, ze tworzenie tkan-
ki kostnej obserwowane jest zwtaszcza w poblizu katody
[3], chociaz osteogeneze stwierdzano réwniez w poblizu
anody [4]. Elektrostymulacja zrostu kostnego wskazana jest
w przypadku stanéw patologicznych w postaci stawéw rze-

EVALUATION OF
INFLUENCE OF THE
BONE UNION
ELECTROSTIMULATION
ON CORROSION
PROCESS OF THE
IMPLANTS MADE OF
Cr-Ni-Mo STEEL

JANUsz SzEwczENKo, ZBIGNIEW PASZENDA,
Japwica TyRLIK-HELD, Jan MaRciNIAK, MARCIN KACZMAREK

DEPARTMENT OF BioMEDICAL MATERIALS ENGINEERING
SiLESIAN TECHNICAL UNIVERSITY IN GLIWICE

Abstract

The investigations on the influence of different
methods of electrostimulation of the fractured bone
union on corrosion of implants made of AISI 316L steel
with a passive layer have been presented. The
electrostimulation process was carried out for 28 da yS
in physiological Tyrode's solution at the temperature
of 36.6 +1°C and pH changing in the range 7.6- 8.6.
Direct current of 40 #A intensity was used for
electrostimulation. The progress of corrosion was fol-
lowed by measuring implant mass losses and by
evaluating corrosion damages of the implant surfaces.

Key words: implants, AISI 316L steel,
electrostimulation of bone union, traumatology

Introduction

Currently used methods of external stabilisation of bone
blocks, such as ZESPOL and POLFIX, are characterised
by elastic union. This way of osteosynthesis enables mov-
ing of the bone blocks in the clinically permissible range
under 3 mm and reduces stresses to the value of 4 N/mm?
[1]. Such system stimulates bone union owing to electro-
mechanical effects, which generate electrical potentials as
a consequence of loading, and induce flow of action cur-
rents through the fracture area. The flow of current causes
transport of mineral substances that activate the bone un-
ion. Until now it has been accepted, that piezoelectric effect
is the primary phenomenon, and electrokinetic flow is the
mechanism directly responsible for the generation of elec-
tric potentials in the wet cortical bone [2].

Experimental and clinical investigations on
electrostimulation of osteogenesis with the use of unidirec-
tional direct or alternating currents showed, that the forma-
tion of bone tissue is observed especially near the cathode
[3], however osteogenesis has been stated also near the
anode [4]. Electrostimulaton of bone union is advisable in
pathological states in the case of false joint, delayed adhe-
sions, osteoporosis and others. It should be emphasised
that electrostimulation is purposeful in the initial stage of
healing of fractures when therapeutic rehabilitation of the
area of trauma is impossible or difficult. As it is known, natural
electromechanical processes are initiated during the thera-

o

A
A

N

F

-

|

RIALOW

MATE

N

BI»

i

<

i




22

BI® MATERIALOW

komych, zrostéw opdznionych, osteoporozy spowodowa-
nej niedocigzeniem i innych. Nalezy jednak zaznaczyc, ze
elektrostymulacja jest celowa w poczatkowej fazie leczenia
ztaman, gdy usprawnianie obcigzeniowe miejsca urazu jest
niemozliwe lub utrudnione. Jak wiadomo w okresie uspraw-
niania inicjowane sg naturalne procesy elektromechanicz-
ne.

Analizujac wyniki prowadzonych badan mozna stwier-
dzi¢, ze roznice w interpretacji uzyskanych wynikéw, wyni-
kaja z faktu stosowania réznych metod i parametréw elek-
trostymulacji. Probe wyjasnienia optymalnych warunkow
elektrostymulacji podjeli H. i J. Deszczynscy [5], wykorzy-
stujac do stymulacji zrostu kostnego réznymi metodami prad
staty. Wyniki zrostu kostnego oceniano, stosujac badania
makroskopowe, radiologiczne, histologiczne i wytrzymato-
Sciowe. Istotne réznice w odbudowie tkanki kostnej obser-
wowano po 3 tygodniach elektrostymulacji. Osteogeneza
pobudzana pradem statym przebiegata szybciej, a powsta-
ta kostnina wykazywata wiekszy stopien rozwoju struktu-
ralnego oraz lepsza wytrzymatos¢ na rozcigganie. Nieko-
rzystnymi objawami byly gromadzenie sie nowopowstatej
tkanki gtownie wokét katody, ubytki tkanki wokdét anody przy
elektrostymulacji metoda inwazyjng oraz przebarwien jej
okostnej. Autorzy nie analizowali procesu korozji implan-
téw metalicznych.

Badania Marciniaka i Szczurka [6, 7] wykazaty, ze w
konsekwencji rozwoju korozji powstaje w poblizu implantu
torebka tacznotkankowa z odczynami fagocytarnymi i po-
mnazaniem widkien kolagenowych, ich szkliwienie oraz
metaloza. W tkankach organéw migzszowych (watrobie)
jony metali wbudowuijg sie do biatek cytoplazmy hepatocy-
téw, powstajg zaburzenia w enzymach utleniajacych, wsku-
tek czego nastepuje wzrost zawartosci glikogenu prowa-
dzacy do sttuszczenia watroby.

Kontrowersyjny wiec problem korzysci wyptywajacych ze
stosowania elektrostymulacji zrostu kostnego wymaga
szczegotowego wyjasnienia od strony mozliwych procesow
korozyjnych zachodzacych na elektrodach. Temu wtasnie
celowi podporzadkowane zostaty badania.

Materiat i metodyka

W przeprowadzonych badaniach bazowano na naste-
pujacych metodach elektrostymulacji zrostu kostnego:

1. nieinwazyjnej, polegajacej na wykorzystaniu dwu elek-
trod zewnetrznych, ktére przyktadano do skéry po dwdch
przeciwlegtych stronach szczeliny ztamania,

2. potinwazyjnej, w ktorej wykorzystywano elektrode we-
wnetrzng (katode) oraz zewnetrzng (anode), umieszczone
po przeciwlegtych stronach szczeliny ztamania,

3. inwazyjnej, ktéra z kolei wymaga zastosowania dwoch
elektrod wewnetrznych, za pomoca ktérych doprowadzano
prad do obszaru ztamania.

Celem przeprowadzonych badan byto okreslenie wpty-
wu elektrostymulacji pragdem statym na:

1. implant z warstwa pasywng znajdujacy sie w obszarze,
przez ktory przeptywa prad, jak w metodzie elektrostymu-
lacji nieinwazyjnej,

2. uktad dwoch implantow z warstwg pasywng posiadaja-
cych kontakt elektryczny, jak w metodzie nieinwazyjnej,

3. uktad implantéw z warstwa pasywna, z ktorych jeden sta-
nowit elektrode (katode), jak w metodzie potinwazyjnej,

4. ukfad implantéw z warstwg pasywna stanowigcych jed-
noczesnie elektrody, jak w inwazyjnej metodzie elektrosty-
mulacji.

W badaniach wykorzystano prébki walcowo-ptaskie ze
stali AISI 316L o ustalonych cechach geometrycznych.
Materiat wyjsciowy stanowity prety. Powierzchnia prébek
byta szlifowana mechanicznie, polerowana elektrolitycznie
i spasywowana chemicznie wg metody opracowanej przez
autorow [8].

peutic rehabilitation.

On analysing the results of investigations one can find
out that differences in their interpretation are connected with
the use of different methods and parameters of
electrostimulation. Using the direct current for stimulation
of bone union in different methods, H. and J. Deszczynski
[5] tried to find explanation of optimal electrostimulation
conditions. The results were evaluated by microscopic, ra-
diological, histological and mechanical examination. Signifi-
cant differences in reconstruction of bone tissue were ob-
served after 3 weeks of electrostimulation. Osteogenesis
stimulated by direct current proceeded faster, the callus
formed showed better structural development and higher
tensile strength. Accumulation of the newly formed tissue
mainly around the cathode, losses of tissue around the an-
ode during the invasive electrostimulation and colour
changes of periosteum were the unfavourable symptoms.
The authors didn't analyse corrosion of metallic implants.

According to Marciniak and Szczurek [6,7] as a conse-
quence of corrosion, connective tissue capsules with the
phagocyte reactions and multiplication of collagen fibres are
formed near the implant, their glazing and metalosis are
also obseved. In the tissues of detoxicating organs (liver),
metal ions build into hepatocyte cytoplasm proteins, func-
tioning of the oxidising enzymes is disturbed and therefore
the amount of glycogen increases, leading to the fatty de-
generation of liver.

Controversial problem of advantages resulting from the
use of electrostimulation of bone union requires a detailed
explanation basing on the observation of corrosion proc-
esses occurring on the electrodes. The investigations pre-
sented in this paper relate to this aim.

Material and experimental

The following methods of electrostimulation of bone un-
ion were used:

1. non-invasive, in which two external electrodes were at-
tached to skin on two opposite sides of the fracture gap,

2. half-invasive, with one internal electrode/cathode/ and
external/anode/ placed on the opposite sides of the frac-
ture gap,

3. invasive, in which two internal electrodes supplied cur-
rent to the fracture area.

The purpose of investigations was to determine the influ-
ence of direct current electrostimulation on:

1. implant with a passive layer situated in the area of cur-
rent flow, as in the non-invasive electrostimulation
method,

2. system of two implants with a passive layer having elec-
trical contact, as in the non-invasive method,

3. system of implants with a passive layer, of which one
was the electrode (cathode), like in the half-invasive
method,

4. system of implants with a passive layer being simultane-
ously electrodes, like in the invasive electrostimulation
method.

Flat cylindrical specimens of AISI 316 steel of determined
geometrical features were used in the investigations. The
specimen surface was prepared by mechanical grinding,
electrolytic polishing and chemical passivation according
to the method worked out by the authors [8].
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Stanowisko badawcze

W celu przeprowadzenia badan zostato opracowane i
wykonane stanowisko badawcze, umozliwiajgce przepro-
wadzenie elektrostymulacji roznymi metodami w warunkach
zblizonych do fizjologicznych. Schemat ideowy stanowiska
badawczego przedstawia RYS. 1.

Gtowny element stanowiska badawczego stanowita ku-
weta wypetniona woda, w ktérej znajdowato sie dziewiec¢
specjalnie zaprojektowanych pojemnikdw wypetnionych pty-
nem Tyrode'a z zanurzonymi w nim probkami. W kuwecie
znajdowat sie ponadto termostat umozliwiajacy przeprowa-
dzenie badan w okreslonej temperaturze. Do elektrostymu-
lacji wykorzystano specjalnie do tego celu przystosowany
elektrostymulator ASTYM firmy Astar ABR o okreslonych
programach zabiegowych, generujacych rézne przebiegi
pradowe: diadynamiczne (MF, DF, CP, CP-ISO, LP), im-
pulsowe (trojkatny i prostokatny), ultra Reitz, galwaniczne
(klasyczne i przerywane). Natezenie pragdu mozna byto re-
gulowac w zakresie 0-100 uA. W celu zapewnienia jedna-
kowych warunkéw pradowych stymulacji w kazdym pojem-
niku probki potaczono szeregowo z biegunami elektrosty-
mulatora za pomoca elektrod.

Laboratory stand

The laboratory stand worked out for electrostimulation by
different methods in the conditions similar to the physiologi-
cal ones is shown schematically in FIG.1. The main ele-
ment of that stand was a cuvette with ten specially designed
containers filled with Tyrode's solution. Specimens were im-
mersed in it. To ensure constant temperature of the experi-
ments, the cuvette was thermostated. Electrostimulation
process was carried out using a specially adapted ASTYM
electrostimulator Astar ABR with a software enabling gen-
eration of different current courses: diadynamic (MF,DF,CP-
ISO,LP), impulse (triangular and rectangular), ultra Reitz,
galvanic (classical and interrupted). Current intensity was
controlled in the range 0-100 xA. Series connection of the
containers with the electrostimulator poles was applied in
order to ensure identical current conditions of
electrostimulation for all the specimens. The containers in
the cuvette were divided into three parallel sections. Each
section represented a different variant of experiment.

| TERMOSTAT
THERMOSTAT

Elektrody (anoda, katoda)
Electrodes (anode, cathode)

@® @ Probki/ Specimens
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RYS. 1. Schemat ideowy stanowiska badawczego.

FIG. 1. Scheme of the laboratory stand.
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Pojemniki w kuwecie zostaty podzielone na trzy réwno-
liczne sekcje. Kazda z sekcji reprezentowata inny wariant
badan.

Sekcja 1 stuzyta okresleniu wptywu elektrostymulaciji nie-
inwazyjnej na implant znajdujacy sie w obszarze przepty-
wajgcego pradu galwanicznego. Do tego celu wykorzysty-
wano pojemnik - RYS. 2. W celu doprowadzenia pradu za-
stosowano elektrody platynowe (1) umieszczone w koricach
pojemnika, oddzielone od przestrzeni, w ktérej znajdowaty
sie prébki (2) membranami jonoselektywnymi (3). Membra-
ny te uniemozliwialy migracje jonéw aktywnego chloru. W
Scianach bocznych pojemnika znajdowalty sie odptywy prze-
lewowe (4), dzieki ktorym utrzymany byt staty poziom ptynu
Tyrode'a oraz okreslona wartos¢ pH roztworu.

Sekcja 2 stuzyta do okreslenia wptywu elektrostymulacji
na uktad dwoch implantéw bedacych w kontakcie elektrycz-
nym. Wariant ten odpowiadat elektrostymulacji nieinwazyj-
nej, w ktérej to pomiedzy zewnetrznymi elektrodami znaj-
dowaty sie dwa implanty bedace w kontakcie elektrycznym.
Sposob doprowadzenia pradu oraz zastosowany pojemnik
byty analogiczne jak w sekgji 1.

Section 1 was designed to determine the influence of
non-invasive electrostimulation on implant situated in the
area of galvanic current flow. For this purpose a container
showed in FIG.2 was used. Current was supplied by plati-
num electrodes (1) placed at the ends of the container and
separated by ionoselective membranes (3) from the space
where the specimens (2) were kept. The membranes pre-
vented migration of the active chloride ions. On the side
wall of the container there were overflow outlets (4), which
enabled maintaining of stable level of Tyrode's solution and
specific pH value.

Section 2 was used to determine the influence of
electrostimulation on the system of two implants remaining
in electrical contact. This variant corresponded to the non-
invasive electrostimulation where between the external elec-
trodes there were two implants remaining in electrical con-
tact. The current supply and container were analogous as
in section 1.

Section 3 represented the invasive and half-invasive
method of electrostimulation. In this method specimens were

Sekcja 3 reprezentowata
inwazyjng i pétinwazyjna
metode elektrostymulacji.
Elektrodami w tej metodzie
byty probki. Wariant ten od-

the electrodes. This variant
was related to
electrostimulation in which
two nearest bone screws
were used as electrodes,

powiadat elektrostymulaciji,
wykorzystujacej jako elek-

situated on the opposite
sides of fracture gap - (inva-

trody dwa najblizsze wkrety
kostne, usytuowane po
przeciwnej stronie szczeliny
ztamania - (metoda inwazyj-
na) lub wykorzystanie tylko
jednego wkreta kostnego,

sive method) or only one
bone screw was used as a
cathode together with an
external anode placed on the
skin on the opposite side of

jako katody wraz z elektro-
da zewnetrzng (anodg), 3
umieszczong na skorze po

fracture gap. In this section,
current was supplied directly
to the specimens and the
container used was not

przeciwnej stronie szczeliny
ztamania. W sekcji tej prad
doprowadzany byt bezpo-
Srednio do prébek, a zasto-
sowany pojemnik nie posia-
dat membran jonoselektyw-
nych.

W skfad stanowiska wchodzita réwniez pompa perystal-
tyczna, ktdra dostarczajac do pojemnikow z trzeciego wa-
riantu sSwiezy roztwor fizjologiczny zapewniata okreslong
wartos¢ pH. Stanowisko wyposazone bylo ponadto w mier-
niki elektryczne oraz pH-metr, umozliwiajgce statg kontrole
odpowiednio natezenia przeptywajgcego pradu oraz steze-
nia jonéw wodorowych.

Omowione stanowisko badawcze dzieki swej konstruk-
cji oraz zastosowanym urzadzeniom umozliwiato przepro-
wadzenie badan przy statych wartosciach temperatury,
natezenia pradu oraz zmieniajacej sie w Scisle kontrolowa-
ny sposob wartosci pH roztworu.

Elektrostymulacja z wykorzystaniem probek z warstwg
pasywna trwata 28 dni. Byta przeprowadzana w sposéb cig-
gly (24h/dobe), jednakze periodycznie przerywana co 7 dni.
Po kazdym 7-dniowym cyklu wazono prébki z doktadno-
$cig 10* g oraz obserwowano ich powierzchnie. W bada-
niach wykorzystano 18 probek (po 6 w kazdej sekcji). Ba-
dania przeprowadzono przy nastepujacych parametrach:

- prad galwaniczny o natezeniu i = 40 + 0,5 uA,

- temperatura roztworu Tyrode'a T = 36,6 + 1°C,

- pH roztworu zmienne w zakresie 7,6 - 8,6,

- odlegtos¢ pomiedzy prébkami 40 mm.

Odlegtos$¢ pomiedzy prébkami wynoszgca 40 mm odpo-
wiada najmniejszemu rozstawowi stabilizatora w systemie
stabilizacyjno-manipulacyjnym POLFIX.

sekciji 1.

RYS. 2. Pojemnik wraz z prébkami wykorzystywany w

FIG. 2. Container with specimens used in section 1.

equipped with the
ionoselective membranes.

A peristaltic pump which
maintained stable pH value
by supplying fresh physi-
ological solution to the con-
tainers of third variant was
also a part of the laboratory stand. Moreover, the stand was
equipped with electric meters and pH-meter enabling con-
tinuous control of current intensity and hydrogen ion con-
centration, respectively.

The laboratory stand, owing to its construction and de-
vices used, allowed for carrying out the investigations at
constant temperature, current intensity and pH of the solu-
tion varying in a precisely controlled way.

Electrostimulation with the use of specimens with a pas-
sive layer lasted 28 days. It was carried out continuously
(24 h day and night) with interruption every 7 days. After
each 7 - day cycle the specimens were weighed with an
accuracy of 10 g and their surface was examined.

18 specimens (6 in each section) were used. Investiga-
tions were carried out at the following parameters:

- galvanic current intensity i = 40 + 0.5 uA,

- temperature of Tyrode's solution T = 36.6 £ 1°C,

- solution pH varying in the range 7.6 - 8.6,

- distance between specimens 40 mm.

Distance between specimens equal 40 mm corresponds
to the smallest spacing of stabilisers in the fixation-manipu-
lation POLFIX system.




Wyniki badan

Na podstawie pomiaréw masy prébek, wykonanych w
odstepach 7 dniowych nie stwierdzono zmiany masy pro-
bek wykorzystywanych w 1 i 2 sekgcji.

Obserwacje makroskopowe stosowanych prébek po
7 dniach elektrostymulacji ujawnity na powierzchni miejsco-
we wytrawienia. Powierzchnia ta powiekszata sie z upty-
wem czasu, jednakze po uptywie 28 dni elektrostymulaciji
stanowita znikoma czes$¢ powierzchni prébki (okoto 0,5 %).
Miejsca wytrawien znajdowaly sie najczesciej w poblizu kra-
wedzi prébki -RYS.3. Opisane zmiany miaty charakter wy-
tacznie powierzchniowy.

Dla probek wykorzystywanych jako katody w pétinwa-
zyjnej i inwazyjnej metodzie elektrostymulacji zrostu kost-
nego (sekcja 3) nie stwierdzono zmiany masy. Na ich po-
wierzchni obserwowano wytrawienia, ktérych wielkos¢, lo-
kalizacja oraz charakter byly analogiczne jak uprzednio.

Na powierzchni prébek stanowigcych anody w elektro-
stymulacji zrostu kostnego metoda inwazyjng, obserwowa-
no obecnos$¢ produktéw korozji w formie zwartej czaszy,
zlokalizowanej nad powstajgcym wzerem. Uszkodzenia
korozyjne powierzchni anody stosowanej w metodzie inwa-
zyjnej zrostu kostnego po usunieciu produktéw korozji przed-
stawiajg RYS.4 i 5.

Zmiany wielkosci ubytkow masy probek w funkcji czasu
dla elektrostymulacji metodg inwazyjng przedstawia

Results

Basing on the measurements of specimen mass carried @ @ @ ® @ @ 0§

out in 7-day intervals no mass changes were observed for
the specimens used in sections 1 and 2.

Macroscopic observations of the specimens after 7 days
of electrostimulation revealed local etched areas on their
surface. Those areas grew with time but after 28 days of
electrostimulation they covered only about 0.5 % of the over-
all specimen surface. The etched areas were situated more
often near the edges of specimens - FIG. 3.

The described changes occurred on the surface only.

Mass changes were not stated for the specimen used as
a cathode in the half-invasive and invasive method of
electrostimulation of the fractured bone union (section 3).
Etched areas which size, localisation and character were
analogous to the above-described, were observed on the
surface.

On the specimen surfaces being the anodes in
electrostimulation of the fractured bone union by the inva-
sive method, there were corrosion products in the form of
compact nodules. Corrosion damages of the anode sur-
face in the invasive method of the fractured bone union af-
ter removal of the corrosion products are shown in FIGS. 4
and 5.

Mass losses of specimens as a function of time for the
invasive method of electrostimulation are shown in FIG. 6.

RYS. 3. Miejscowe wytrawienia
powierzchni probki po 28 dniach
elektrostymulacji (SEM, 500x).

(SEM, 500x)
FIG. 3. Local etched area of
specimen surface after 28 days
of electrostimulation (SEM,
500x).

(SEM, 500x).

RYS. 6. Na rysunku tym linig ciagta zaznaczono zaleznosc¢
zmiany masy prébek w funkcji czasu, wynikajgca z prawa
Faraday'a. Wartos¢ statej elektrochemicznej dla materiatu,
z ktérego wykonane zostaty probki, wynosita k=0,952 g/Ah.
Ponadto w formie prostokatow uwzglednione zostaty btedy
z poszczegolnych punktéw pomiarowych.

RYS. 4. Widok wzeru na
powierzchni anody po 28
dniach elektrostymulacji

FIG. 4. Corrosion pits on the
anode surface after 28 days of
of electrostimulation

RYS. 5. Widok wzerow na
powierzchni anody po 28 dniach
elektrostymulacji (SEM, 800x).

FIG. 5. Corrosion pits on the anode
surface after 28 days of
electrostimulation (SEM, 800x).

The figure presents also the time-dependence of mass
changes of specimens, calculated from the Faraday law
(a continuous line). The value of electrochemical constant,
k, for the material of which the specimens were made, was
k=0,952 g/Ah. The measuring errors at each experimental
point are given in the form of rectangles.

4 katoda

RYS. 6. Ubytki 0,02
masy w funkcji

czasu dla prébek 0.018
z warstwag pa- 0,01
sywna w meto- 0.005

dzie inwazyjnej

ubytki masy / losses of mass [g]

0 100 200

0,03 + anoda / anode
0.025 —— prawo Faraday'a

/ cathode

300 400 500 600 700

czas / time [h]

Faraday's law

FIG. 6. Mass
losses as a
function of time
for specimens
with a passive
layer in the
invasive
method.
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WhiosKki

Na podstawie przeprowadzonych badan sformutowano
nastepujgce uogdlnienia:

1. elektrostymulacja zrostu kostnego metodg nieinwa-
zyjna nie powoduje zmian masy probek oraz masy w ukta-
dzie probek z warstwa pasywna znajdujacych sie w obsza-
rze, przez ktory przeptywat prad. Charakter zaobserwowa-
nych zmian na powierzchni probek wskazuje, ze metoda ta
moze byc¢ stosowana do elektrostymulacji zrostu kostnego.
Obserwowane miejscowe wytrawienia powierzchni probek
z ewentualnymi ubytkami masy mieszczg sie poza zakre-
sem czuto$ci stosowanej metody pomiaréw ubytkéw masy

2. brak ubytkéw masy z prébek z warstwa pasywna,
wykorzystywanych jako katody w pétinwazyjnej metodzie
elektrostymulacji zrostu kostnego oraz minimalne miejsco-
we zmatowienie powierzchni probek wskazuje na przydat-
nos¢ réwniez tej metody do elektrostymulacji zrostu kost-
nego.

3. stosowanie elektrostymulacji zrostu kostnego metodg
inwazyjng powoduje ubytki masy anody, zgodne co do wiel-
kosci z prawem Faraday'a. Elektrostymulacja zrostu kost-
nego tg metodg moze prowadzi¢ do rozwoju metalozy. Z
tych wzgledow stosowanie stymulacji zrostu kostnego pra-
dem statym metodq inwazyjng jest niedopuszczalne dla
elektrod pokrytych warstwg pasywna.
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W ROZTWORACH KWASU
FOSFOROWEGO

ELzBieTA KRASICKA-CYDZIK
INSTYTUT INZYNIERI PRODUKCJI | MATERIALOZNAWSTWA
POLITECHNIKI ZIELONOGORSKIEJ

Streszczenie

Barierowa warstwa tlenkowa wytworzona na po-
wierzchni metalu podczas elektrochemicznej obrébki
anodowej implantowych stopow tytanu w roztworach
kwasu fosforowego posiada wtasciwosci stymulujg-
ce procesy osseointegracji w $rodowisku biologicz-
nym. W pracy przedstawiono badania wczesnych eta-
pow anodowania stopu tytanu Ti6AI4V ELI w wod-
nych roztworach kwasu fosforowego o réznym steze-

Conclusions

The investigations carried out in this work allow for the
following generalisations:

1. Electrostimulation of bone union by a non-invasive
method doesn't cause any changes of specimen mass. The
same is true for the specimens with a passive layer situ-
ated in the area of current flow. The character of changes
observed on the specimen surface indicates that this method
can be used for electrostimulation of bone union. Mass
changes connected with the observed local etched areas
on the surface of specimens are within the range measur-
ing error.

2. Lack of mass losses for the specimens with a passive
layer, used as cathodes in the half-invasive method of
electrostimulation of bone union and minimal local tarnish-
ing of specimen surface also indicates the usefulness of
this method for electrostimulation of bone union.

3. Electrostimulation of bone union by the invasive
method causes mass losses of the anode proceeding in
agreement with Faraday's law. Electrostimulation of bone
union by this method can lead to metalosis. For this rea-
son, stimulation of bone union with direct current by the
invasive method is inadmissible for electrodes covered with
a passive layer.
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ELECTROCHEMICAL AND
CORROSION
PROPERTIES
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IN PHOSPHORIC ACID
SOLUTIONS
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Abstract

Barrier oxide films formed by electrochemical
anodic treatment of implant titanium alloys in phos-
phoric acid solutions influence advantageously the
stimulation of osteointegration processes in human
body. The investigations of early stages of the Ti6AI4V
ELI alloy oxidation in aqueous solutions of phosphoric
acid of different concentrations are presented. The
use of potentiodynamic and galvanostatic polarisa-



niu. Zastosowane techniki polaryzacyjne - potencjo-
dynamiczna i galwanostatyczna - wykazaty mozliwoscé
potwierdzenia na drodze elektroanalitycznej udziatu
Jjonow fosforanowych w procesie anodowania.

Stowa kluczowe: Ti6Al4V, anodowanie, krzywe
polaryzacyjne

Wprowadzenie

Korzystne cechy mechaniczne oraz wysoka odporno$é
korozyjna tytanu i jego stopow stale poszerzajg mozliwosci
ich stosowania w implantologii. Towarzysza temu intensyw-
ne prace nad ograniczeniem degradacji elementéw podle-
gajacych zuzyciu kontaktowemu [1-3] przez naktadanie
warstw TiO, i TiN [4,5], diamentopodobnych [6], hydroksy-
apatytowych [7] za pomoca technik implantacji jonowe;j [8],
plazmowych, laserowych CVD, PVD, zol-zel [9-11], a takze
zabiegow pasywacyjnych. Ich efektem sg powtoki nie za-
wsze jednorodne, o zréznicowanej grubosci, szczelnosci i
przyczepnosci, oraz zmienionej strukturze podtoza w wyni-
ku oddziatywania temperatury obrébki.

Znaczna odporno$¢ korozyjna tytanu i jego stopéw, wy-
nika gtownie z wtasciwosci barierowych warstwy tlenkowej.
Utworzona na powierzchni metalu w powietrzu, takze w tem-
peraturze podwyzszonej do 400°C, sktada sie przede
wszystkim z TiO,, oraz Ti,Os, Ti,O;i TiO [12] i jest warstwag
niejednorodng, o matej grubosci, pozbawiona naprezen.
Uzyskanie grubszej warstwy tlenkowej na Al, Nb, Zr, Ge, Si
oraz Ti, metodg anodowania [13-18], wymaga uwzglednie-
nia wielu czynnikéw ksztattujacych jej strukture i morfolo-
gig, w tym: stanu powierzchni stopu, sktadu chemicznego,
pH, temperatury i przeplywu elektrolitu oraz parametrow i
rodzaju polaryzaciji.

Elektrochemiczne utlenianie metali zachodzi¢ moze
dwojako zaleznie od stezenia elektrolitdw:
w roztworach rozcienczonych

nMeO+ mH,0- Me,O,, + 2mH* + 2me- (1)
w roztworach stezonych
Me + X" = MeX ™™ + me- (2)

O kinetyce ich przebiegu, zdaniem Hoara [19] i Heusle-
ra [20], decydujg stosunki molowe adsorbowanych anio-
néw i wody przy powierzchni anody. Warunkiem uzyskania
w trakcie anodowania pozadanych wiasciwosci barierowych
warstwy jest osiggniecie stanu réwnowagi dynamicznej
pomiedzy szybko$cig narastania tlenku, a anodowym roz-
puszczaniem metalu. Jednak oddziatywanie typowych utle-
niaczy do anodowania (H,SO,, HCI, H,PO,, HNO, i HBO,)
z dodatkami w roztworach wodno-organicznych o réznych
stezeniach, konkurujac z agresywng zdolno$cig rozpusz-
czania metali daje czesto warstwe stosunkowo gruba, ale
porowatg [13, 22].

Jednym z efektywnych, cho¢ mniej poznanych elektroli-
tow do anodowania jest kwas ortofosforowy H,PO,. Wyzsze
krytyczne gestosci pradu pasywnego tytanu w tym $rodo-
wisku wskazywaty wedtug Singha [21] na mniejsza koro-
zyjno$¢ H;PO, w poréwnaniu do HCI i H,SO,, co wyjasnia-
no wigkszg zdolnoscig adsorpcyjng jondéw PO,3 niz SO,?,
a przez to ich udziatem w reakcji rozpuszczania i modyfika-
cji powierzchni stopéw tytanu. Odpowiada to nastepujacej
kolejnosci elektrolitbw NaOH > Na,SO, > HCIO, > HNO, >
HCI > H;PO, > H,SO,, uporzadkowanych przez Mazhara i
wsp.[24] wedtug zdolnosci pasywacji tytanu, w ktérej tylko
kwas siarkowy ustepuje fosforowemu. Zalecane w literatu-
rze [13-18] rézne rodzaje polaryzacji: galwanostatyczna,
potencjostatyczna i kombinowana, budzg watpliwosci co do
stosowania wysokich napie¢ wobec doniesien Dyera i Le-
acha [23] o fatwym przebiciu krystalicznej warstwy tlenko-
wej charakterystycznej dla wysokonapieciowych warunkéw
anodowania. Wedtug Ohtsuki i wsp. [24] oraz Shibaty i Zhu
[25] juz powyzej 6-7,5 V nastepowaty zmiany struktury tlen-

tion techniques revealed the possibility to confirm the
electrochemical incorporation of phosphate ions into
the surface oxide layer of the alloy.

Key words: Ti6Al4V ELI, anodising, phosphoric
acid, polarisation.

Introduction

The advantageous mechanical properties and the high
corrosion resistance of titanium and its alloys continually
increase their use for surgical purposes. This is accompa-
nied by intensive research to reduce degradation of ele-
ments exposed to contact wearing [1-3] by means of TiO,
and TiN [4,5], diamond-like carbon [6] and hydroxyapatite
[7] coatings applied by ion implantation [8], plasma, laser,
CVD, PVD and sol-gel [9-11] techniques as well as
passivation treatments. The obtained coatings are very of-
ten non- uniform, have irregular thickness, porosity, adher-
ence, which is accompanied by microstructural changes of
the matrix due to the high temperature treatment.

The excellent corrosion resistance of titanium and its al-
loys is based on the barrier properties of the surface oxide
layer. When formed spontaneously in air, even at the tem-
perature raised to 400°C, it consists mainly of TiO, and Ti,Os,
Ti,O;, TiO [12], and forms a thin layer without stresses.
Thicker oxide layers on Al, Nb, Zr, Ge, Si and Ti, obtained
by anodisation [13-18], require considering many factors,
which influence its structure and morphology, including the
state of surface, composition of electrolyte, its pH, tempera-
ture and flow as well as the polarisation programme and
the current-voltage parameters. The electrochemical oxi-
dation of metals may proceed in two ways, depending on
the electrolyte concentration
in diluted solutions

nMeO+ mH,0-> Me,O,, + 2mH"* + 2me- 1)
in concentrated solutions
Me + X" - MeX™ + me- 2)

According to Hoar [19] and Heusler [20], molar relations
of the adsorbed anions and water at the anode surface play
a crucial role in the kinetics of mentioned processes. Proper
conditions for the formation of the required barrier proper-
ties of the surface film are achieved at the steady state of
the system, i.e. at equilibrium between the growth of oxide
and the anodic dissolution of metal. However, competition
between the reactivity of typical oxidants (H:50,, HEl:
H,PO,, HNO, and HBO,) with the additives in organic-wa-
ter solutions of different concentrations and strong tendency
of metals to dissolve, often produces a relatively thick but
porous layer [13, 24].

One of the efficient although less known anodising me-
dium is phosphoric acid, H,PO,. According to Singh [23],
the higher the passive current densities in this medium, the
lower the corrosion aggressiveness of this electrolyte com-
pared to HCI and H,SO,. This was explained by higher ad-
sorption ability of phosphate ions, PO,?, compared to sul-
phate ions, SO,?, and their participation in the dissolution
and surface modification processes. It corresponds to the
following arrangement of anodising electrolytes NaOH >
Na,SO, > HCIO,> HNO,> HCI > H,PO, > H,SO,, proposed
by Mazhar et.al. [24], where phosphoric acid is one of the
weakest anodising reagents. Many different polarisation
methods - galvanostatic, potentiostatic and combined ones,
applied at low and high voltages are recommended in the
literature [13-18]. The latter raise doubts, however, in view
of the results reported by Dyer and Leach [25], according
to which, crystalline passive layers - characteristic for high
voltage anodising - easily break down. According to Ohtsuka
et. al. [26], Shibata and Zhu [27] the transformation of amor-
phous titanium oxide into the crystalline one and the appar-
ent increase of the oxide layer thickness were observed for
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koéw z amorficznej na krystaliczng i znaczny wzrost grubo-
Sci warstwy. Istotnym przy zastosowaniu H,PO,w charak-
terze medium do anodowania implantowych stopow tytanu
jest wzmiankowana przez Kima i wsp. [26], stymulacja po-
wstawania hydroksyapatytu na powierzchniowej warstwie
utworzonej na stopach tytanu w $rodowisku tego kwasu.

Przedstawione w pracy badania wstepnego etapu utle-
niania implantowego stopu tytanu Ti6Al4V ELI w roztwo-
rach kwasu fosforowego H,PO, o stezeniu 0,5-6M w zakre-
sie potencjatu nie przekraczajacego 6 V zmierzaty do usta-
lenia kinetyki anodowania i ewentualnego potwierdzenia
udziatu jonéw fosforanowych w procesach tworzenia war-
stwy tlenkowe;.

Badania

Anodowaniu poddano prébki walcowe o $rednicy 6 mm i
dtugosci 15 mm ze stopu Ti-6Al-4V ELI, o sktadzie che-
micznym zgodnym z ASTM F136, ISO 5832-3, w stanie
wyzarzonym, polerowane.

Po umyciu w ptuczce ultradzwiekowej i ustaleniu poten-
cjatu korozji E,,, prébki Ti6Al4V ELI poddawano polaryzacii
galwanostatycznej przy gestosciach pradu 40, 60, 80, 100
uAlcm?w czasie koniecznym do uzyskania plateau krzywej
w 0,5-6 M H,PO,. Roztwory kwasu o tych samych steze-
niach zastosowano tez w testach potencjodynamicznych
wykonywanych z szybkoscig 100 mV/min w zakresie po-
tencjatu od E,,, od 800mV do 4500 mV. Wszystkie badania
wykonywano w temperaturze 298K przy uzyciu zestawu
elektrochemicznego ATLAS 9431 z oprogramowaniem, sto-
sujgc w charakterze elektrody odniesienia nasycong elek-
trode kalomelowg ( NEK ), umieszczong w tym samym na-
czyniu elektrolitycznym (RYS.1). W kazdym tescie stoso-
wano nowe probki powtarzajac eksperyment trzykrotnie dla\
kazdych warunkow.

[A (/ \
RYS.1. Naczynie elektrolity- I I rﬂﬁ} 1 1
czne: ] E 11

I 2
1 - prébka, o
2 - NEK, 3
3 - elektroda Pt, 2 L /-f4
4 — termometr. T JI=
//

\)/’/ \J

NI

Nl e

Omowienie

Krzywe galwanostatyczne, przedstawione przyktadowo
na RYS. 2. ukazujg poczatkowo szybki wzrost potencjatu w
czasie zwigzany ze zjawiskami tadowania podwadjnej war-
stwy elektrycznej i adsorpcjg sktadnikéw elektrolitu na po-
wierzchni. Na wigkszosci krzywych wida¢ wyrazny etap li-
niowego wzrostu potencjatu, przypisywany narastaniu tlen-
ku na powierzchni metalu, by nastepnie po czasie zalez-
nym od stezenia elektrolitu zaobserwowac przejscie w od-
cinek ptaski, Przebieg ostatniego fragmentu krzywej, nie
zawsze zupetnie ptaski, odzwierciedlat wptyw parametrow
anodowania: stezenia i gestosci pradu polaryzacji. Dla niz-
szych gestosci pradu 20-60 xA/cm? zanotowano ustalenie
potencjatu o wartosci okoto 1800 mV vs NEK, dla wyzszych
gestosci 60-100 uA/cm?, zaleznie od stezenia kwasu, za-
obserwowano niewielki przystanek na poziomie 1800 mV

the potential higher than 6-7.5 V. The most important factor
in using phosphoric acid as the anodising electrolyte for the
implant titanium alloys is, after Kim et. al. [28], the ability to
stimulate the formation of hydroxyapatite on the surface of
oxide film produced on titanium alloy in that medium.

The presented investigations of anodic behaviour of the
implant alloy Ti6Al4V ELI in phosphoric acid solutions of
different concentrations at the potential below 6 V were fo-
cused on determination of the kinetics of early stages of
anodising treatment and electrochemical confirmation of
phosphate ions incorporation into the oxide layer.

Experimental method

Cylindrical samples, 15 mm long, with a diameter of 6
mm, made of the Ti6AI4V ELI alloy with nominal composi-
tion according to ASTM F136, ISO 5832-3, were anodized.
The material was annealed, ground finished and mechani-
cally polished using emery paper of different grades, cut
from the same titanium alloy rod to limit the differences in
compositions. Mechanical polishing was chosen based on
the reported complications arising from etching. After being
ultrasonically washed, samples remained immersed in the
test solutions for at least 30 min to establish the corrosion
potentials E,,. before the anodic treatment and then, they
were galvanostatically polarised in phosphoric acid solu-
tions, using 40, 60, 80, 100 uA/cm? current densities, up to
the moment when the plateau on polarisation curve was
achieved. Phosphoric acid solutions (0.5-6 mol/dm?®), pre-
pared with analytical grade H,PO, and doubly distilled wa-
ter, were not de-aerated. The same concentrations of solu-
tions were chosen for potentiodynamic tests, which were
carried out at the sweep rate 100 mV/min, within the poten-
tial range from E.,. 800 mV to 4500 mV vs the saturated
calomel electrode (SCE) as the reference electrode. A 1000
cm?® glass cell, presented in FIG.1, without separate com-
partments for the auxiliary and reference electrodes was
used. An ATLAS model 9431 potentiostat and universal
programmer and PC with the appropriate software was used
to carry out the galvanostatic and potentiodynamic experi-
ments. Three samples were used for every test conditions.

FIG.1. Experimental cell:
1 — sample, 2 — SCE, 3 — Pt auxiliary electrode,
4 — thermometer

Results and discussion

The examples of galvanostatic curves, which are pre-
sented in FIG.2, in the case of low current densities initially
showed fast voltage increase connected with charging of
the double layer and adsorption of the electrolyte compo-
nents on the anode surface. After that most voltage-time
responses were linear and the gradual rise in potential was
very likely associated with the oxide growth. Finally the vol-
tages approached the plateaux. The shape of last curve
segment and the plateau levels was related to anodising
parameters: electrolyte concentration and current density.
At lower densities 40-60 uA/cm? the potential arrest at the
level of ~1700-1800 mV vs. SCE was observed, at higher
current densities 60-100 uA/cm?, after a short arrest at 1800
mV the potential increased again approaching the final le-
vel within the range 2600-4300 mV vs. SCE. The stable



(RYS.2b, 2e), a nastepnie wzrost potencjatu do kolejnego
przystanku w zakresie 2600-4300 mV vs NEK. Ustalenie
potencjatu wskazywa¢ moze osiggniecie stanu réwnowagi
procesow utleniania i rozpuszczania metalu lub etapu prze-
ksztatcania struktury i starzenia warstwy tlenkowej. Niere-
gularny przebieg krzywych sugeruje dominacje jednego z
wymienionych wczesniej proceséw lub wystepowanie al-
ternatywnych zjawisk w procesie anodowania. Za tym ostat-
nim przemawia fakt, ze punkt przegiecia na poszczegol-
nych krzywych wystepowat tym szybciej im wyzsze byto
stezenie kwasu fosforowego.

potential value may indicate steady-state situation, i.e. equ-
ilibrium between the metal oxidation and dissolution, or may
be the evidence of structural changes and ageing of the
anodic film. The non-linear voltage-time responses for more
concentrated electrolytes suggest domination of one of the
mentioned processes or the occurrence of some alternati-
ve phenomena during the anodization. The evidence for
the last argument could be the fact that the inflection point
on polarisation curve occurred the faster the higher was the
phosphoric acid concentration.

If the following relation between the oxide formation rate
and the polarising current density is applied [27]:

E, nU POTENTIAL US TIME E, mU POTENTIAL US TIME
A [T 1 T ] oeeeeeerssesseefuessnnes @ [ ] ] | s sasanes
3.00
1.00
2.00
1.00
0.00 )
*lig 10
0.00 .00 2.00 3.00 400 5.00 Time, s 0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 Tine, s
a b
E, ny POTENTIAL US TIME E, nU POTENTIAL US TIME
0 [ R R R RN (RN IO «0°
1.00 1.50 o
1.00
0.00
5 ’
xlU2 0.50 A
0.00 100 2.00 3.00 4.00 5.00 Time, s 0.00 5.00 Time, s
c d
£, U POTENTIAL US TIME £, U POTENTIAL US TIME
x103 / ‘an /w
2,00 -
2.00 /_// /,,
2
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A0° «10°
0.00 1.00 Time, s 0.00 1.00 Time, s
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a) 0,5 M H,PO,, 40 uAlcm?, , b) 0,5 M H,PO,, 100 uAlcm?, c) 1 M H,PO,, 60 uAlcm?,
d) 1 M H,PO,, 80 uAlcm?, e) 2 M H,PO,, 60 uAlcm?, f) 4 M H,PO,, 60 uAlcm?,

RYS. 2. Krzywe galwanostatyczne Ti6AIMVELI w H,PO,.

FIG.2. Examples of galvanostatic voltage-time responses for TiGAI4VELI in H,PO,.

e T

tworzenia tlenku na po- | 0.5 M HsPO, 1,99 x 10° 1,308 | then the straight line
wierzchni metalu w zalez- | 1M HaPOs 215 x 10° 1.236 || log dE/dt = log a+b log i (4)
nosci od gestosci pradu | 2 M H3PO4 6,22 x 107 0,902 | obtained for the experimen-
moze by¢ wedtug [27] ':‘ 3 M H3PO4 8,61 x 10° 1,145 /| tal data of the linear segment
wyrazona réwnaniem | 4 M H3PO4 1,37 x 10° 0,793 || of curve should verify the ap-
(dE/dt)yi=a(i)® 3) | 5 M H3PO4 9,95 x 10° 1,185 || plicability of the equation (3)
to przebieg funkcji | 6 M HsPO4 | 3,89x10° . | | to investigated process of

- TiBAI4V anodization in pho-
sphoric acid solutions (0.5 -
6 mol/dm?). The experiment-

log dE/dt=loga+b logi (4) ===

dla danych eksperymental- ~ JABELA 1. Parametry a i b réwnania (3).
nych liniowego odcinka = TABLE 1. Parameters a and b in equation (3).
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krzywych wykorzystany do analizy wynikow moze zweryfi-
kowac hipoteze o charakterze utleniania badanych probek
Ti6AI4V w roztworach kwasu fosforowego o stezeniu od
0,5 M do 6 M. Przedstawione na RYS.3 liniowe przebiegi
zmian potencjatéw w czasie w funkcji gestosci pradu (log
dE/dt = f(log i) oraz wartosci wspétczynnikéw a i b réwna-
nia (3) zestawione w TABELI 1 wykazuja stuszno$c¢ tezy o

al results plotted in the appropriate co-ordinates
(log dE/dt = f(log i) in FIG. 3 and the values of coefficients
a and b listed in TABLE 1 confirm the hypothesis about the
character of oxidation process. The values of coefficient b
diminish as the acid concentration decreases reaching the
smallest value for 4M H,PO,, then they increase for the
higher acid concentrations.
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RYS. 3. Wyniki badan galwanostatycznych anodowania Ti6AI4VELI w

H,PO,.

FIG. 3. Results of galvanostatic tests for anodising of TIGAI4VELI in H,PO,.

potegowym charakterze utleniania. Wspétczynnik b maleje
przy obnizaniu stezenia przyjmujac najmniejsza wartosé¢ dla
kwasu 4M, po czym ponownie wzrasta przy wyzszych ste-
zeniach H,PO,.

Zdolnos$¢ anodowania badanego stopu Ti6AI4V, mierzona
za pomoca log dE/dt, byta zdecydowanie najnizsza w przy-
padku 4M H,PO, oraz najwyzsza dla kwasu o stezeniu 0,5M
pod warunkiem zastosowania gestosci pradu powyzej 60
uA/cm? . Obserwacje te potwierdza i ilustruje RYS. 4, gdzie
zaprezentowano zmiany potencjatu przy polaryzacji pradem
0 gestosci 60 uA/cm? dla stosowanych stezen kwasu fosfo-
rowego.

Potencjodynamiczne krzywe polaryzacyjne dla prébek ty-
tanu i TiIGAI4V przedstawione na RYS. 5, wykazujg niewiel-
ki wzrost gestosci pradu w zakresie pasywnym w roztwo-
rach H,PO, o stezeniach 0,5-2 M (RYS.5a). Pod tym wzgle-
dem potwierdzajg zaréwno obserwacje badan galwanosta-
tycznych, jak i przytoczone wczesniej sugestie Singha [23]
0 mniejszej korozyjnosci medidw wobec tworzyw, w kto-
rych wykazujg one nizsze gestosci pragdéw pasywnych.
Krzywa dla stopu polaryzowanego w 3 M H,PO, (RYS.5b)
wykazuje jednak odwrotng tendencje, ujawniajac znacznie
nizsze wartosci gestosci pradu pasywnosci dla probek w
tym elektrolicie, czego nie stwierdza sie dla kwaséw o wy-
zszym stezeniu np. 5 M, dla ktérego potozenie krzywej sa-
siaduje z krzywg dla kwasu 1M. Analizujac zmiany po-
tencjatu dla eksperymentéw prowadzonych w warunkach
roznigcych sie tylko stezeniem kwasu fosforowego mozna
wnioskowac, ze jedyng przyczyna obserwowanego obni-
zenia potencjatu w miare wzrostu stezenia moze byc¢ udziat
jonow fosforanowych w transporcie jonowym i wbudowanie
ich do warstwy tlenkowej. Uwzgledniajac dominujgce me-
chanizmy anodowego utleniania metali mozna przypusz-
czac¢, ze odpowiedzialng za ponowny wzrost wartosci po-
tencjatu w procesach anodowania Ti6Al4V w roztworach
kwasu fosforowego o wyzszych stezeniach moze by¢ zmia-
na mechanizmu pasywnosci z "wodnej", wedtug reakgji (1),
na mechanizm solny wedtug reakcji (2). Wskazujg na to
obserwacje autorki [28, 29] oraz krzywe zaprezentowane
na RYS. 5c dla prébek poddanych przed anodowaniem
polaryzacji katodowej o wartosci potencjatu - 800 mV. W
wyniku tej obrobki nastgpito usuniecie naturalnej warstwy
tlenkowej, co ujawnito procesy zachodzace na odstonietej
powierzchni stopu w roztworach kwasu fosforowego.

RYS. 4 Szybkos¢ anodowania
Ti6AI4V.

FIG. 4. Anodising of TIGAI4VELI in
H,PO,.

Anodising ability of phosphoric acid, measured by log dE/dt
was apparently the lowest for the concentration of 4M and
the highest for 0.5 M H;PO, on condition that the current
density applied was not lower than 60 uA/cm? . The results
of these observations, i.e. the voltage-time responses for
the polarising current density 60 uA/cm? in phosphoric acid
of all concentrations are presented in FIG.4
Potentiodynamic polarisation curves for titanium (grade 1)
in 1M H,PO, and the Ti6AI4V ELI alloy samples (FIG.5)
reveal that both materials are passivated within the whole
range of phosphoric acid concentrations. The values of cur-
rent densities grow slightly with the increase of acid con-
centration from 0.5M to 2M ( FIG. 5a). In this respect they
are consistent with the results of galvanostatic tests and
with Singh's opinion [23] that weaker electrolytes correspond
to higher passive currents. However, the curve for the sam-
ples polarised in 3 M H;PO, (FIG. 5b) shows the reverse
tendency. The passive current density for this particular
concentration of phosphoric acid is much lower than for other
solutions, even more concentrated. For instance, the po-
tentiodynamic curve in FIG.4 for anodising of Ti6AI4VELI in
H,PO,5 M is located close to the curve for 1M acid. On
analysing the results of experiments carried out in the con-
ditions that differ only in acid concentration, the only expla-
nation for the observed decrease of potential with the con-
centration of acid increasing from 0.5M to 3M is the partici-
pation of phosphate ions in ionic transport in the oxide lay-
er. Moreover, it is very likely that at further increase of acid
concentration the dominant mechanism of the alloy oxida-
tion changes from "water" passivation according to reac-
tion (1) to "salt" passivation according to reaction (2). This
statement can be supported by curves shown in FIG. 5¢ for
alloy samples previously polarised at the potential of -800
mV. Removal of thin natural oxide layer reveals some pro-
cesses that occur on bare alloy surface in contact with pho-
sphoric acid solutions. However, complex shapes of the
obtained potentiodynamic curves, with the number of pe-
aks increasing with the concentration of the acid, make in-
terpretation difficult, and require additional chemical and
structural studies.



Zroznicowany, poczawszy od stezenia 3M, przebieg krzy-
wych polaryzacyjnych i rosnaca w miare wzrostu stezenia
kwasu ilo$¢ reakcji wymagajq szczegdtowej identyfikacji w
oparciu o dodatkowe badania materiatowe.
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RYS. 5. Krzywe potencjodynamiczne Ti i Ti6AI4V w roztworach kwasu fosforowego.

FIG. 5. Potentiodynamic polarizations for Ti and Ti6AI4VELI in H,PO, solutions.

Whioski

Galwanostatyczne i potencjodynamiczne badania ano-
dowania stopu tytanu Ti6AI4VELI w roztworach kwasu fos-
forowego o stezeniu w zakresie 0,5-6M wykazaty najnizszg
szybkos¢ utleniania w roztworze o stezeniu 3 mol/dm?, w
ktérym prawdopodobna jest zmiana mechanizmu pasywa-
cji stopu. Obnizanie szybko$ci utleniania w zakresie stezen
0,5-3M mogto wskazywaé na udziat jonow fosforanowych
w transporcie jonowym w warstwie tlenkowej na powierzchni
stopu.

Conclusions

Galvanostatic and potentiodynamic investigations of ano-
dic behaviour of the Ti6AI4V ELI alloy in 0.5-6M phosphoric
acid solutions revealed the lowest oxidation rate in the 3M
solution, when the change of the anodising mechanism from
water to salt passivation is very likely. The lower oxidation
rate in the concentration range of phosphoric acid 0.5-3M
may be the evidence of phosphate ions participation in trans-
port processes and their incorporation into the oxide layer.

OW

b

R

{

RIA

TE

PN

N
-



FOW

R

A

N

TERI

MA

: 'Pi$miennictwo

 [1]. Marciniak J.:Biomateriaty w chirurgii kostnej, Wyd. Pol.
- 81,1992 Tytan i jego stopy, str.222.
~ [2]. Zarzycki D., Ciupik L., Krasicka-Cydzik E., Mstowski J.:
- Xl Symp. Spond-ortop.i Traum., 1997.
~ [3]. Luckey H., Kubli F.: Titanium Alloys in Surgical Implants,
- ASTM 796, 1981.
- [4]. Yibas B.S i inni : Corosion Science, Vol. 37, No. 10.
- (1995), 1627-1636.
~ [5]. .LaiF.D. :Surface and Coating Technology, 58 ( 1993 ),
. 79-81.
_ [6]. Mitura E i inni: Diamond and Related Materials 5 (1996)
~998-1001.
[7]. Changiinni: Journal of Materials Science: Materials in
Medicine, 8 (1997), 193-200.
[8]. Johansson C.B. iinni: J. of Materials Science: Materials
in Medicine 4, (1993 ), 132-142.
[9]. Wilson A i inni : Surface and Coating Technology, 63 ,
- (1994), 1-13.
- [10]. Won Gyu Lee i inni : Thin Solid Films, 237 (1994), 105-
TR
- [11]. Milosev I, B. Navinsek : Surface and Coating Techno-
logy, 63 (1994), 173-180.
~ [12]. David D.: J. Less-Common Mater. 69, (1981), 81
~ [18]. Delplancke J.L., Degrez M., Fontana A., Winand R;
. Surface Technology, 16, 2, (1982), 153-162 .
[14]. Awieranow E.E.: Sprawocznik po anodorowanie, Ma-
- szinostrojenie, Moskwa, s.83, 1988.

References

[15]. Kocich J., G.Janak, J.Sevcikova, P.Guba: Koroze a
Ochrana Materialu, 33, (1989), 3, s.43.

[16]. Dowgird A., Kwiatkowski L., Radzikowski M. : Inzynie-
ria Powierzchni, 1, (1996), 42.

[17]. Lausma J. i inni: Applied Surface Science 45 (1990)
189-200.

[18]. Patent USA No 5211 833, 1993.

[19]. Hoar T.: Corrosion Science, 7, (1967), 341-355.

[20]. Heusler K.E.: Corrosion Science, 29, (1989), 131..
[21]. Singh V.B., Hosseini S.M.: Corrosion Science, Vol. 34,
No 10, (1993), 1723-32.

[22]. Mazhar A.A. i inni: Corrosion NACE, Vol. 44, No 10,
1988.

[23]. Dyer C., Leach J., J.Electrochem. Soc., 125, (1978),
1032.

[24]. Ohtsuka T., Masuda M., Sato N.,J.Electrochem
Soc.,132, (1985), 787.

[25]. Shibata T., Zhu Yao-Can, Corrosion Science, Vol. 36,
No 1 (1994), 153-163.

[26]. Kim H.M. i inni: Journal of the Ceramic Society of Ja-
pan, Vol. 105, No 2, (1997),. 111-116.

[27]. Johansen H.A., Adams G.B., P. Van Rysselberghe: J.
Electrochem. Soc., Vol.104, (1957), 339.

[28]. Krasicka-Cydzik E.: Mat. Symp. Sekcji Podstaw Techn.
Maszyn KBM PAN, No 58, Pol. Ziel., 1998.

[29]. Krasicka-Cydzik E.: the 10th International Scientific Con-
ference, Zilina, Slovak Republic, 1998.

BADANIA
WYTRZYMALOSCIOWE
| MIKROSKOPOWE
MINIPLYTEK
STOSOWANYCH

W LECZENIU ZLAMAN
KOSCI ZUCHWY

MiLewski G., Dziabur W.
PoLITECHNIKA KRAKOWSKA

Streszczenie

Zastosowanie mikro lub miniptytek w leczeniu ko-
Sci twarzo-czaszki uwaza sie obecnie za jedng z naj-
skuteczniejszych metod chirurgii szczekowej. W pra-
cy przedstawiono wyniki badan wytrzymatoSciowych
i strukturalnych miniptytek z systemu Martina wyko-
nanych ze stopu Cr-Ni-Mo stosowanych w osteosyn-
tezie ztaman trzonu zuchwy.

Badania wytrzymato$ciowe wykonano dla przypad-
ku symulujgcego normalne obcigzenie zgryzowe zu-
chwy. Badania strukturalne, stan powierzchni oraz
warstwy pasywacyjnej miniptytek wykonano metodag
skaningowej mikroskopii elektronowej ( SEM ).

Badaniom poddano miniptytki dziewicze oraz usu-
niete po okresie 6 - 15 miesiecy w wyniku réznych
komplikacji pooperacyjnych (obnazenie wszczepu,

STRENGTH AND
MICROSCOPIC
EXAMINATION

OF MINIPLATES APPLIED
IN TREATMENT

OF MANDIBULAR
FRACTURES

MiLewski G., Dziabur W.
Cracow UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

Abstract

Application of micro or miniplates in treatment of
craniofacial bones is considered at present as one of
the most efficient methods of facial surgery. The pa-
per presents the results of strength and structural in-
vestigations of miniplates from the Martin system made
of Cr-Ni-Mo alloy applied in osteosynthesis of man-
dibular body fractures.

Strength examination was done for the case simu-
lating a normal occlusal loading of mandible. Struc-
ture investigation, surface state and passivation layer
were studied by means of scanning electron
microscopy ( SEM ).

Virgin miniplates as well as ones removed after 6 -
15 months due to various postoperative complications
(implant baring, inflammation, osteolysis) were
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stan zapalny, osteoliza).

Badania wytrzymato$ciowe nie wykazaty obnize-
nia wytrzymato$ci miniptytek w wyniku stanéw zapal-
nych twardych tkanek zuchwy. Zaobserwowano na-
tomiast czg$ciowe osfabienie warstwy pasywacyjnej
implantow.

Stowa kluczowe: badania wytrzymatosciowe, ba-
dania strukturalne, miniptytki, osteosynteza
Zuchwy

Wprowadzenie

Zastosowanie mikro lub miniptytek w leczeniu kosci twa-
rzo-czaszki uwaza sie obecnie za jedng z najskuteczniej-
szych metod chirurgii szczekowej [1, 3, 5]. Osteosynteza
przy pomocy miniptytek zalecana jest we wszystkich przy-
padkach ztaman kosci zuchwy [4 . W pracy przedstawiono
najczesciej wystepujacy przypadek ztamania trzonu zuchwy.
Ztamanie to jest najczestszym przypadkiem powaznych
urazéw gtowy wystepujacych w wyniku wypadkéw komuni-
kacyjnych, sportowych, w pracy lub pobi¢ [2, 4, 6, 7, 8].
Obszary aplikacji miniptytek w typowych ztamaniach pod-
ktykciowych, trzonu zuchwy oraz brédki przedstawiono
schematycznie na RYS. 1[5].

examined.

Strength examination did not indicate decrease
strength of the miniplates due to the inflammatory
states of hard tissues of mandible. However, partial
loss of passivation layer of implants was observed.

Key words: strength examination, structural inves-
tigation, miniplates, mandibular osteosynthesis

Introduction

Application of micro or miniplates in treatment of cranio-
facial bones is considered at present as one of the most
efficient methods of facial surgery [1, 3, 5]. Osteosynthesis
by means of miniplates is recommended in all cases of
mandibular fractures [4]. The paper presents the most of-
ten case of mandibular body fracture. This way of fracture
becomes the most frequent case of serious head traumas
due to traffic accidents, accidents at work and sport as well
due to violence [2, 4, 6, 7, 8]. The areas of miniplates appli-
cation for typical subcondylar, body and angle fractures of
mandible are presented in FIG. 1[5].

Clinical material for the tests was obtained from the Clinic

Materiat kliniczny do badan
otrzymano z Katedry i Kliniki
Chirurgii Twarzowo-Szczeko-
wej Collegium Medicum Uni-
wersytetu Jagiellonskiego. W
zastosowanym leczeniu chirur-
gicznym wykorzystano miniptyt-
ki z systemu Martina wykona-
ne ze stopu Cr-Ni-Mo. W nie-
ktorych przypadkach zaobser-
wowano niepowodzenia poope-
racyjne. Scharakteryzowano je
jako obnazenie wszczepu, po-
jawienie sie trwatych stanow
zapalnych wokét wszczepu czy

of Oral and Maxillofacial Sur-
gery, Collegium Medicum,
Jagiellonian University. Mini-
plates from the Martin system
made of Cr-Ni-Mo alloy were
applied in surgical treatment. In
some cases postoperative com-
plications were observed. They
were characterized as: implant
baring, persistent inflammation
around implant, features of os-
teolysis around fixation screws.
In clinical description visible fea-
tures of miniplates and screws
corrosion were described, too.

cechy osteolizy wokot srub mo-
cujgcych. W opisie przypadkéw
podawano réwniez wyrazne
cechy korozji miniptytki oraz
Srub.

Celem pracy byto wykonanie
badan wytrzymatosciowych
oraz strukturalnych reimplanto-
wanych miniptytek oraz stwierdzenie czy i ewentualnie w
jakim stopniu wystepujace niepowodzenia pooperacyjne
wptywajg na obnizenie wtasnosci wytrzymato$ciowych za-
stosowanych miniptytek. Badania miaty rowniez wykazaé
na ile cechy standw zapalnych oraz zmienne parametry elek-
trolityczne na powierzchni obnazonych wszczepéw moga
mie¢ wptyw na strukture powierzchni zastosowanych im-
plantow.

zuchwy [5].

Materiat i metodyka

Dostarczony materiat kliniczny obejmowat 11 przypad-
kéw miniptytek reimplantowanych w okresie 6 do 15 mie-
sigcy po operacji w wyniku réznych komplikacji pozabiego-
wych. Opis kliniczny badanych miniptytek zestawiono w
TAB. 1. Wyniki badan odnoszono do tzw. prébek "dziewi-
czych" ujetych w tabeli jako nr 0.

RYS. 1. Obszary aplikacji miniplytek w ztamaniach

FIG. 1. Areas of application of miniplates in
mandibular fractures [5].

The aim of the paper was to
carry out strength and structural
examination of the reimplanted
miniplates as well as to state if
and how postoperative compli-
cations influence the decrease
of strength of the applied
miniplates. The tests were also
expected to show how the features of inflammatory states
of mandibular hard tissues and variable electrolytic param-
eters on the surface of bared implants can influence their
structure.

Material and methods

The delivered clinical material consisted of 11 cases of
miniplates removed after 6 to 15 months after the opera-
tion because of various postoperative complications. Clini-
cal description of the examined miniplates is presented in
TABLE 1. The results of experiments were always discussed
with reference to the results obtained for so called "virgin"
samples, described in TABLE 1 as No. 0.
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Badania wytrzymatosciowe wykonano na maszynie wy-
trzymatosciowej firmy INSTRON TT 10 DM z wykorzysta-
niem systemu HOTTINGER DMClab do rejestracji i akwi-
zycji danych. Badania wytrzymatosciowe przeprowadzono
dla przypadku symulujacego zgryz prawidtowy. W przypad-
ku takim miniptytka pracuje w ztozonym stanie zginania ze
skrgcaniem. Dla celéw badan wytrzymato$ciowych wyko-
nano specjalny miniuchwyt mocujacy, wspétpracujacy ze
szczekami maszyny wytrzymatosciowej, ktérego konstruk-
cja i wymiary jarzm oddawaty cechy anatomiczne pracy.

Strength tests were done by means of INSTRON TT 10
DM device with the use of HOTTINGER DMClab system to
register and plot the experimental data. Strength examina-
tion were done for the case simulating normal occlusion.
In such a case the miniplate works in a combined state of
bending and torsion. For the purpose of the tests a special
grip, fitting the original machine jaws, was constructed. Its
construction and dimensions corresponded to the anatomic
features of mandible and miniplate working at normal oc-
clusion.

zuchwy i miniptytki zespalajacej w zgryzie prawidtowym.

[Nrprobki |
i1 Number

e T T S T T i s
Opis
Description

0 Probka ,dziewicza” i
,Virgin sample”
1 Obnazenie wszczepu, czas pozostawania w organizmie — 6 miesiecy |
Bared implant, time in human body — 6 months %
2 Bez obnazenia, czas — 15 miesiecy, w tym kilka miesiecy stany zapalne |
No baring, time — 15 months, few month inflammation
3 Bez obnazenia, czas — 12 miesiecy. Trwate stany zapalne (korozja miniptytki + $rubki)
No baring, time — 12 months. Persistent inflammatory states (miniplate and screw corrosion) |
4 Bez obnazenia, czas — 12 miesiecy. Cechy osteolizy wokét $rub (RTG) |
No baring, time — 12 months. Features of osteolysis around screws (X-ray)
5 Bez obnazenia, czas - 12 mies. stan zapalny — 3 mies. Cechy osteolizy wokét $rub (RTG) |

No baring, time — 12 months. Inflammation — 3 months. Features of osteolysis (X-ray)

g 6 Bez obnazenia, czas — ok. 6 miesiecy. Cechy stanéw zapalnych

No baring, time — approx. 6 months. Features of inflammatory states I
7 Bez obnazenia, czas — ok. 6 miesigcy. Cechy stanéw zapalnych f
I No baring, time — approx. 6 months. Features of inflammatory states ;
8 Obnazenie wszczepu — 2 miesigce. Czas — 12 miesiecy (korozja miniptytki) ]
Baring implant — 2 months. Time — 12 months (miniplate corrosion) J
; 9 Obnazenie wszczepu — 2 miesigce. Czas — 10 miesigcy '

Baring implant — 2 months. Time — 10 months

10 Bez obnazenia, czas — 6 miesigcy. Stan zapalny — ostatni miesiac (lekka korozja miniptytki)
No baring, time — 6 months. Inflammation — the last month (slight miniplate corrosion)
Bez obnazenia, czas — 6 miesiecy. Cechy stanu zapalnego wokét wszczepu
No baring, time — 6 months. Features of osteolysis around screw i

T T e e e B L o e 27 ol s A T Bt

TABELA. 1. Opis kliniczny badanych miniptytek.

TABLE 1. Clinical description of the examined miniplates

R

RYS. 2. Schemat u-
chwytu do badan wy-

FIG. 2. Scheme of grip for
strength tests of minipla-

trzymatosciowych mini- tes;
ptytek; 1 - sample,
1 - prébka, 2, 3, 4 - yokes,

2,3, 4 -jarzma,
5 - element przenosza-
cy obciazenie,

5 - element transferring
the load,
6 - alignment pins.

tOW

6 - kotki centrujace.
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Badania strukturalne miniptytek wykonano metodg skanin-
gowej mikroskopii elektronowej wykorzystujac aparat firmy
TESLA, model BS 300. Wykonano badania powierzchni oraz
przetomow miniptytek. Zgtady metalograficzne wykonano
metoda standardowej obrobki $ciernej i polerowania. Przed
obrobka wszystkie prébki zostaty pokryte elektrolitycznie
warstwa niklu w celu zapobiezenia niepozadanemu zaokra-
glaniu powierzchni w czasie obrdbki. Wybrane probki byty
rowniez dodatkowo wytrawiane 10% roztworem HNO, w
celu obserwaciji struktury austenitycznej materiatu.

W obu przypadkach badan wytrzymato$ciowych oraz
mikroskopowych wyniki badan odnoszono do wynikéw ba-
dan tzw. prébek dziewiczych.

Structural investigations of miniplates were done by means
of scanning electron microscopy ( SEM ) with the use of

~ TESLA apparatus, model BS 300. Surface layer and frac-

ture cross-sections of miniplates were examined.
Metallographic cross-sections were prepared by means of
standard grinding and polishing techniques. Prior to this the
samples were electrolytically covered with a layer of nickel.
Selected samples were aditionally etched with a 10% solu-
tion of HNO;, in order to reveal the austenitic structure of the
material.

The results of tests were discussed with reference to
the so - called virgin samples.

_________ \ prébka / sample No 4
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Przemieszczenie / Displacement [mm]

~¢——— prébka / sample No 6

~—— probka / sample No 3

<— prébka / sample No 0
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< probka / sample No 9

/ prébka / sample No 8

<— probka / sample No 10
— _<¢— probka / sample No O

prébka / sample No 11

6.00 8.00

RYS. 3. Charakterystyki wytrzymato$ciowe miniplytek do zespolen ztaman zuchwy.

FIG. 3. Strength characteristics of miniplates for osteosynthesis of mandible fractures.
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Wyniki badan i dyskusja

Wyniki badan wytrzymatosciowych zestawiono zbiorczo
na RYS. 3. Przyjeta metoda badan nie wykazata obnizenia
witasnosci wytrzymatosciowych miniptytek w wyniku obna-
Zenia wszczepu czy pojawienia sie stanu zapalnego. Wyni-
ki mieszcza sie w zakresie bledow pomiarowych. Czas utrzy-
mania implantu (maksymalnie do ok. 1.5 roku) jak rowniez
procesy towarzyszgce obnazeniu wszczepu, tzn. osteoliza
i zmiany parametrow elektrolitycznych powierzchni w wyni-
ku kontaktu z ptynami ustrojowymi i pozaustrojowymi nie
powodujg obnizenia wtasnosci wytrzymatosciowych mini-
ptytek. Nalezy jednak zaznaczyé¢, ze liczba prébek do ba-
dan byta stosunkowo nieliczna, co jest uwarunkowane ogra-
niczong dostepnoscig tego typu materiatu klinicznego.
Celem weryfikacji rezultatéw badan wskazane bytoby prze-
prowadzenie wiekszej liczby prob.

Wyniki badan mikroskopowych przedstawiaja przykta-
dowo fotografie na RYS. 4, 5, 6 i 7. Analiza wszystkich ob-
razow mikroskopowych pokazata, ze wszystkie badane
prébki, niezaleznie od ich pochodzenia, nie sg zréznicowa-
ne pod wzgledem stanu powierzchni. Badania strukturalne
nie wykazaty zadnych zmian korozyjnych mogacych po-
wstaé na granicach faz w wyniku kontaktu z ptynami ustro-
jowymi i pozaustrojowymi. Utrzymana jest prawidtowa struk-
tura austenityczna (RYS. 4), zaréwno w probkach dziewi-
czych jak i reimplantowanych. Na powierzchni wida¢ wy-
razne $lady mechanicznego dogniatania prébki, co jest za-
tozonym zabiegiem procesu technologicznego (RYS.5). Za-
obserwowano natomiast czesciowe ostabienie warstwy
pasywacyjnej powierzchni reimplantowanych probek. RYS.
6 i 7 przedstawiajg wyrazne slady wykruszania sie wegli-

Results and discussion

The results of strength tests, shown in FIG. 3, did not
indicate a decrease of miniplates strength due to the im-
plant baring or inflammatory states of hard tissues of the
mandible. The fluctuations are in the range of measuring
error. Time of implant work (maximum up to approx. 1.5
year) as well as the processes acoompanying implant bar-
ing, i.e. osteolysis and change of the electrolytic param-
eters on implant surface due to the contact with body and
extracorporal fluids do not decrease the strength of
miniplates. However, it is worth-mentioning that the number
of examined samples was relatively small, because of the
limited access to such clinical material. In order to verify
the obtained results it is suggested to conduct the tests on
a greater number of samples.

Examples of microscopic images are presented in FIGS.
4, 5, 6, 7. The analysis has shown that regardless of the
sample type, miniplates do not differ in the surface layer
state. Structural investigations do not indicate any corro-
sive changes which could appear at interfaces due to the
contact with body and extracorporal fluids. Proper auste-
nitic structure is preserved (FIG.4) both in the virgin and
reimplanted miniplates. Die marks of plastic burnishing are
visible on the surface of miniplates which is a feature of
technological processing (FIG.5). On the other hand partial
loss of the passivation layer of reimplanted samples was
observed. FIGS. 6 and 7 show visible signs of carbide
crumblig from the steel matrix. It could result from bared
implants in a medium of body fluids and frequent change
of electrolytic parameters on implant surface due to the con-
tact with extracorporal fluids. However, carbide crumbling
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RYS. 4. Prawidiowa struktura austenitu
obnazonego wszczepu - probka nr 8.

FIG. 4. Proper austenitic structure of the
bared implant - sample No 8.
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RYS.5. Slady mechanicznego dogniatania
w procesie technologicznym-prébka nr 0.

FIG. 5. Die marks of plastic burnishing in
technological processing - sample No 0.
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RYS. 6. Slady wykruszania sie weglikéw
z osnowy stali nie obnazonego implantu-
- probka nr 3.

FIG. 6. Signs of carbide crumbling from
steel matrix of a non-bared implant
- sample No 3.

RYS. 7. Slady wykruszania sie weglikéw
z osnowy stali obnazonego implantu -
- probka nr 8.

FIG. 7. Signs of carbide crumbling from
steel matrix of a non-bared implant
- sample No 8.




kow z osnowy stali. Wynika to zapewne z faktu przebywa-
nia obnazonych wszczepéw w $rodowisku ptynéw ustrojo-
wych jak i czestych zmian parametrow elektrolitycznych na
powierzchni w wyniku kontaktu z ptynami pozaustrojowy-
mi. Nie mozna jednak réwniez wykluczy¢ wykruszania sie
weglikow z osnowy stali w wyniku zmeczeniowego "pittin-
gu". Efektu tego nie zaobserwowano natomiast w prébkach
dziewiczych.

Whioski

1. Stany zapalne twardych tkanek zuchwy, kontakt z pty-
nami ustrojowymi oraz pozaustrojowymi nie powodujg ob-
nizenia wytrzymatosci miniptytek stosowanych do zespo-
len ztaman Zzuchwy.

2. Badania mikroskopowe nie wykazaty widocznych
zmian korozyjnych na granicach faz. Zostata utrzymana pra-
widtowa struktura austenityczna.

3. Zaobserwowano cze$ciowe ostabienie warstwy pasy-
wacyjnej implantéw w wyniku globalnego oddziatywania sta-
néw zapalnych, pltynéw ustrojowych oraz czestych zmian
parametrow elektrolitycznych na powierzchni obnazonych
implantéw.
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due to fatigue ,pitting” could not be excluded either. This
effect was not observed in virgin samples.

Conclusions

1. Features of inflammatory states in hard tissues of man-
dible, contact with body and extracorporal fluids do not de-
crease the strength of miniplates applied for osteosynthe-
sis of mandible fractures.

2. Microscopic investigation did not reveal visible corro-
sive changes at interfaces. Proper austenitic structure was
preserved.

3. Partial loss of the passivation layer of implants was
observed due to the global influence of inflammatory states,
body fluids and frequent change of electrolytic parameters
on the surface of bared implants.
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BADANIA KOMPOZYTU
WEGLOWEGO

W MIKROSKOPIE
SKANINGOWYM

PO WSZCZEPIENIU DO
TKANKI KOSTNEJ
ZWIERZAT

GRzeGORz BAJOR*, ZBIGNIEW PASZENDA**,
JANusz BoHosiEwicz*, JAN MARCINIAK**

* || KATEDRA 1 KLINIKA CHIRURGI DZIECIECES SLASKIES AKADEMII
Mebpycznes w Bytomiu

** INSTYTUT MATERIALOW INZYNIERSKICH | BIOMEDYCZNYCH
PoLITECHNIKI SLASKIES W GLIWICACH

Streszczenie

Podjete badania kompozytu weglowego na wybra-
nym do do$wiadczenia modelu zwierzecym jakim byt
krolik w okresie wzrostu kostnego miaty wykazac przy-
datnosc tego materiatu w chirurgii dzieciecej, szcze-

SEM EXAMINATION

OF CARBON COMPOSITE
IMPLANTED INTO THE
ANIMALS BONE TISSUE

GRzEGORZ BAJOR*, ZBIGNIEW PASZENDA**,
JANusz BoHosiewicz*, JAN MARCINIAK™*

*DEPARTMENT OF PAEDIATRIC SURGERY IN ByToM,
SiLESIAN MEDICAL ACADEMY IN KATOWICE

**INSTITUTE OF ENGINEERING AND BIOMEDICAL MATERIALS,
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Abstract

Behaviour of carbon composite implanted in an
animal model, being rabbit in the period of the os-
seous tissue growth, was examined in order to as-
sess the usability of this material in paediatric sur-
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gélnie w traumatologii. Do do$wiadczenia uzyto 16
krolikéw, ktérym wszczepiano do $wiatta kanatu szpi-
kowego grot weglowy. Materiat doswiadczalny podzie-
lono na trzy grupy w zalezno$ci od sposobu pokrycia
podstawowego kompozytu wegiel-wegiel. W pracy
przeprowadzono badania strefy rozdziatu implant
weglowy-tkanka kostna oraz powierzchni bocznej
implantu weglowego. Obserwacje prowadzono w elek-
tronowym mikroskopie skaningowym DSM - 940 fir-
my OPTON. Dla potrzeb badar przygotowano prze-
kroje poprzeczne implantu weglowego fgcznie z tkan-
kg kostng. We wszystkich postaciach badanego kom-
pozytu obserwowano postepujgca od obwodu implan-
tu biodegradacje oraz powstawanie na tym miejscu
nowej tkanki kostnej. W oparciu o przeprowadzone
obserwacje uzyskano zachecajgce wyniki doswiad-
czalne stwarzajgce kliniczne mozliwosci zastosowa-
nia tych materiatow w traumatologii dzieciecey.

Sfowa kluczowe: biomateriaty, materiafy weglowe,
kompozyt wegiel-wegiel, badania doswiadczalne,
pirowegiel, hydroksyapatyt.

Wprowadzenie

Opracowywanie nowych technik operacyjnych i ich wpro-
wadzanie zwtaszcza do chirurgii dzieciecej obliguje do po-
szukiwania nowych materiatow [8, 9, 10]. Szczegdinego zna-
czenia nabiera ten problem w zagadnieniach dotyczacych
traumatologii dzieciecej. Krotki okres jaki jest wymagany
do uzyskania zrostu kostnego u dziecka niejednokrotnie nie
znajduje uzasadnienia dla stosowania masywnych zespo-
len z uzyciem metalu [8, 15]. Ujemna strong tych materia-
tow jest wystepowanie tzw. metalozy, czyli odczynu oste-
olitycznego wokot materiatu zespalajacego, jak rowniez tzw.
przesztywnienia kosci [7, 8, 15]. Ponadto materiat tego typu
nie powinien pozostawac w rosnacej kosci zbyt dtugo. W
krotkim okresie od zasadniczej operacji naprawczej dziec-
ko jest poddawane drugiej operacji usunigecia tego mate-
riatu .

Rozwdj badan doswiadczalnych i klinicznych w ortope-
dii i traumatologii dorostych nad mozliwosciami stosowania
nowych biomateriatéw stwarza perspektywy takze dla chi-
rurgii dzieciecej [8, 9, 10, 11, 12]. W ostatnich latach szcze-
g6lng dynamike rozwoju wykazujg materiaty weglowe. Do-
bra zgodnos¢ biologiczna implantéw weglowych z tkanka,
kostna, tkankami miekkimi i podobienstwo wtasnosci me-
chanicznych, przede wszystkim z tkankg kostng, stwarza
przestanke do wykorzystania ich w wielu dziedzinach me-
dycyny [1-6].

Kompozyty wegiel-wegiel (CFRC - carbon fibre reinfor-
ced carbon), czyli kompozyty o osnowie weglowej wzmac-
niane wiéknami weglowymi, wyrdzniajg sie w bogatej pod
wzgledem réznorodnosci struktur rodzinie weglowej szere-
giem unikatowych wtasciwosci fizycznych i chemicznych,
umozliwiajgcych niejednokrotnie pokonywanie barier ma-
teriatowych w wielu dziedzinach medycyny [7]. Gtdwna prze-
waga tych materiatow w stosunku do konwencjonalnych
wynika z mozliwosci ksztattowania réznorodnej struktury
poczawszy od amorficznej a skonczywszy na wysoce kry-
stalicznej, a tym samym sterowania ich wtasciwosciami w
szerokich granicach w zaleznosci od funkcji jakie elementy
z tych materiatéw muszg spetniac [13, 14].

Cel pracy

1. Ocena przydatnosci kompozytu wegiel-wegiel dla ce-
6w medycznych.

2. Okreslenie wplywu warstwy pirowegla oraz hydroksy-
apatytu naniesionych na powierzchnie badanych implan-

gery, especially in traumatology. Sixteen rabbits were
used for the experiment in which carbon pin was in-
serted into the marrow cavity. The experimental ma-
terial was divided into three groups, depending on the
way the basic carbon-carbon composite was coated.
Investigations of the carbon implant - bone tissue
separation zone and of the lateral surface of the car-
bon implant were carried out within the project frame-
work. Observations were carried out under the OPTON
DSM-940 scanning electron microscope (SEM).

Cross-sections of the carbon implant along with the
bone tissue were prepared for the examination. In all
investigated cases, biodegradation progressing from
the implant circumference was observed as well as
development of a new bone tissue at the same place.
The encouraging experimental results obtained in this
work indicate that clinical use of these materials in
the paediatric traumatology is possible.

Keywords: biomaterials, carbon-carbon compos-
ite, experimental studies, pyrocarbon, hydroxyapatite.

Introduction

Development of new operation techniques and their ap-
plication, especially in the paediatric surgery requires
searching for new materials [8, 9, 10]. This is especially
important in paediatric traumatology. Short time span re-
quired for the development of the fractured bone union in
the case of children, often does not justify employing mas-
sive uniting elements made of metal [8, 15]. The drawback
of these materials is the occurrence of an osteolytic reac-
tion around the uniting element, referred to as metalosis,
as well as bone stiffening [7, 8, 15]. Moreover, metallic ma-
terial should not remain too long in the growing bone. Shortly
after the corrective operation the child must be subject to
the second operation in order to remove the implant.

Development of experimental and clinical studies in or-
thopaedic surgery and traumatology of adults, related to
the possibilities of employing new biomaterials, creates
perspectives also for the paediatric surgery [8,9,10,11,12].
During the last years significant dynamics has been ob-
served in the development of carbon materials. Good bio-
logical compatibility of carbon implants with the bone tissue
and soft tissues, and above all similarity of their mechanical
properties to those of bone tissue, provides the premises
for using them in many fields of medicine [1-6].

The carbon-carbon composites (CFRC - carbon fibre
reinforced carbon), i.e. carbon matrix composites reinforced
with carbon fibres, distinguish themselves among the ma-
terials belonging to carbon family, by multiple unique physi-
cal and chemical properties. This enables overcoming the
material barriers in many areas of medicine [7]. The main
advantage of these materials, compared to the conventional
ones, is the possibility of occurrence in various structures,
from amorphous to highly crystalline. This permits to con-
trol their properties in a broad range, depending on the an-
ticipated application [13, 14].

Goals of the project

1. Assessment of applicability of the carbon-carbon
composite for medical purposes.

2. Determination of the effect of pyrocarbon and hy-
droxyapatite coatings deposited onto the surface of the in-
vestigated implants on the biological activity of their sur-
faces.



Materiat i metodyka

W pracy przeprowadzono badania kompozytéw weglo-
wych w postaci grotéw o $rednicy 4 mm i dtugosci 40 mm
wszczepianych do kanatu szpikowego kosci udowej kroli-
kow. Do badan wykorzystano kompozyty typu wegiel-we-
giel pokryte piroweglem oraz warstwg hydroksyapatytu.

Sposob otrzymywania kompozytow weglowych zostat opi--

sany we wczesniejszej publikacji autoréw [7, 8].

Do badan wykorzystano 16 krolikdw rasy mieszanej w
okresie wzrostu kostnego o wadze nie przekraczajacej 2500
g, pochodzacych z hodowli Centralnej Zwierzetarni Slaskiej
Akademii Medycznej w Katowicach. W zaleznosci od ro-
dzaju implantowanego materiatu zwierzeta podzielone zo-
staty na nastepujace grupy:

- 1 grupa obejmowata szes¢ krolikdéw, ktorym wszcze-
piono kompozyt wegiel-wegiel na okres 4, 14, 18, 20, 22
tygodni,

- Il grupa obejmowata szes¢ krélikow, ktérym wszcze-
piano kompozyt wegiel-wegiel z naniesiong elektoforetycz-
nie warstwg hydroksyapatytu (HAp) na okres 18, 20, 22
tygodni,

- lll grupa obejmowata cztery kroliki, ktérym wszczepio-
no kompozyt wegiel-wegiel z warstwg pirowegla oraz hy-
droksyapatytu na okres 4 tygodni (1,87 mg HAp/cm), 14
tygodni (1,75 mg HAp/cm), 18 tygodni (2,03 mg HAp/cm)
oraz 22 tygodni (1,87 mg HAp/cm).

Po zatozonym okresie implantacji badane prébki podda-
no obserwacjom w elektronowym mikroskopie skaningo-
wym. W pracy skoncentrowano sie gtéwnie na ocenie stre-
fy rozdziatu implant weglowy-tkanka kostna oraz powierzch-
ni bocznej implantéw. Obserwacje prowadzono w elektro-
nowym mikroskopie skaningowym DSM-940 firmy OPTON
w zakresie powigkszen 10-3000 x. Dla potrzeb badan przy-
gotowano przekroje poprzeczne implantéw weglowych tgcz-
nie z tkankg kostna. Poszczegodlne probki do badan cieto,
ptukano a nastepnie suszono strumieniem cieptego powie-
trza.

Omowienie materiatu

Przeprowadzone obserwacje w elektronowym mikrosko-
pie skaningowym na prébkach reprezentujacych | grupe

doswiadczalng po 4 tygodniowym okresie implantacji wy-

kazaty rozpoczynajgcy sie proces pekania usystematyzo-
wanych wiokien postepujacy od zewnetrznej powierzchni -
RYS. 1. W prébkach pobranych po 14 tygodniowym okre-
sie przebywania w organizmie krolikow wida¢ wyraznie za-
znaczone, rozkawatkowane fragmenty witdkien oklejone
Swiezg tkanka kostng $cisle ze sobg zwigzane - RYS. 2.
WyraZnie daje sie odrézni¢ rozpulchnienie samego widkna
weglowego na jego koncach. Natomiast na prébkach po 18
tygodniowym okresie implantacji nalezy zwrdci¢ uwage na
postepujacy proces degradacji widkna manifestujacy sie
spekaniem powierzchni styku implantu z tkankg kostna.
Proces postepuje w gtgb implantowanego wszczepu, co
obserwuje sie na przekroju poprzecznym. Same wiokna
weglowe sg bardzo krétkie o wymieszanym ukfadzie i okle-
jone obficie swiezg tkankg kostng - RYS. 3. Na prébkach
po 22 tygodniowym okresie implantacji zaledwie udaje sie
wydoby¢ zarysy przebiegajacych widkien. Sg one wyraz-
nie rozmyte i $cisle pokryte tkankg kostng - RYS. 4.

Druga grupe doswiadczalng stanowity kroliki, ktérym
wszczepiano do kosci materiat z kompozytu wegiel-wegiel
bez pirowegla z natozonym elektroforetycznie hydroksyapa-
tytem. Po 18 tygodniowym okresie implantacji zaledwie
udaje sie wydoby¢ obrysy pojedynczych widkien weglowych
masywnie oklejonych tkankg kostng - RYS.5.
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Materials and methods

Carbon composites examined in this projecthadthe ar- e ® e 8 @ ® o/

rowhead shape with a 4-mm diameter and 40 mm length,
and were implanted into the marrow cavity of the femoral
bone. Carbon-carbon composites were coated with
pyrocarbon and hydroxyapatite. The method of carbon com-
posite preparation was described elsewhere [7, 8].

Sixteen mixed breed rabbits in their bone growth period,
with the weight not exceeding 2500 g, taken from the Cen-
tral Animal Farm of the Silesian Medical Academy, were
used in the investigations. The animals were divided into
the following groups, depending on the type of implanted
material:

- group | consisted of six rabbits, in which the carbon-
carbon composite was implanted for 4, 14, 18, 20, and 22
weeks,

- group I consisted of six rabbits, in which the carbon-
carbon composite with a hydroxyapatite (HAp) coating de-
posited electrophoretically was implanted for 18, 20, and
22 weeks,

- group Il consisted of four rabbits, in which the carbon-
carbon composite with pyrocarbon and hydroxyapatite coat-
ings was implanted for 4 weeks (1.87 mg HAp/cm), 14 weeks
(1.75 mg HAP/cm), 18 weeks (2.03 mg HAp/cm), and 22
weeks (1.87 mg HAp/cm).

The investigated samples were examined under the scan-
ning electron microscope (SEM) after the appropriate im-
plantation periods. The project concentrated mainly on
the assessment of the carbon implant - bone tissue separa-
tion zone and of the lateral surface of the carbon implants.
Examinations were carried out using the OPTON DSM-940
scanning electron microscope, in the magnification range
10-3000. Cross-sections of the carbon implants along with
the bone tissue were prepared for the examination. Sam-
ples were cut, rinsed and dried in warm air.

Description of the material

SEM examination of samples representing the experi-
mental group | after the 4 week long implantation period
revealed development of cracks propagating from the ex-
ternal surface of the systematically arranged fibres - FIG. 1.
In samples remaining 14 weeks in the rabbit organism, there
were distinctly visible fragmented fibres, wrapped in a new
bone tissue and tightly bounded - FIG.2. Swelling of the
carbon fibres at the ends was observed. After the 18 week
implantation period the process of fibre degradation mani-
fested itself in fracturing of the implant - bone tissue con-
tact surface. This process progressed inward the implant,
which was observed on the cross-section. The carbon fi-
bres were very short, chaotically arranged, and abundantly
enwrapped with a new bone tissue - FIG.3. After 22 weeks
the fibre outlines were hardly visible. They were blurred and
tightly overgrown with the bone tissue - FIG.4.

The experimental group Il consisted of rabbits in which
the carbon-carbon composite electrophoretically coated with
hydroxyapatite, without pyrocarbon, was implanted. After
18 weeks it was hard to discern the outlines of single car-
bon fibres enwrapped massively with the bone tissue - FIG.5.
The bone tissue abundance around the carbon fibres was
decidedly higher than in the previous group. After 20 weeks
the samples showed strong adherence and growth of the
carbon fibres into the sound bone tissue. The fibres them-
selves were overgrown with the new bone tissue - FIG.6.
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Zdecydowanie jednak obfito$¢ tkanki kostnej wokdt widkien
40 weglowych jest wigksza niz w grupie poprzedniej. Po 20
| o6 56686 tygodniowym okresie przebywania w organizmie zwierzat
1 doswiadczalnych na prébkach widoczne jest solidne przy-
leganie i wro$niecie wtdkien weglowych w zdrowg tkanke
kostna. Same za$ wiékna sg poprzerastane nowg tkanka

kostng - RYS. 6.

'RYS. 1. Kompozyt wegiel-wegiel, 4 RYS. 2. Kompozyt wegiel-wegiel, 14
~ tydzien po implantacji, 1150x. tydzien po implantacji, 500x.
FIG. 1. C/C composite, 4 weeks after FIG. 2. C/C composite, 14 weeks after
~ implantation, 1150x. implantation, 500x.

- & » £ Y b . e r 3
i . . L
pEF g .~ % » o LY

RYS. 4. Kompozyt wegiel-wegiel, 22

it

RYS. 3. Kompozyt wegiel-wegiel, 18

tydzien po implantacji, 600x. tydzien po implantacji, 2000x.
FIG. 3. C/C composite, 18 weeks after FIG. 4. C/C composite, 22 weeks after
implantation, 600x. implantation, 2000x.
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U_< RYS. 5. Kompozyt wegiel-wegiel, HAp RYS. 6. Kompozyt wegiel-wegiel, HAp
™ natozony elektroforetycznie,18 ty- natozony elektroforetycznie, 20

- dzien po implantacji, 500/1000x. tygodni po implantacji, 1500x.

ZE FIG. 5. C/C composite electrophore- FIG. 6. C/C composite electrophore-
< tically coated with hydroxyapatite, 18 tically coated with hydroxyapatite, 20

> » weeks after implantation, 500/1000x. weeks after implantation, 1500x.
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Dwudziestodwutygodniowy okres implantacji obrazuje cat-
kowitg przebudowe i przero$niecie widkien weglowych tkan-
ka kostna. Obraz ten sprawia wrazenie zdrowej tkanki kost-
nej mocno zespolonej z macierzg kosci - RYS. 7.

W trzeciej grupie obserwowanych zwierzat implantowa-
no kompozyt wegiel-wegiel pokryty piroweglem z naniesio-
nym elektroforetycznie hydroksyapatytem. Po 4 tygodnio-
wym okresie implantacji obserwuje sie fragmentacje wio-
kien weglowych oraz nieregularny ich uktad. Pomiedzy wiok-
nami i na ich powierzchni widaé przylegajacq tkanke kost-
na . Na zdjeciach obserwuije sie intensywny wzrost $wiezej
tkanki kostnej wokot fragmentéw widkien weglowych - RYS.
8. Po 14 tygodniowym okresie implantacji prébek obserwu-
je sig na ich przekroju poprzecznym znaczna degradacje i
fragmentacje postepujaca od obwodu grota weglowego -
RYS. 9. Materiat weglowy jest poprzerastany swiezg tkan-
kg kostna, natomiast powierzchnia samego widkna jest roz-
pulchniona o zatartych obrysach. Preparaty po 18 tygo-
dniach implantacji wykazujg postepujacy proces degrada-
cji bardziej zaawansowany niz w poprzednich. Obraz pro-
bek po 22-tygodniowej implantaciji potwierdza procesy prze-
rastania tkanka kostng widkien weglowych. Jedynie mozna
sie domyslaé obrysow widkien weglowych w masie $wie-
zej tkanki kostnej odbudowujacej sie na powierzchni frag-
mentow wegla - RYS. 10.

RYS. 7. Kompozyt wegiel-wegiel, HAp
natozony elektroforetycznie, 22
tydzien po implantacji, 1000x.

FIG. 7. C/C composite electrophore-
tically coated with hydroxyapatite, 22
weeks after implantation, 1000x.

RYS. 9. Kompozyt wegiel-wegiel
pokryty piroweglem z natozonym
elektroforetycznie HAp, 14 tydzien
obserwacji, 20x.

FIG. 9. C/C composite with pyro-
carbon and hydroxyapatite coatings,
14 weeks after implantation, 20x.

The 22 week implantation period resulted in total recon-
struction and overgrowing of the carbon fibres with the bone
tissue. This picture gives the impression of a sound bone
tissue tightly united with the bone matrix - FIG.7.

In group Il of the investigated animals the carbon-
carbon composite coated with pyrocarbon and hydroxya-
patite deposited electrophoretically was implanted. After 4
weeks fragmentation and irregular arrangement of the car-
bon fibres was observed. The enwrapping bone tissue was
visible between the fibres and on their surfaces. Intensive
growth of a new bone tissue around the carbon fibre frag-
ments is visible in the microphotograph - FIG. 8. After 14
weeks significant degradation and fragmentation progress-
ing from the carbon implant circumference were visible -
FIG. 9. The carbon material was overgrown with a new bone
tissue; however, the surface of the fibre itself was swelled,
with a blurred outline. In the specimens after the 18 week
implantation period the degradation process was more ad-
vanced than in the previous ones. Picture taken after 22
weeks confirmed the occurrence of processes of the car-
bon fibre overgrowing with the bone tissue. The outlines of
carbon fibres could only be guessed in the mass of the new
bone tissue being reconstructed on the surfaces of carbon
fragments - FIG. 10.

¥t 8 AL
RYS. 8. Kompozyt wegiel-wegiel
pokryty pirowelem z natlozonym

elektroforetycznie HAp, 4 tydzier po
implantacji, 500x.

FIG. 8. C/C composite with pyro-
carbon and hydroxyapatite coatings,
4 weeks after implantation, 500x.

RYS. 10. Kompozyt wegiel-wegiel
pokryty piroweglem z natozonym
elektroforetycznie HAp, 22 tydzien po
implantacji, 1000x.

FIG. 10. C/C composite with pyro-
carbon and hydroxyapatite coatings,
22 weeks after implantation, 1000x.
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Dyskusja

Dotychczas opracowane Widkniste materiaty weglowe
cechujg sie pozytywnymi wiasciwosciami polegajgcymi na
mozliwosci ich degradacji [2,4,6,7,8]. Ta zdolnos¢ bywa jed-
nak kwestionowana przez niektérych autoréw gtéwnie z
uwagi na nieznane losy zdegradowanych i uprzatanych z
miejsca wszczepu drobin weglowych. Czesciowo los cza-
steczek wegla zostat wyjasniony w oparciu o nasze spo-
strzezenia poczynione w badaniach histopatologicznych
[8].Zdolnos$¢ degradacji wioknistego materiatu weglowego
oraz jego przeziernos¢ dla promieni rentgenowskich jest
niezwykle korzystnym zjawiskiem w chirurgii dzieciecej
[1,2,8].

Badania przeprowadzone w elektronowym mikroskopie
skaningowym sg $wiadectwem bardzo burzliwych proce-
sow degradacji wiékien weglowych. Tg metoda badano stre-
fy rozdziatu implant weglowy-tkanka kostna oraz powierzch-
ni bocznej materiatu.

Zdecydowanie najszybciej, sposrod trzech omawianych
materiatow, dochodzi do proceséw fragmentaciji wtokna
weglowego w samym kompozycie weglowym. Proces ten
obserwuije sig juz w 4 tygodniu do$wiadczenia. Obrazuje
sig to odrywaniem duzych fragmentéw pojedynczych wté-
kien od niezmienionej powierzchni wszczepianego grotu
weglowego. Takie procesy sg stabiej nasilone w materiale
weglowym pokrytym hydroksyapatytem oraz piroweglem i
hydroksyapatytem. Natomiast w tych dwoch grupach juz
od 4 tygodnia eksperymentu obserwuje sie bardzo inten-
sywne procesy odbudowy Swiezej tkanki kostnej intensyw-
nie wrastajgcej pomiedzy dtugie odcinki wiokien weglowych.
Dodatkowym korzystnym zjawiskiem obserwowanym w
kompozycie pokrytym hydroksyapatytem jest bardzo silne
przyleganie $wiezej tkanki kostnej do wtdkien weglowych,
sprawiajgcych wrazenie oblanych lukrem cukrowym. Z ta-
kim obrazem spotykamy sie pomiedzy 14 a 18 tygodniem
doswiadczenia.

Wyraznie widoczne zjawisko przerastania widkien we-
glowych swiezg tkankg kostng w kompozycie wegiel-we-
giel obserwuje sie dopiero od 18 tygodnia do$wiadczenia.
W kompozycie pokrytym hydroksyapatytem po tym okresie
nie obserwuje sie zdecydowanego nasilenia proceséw od-
nowy tkanki kostnej. Natomiast w kompozycie pokrywanym
piroweglem i hydroksyapatytem zaznacza sie bardzo $ci-
ste przyieganie nowej tkanki kostnej do powierzchni drobin
weglowych.

Po okresie 20 i 22 tygodniowym doswiadczenia w kom-
pozycie wegiel-wegiel zaledwie udaje sie dopatrzy¢ obry-
sow wiokien. Sg one $cisle ze sobg zespolone tkankg kost-
ng, a nierbwna powierzchnia przypomina skorodowang
wierzchnig warstwe metalu. Obraz ten jest zdecydowanie
inny w kompozytach pokrytych hydroksyapatytem, gdzie na
przekroju poprzecznym widac gtebokie peknigcia i wrasta-
nie tkanki kostnej w te szczeliny. Same za$ widkna majg
rozmyte zarysy z obfitym nawarstwieniem $wiezej tkanki
kostnej powoli wypetniajacej wolne przestrzenie pomiedzy
wioknami.

Najkorzystniej zachowuje sie¢ kompozyt weglowy pokry-
ty hydroksyapatytem i piroweglem. Po 20 i 22 tygodniowym
okresie doswiadczenia obserwuije sie bardzo obfite przyle-
ganie i tworzenie $wiezej tkanki kostnej. Same widkna majg
rozmyte obrysy z obtoczkowatymi nawarstwieniami tkanki
kostnej. Wystajgce pojedyncze konce wiokien weglowych
sprawiajg wrazenie pustych w $rodku, a ich brzegi sg za-
okraglone.

Badania przeprowadzone w elektronowym mikroskopie
skaningowym potwierdzajg tatwo$¢ zachodzenia procesow
degradacji w obrebie czystego kompozytu weglowego. Na-
tomiast odktadanie sie swiezej tkanki kostnej na fragmen-
tach rozdrobnionego wegla przebiega leniwie. Mozna by

Discussion

The fibrous materials developed to date have the ad-
vantageous properties consisting in their degradation ca-
pability [2,4,6,7,8]. This capability is sometimes questioned
by some authors, mostly due to the unknown destiny of the
carbon particles degraded and removed from the implant
zone. The destiny of carbon particles has been explained
in part, basing on observations made in the histopathologi-
cal examination [8]. The degradation capability of fibrous
carbon material and its transparency to X rays is very ad-
vantageous in the paediatric surgery [1,2,8].

SEM examinations indicate rapid degradation of carbon
fibres. This method was used for the investigation of the
carbon implant - bone tissue separation zones and of the
lateral surface of the carbon implants.

The carbon fibre fragmentation processes are decidedly
the fastest in the carbon composite itself. They are observed
even in the 4th week of the experiment as detachment of
big fragments of fibres from the unchanged surface of the
carbon implant. These processes are less intensive in the
hydroxyapatite-coated, as well as pyrocarbon and hydroxya-
patite coated carbon material. However, in both groups, from
the 4th week of the experiment already, very intensive re-
construction of a new bone tissue takes place, manifested
by overgrowing of long segments of carbon fibres. The ad-
ditional advantageous phenomenon observed in the hy-
droxyapatite-coated composite is very strong adhesion of
the new bone tissue to carbon fibres, that gives the impres-
sion of sugar icing. This picture is encountered between 14
and 18 week of the experiment.

The clearly visible overgrowing of the carbon fibres with
a new bone tissue in the carbon-carbon composite is ob-
served from the 18th week of the experiment only. In the
hydroxyapatite-coated composite the intensified bone tis-
sue regeneration process is not evident after this period.
However, in the pyrocarbon- and hydroxyapatite-coated
composite, very tight adhesion of the new bone tissue to
the surface of carbon particles is observed.

After the 20th and 22nd week of the experiment the out-
lines of fibres in the carbon-carbon composite are hardly
discernible. They are tightly united with the bone tissue,
and their uneven surface is similar to that of the corroded
metal. The picture is completely different in the hydroxya-
patite-coated composites, where deep cracks and bone tis-
sue growing into the crevices are visible. The fibres them-
selves have blurred outlines with abundant overgrowths of
the new bone tissue, slowly filling empty spaces between
the fibres.

The hydroxyapatite- and pyrocarbon-coated carbon com-
posite shows the best properties. After the 20th and 22nd
week of the experiment, very good adhesion and abundant
formation of the new bone tissue is observed. The fibres
themselves have blurred outlines with a nebulous overlay
of the bone tissue. Single protruding carbon fibre ends seem
to be empty inside and their edges are rounded.

SEM examinations confirm easiness of the degradation
processes within the pure carbon composite. However,
deposition of the new bone tissue on the fragmented car-
bon particles progresses slowly. This might give the impres-
sion that there are difficulties in bone tissue nucleation on
the smooth fibre surface. As soon as it occurs, calcification
of the fibre surfaces proceeds very fast.

The sole presence of hydroxyapatite deposited onto the
carbon fibre in the first period of the experiments does not
influence significantly the bone-forming processes. How-
ever, in the final phase of the experiment overgrowing of
the entire carbon fibre segments with the new bone tissue
is clearly visible. This process resembles the inflow of the
new bone tissue between the broken fragments of the im-
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odnies¢ wrazenie, ze tkanka kostna ma trudnosci z zacze-
pieniem si¢ na gtadkiej powierzchni wiokna. W przypadku
kiedy do tego dojdzie, to proces uwapniania powierzchni
widkien przebiega bardzo intensywnie.

Sama obecno$c¢ hydroksyapatytu naniesionego na wtok-
na weglowe w pierwszym okresie prowadzonych doswiad-
czen nie wywiera istotnego wplywu na procesy tworzenia
sie kosci. W koncowej fazie eksperymentu jednak wyraz-
nie wida¢ zalewanie mtoda tkanka kostng catych segmen-
tow wiokien weglowych. Proces ten sprawia wrazenie jak-
by mtoda tkanka kostna naptywata pomiedzy spekane frag-
menty wszczepianego materiatu.

Materiat weglowy pokryty piroweglem z naniesiong war-
stwa hydroksyapatytu sprawia wrazenie w mikroskopie ska-
ningowym najbardziej aktywnego. Obserwuje sie tutaj od
pierwszych tygodni eksperymentu intensywna degradacje
materiatu. Réwnoczesnie pomiedzy tymi fragmentami wi-
dac¢ odktadajacy sie swiezg tkanke kostng. Na przekroju
poprzecznym obserwuje sie gtebokie pekniecia biegnace
w gtab grotu weglowego. Podobnie jak w materiale weglo-
wym pokrytym jedynie hydroksyapatytem, obserwuje sie
obfite kalafiorowate nawarstwienia miodej tkanki kostne;.
Same natomiast widkna weglowe, a raczej ich zarysy spra-
wiajg wrazenie pustych w srodku o wygladzie rurek. Konce
tych wtdkien weglowych sg zatarte, badz wypetnione tkan-
ka kostna.

Przeprowadzone obserwacje w elektronowym mikrosko-
pie skaningowym wykazaty, ze z grupy badanych implan-
tow najbardziej przydatnym z punktu widzenia traumatolo-
gii jest implant wykonany z kompozytu wegiel-wegiel po-
kryty warstwg pirowegla w procesie pirolizy metanu oraz
naniesiong elektroforetycznie warstwa hydroksyapatytu.
Zastosowanie tego rodzaju materiatu kompozytowego fa-
czy w sobie zaréwno cechy wytrzymato$ciowe materiatu
podfoza zwigzane z wymaganiami biomechanicznymi re-
konstruowanego narzadu z okreslong aktywnoscig biolo-
giczng powierzchni implantu stymulujgca proces tworzenia
tkanki kostne;j.

Whioski

1. Wyniki przeprowadzonych badan wskazujg na przy-
datnos¢ kompozytu wegiel-wegiel dla jego zastosowan
medycznych, szczegodlnie w traumatologii dzieciece;.

2. Wytworzenie warstwy pirowegla oraz hydroksyapaty-
tu na powierzchni badanych implantéw ma istotny wptyw
na aktywno$c biologiczng ich powierzchni.
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planted material.

The pyrocarbon-coated carbon material, with the depos-
ited hydroxyapatite layer seems to be the most active. In-
tensive material degradation is observed during the first
weeks of the experiment. Simultaneously, deposition of the
new bone tissue between the fibre fragments takes place.
Deep cracks propagating into the carbon implant are ob-
served on the cross-section. Similarly as in the case of car-
bon material coated with the hydroxyapatite only, abundant
cauliflower-like overgrowths of the new bone tissue are ob-
served. However, the carbon fibres or rather their outlines
look like tubes empty inside. Ends of these carbon fibres
are blurred or filled with the bone tissue.

SEM examinations have revealed that among the inves-
tigated implants, the most suitable one - from the viewpoint
of application in traumatology - is the carbon-carbon com-
posite coated with pyrocarbon in the methane pyrolysis
process and with hydroxyapatite in the electrophoretic depo-
sition. This type of composite material combines both suit-
able mechanical properties of the matrix material, connected
with the biomechanical requirements of the reconstructed
organ, and excellent biological activity of the implant sur-
face, stimulating the formation of bone tissue.

Conclusions

1. Results of the investigations carried out in this work
indicate usefulness of the carbon-carbon composite in medi-
cal applications, especially in the paediatric traumatology.

2. Deposition of the pyrocarbon and hydroxyapatite coat-
ing on the surface of the investigated implants has a signifi-
cant effect on the biological activity of their surfaces.
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Wstep

Czestym zabiegiem po powaznych, niegojacych sie
uszkodzeniach obwodowej czesci korczyny u psow jest
amputacja. Aby zapobiega¢ uszkodzeniom kikuta w czasie
kontaktu z podtozem polecana jest w podrecznikach chi-
rurgii matych zwierzat amputacja wysoka. Ten zabieg jest
ogolnie rzecz biorgc dobrze przyjmowany przez witascicieli
[1] i oczywiscie przez psy. Mozliwos$¢ niskiej amputacji i
uzycia protezy u koni [2] i dobra akceptacja protezy przez
koze [3] zachecity autora do niskiej amputaciji i zaprojekto-
wania protezy u psa.

Opis przypadku

Suka rasy owczarek kaukaski w wieku 1 roku zastata
dostarczona do kliniki z ciezka rang lewej stopy i stawu ste-
powego. Z powodu martwicy srédstopia i palcéw oraz sep-
tycznego zapalenia stawu stepowego byta konieczna am-

PROSTHESIS OF THE
PELVIC LIMB IN THE DOG
- CASE REPORT

JACEK STERNA

DEPARTMENT OF SURGERY
WARSAW AGRICULTURAL UNIVERSITY

Introduction

Common procedure after a serious, non-healing dam-
age of the limb in dogs is amputation. To prevent the injury
of stump in contact with the ground, high amputation is rec-
ommended by handbooks of small animal surgery. This
procedure is generally accepted by the owners (1) and of
course by the dogs . The possibility of amputation on lower
level and the reported use of prosthesis in horses (2) and
acceptance of the prosthesis in the goat (3) encouraged
the author to perform amputation on the lower level and to
design a prosthesis in a dog.

Case report

A 1-year-old female Caucasus sheep dog with a heavy
wound of the left foot and tarsal joint was presented in our
clinic. Because of the necrosis of the metatarsus and digits
and septic inflammation of tarsus, amputation was neces-
sary. The owner did not accept high amputation.

In general inhalation anaesthesia an amputation at 1/3

putacja. Wtasciciel nie zgodzit sie na wysoka amputacje.
W znieczuleniu ogdl- .
nym przeprowadzono
amputacje w dalszej 1/3
piszczelii strzatki. Trzpien
z kompozytu weglowo-
epoxydowego zostat
wprowadzony sitg reki i
dobity miotkiem do jamy
szpikowej kosci piszcze-
lowej. Dodatkowo ustalo-
no go dwoma drutami Kir-
schnera przewiercajac
trzpien wraz z koscig oraz
klinujagc  stozkowym
gwozdziem z kompozytu
weglowo-epoxydowego
wprowadzonym pomie-
dzy trzpien i istote koro-
wa kosci piszczelowe;.
Skére zamknieto szwami
wezetkowymi. Do konca
trzpienia doklejono zywi-
cg akrylowag Zhermacryl-

of the tibia and fibula was
performed. A stem made of
carbon-epoxyd composite
was introduced by force of
hand and hammered into
the medullar cavity of the
. .| tibia. Additional fixation was

| provided by interlocking
(two Kirschner wires) and
introducing of a conical pin
(carbon-epoxyd composite)
between the stem and the
tibial cortex. The skin was
closed by interrupted
stitches. A tube made of
aluminium-magnesium al-
loy bent according to the
shape of the tarsal joint in
standing position was at-
tached to the stem with the
acrylic resin Zhermacryl-S
(Zhermapol ® Ltd.). The
other end of the tube was

S (Zhermapol ® Ltd.) du-

furnished with a ball made

raluminiowg rurke wygie-
ta na ksztalt zgiecia sta-
wu stepowego w pozycji
stojacej. Na dalszy koniec
rurki zatozono kulke z tej
samej zywicy i gumowy
bucik. Na okres tygodnia
zastosowano opatrunek
sztywny z Delta-cast®
(Johnson and Johnson)

RYS. 1. Usunieta prote-
za z popekanym trzpie-
niem. Zauwaz prawidto-
wo zuzyty gumowy
bucik.

FIG. 1. Removed pro-
sthesis with cracked
stem. Note well worn-
up rubber shoe.

RYS. 2. Druga proteza
po usunieciu.

FIG. 2. The second
artificial limb after
removing.

of the same resin and a rub-
ber shoe was put on it. Soft
dressing and Delta-cast ®
(Johnson and Johnson) as
well as Linco-spectin ®
(Upjohn) was applied for a
week. The dog started
walking using the prosthe-
sis on the next day after the
operation. The artficial limb



na miekkim podktadzie i zalecono iniekcje Linco-spectin®
(Upjohn). Pies zaczat chodzi¢ uzywajgc protezy nastepne-
go dnia po operacji. Proteza byta uzywana przez miesigc,
zanim doszto do destabilizacji. Proteze usunieto (RYS.1),
a rana wygoita sie bez komplikacji.

Szes¢ tygodni pézniej nowy trzpien zostat wprowadzony
do jamy szpikowej kosci piszczelowej. Operacja byta po-
dobna do opisanej powyzej. Trzpien pozostawat w konczy-
nie 6 tygodni. Pies uzywat tej krétkiej protezy (RYS.2). Po
tym czasie trzpien nadal byt stabilny. Obwodowa czesc pro-
tezy dotgczono w taki sposéb jak przy poprzedniej opera-
cji. Ta druga proteza byta uzywana przez nastepny miesigc
i rébwniez ulegta destabilizacji. Proteza zastata usunieta i
rana wygojona.

Dyskusja

Do rozwigzania pozostajg problemy mechaniczne i bio-
materiatowe. Pierwszy trzpien przebity drutami Kirschnera
popekat w miejscu przewiercenia. Krétszy i grubszy nastep-
ny trzpien nie popekat w tym miejscu lecz tez ulegt destabi-
lizacji bez widocznego uszkodzenia. Trzpien powinien zo-
staC zaprojektowany inaczej lub wykonany z innego bio-
materiatu, zanim zakotwiczone w kosci przebijajace skore
protezy stang sie uzyteczne w chirurgii pséw.
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was used for one month until destabilisation of the stem
occurred. The prosthesis was removed (FIG.1) and the
wound healed without complications. Six weeks later a new
stem was introduced into the tibial medullar cavity. The op-
eration was similar as that described above. The stem was
left in the limb for six weeks. The dog used this short artifi-
cial limb (FIG.2). After this time the stem was still stable.
The distant part of the artificial limb was fixed as in the first
operation. The second artificial limb was used for another
month but it destabilised again. The prosthesis was re-
moved and the wound healed.

Discussion

There are mechanical and biomaterial questions to be
resolved. The first stem interlocked by Kirschner wires
cracked at the point of interlocking. The next, shorter and
thicker stem did not crack but it destabilised without any
visible damage. Another design or material of the stem must
be developed before the bone-anchored skin-penetrating
limb prosthesis will be useful in canine surgery.
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Streszczenie

W pracy przedstawiono ocene wpfywu wchtanial-
nych materiatdbw hemostatycznych na uktad krzepnie-
cia i fibrynolize. W osoczu cytrynianowym ubogoptyt-
kowym oznaczono wybrane parametry uktadu krzep-
niecia i fibrynolizy. Badania wykonano przed i po cza-
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Abstract

In this paper the influence of absorbable topical
haemostatic materials on coagulation and fibrynolysis
was evaluated. The parameters of coagulation and
fibrinolysis were determined after a certain time of in-
cubation in human citrated plasma. It has been stated
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sowym kontakcie z materiatami hemostatycznymi. Na
podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze ma-
teriat Spongostan nie wplywa na aktywnos$¢ biatek
uktadu krzepniecia i fibrynolizy, natomiast materiat
Surgicel powoduje ich inaktywacje, a materiat Tacho-
Comb tworzy skrzep fibrynowy bez udziatu osoczo-
wych sktadnikéw krzepniecia.

Stowa kluczowe: materiaty hemostatyczne, bada-
nia in vitro osocza, parametry uktadu krzepniecia i fi-
brynolizy

Wprowadzenie

Powodzenie kazdego chirurgicznego zabiegu jest cze-
Sciowo zalezne od prawidtowego uktadu hemostazy. Jed-
nak nawet sprawnie dziatajacy uktad hemostazy moze by¢
niewystarczajacy dla zatrzymania utraty krwi bez mecha-
nicznego zamknigcia uszkodzonych i krwawigcych naczyn.
Ucisk i podwigzywanie krwawigcych naczyn jest zwykle
czasowym opanowywaniem utraty krwi. Elektrokoagulacja
i stosowanie laserow CO, dajg korzysci i sg wygodne w
uzyciu, powodujg jednak termiczne uszkodzenie tkanek z
nastepczg reakcjg na ciato obce, ktéra moze prowadzi¢ do
opOznienia gojenia sie rany. Z tego powodu wprowadzono
do uzytku medycznego szereg $rodkéw do nieurazowego
tamowania krwawienia, dziatajacych miejscowo hemosta-
tyczne. Majg on te zalete, ze ulegajg wchtanianiu, ktore
polega na ich powolnej degradaciji i resorpcji poszczegdiny
fragmentéw stosowanego materiatu. W badaniach nad przy-
datnoscig materiatéw hemostatycznych w zaopatrywaniu
uszkodzonych i krwawigcych ran z narzadéw migzszowych
stwierdzono, ze resorpcji najszybciej ulega Surgicel-14 dni
nastepnie TachoComb-28 dni, najdtuzej Spongostan-60
dni[1]. Zatrzymywanie krwawienia przez materiaty hemo-
statyczne polega na mechanicznym ucisku powierzchni rany
i na wytworzeniu rusztowania, na ktérym moze dojs¢ do
tworzenia sie i obkurczenia skrzepu. Materiat Spongostan
Z powodu swojej porowatej struktury posiada duzg zdol-
nos¢ wchtfaniania krwi, co powoduje aktywacje krwinek ptyt-
kowych i uczynnienie uktadu krzepniecia, nastepstwem
czego jest powstanie skrzepu fibrynowego i zatrzymanie
krwawienia.

Podobny mechanizm tamowania krwawienia zachodzi
przy uzyciu Surgicelu. Po nasyceniu krwig pecznieje, sta-
jac sie galaretowatg masa, ktéra utatwia tworzenie sie skrze-
pu [2,3]. W przypadku kontaktu z rang materiatu Tacho-
Comb nastepuje rozpuszczenie substanciji pokrywajacych
preparat. Ze sktadnikow materiatu zostaje utworzony skrzep
skierowany do $wiatta rany, ktéry jest wolniej rozktadany.
Zaletg materiatu jest hemostaza i klejenie tkanek [4]. Nale-
zy jednak podkresli¢, ze preparaty te sg skuteczne jedynie
wtedy, gdy nie ma odchylen od stanu prawidtowego
w uktadzie krzepniecia. Podany proces przeksztatcania
materiatu, a z tym zwigzane tworzenie skrzepu i tamowa-
nia krwawienia, odnosi sie do kontaktu z krwia.

W Zaktadzie Chirurgii Eksperymentalnej i Badania Bio-
materiatbw AM we Wroctawiu podjeto badania wptywu ma-
teriatbw hemostatycznych na ptyn ustrojowy jakim jest oso-
cze krwi.

Celem pracy jest ocena zmian ilosciowych parametréw
uktadu krzepniecia i fibrynolizy osocza po czasowym kon-
takcie z wchtanialnymi materiatami hemostatycznymi w
badaniach in vitro.

Materiat i metodyka

Do badan uzyto: pianke zelatynowg Spongostan Spe-
cial oraz dziang tkanine z regenerowanej celulozy Surgi-
cel- firmy Johnson & Johnson Medical Poland Sp. z 0.0. jak

that Spongostan has no influence on the activity of
proteins of coagulation and fibrinolysis, Surgicel de-
activates them and TachoComb creates fibrin clot
without plasma coagulation proteins.

Key words: topical haemostats, plasma in vitro
tests, parameters of coagulation and fibrinolysis

Introduction

Success of every surgical procedure partially depends
on patients coagulation system. Even efficient haemosta-
sis may be not sufficient to stop bleeding without mechani-
cal closing of the cut and bleeding vessels. There are many
methods of controlling blood loss during the operation. We
can mention packing, haemostatic sutures, electrocoagu-
lation, and lasers. In the cases of profuse parenchymal
bleeding the best results are achieved with absorbable topi-
cal haemostatic materials. Their advantage is that the sec-
ond procedure to remove them from the operation field is

‘unnecessary. According to the in vivo tests the shortest

resorption time - 14 days - is observed with Surgicel, then
- 28 days - with Tachocomb, and the longest - 60 days -
with Spongostan [1].

Bleeding is stopped by haemostatic materials, by me-
chanical pressure on the surface and by producing scaf-
folding for the formation of clot. Spongostan with its porous
structure shows high blood absorption with activation of
platelets and clotting system resulting in the formation of
fibrin clot and haemostasis. After soaking with blood Surgicel
becomes a gelatinous mass which facilitates clotting and
homeostasis [2,3]. The effect of TachoComb is quite differ-
ent. In contact with blood, thrombin and fibrinogen con-
tained in the superficial part of the material are released.
Fibrinogen in presence of thrombin produces a fibrin cloth,
which is protected by aprotynin [4].

The investigations carried out at the Experimental Sur-
gery and Biomaterial Research Department have been un-
dertaken to evaluate the influence of topical haemostats on
human plasma.

The aim of this study was to determine quantitatively the
changes of coagulation and fibrinolysis parameters in
plasma after the contact with topical haemostats.

Material and methods

Tested materials were the following: gelatine sponge -
Spongostan Special, woven cloth consisting of the oxidised
regenerated cellulose - Surgicel, both produced by Johnson
and Johnson Medical Poland and fibrin-glue-coated colla-
gen fleece TachoComb produced by Hafslund Nycomed
Ag, Austria.

The tests were conducted on human citrated plasma 0

Rh +, centrifuged in 15009 for 10 minutes. In sterile test

tube 1.4 cc of plasma was contacted with 0.0098 g of the

evaluated material and gently mixed. The contact time at

room temperature was 5, 15, 30 and 60 minutes. Coagula-

tion and fibrinolysis parameters were checked before and

after the contact with the tested materials.

Several parameters were determined:

- APTT with Silimat (bioMerieux),

- prothrombin time (PT) and INR with Isimat (bioMerieux),

- thrombin time (TT) with Hemolab Trombicalci (bioMerieux),

- recalcination time (CT) [5]

- fibrinogen concentration (Fb) with Hemolab Firinomat
(bioMerieux)

- coagulation inhibitors, screening test with correct plasma
[5.6],

- soluble complexes of fibrin monomers (SCFM),
paracoagulation Godal test [5],



i siateczke z widkniny kolagenowej pokrytej klejem fibryno-
wym TachoComb - firmy Hafslund Nycodem Ag Austria.
Doswiadczenie wykonano na osoczu cytrynianowym

otrzymanym z krwi ludzkiej grupy O Rh+ pobranej od daw-

cow w proporcji 1:10 (1cz.objetosci 0.11 mol/l cytrynianu

trisodowego i 9 cz.objetosci krwi) i wirowanej 1500g x 10

minut. Do jatowych probéwek plastykowych z korkiem za-

wierajgcych po 0.0098g ocenianego, materiatu odmierzo-

no po 1.4 cm spulowanego , doktadnie wymieszanego ubo-

goptytkowego osocza cytrynianowego. Proby delikatnie mie-

szano ruchem wahadfowym. Czas kontaktu materiatu z oso-

czem w temperaturze pokojowej wynosit 5, 15, 30, 60 mi-

nut. Osocze przed i po kontakcie z materiatami pobrano do

badania uktadu krzepnigcia i fibrynolizy.

Oznaczono nastgpujace parametry:

- czas kaolinowo-kefalinowy (APTT) zestawem Silimat fir-
my bioMerieux,

- czas protrombinowy (PT) i wspoétczynnik protrombinowy
(INR) zestawem Isimat firmy bioMerieux,

- czas trombinowy (TT) zestawem Hemolab Trombicalci fir-
my bioMerieux,

- czas rekalcynacji(CT) [5],

- stezenie fibrynogenu(Fb) zestawem Hemolab Fibrynomat
firmy bioMerieux,

- inhibitory krzepnigcia, proba skryningowa z dodaniem
osocza prawidtowego [5,6],

- obecno$¢ rozpuszczalnych komplekséw monomeréw fi-
bryny(SCFM),test parakoagulacji Godala [5],

- fibrynolize skrzepu frakcji euglobulin osocza (ELT)[6],

- obecnos¢ produktu degradaciji fibryny, Dimeru-D (DD) te-
stem lateksowym FDP-Slidex direct firmy bioMerieux.
Pomiary czasu krzepniecia wykonano na koagulometrze
Fibrintimer firmy Bering. Wyniki badan poddano analizie
statystycznej z uzyciem programu Statystica 5.0, przyjmu-

jac poziom istotnosci p < 0.05.

Wyniki badan

Srednie wartosci parametrow uktadu krzepniecia i fibrynoli-
zy osocza przed (grupa kontrolna) i po kontakcie z materia-
tem Spongostan, Surgicel oraz TachoComb podano
w TABELI 1.

Wartos¢ APTT, PT i INR oraz TT i CT otrzymana dla oso-
cza po 5,15,30 i 60 minutach kontaktu ze Spongostanem
nie réznita sig istotnie od $redniej tych parametréw w gru-
pie kontrolnej. Stezenia fibrynogenu w czasie obserwacji,
byto w zakresie wartosci porownywalnych z grupg kontrol-
na. Skrzep frakcji euglobulin miat posta¢ jednolitego, zelo-
wego skrzepu, dla ktérego wartos¢ ELT i WAF byta na po-
ziomie grupy kontrolnej. W procesie nieenzymatycznego
krzepniecia, ujemna préba Godala, stwierdzono zmetnie-
nie osocza poréwnywalne z grupg kontrolng. Ujemna pro-
ba aglutacyjna, okres$lona testem immunolateksowym,
wskazuje na obecno$¢ w osoczu Dimeru-D na poziomie
grupy kontrolnej.

Wartos¢ APTT, TT i CT dla osocza po 5,15,30 i 60 minu-
tach kontaktu z materiatem Surgicel byta znacznie wydtu-
zona, przekraczajaca dla kazdego parametru czas 200 s.
Otrzymano 5.5-6.5 krotne przedtuzenie APTT, 12.5-15.5
krotne przedtuzenie TT oraz 1.5-2.5 krotne przedtuzenie
CT w poréwnaniu do wartosci w grupie kontrolnej. Warto$é
APTT i TT skorygowanego osocza po 5,15,30 i 60 minu-
tach kontaktu z materiatem byta wydtuzona i istotnie rézna
w poréwnaniu do wartosci w grupie kontrolnej. Warto$é
PT(INR) po 5 minutach byta istotnie wydtuzona
w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Najwyzsze wartosci PT
(INR), istotnie ré6zne w stosunku do sredniej w grupie kon-
trolnej, stwierdzono po 30 i 60 minutach. Warto$¢ fibryno-
genu po 5 minutach byto poréwnywalne z wartoscig w gru-
pie kontrolnej. Istotne zmniejszenie Fb stwierdzono po 15,

- fibrinolysis of euglobulin clot (ELT) and firinolytic activity
indicator [6],

- fibrin degradation products , Dimer-D(DD) with the use of
latex FDP test - Slidex direct (bioMerieux)

Clotting time was measured with Fibrintimer coagulometer

(Bering). All data were analysed with Statystica 5.0 soft-

ware, atp <0,05.

Results

Mean values of plasma parameters before and after the
contact with Spongostan, Surgicel and TachoComb are pre-
sented in TABLE 1.

Values of APTT, PT, INR, TT and CT after 5, 15, 30 and
60 min contact of plasma with Spongostan didn't differ from
those of the control group. Fibrynogen concentration, nega-
tive Godal test, DD, ELT and WAF were similar to those of
the control group.

APTT, TT and CT after 5, 15, 30 and 60 minutes of con-
tact with Surgicel were significantly longer, each parameter
exceeding 200 s. APTT was 5.5 - 6.5 times longer, TT was
12.5 - 15.5 times longer and CT was 1.5 - 2.5 times longer
than the corresponding values of the control group. APTT
and TT of the correct plasma after 5, 15, 30 and 60 minutes
were longer and significantly different from the control group.
PT and INR after 5 minutes were also significantly different
from the control plasma. The value of PT (INR) after 30 and
60 minutes was the highest and significantly different from
the mean of the control group. Fibrinogen concentration after
5 minutes was comparable to the control group but after
15, 30 and 60 minutes it was significantly lower. Observa-
tion of the clot didn't show its lysis during 480 minutes. The
Godal test was negative and there was no agglutination
during the latex test.

APTT and PT (INR) after the contact of TachoComb with
plasma were comparable with the control group. TT after 5,
15, 30 and 60 minutes were significantly higher and CT sig-
nificantly lower than the control group. Fibrinogen concen-
tration after 30 minutes was similar to the control group but
after 60 minutes it was significantly lower. Observation of
ELT during 480 minutes revealed no lysis of the clot. The
Godal test was positive; there was agglutination of the
plasma after the contact with monoclonal antibodies.

Discussion

The experiments were conducted to evaluate quantita-
tive changes of parameters of clotting and fibrinolytic sys-
tems after the contact with absorbable haemostatic materi-
als. This estimation was made to determine and compare
the activation of plasma coagulation and fibrinolytic com-
ponents.

Activation of the intrinsic coagulation was estimated by
APTT and CT and of the extrinsic coagulation by PT. Con-

version of the fibrinogen to fibrin was tested by TT. Pres-

ence of the inhibitor in plasma was determined by the cor-
rection test and SCFM by Godal ethanol test. Activity of the
fibrinolytic system was tested by lysis of euglebulin clot.
Dimer-D was estimated by immunolatex test. The obtained
data allowed for evaluating the influence of the tested ma-
terials on coagulation and fibrinolysis.

Spongostan because of its porous structure has great
ability to absorb plasma (FIGS.1-3). Temporary contact of
Spongostan with plasma doesn't change its pH and has no
influence on parameters of coagulation and fibrinolysis.
Gelatine sponge in direct contact with the low-platelet
plasma doesn't activate proteins of clotting and fibrinolysis
systems.
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Material e Préba Godala  Test Iateksowy |
Material Godal’s test

Latex test

16,13 ujemna ujemny
+0,46 EEO0 negative negative
16,22 4 ujemna ujemny
Spongostan +0,17 negative negative
16,26 7 ujemna ujemny
n=6 £ 0,10 negative negative
15,85 , ujemna ujemny
+0,21 negative negative

16,06 5 ujemna ujemny
+ 0,28 negative negative

16,25 16,33 . ujemna ujemny
+0,27 +0,31 negative negative
22,70%%4 ujemna ujemny
Surgicel >200 + 0,47 negative negative
25,93%¢4 ujemna ujemny
n=6 >200 41,01 negative negative
27 27%%Y ujemna ujemny
>200 +0,88 >200 negative negative
28,50**4 ujemna ujemny
>200 +0,69 >200 negative negative

16,06 107,28 5 ujemna ujemny
+ 0,31 +8,59 negative negative
TachoComb 18,95%*4 97,0% dodatnia dodatni
+0,85 +1,46 positive positive
n=6 19,56%*4 92,62* s i dodatnia dodatni
+ 0,50 +4.39 positive positive

19.98% %% 86,82**4 dodatnia dodatni
+0,56 0.0 positive positive

20,25%%4 85,384 dodatnia dodatni

+ 0,68 +3,69 positive positive

TABELA 1. Wartosci parametréw uktadu krzepniecia i fibrynolizy osocza kontrolnego (czas 0) i pb kontakcie z
materiatami hemostatycznymi.
*p <0,05 ** p<0,01, *** p < 0,001 - réznice statystycznie istotne w poréwnaniu do grupy kontroinej.

TABLE 1. Values of coagulation and fibrynolysis parameters for the plasma control group (time 0) and for the
group after contact with hemostatic materials.
*p<0,05 * p<0,01, *** p<0,001 — differences of statistic importance in relation to the control group.

RYS. 2. Spongostan - po
umieszczeniu w 0soczu.

RYS. 1. Spongostan.

RYS. 3. Spongostan - po 5 min.
FIG. 1. Spongostan. FIG. 3. Spongostan - after 5 min.
FIG. 2. Spongostan after

contact with plasma.

t

30 jak i 60 minutach. Obserwacje czasu lizy skrzepu wyko- Surgicel is made of the oxidised cellulose. After a short con-
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nane do 480 minut wykazaty, ze nie ulega on w tym czasie
uptynnieniu. Brak aglutynacji osocza stwierdzono w probie
lateksowej oraz brak zelowania w probie Godala.

Warto$s¢ APTT i PT(INR) dla osocza po kontakcie
z materiatem TachoComb we wszystkich czasach obser-
wacji nie réznita sie istotnie od $redniej w grupie kontrolnej.

tact with plasma it degrades. During first 3 minutes it gradu-
ally changes to colloid at the surface of the plasma. During
the enzymatic decomposition besides the colloidal form -
zol - which transforms into gel, observed are single fibres of
cellulose. This means that not all of the substance after the
contact with plasma undergoes changes.



Wartos¢ TT po 5 jak i 15, 30 oraz 60 minutach byta istotnie
wydtuzona w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Istotne skro-
cenie CT wystgpito we wszystkich czasach obserwacji.
Warto$¢ fibrynogenu do 30 minut obserwacji byto na pozio-
mie wartosci w grupie kontrolnej. Po 60 minutach zaobser-
wowano zmniejszenie stezenia Fb, istotne w odniesieniu
do grupy kontrolnej. Obserwacje ELT wykonane do 480
minut wykazaty, ze skrzep euglobulin nie ulega lizie. W pro-
cesie nieenzymatycznego krzepniecia stwierdzono zelowo-
wanie osocza, préba Godala dodatnia. Zaobserwowana
aglutynacje osocza w poréwnaniu do osocza kontrolnego,
pod wptywem monoklonarnych przeciwciat.

Omowienie

Wykonane badania miaty na celu przesledzenie ilosciowych
zmian parametréw uktadu krzepniecia i fibrynolizy osocza
po kontakcie z materiatami hemostatycznymi. Ocena tych
zmian postuzyta do okreslenia i poréwnania stopnia akty-
wacji uktadu krzepnigcia i fibrynolizy przez badane mate-
riaty. Aktywacje uktadu krzepniecia w uktadzie wewnatrz-
pochodnym oceniono testem APTT i CT a w ukfadzie ze-
wnatrzpochodnym oceniono testem PT. Konwersje fibry-
nogenu w fibryne okreslono testem TT. Obecnos¢ w oso-
czu inhibitora oceniono testem korekcyjnym, a wystepowa-
nie rozpuszczalnych komplekséw SCFM oceniono testem
parakoagulacyjnym (préba etanolowa Godala).Ocene ak-
tywnosci uktadu fibrynolitycznego wykonano poprzez ba-
danie samoistnej lizy skrzepu frakcji euglobulin. Oznaczo-
no réwniez Dimer-D testem immunolateksowym. Uzyska-
ne wyniki pozwolity oceni¢ wptyw materiatébw hemostatycz-
nych na uktad krzepniecia i fibrynolize.

Materiat Spongostan z powodu swojej porowatej porowatej
struktury posiada duzg zdolno$¢ wchtaniania oso-
cza(RYS.1,2,3).Czasowy kontakt Spongostanu z osoczem
nie zmienia jego wartosci pH oraz nie wptywa na oznaczo-
ne parametry uktadu krzepnigcia i fibrynolizy. Wartosci po-
miarowe czaséw krzepnigcia osocza (APTT,PT,TT) po
kontakcie ze Spongostanem sg poréwnywalne z wartoscia-
mi czasow osocza kontrolnego. Swiadczy to o nieupos$le-
dzonym procesie krzepniecia w uktadzie wewnatrz- i ze-
wnatrzpochodnym.

Surgicel jest preparatem wystepujacym w postaci jatowych
ptatow tkaniny. Jako materiat jest kopolimerem glukozy
otrzymanym przez utlenianie glukozy. Po umieszczeniu
w osoczu szybko go chtonie i ulega degradacji. Stopniowo
przeksztatca sie z postaci statej w postac koloidowg, umiej-
scawiajgc sie przy powierzchni osocza. Proces trwa do 3
minut. Przemiany te sa wynikiem obecnosci w osoczu en-
zymow, ktére powodujg rozpad i enzymatyczng depolime-
ryzacje materiatu. W czasie enzymatycznej modyfikacji
materiatu w osoczu, oprécz jego koloidowej postaci - zolu,
ktéra przechodzi po zastygnieciu w postac¢ sztywng - zel,
stwierdzono pojedyncze widkna celulozy. Swiadczy to o tym,
Ze nie cata ilo$¢ materiatu weszta w reakcje z osoczem dajac
nowg postac (RYS. 4,5,6,7,8). Obecno$¢ materiatu w oso-
czu i jego rozpad , przyczynit sie do zmniejszenia warto$ci
pH osocza z 7,4-7,8 do pH 6,0-6,5. Zmniejszenie wartosci
pH byto prawdopodobnie jednym z czynnikow przyspiesza-
jacych proces zelowania materiatu.Oceniajac uktad krzep-
nigcia osocza ubogoptytkowego po czasowym jego kon-
takcie materiatem Surgicel, stwierdzono wyrazne wydtuze-
nie APTT, TT jak réwniez PT.

Obserwowano zmniejszenie stezenia fibrynogenu. Utwo-
rzony skrzep euglobulin osocza nie ulegt lizie w przewidzia-
nym czasie badania. W osoczu nie stwierdzono zwigkszo-
nej ilodci rozpuszczalnych komplekséw monomeréw fibry-
ny (test Godala, ujemny )oraz produktu degradaciji fibryny,
Dimeru-D ( ujemny test lateksowy). Zaobserwowane wy-
dtuzenie czaséw moze sugerowac o tym, ze w wyniku kon-
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The presence of Surgicel in plasma and its decomposition
decrease the pH value from 7.4 - 7.8 to 6.0 - 6.5 which is
probably the reason for the accelerated transformation of
zolto gel (FIGS. 4 - 8). The observed change of the coagu-
lation parameters may suggest that the contact of Surgicel

RYS. 4. Surgicel.

FIG. 4. Surgicel.

RYS. 5. Surgicel -
po umieszczeniu w
osoczu.

FIG. 5. Surgicel -
after contact with
plasma .

RYS. 6. Surgicel -
znaczna degradacja |
i sedymentacja po

1 min.

FIG. 6. Surgicel -
degradation and
sedimentation after
1 min.

with plasma brings about quantitative deficit of clotting com-
ponents caused by hindered transformation of their inac-
tive form to the active form or by the presence of inhibitors.
After the correction test it can be stated that the observed
effects are connected with the presence of an inhibitor in
the plasma [5,7,8,9]. Activity of the plasma coagulation com-
ponents is related to the pH value. The low pH value could
cause deactivation of proteins and decrease their biologi-
cal activity [10].

The clot of euglobulin was different from that of the control
plasma. It contained packed mass inside. The clot was not
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taktu materiatu z osoczem nastapit ilosciowy niedobér czyn-
nikow krzepniecia, jak rowniez o tym, ze aktywacja nieczyn-
nego czynnika do formy czynnej zostata zahamowana lub,
gdy na aktywny czynnik zadziatat inhibitor. W celu wyja-
$nienia przyczyny wydtuzenia czaséw: APTT, TT, CT wy-
konano test korekcyjny, polegajacy na oznaczeniu APTT i
TT w mieszaninie osocza 1:1 badanego i prawidtowego. W
przypadku, gdyby w mieszaninie osocza nastapita normali-
zacja czasu krzepniecia do wartosci obserwowanej w kon-

fibrinolysed after 150 - 360 minutes [6]. This is connected
with reactions taking place during the precipitation of eu-
globulin from plasma. Under the influence of Ca?* ions the
clot centre was formed by cellulose fibres that remain in
plasma after the degradation of Surgicel. These fibres prob-
ably deactivate plasmin and stop fibrinolysis. TachoComb
is a sterile collagen fleece covered with a fibrin glue with
some components accelerating coagulation of blood. In
contact with blood TachoComb changed its form.

trolnym osoczu, mozna wtedy stwierdzi¢, ze przedtuzenie
czasu jest wywotane niedoborem czynnikow krzepniecia.
Otrzymany w osoczu skorygowanym wydtuzony APTT
$wiadczy o obecnosci w badanym osoczu inhibitora krzep-
niecia [5,7,8,9].

Na aktywno$¢ biatek uktadu krzepniecia oprécz sktadu
materiatu réwniez miata wptyw zmniejszona wartosé¢ pH
osocza . Zmniejszenie wartosci pH osocza mogto przyczy-
ni¢ sie do inaktywacji biatek, obnizenie ich wtasnosci biolo-
gicznych. Stwierdzone zmniejszenie stezenia fibrynogenu
nie ma znaczenia diagnostycznego, poniewaz miesci siew
zakresie wartosci prawidtowych dla osocza kontrolnego
wynoszacych od 2-5 g/l [10].

Zelowy skrzep euglobulin réznit sig¢ od skrzepu uzyskane-
go z osocza kontrolnego. W centralnej jego czesci widocz-
na byta zbita masa. Skrzep ten nie ulegt fibrynolizie w za-
kresie wartosci od 150 minut do 360 minut ,wartosci obje-
tych norma [6]. Zwigzane jest to z reakcjami zachodzacymi
podczas procesu wytracania frakcji euglobulin z osocza.
Pod wptywem jondw Ca centrum skrzepu zostato utworzo-
ne z wykrzepionych wiékien celulozy, ktére pozostaty w
osoczu po degradacji i przeksztatceniu materiatu. Widkna
te najprawdopodobniej inaktywujg plazmine, enzym fibry-
nolizy obecng w osadzie euglobulin, nie doprowadzajgc do
jego fibrynolizy. ‘ RYS. 8. Surgicel -
TachoComb jest preparatem hemostatycznym wystepuja- postac zelowa po
cym w postaci jatowej siateczki sktadajacej z wtdkniny ko- 5 min.

lagenowej pokrytej klejem fibrynowym ze sktadnikami przy-
Spieszajacymi koagulacje. W czasie kontaktu materiatu
TachoComb z osoczem, obserwowano zmiane jego posta-
ci. Warstwa kolagenowa peczniata, a z warstwy kleju fibry-
nowego W wyniku rozpuszczenia i reakcji enzymatycznej
zostat utworzony zelowy skrzep. Proces trwat do 5 minut
(RYS.9,10,11).

RYS. 7. Surgicel -
widoczna postaé
koloidowa przy po-
wierzchni osocza
po 5 min.

FIG. 7. Surgicel -
colloidal form vi-
sible on the border
of the plasma
surface after 5 min.

FIG. 8. Surgicel -
gel form after 5 min.
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RYS.11. TachoComb -

'RYS. 9. TachoComb. RYS. 10. TachoComb —

- : S ~ PO umieszczeniu w usuniety z osocza razem
LLJ FIG. 9. TachoComb. osoczu. ze skrzepem fibryno-
ZI % ) wym.

FIG. 11. TachoComb -
removed from the
plasma with the fibrinous
clot after 5 min.

FIG. 10. TachoComb -
after contact with
plasma.
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Oceniajac uktad krzepniecia, stwierdzono prawidtowy APTT
i PT, swiadczy to o nie zmienionej aktywnos$ci sktadnikow
osocza w zewnatrz- i wewnatrzpochodnym uktadzie krzep-
nigcia. Zmiany w warto$ciach czasu wapniowego- skréco-
ny CT nie majg znaczenia diagnostycznego i moga suge-
rowac o nieznacznej aktywacji sktadnikéw w uktadzie ze-
wnatrzpochodnym, bez ich zuzycia. Dodatni test Godala,
Swiadczy o zwiekszonej iloSci w osoczu rozpuszczalnych
komplekséw monomeréw fibryny (SCFM). Wykazany do-
datni test lateksowy wskazuje na obecnos¢ w osoczu pro-
duktu degradacji fibryny stabilizowanej, Dimeru-D w steze-
niu przekraczajgcym prog czutosci proby(500 ug/ml)
[11].Zmniejszenie stezenia fibrynogenu w osoczu przy dtuz-
szym kontakcie z opatrunkiem moze by¢ wynikiem dziata-
nia na niego trombiny pochodzacej z materiatu jak réwniez
tworzeniem komplekséw z monomerami fibryny. Zmniejsze-
nie stezenia nie ma znaczenia diagnostycznego, poniewaz
miesci sie w zakresie wartosci objetych norma [10]. Zaob-
serwowane wydtuzenie TT przy prawidlowym stezeniu fi-
brynogenu, moze by¢ zwigzane z unieczynnieniem trombi-
ny przez obecne w osoczu kompleksy rozpuszczalne mo-
nomerow fibryny gtéwnie FDP. Produkty rozpadu fibryno-
genu - FDP powstaty pod wptywem dziatania enzymu pla-
zminy na fibrynogen, ale nie osoczowy, lecz pochodzacy z
warstwy kleju fibrynowego materiatu [11].

W czasie kontaktu z osoczem delikatna struktura, a szcze-
golnie warstwa kleju fibrynowego ulegata naruszeniu, de-
gradacji i sedymentacji do ptynu. W ten sposdb fibrynogen
z materiatu stat sie produktem dla enzymu fibrynolizy, pla-
zminy.

Wytracony zelowy skrzep frakcji euglobulin osocza réznit
sig od skrzepu powstatego z osocza kontrolnego. W cen-
tralnej czesci skrzepu byta zbita masa. Skrzep ten nie ule-
gat uptynnieniu. W czasie procesu wytrgcania skrzepu frakcji
euglobulin, monomery fibryny obecne w osoczu z udziatem
jondéw Ca*'i czynnika XIII, tworzg skrzep fibrynowy, stano-
wigc jego centrum. Stabilizowana fibryna zostata otoczona
warstwa euglobulinowa, w ktérej stwierdzono pierzastg po-
stac spolimeryzowane;j fibryny tworzaca jakby rusztowanie,
ktore prawdopodobnie zabezpiecza przed uptynnieniem
catego skrzepu. W warstwie euglobulinowej oprécz osoczo-
wych sktadnikéw w tym i plazminy przypuszczalnie wyste-
puje aprotynina, pochodzaca ze sktadu materiatu.
Aprotynina opoznia dezintegracje przez plazmine skrzepu
euglobulin, oraz utworzonego skrzepu fibrynowego przy
powierzchni materiatu.

Reasumujgc, mozna stwierdzic, ze materiat Spongostan nie
wptywa na iloSciowe zmiany parametréw uktadu krzepnie-
cia i fibrynolizy. Zmiana stanu skupienia materiatu Surgicel
wptywa na ukfad krzepnigcia osocza. Proces jest ztozony.
Uzyskane wyniki pozwalajg na stwierdzenie, Zze w osoczu
w wyniku kontaktu z materiatem Surgicel, dochodzi do za-
trzymania procesu krzepnigcia. Zwigzane to jest przypusz-
czalnie z procesem zahamowania aktywacji czynnikéw
krzepniecia lub dziataniem na aktywny czynnik inhibitora.
Takie mechanizmy sg uruchamiane przez heparyne i tak
moze dziata¢ materiat Surgicel w kont akcie z osoczem. W
czasie kontaktu osocza z materiatem TachoComb, warstwa
kolagenowa materiatu pgczniata a w warstwie kleju fibryno-
wego, w wyniku dziatania na nig enzymow proteolitycznych
osocza, nastgpit rozpad peptydow fibrynowych a pod wpty-
wem trombiny przeksztatcenie fibrynogenu w monomery fi-
bryny. Monomery fibryny w obecnosci sktadnikow przyspie-
szajgcych krzepniecie utworzyly pod warstwa kolagenowg
skrzep fibrynowy. Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze skrzep
powstat ze sktadnikow materiatu. Stwierdzony w osoczu
zwigkszony poziom rozpuszczalnych komplekséw mono-
merow fibryny swiadczy o tym, ze w wyniku dziatania trom-
biny na fibrynogen w materiale nie cata ilo$¢ monomerow
fibryny spolimeryzowata w skrzep, cze$¢ z nich weszia

The layer of collagen swelled and that of fibrin glue dis-
solved and produced a fibrin clot. The overall process took
5 minutes (Figs. 9-11).

The correct APTT and PT indicate normal activity of the
intrinsic and extrinsic clotting system. Changes of CT have
no diagnostic importance and may suggest slight activation
of the extrinsic coagulation system without consumption of
plasma components. Positive Godal test shows an in-
creased amount of SCFM. Positive latex test proves that
the concentration of Dimer-D, the degradation product of
stabilised FDP is higher than 500 ug/mi [11].

Decreased level of fibrinogen in plasma after a longer
contact with TachoComb may result from the activity of
thrombin from the dressing and from the formation of com-
plexes with fibrin monomers. The observed lowering of fi-
brinogen concentration is not significant because it falls in
the acceptable normal range [10]. Elongation of TT with
normal fibrinogen concentration may be connected with
deactivation of thrombin by complexes of fibrin monomers
dissolved in plasma, mainly FDP. FDP are produced in a
reaction between plasmin and fibrinogen - not coming from
plasma but from the layer of fibrin glue of TachoComb [11].
In contact with plasma the delicate structure of Tachocomb
and especially its fibrin glue layer, changes, dissolves and
comes to plasma. In this way fibrinogen from haemostat
becomes a product for the fibrinolytic enzyme - plasmin.

The clot of euglobulins differs from that of the control
plasma. It contained condensed mass in its central part and
was not soluble. During the process of clotting, fibrin

monomers from plasma together with Ca?* ions and factor

Xlll formed fibrin clot. Stabilised fibrin was covered with a
layer of euglobulin in which there was a feather-like form of
polymerised fibrin constituting sort of scaffolding that prob-
ably prevented complete dissolution of the clot. In the layer
of euglobulin, beside plasma components, there was prob-
ably aprotynin from the material. Aprotynin delayed disinte-
gration of the euglobulin clot and the fibrin clot at the sur-
face of TachoComb.

To resume data from the in vitro tests it can be stated
that Spongostan in contact with low-platelet plasma does
not influence the parameters of coagulation and fibrinoly-
sis. When Surgicel is in contact with plasma the clotting
components of plasma are not consumed but the clotting
process is stopped, probably due to hindered activation of
plasma components or inhibitor effect on active compo-
nents. Similar mechanisms are activated by heparin.
TachoComb in contact with plasma produces fibrin clot that
comes from the layer of fibrin glue. Plasma components do
not take part in this process. Activation of clotting is stronger
than fibrinolysis because of aprotynin that deactivates plas-
min - the fibrinolytic enzyme.

Conclusions

1. Spongostan in contact with the low-platelet plasma
does not change the activity of proteins of clotting and fibri-
nolysis.

2. Surgicel in contact with the low-platelet plasma un-
dergoes immediate changes and deactivates plasma com-
ponents that affect the parameters of coagulation and hae-
mostasis. It acts as a clotting inhibitor.

3. TachoComb in contact with the low-platelet plasma
produces a clot on its surface without the participation of
plasma components. The clot is stabilised by aprotynin that
inhibits plasmin.
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w sktad komplekséw w osoczu. Procesowi tworzenia sie
skrzepu fibrynowego, czyli aktywacji krzepnigcia, przeciw-
dziata proces uptynniania skrzepu, czyli aktywacja fibryno-
lizy. Aktywacja uktadu krzepniecia jest silniejsza w wyniku
obecnosci aprotyniny, inaktywatora plazminy, ktéra zwiek-
sza stabilnos¢ fibrynolizy.

Whnioski

1. Spongostan w kontakcie z osoczem ubogoptytkowym nie
wplywa na zmiang aktywnos$ci biatek uktadu krzepniecia i
uktadu fibrynolitycznego.

2. Surgicel w kontakcie z osoczem ubogoptytkowym ulega
natychmiastowej degradaciji i inaktywuje sktadniki osocza,
co wywotuje iloSciowe zmiany parametréw uktadu krzep-
niecia i fibrynolizy. Dziatajac jako inhibitor wykazuje w ten
sposob wiasciwosci antykoagulacyjne.

3. TachoComb w kontakcie z osoczem ubogoptytkowym
tworzy przy swojej powierzchni skrzep, bez udziatu oso-
czowych skfadnikéw. Sktad materiatu spowodowat zwiek-
szenie poziomu komplekséw SCFM i Dimeru-D, a obec-
nos¢ aprotyniny przeciwdziata szybkiemu uptynnianiu skrze-
pu.

Pismiennictwo References
[1] Staniszewska-Kus J., Rutowski R., Kratochwil J., Paluch
D., Szymonowicz M. Solski L. Zywicka B.Badania poréw-
nawcze materiatow do srédoperacyjnej hemostazy, Inzynie-
ria Biomateriatow 1, 3, (1998),17-20.

[2] Wagner W.R. i wsp.: Comparative in vitro analysis hemo-
static agents, J.Surg.Res.66(1996) 100-108.

[3] Coln D., Horton J., Ogieden M.E. and Buja L.M. Evalu-
ation of hemostatic agents in experimental splenic lacera-
tions. Am. J.Surg. 145, (1983), 256-261.

[4] Agus G. B., Bono. A. V.,Olivero S., Peilowich A. Et. Al.:
Hemostatic efficacy and safety of Tachocomb in surgery.
Ready to use and rapid hemostatic agent.Int. Surg. 81, 3,
(1996), 316-319.

[5] Bomski H.: Podstawowe laboratoryjne badania hemato-
logiczne. WL PZWL Warszawa 15-16, (1995), 226-309.

-[6] Pawelski S.: Diagnostyka laboratoryjna w hematolo-
gii.PZWL Warszawa 1990, 193-258.

[7] Rodak B. Diagnostik Hematology. Chapman and Hall,
Philadelpia 1995.

[8] Kasper C.K., Ewing N. P.: Acquired inhibitors of plasma
coagulation factors. J. Med. Tech. 3, (1986), 431-436.

[9] Casu B.: Strukture and biological activity of heparin,
Adv.Carb.Chem. Biochem.43, (1985), 51-134.

[10] Sawicka B.: Fibrynogen- warto$¢ diagnostyczna wyni-
kéw oznaczen,Diagn.Lab., 34, 4, (1998), 587-595 .

[11] Jastrzebska M.: Znaczenie D-Dmeréw w diagnostyce
zaburzen hemostazy.BioMerieux, sp.z.0.0.1998, 3-18.

BADANIA BIOLOGICZNE
WLOKIEN
Z DIBUTYRYLOCHITYNY

DaNuTA PALucH* , Lipia SzosLanp**, Jerzy Koropzies*,
JOLANTA StaNISzZEWSKA-KU$*,
Maria Szymonowicz*, LEszek SoLski*, Bocustawa Zywicka*

*ZAkAD CHIRURGI EKSPERYMENTALNEJ | BADANIA BIOMATERIA-
tOow KATEDRY CHIRURGI URAZOWES | CHIRURGI REKI AKADEMII
Mebpycznes we WRoCtAWIU

**KATEDRA CHEMII Fizycznes PoLIMEROW

PoLiTECHNIKI £ODZKIES W t.oDZI

Streszczenie

Opracowana w Katedrze Chemii Fizycznej Polime-
row metoda otrzymywania dibutyrylochityny przy uzy-
ciu kwasu nadchlorowego jako katalizatora reakcji
estryfikacji chityny posiada szereg zalet: jest prosta,
szybka i daje powtarzalne wyniki. Metoda ta powodu-
Jje znaczng degradacje chityny, jednak nadal mozna
otrzymac produkty reakcji o dostatecznie wysokiej
masie czgsteczkowej o wtasnosciach bfono- i witok-
notwérczych. Szereg doskonatych wtasnosci dibuty-
rylochityny, takich jak dobra rozpuszczalno$é¢ w po-
pularnych rozpuszczalnikach organicznych, bioaktyw-
nosc, odporno$¢ na gamma radiacje, zdolno$¢ two-
rzenia bfon, mikrosfer i widkien czynig z niej polimer
o duzych mozliwosciach w ewentualnym stosowaniu
do celoéw biomedycznych.
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Abstract

The procedure of preparation of dibutyrylchitin
using perchloric acid as a cheap and easily available
catalyst of chitin esterification, evaluated at the Divi-
sion of Physical Chemistry of Polymers, has a number
of advantages: it is simple, quick and reproducible.
This method promotes significant degradation of chitin.
However, it is possible to synthesise a polymer with a
molecular mass high enough to from strong films, fi-
bres or microspheres. Butyrylation of chitin gives a
high yield of easily soluble products with a degree of
substitution ca 2. Excellent properties of dibutyrylchitin
such as easy solubility in common organic solvents,
bioactivity, resistance to gamma irradiation, ability to
form films, fibres and microspheres enable its wide
application in medicine. The main target of our inves-
tigation was to evaluate the biocompatibility of




Celem pracy byfa ocena biozgodnosci widkien z
dibutyrylochityny.Badania obejmowaty:

1. Badania biologiczne wyciggéw wodnych:

- Badania dziatania cytotoksycznego;

- Badania dziatania hemolitycznego;

- Badanie $rédskérnego dziatania draznigcego.

2. Badania implantacyjne:

- Badania odczynu tkanek po implantacji do jamy
otrzewnowej myszy;

- Ocene zmian w poziomie cytokin IL 17iIL 6

wplynie z jamy otrzewnowej  myszy po
implantacji.

Na podstawie przeprowadzonych badar stwierdzo-
no, ze wiokna z dibutyrylochityny nie wykazujg dzia-
fania toksycznego, nie wywotujg zmian ogolnoustro-
Jowych oraz nie wywoltujq istotnego wzrostu poziomu
cytokin IL-1 £i  IL-6 po implantacji wiékien z DBCH
na okres 7, 14, 21, 28 i 60 dni. Implantowane do
Jjamy otrzewnowej, wywolujg dosc nasilony odczyn
zapalny.

Stowa kluczowe: dibutyrylochityna, badania bio-
logiczne in vitro, badania implantacyjne, interleukina

14i 6.

Chityna szeroko rozpowszechniony w przyrodzie poli-
sacharyd, jest praktycznie nierozpuszczalna w rozpuszczal-
nikach organicznych, w zwigzku z czym jej praktyczne za-
stosowanie jest bardzo utrudnione. W badaniach bioaktyw-
nosci chityny stwierdzono, ze miedzy innymi przyspiesza
ona gojenie ran nie wywotujac zadnych reakcji ubocznych
w organizmie ludzkim . Chityna bytaby idealnym materia-
tem opatrunkowym, gdyby istniat dogodny rozpuszczalnik
umozliwiajacy jej przetworstwo. Opracowana w Katedrze
Chemii Fizycznej Polimeréw metoda otrzymywania dibuty-
rylochityny posrednio rozwigzuje ten problem. Do syntezy
dibutyrylochityny zastosowano chityne krylowa produkgji In-
stytutu Morskiego i Rybackiego w Gdyni. Produkt wyjscio-
wy byt dodatkowo oczyszczony z pozostatosci weglanu wap-
nia poprzez 2-godzinng obrébke w 2 N wodnym roztworze
HCI w temperaturze pokojowej. Odtaczong chityne myto
woda, zobojetniano roztworem wodorotlenku amonu, myto
wodg i acetonem, odsgczano i suszono. Do butyrylizacji
uzyto chityne o stopniu acetylacji 0,983 lepkosci istotnej
(0znaczonej w roztworze N-metylopirolidonu + 5% LiCl) 18,0
dL/g). Jako medium estryfikacji chityny zastosowano mie-
szaning bezwodnika mastowego i 72% kwasu nadchloro-
wego. Reakcjg prowadzono w warunkach heterogenicznych
[1-4]. Otrzymano oczyszczong DBCH w ilosci 92% produk-
tu estryfikacji chityny.

Analiza elementarna otrzymanego produktu estryfikacji,
wykazata, ze zawiera on:

C-55,75%, H-7,50% i N - 4,10%. Teoretyczna zawar-
tos¢ tych pierwiastkow w molu podstawowym DBCH wyno-
si: C - 55,98%, H - 7,29% i N - 4,08%. Otrzymane wyniki
Swiadczg o tym, ze stopien butyrylizacji badanego polime-
ru wynosi 2. Budowe chemiczng DBCH potwierdzono réw-
niez analizg widm chityny i DBCH otrzymanych metodg
spektrofotometrii w podczerwieni (RYS.1). Widma IR reje-
strowano na spektrofotometrze Perkin-Elmer 2000 FT-IR
[2].

Szereg doskonatych wtasnosci dibutyrylochityny, takich
jak dobra rozpuszczalno$¢ w popularnych rozpuszczalni-
kach organicznych, bioaktywno$¢, odpornosé na gamma
radiacje, zdoIno$¢ tworzenia bton, mikrosfer i widkien czy-
nig z niej polimer o duzych mozliwosciach ewentualnego
zastosowania do celéw biomedycznych.

Widkna z DBCH uformowano metodg mokrego przedze-
nia z 16,3% roztworu polimeru w DMF na zwyklym zesta-
wie laboratoryjnym, stosowanym do przedzenia widkien
wiskozowych. Otrzymane wiokno charakteryzowato sie

dibutyrylchitin fibres.

Our investigation included:

1. Biological properties of aqueous extracts:

- cytotoxicological effect;

- haemolytic effect;

- intracutaneous reactivity test.

2. Evaluation after implantation:

* evaluation of tissue reaction affer mouse intraperi-
toneal implantation;

- assessment of the changes in the level of cytokines
IL 14 and IL 6 in the intraperitoneal liquids of mice
after implantation.

In the conclusion we can say that the dibutyrylchitin
fibres do not have any toxicological properties, they
give neither local nor all body reactions. They do not
cause significant increase in the level of interleukins
IL-14 or IL-6. After implantation into mouse perito-
neal cavity the fibres caused fairly intense inflamma-
tion.

Key words: dibutyryichityn, biological investigation
in vitro, evaluation after implantation, interleukin 14
and 6.

Chitin, a widespread natural polysaccharide, is practi-
cally insoluble in organic solvents, so that industrial appli-
cations are very troublesome. During the evaluation of the
chitin bioactivity it was found that it activated the process of
wound healing without any side reactions in the human body.
This natural polymer would be used as an ideal material
promoting wound healing if simple methods of preparation
of dressing materials from practically insoluble chitin were
known. To some extent this problem was solved by a new
procedure elaborated at the Department of Physical Chem-
istry of Polymers at Lodz Technical University. For the prepa-
ration of dibutyrylchitin, krill chitin - the product of The Sea
Fisheries Institute in Gdynia - was used. The initial product
was additionally purified by extraction of residual calcium
carbonate by treatment of chitin powder with 2N HCl over a
period of 2 h at room temperature. The chitin was next
washed with water, neutralised with ammonia solution,
washed again with water, acetone and dried.. Butyric anhy-
dride was used for esterification of chitin and 72 % perchloric
acid was used as a catalyst of reaction conducted in het-
erogeneous conditions [1-4].

The yield of DBCH dried in a hot-air stream was 92 %.
Elemental analysis of the obtained chitin ester gave
C -55.75%, H - 7.50% and N - 4.10%; theoretical values
calculated for dibutyrylchitin are: C -55.98%, H - 7.29% and
N - 4.08%. The obtained results suggested that the degree
of chitin butyrylation was equal to 2. Chemical structure of
DBCH was confirmed by infra-red (IR) spectroscopic inves-
tigations (FIG.1). IR spectra of DBCH and chitin were re-
corded from film samples using a Perkin-Elmer 2000 FT-IR
[2].

Excellent properties of dibutyrylchitin such as easy solu-
bility in common organic solvents, bioactivity, resistance to
gamma irradiation, ability to form films, fibres and
microspheres enable its wide application in medicine.

DBCH fibres were prepared using 16.3% solution of poly-
mer in DMF in a laboratory set-up. The obtained fibres had
titre value of 1.86 dtex, tenacity of 14.8 cN/tex (in dry state)
and elongation of 7.4% (in dry state) [3].
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masa liniowg 1,86 dtex, wytrzymatoscig wtasciwg w stanie
suchym 14,8 cN/tex i wydtuzeniem 7,4% [3].
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Metody badan

Badania wyciagéw wodnych

Wyciagi wodne z badanych wiokien przygotowano w
oparciu o ogéine wymagania z zachowaniem w proporcji 6
g wiokien na 100 ml wody badane widkna. podwdjnie de-
stylowanej. Préby inkubowano w temp. 343 K przez 24 h.
Do badan biologicznych wyciggi wodne doprowadzano do
izotoniczno$ci statym chlorkiem sodu. Jako roztwér kontro-
Iny zastosowano wode podwdjnie destylowang inkubowa-
ng w tych samych warunkach co badane préby [5-7].

Pomiary laboratoryjne wyciagow wodnych

Oznaczanie pH

Pomiar pH przeprowadzono w temperaturze 293 K z
zastosowaniem mikroprocesorowego miernika pH/ mVv°C
z automatyczng kompensacjg temperatury typ P-731 pro-
dukgji polskiej, stosujac typowa elektrode kombinowana typ
SAqP-301 W, krajowej produkgii [8].

Oznaczenie przewodnosci elektrycznej wiasciwej

Oznaczenie przewodnosci elektrycznej wiasciwej wy-
konano przy uzyciu konduktometru typ N-572 produkcji
polskiej z elektroda typu PS-2Z. Przewodnos¢ elektryczng
wiasciwg wyciggdw wodnych (xS/cm) mierzono w tempe-
raturze 293 K [9].

Oznaczenie suchej pozostatosci

50 ml z kazdego wyciagu zlewano do tygla kwarcowego
wysuszonego do statej masy i odparowano na tazni wod-
nej. Tygiel wraz z otrzymanym osadem suszono w tempe-
raturze 378 K do chwili, gdy réznica przy kolejnym wazeniu
nie przekraczata 0,2 mg. Suchg pozostato$¢ po odparowa-
niu obliczono jako réznice miedzy probg badang ,a kontro-
Ing (wynik przeliczono na 100 cm? wyciggu) [10].

1. Widma IR blonek chityny (1) i DBCH (2).

1. IR spgmiof chitin (1} and DBCH (2) films.

Methods

Aqueous extracts investigation

The aqueous extracts from the tested fibres were pre-
pared in accordance with a general procedure, the propor-
tions being 6 g of fibres per 100 mi of bidistilled water. The
samples were incubated at the temperature of 343 K for
24 h. For biological tests the aqueous extracts were made
isotonic by an addition of solid NaCl. The bidistilled water
incubated under the same conditions was used as a control
sample [5-7].

Laboratory measurements of aqueous extracts.

Assessment of pH

Measurements of pH were made at the temperature of
293 K with the use of microprocessor pH/mV°C-meter with
an automatic temperature compensation, model P-731,
made in Poland. Standard combined electrode, model
SAqgP-301, of Polish make was used [8].

Electrical conductivity

The measurements of electrical conductivity were car-
ried out with a conductometer, model N-572, Polish make,
with an electrode model PS-2Z. The electrical conductivity
of aqueous extracts (£S/cm) was measured at the tempera-
ture of 293K [9].

Dry residue.

A 50ml sample of each aqueous extract was put into a
quartz crucible dried to constant weight and was evapo-
rated in a water bath. The crucible containing the residue
was dried at the temperature of 370K to the point when the
weighing difference did not exceed 0.2 mg. The dry resi-
due, after evaporation, was calculated as difference between
the tested and control sample and results were recalcu-

PO

lated for 100 cm? of the extract [10].
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Biological evaluation of aqueous extracts.
Haemolytic effect.

A

Badania biologiczne wyciagéw wodnych

'~ Badanie dziatania hemolitycznego . : :
- Ocene dziatania hemolityc)z,negogwyciqgéw wodnych The evaluation of haemolytic effect was carried out by
LiJ : A assigning the haemolytic proportions. The 10% suspension
=7 przeprowadzono poprzez oznaczenie odsetka hemolizy: > ;
= uzyto 10% zawiesiny erytrocytow, ktore inkubowano z wy- of erythrocytes, incubated together with the extracts at the

temperature of 310 K over the period of 24h, was used.
Absorbance was measured using the Marcel S 330 spec-
trophotometer [11].

ciagiem w temperaturze 310 K przez 24 h. Pomiary absor-
bancji wykonano w spektrofotometrze Marcel s 330 [11].
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Badanie dziatania toksycznego na plemniki buhaja

Badania przeprowadzono stosujac nasienie buhaja mro-
zone w ciektym azocie. 0,1 cm?(zawierajgcy okoto 10 min
plemnikéw) mrozonego nasienia rozmrazano w 1 cm? ba-
danego wyciggu wodnego i w 1 cm?roztworu kontrolnego
podgrzanych do temperatury 312 K [12]. Ocene przepro-
wadzono poréwnujac czas przezycia plemnikéw w probie
badane;j i kontrolnej wedtug nastepujacej skali:

,~ brak dziatania toksycznego (réznica pomiedzy cza-
sem przezycia plemnikéw w prébie i kontroli réwna i mniej-
sza od 15%).

»+" mate dziatanie toksyczne (réznica pomiedzy czasem
przezycia plemnikéw w probie i kontroli wieksza od 15% i
rowna lub mniejsza od 20%).

,¥+" duze dziatanie toksyczne (réznica pomiedzy cza-
sem przezycia plemnikéw w probie i kontroli wieksza od
20%).

Badanie odczynowosci srodskérnej

Badanie przeprowadzono na kroélikach rasy Albinos, o
wadze okoto 3kg . Uprzednio wydepilowanym na grzbiecie
zwierzgtom wstrzykiwano $rédskornie po lewej stronie kre-
gostupa w 5 miejscach po 0,2 ml badanego wyciggu wod-
nego, a po stronie prawejw 5 miejscach po 0,2 ml roztwo-
ru kontrolnego. Zmiany zabarwienia skéry oraz wielko$¢
odczynu w miejscach wstrzyknie¢ oceniano po 24,48 i 72
godzinach [13].

Badania implantacyjne

Badania odczynu tkanek i ocene poziomu cytokin po
implantaciji wiokien z dibutyrylochityny (sterylizacja - tlenek
etylenu) przeprowadzono w poréwnaniu do nici Maxon prod.
Davis+Geck .

Badanie odczynu tkanek

Operacje przeprowadzono na szescdziesieciu - 10 ty-
godniowych myszach szczepu BALB/C, samicach o wadze
okoto 20 g. Zabiegi wykonywano w znieczuleniu eterowym.
Do jamy otrzewnowej implantowano wtékna DBCH i nici
chirurgiczne Maxon 4/0 w postaci petli o masie 0,13 g. Ba-
dania patomorfologiczne przeprowadzono po 7, 14, 21, 28
I 60 dniach po implantacji. Preparaty do oceny mikroskopo-
wej barwiono hematoksyling i eozyng [14].

Badanie poziomu cytokin IL-13 i IL-6

Poziom cytokin w ptynie z jamy otrzewnowej myszy oce-
niano 7, 14, 21, 28 i 60 dnia po implantacji wtdkien z DBCH,
w poréwnaniu do zwierzat, ktérym implantowano nici Ma-
xon oraz do zwierzat poddanym zabiegowi otwarcia i za-
mknigcia jamy otrzewnowej bez implantacji materiatu oraz
do zwierzat zdrowych. Do oceny zastosowano test Endo-
gen Mouse Interleukin-143 i 6 Elisa [15].

Wyniki badan

Wyciagi wodne

Wyniki pomiaréw laboratoryjnych wyciggéw wod-
nych

Otrzymane wyciagi wodne byly bezbarwne, klarowne i
bez zapachu. Srednia wartos¢ pH wyciggéw z DBCH byta
ponizej zakresu normy 5,5-7,5 jednostek pH. Srednia war-
tos¢ przewodnosci elektrycznej wiasciwej oraz suchej po-
zostatosci miescity sie w granicach normy. Wyniki pomia-
row laboratoryjnych wyciggéw wodnych przedstawiono w
TABELI 1.

Wyniki badan biologicznych

W badaniach biologicznych in vitro wyciggéw wodnych
nie stwierdzono ich dziatania hemolitycznego na erytrocyty
ludzkie oraz cytotoksycznego na spermatozoidy buhaja.
Wyniki badan przedstawiono w TABELI 2.

The evaluation of toxic influence on bull's
spermatozoons

The investigation was conducted with the use of the bull
sperm frozen in liquid nitrogen. The sample of 0,1 cm?® of
the semen (containing approx. 10 million of spermatozoons)
was defrozen in 1cm? of tested extract and 1 cm?of control
extract, both wormed up to the temperature of 312K [12].
The evaluation was carried out by comparing the survival
times of spermatozoons in the tested and control samples
by assigning the following symbols:
(-) - lack of toxic effect (the difference in survival time did
not exceed 15%)
(+) - low toxic effect (the difference in survival time between
15% and 20%)
(++) - strong toxic effect (the difference in survival time higher
then 20%)

Intracutaneous reactivity test

This test was carried out on the albino rabbits of the av-
erage weight of 3 kg. The skin was prepared by hair depila-
tion and proper disinfecting._On the left side the intracuta-
neous injection of 0.2 ml of tested extract was made in five
points. The right side was used for the control injection in
the same way. The changes in skin colour and its reaction
in the injection places were estimated after 24, 48 and 72
hours [13].

Evaluation after implantation

Evaluation of the tissue reaction and the level of
interleukins after implantation of DBCH fibres (sterilised with
ethylene oxide) was done in comparison with the Maxon
sutures (D&G, Cyanamid Co., USA).

Evaluation of tissue reaction after implantation

The surgery was carried out on the 60 female mice of
the BALB/C breed at the age of 10 weeks and average
weight of 20g in general ether anaesthesia. Loops of DBCH
fibres and Maxon sutures weighing approx. 0.13g were im-
planted into peritoneal cavity. The pathomorphological evalu-
ation was done 7, 14, 21, 28 and 60 days after implanta-
tion. Specimens for microscopic studies were prepared with
the H&E method [14].

Assessment of interleukins IL 138 and IL 6

The level of interleukins in the mice intraperitoneal liquid
was determined 7, 14, 21, 28 and 60 days after the implan-
tation of DBCH fibres and compared with the results ob-
tained for animals after implantation of the Maxon sutures
and for the control animal group which underwent the same
surgical procedure without implantation and for the second
control group of healthy animals. The Endogen Mouse
Interleukin-18 and 6 Elisa tests were used in this study [15].

Results

Aqueous extracts

Results of laboratory measurements
The obtained aqueous extracts were colourless, clear and
odourless. The mean pH of aqueous extracts of DBCH
was under the standard range of 5.5-7.5 pH. The mean
values of electrical conductivity and dry residue were within
the standard limits. The results are shown in TABLE 1.

Results of biological evaluation

In the "in vitro" biological evaluation of aqueous extracts,
neither the haemolytic effect on human erythrocytes nor the
cytotoxic influence on bull spermatozoons was stated. The
results are shown in TABLE 2.

BI®MATERIALOW
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Wyciag z DBCH
Extract from DBCH
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a Dry residue

ol ..
0,0066
0,0008

PH Electrical conductivity
[uSem™]

3 5,05

26,0 0,0033 ‘
$rednia/mean 5,01 35,0 0,0036 1
kontrola/control

6,25 3.0 g

Dziatanie cytotoksyczne na plemniki buhaja
Toxic influence on bull’s spermatozoons
Czas przezyciaw  Réznica pomiedzy Stopien
probie czasem przezyciaw - toksycznosci

Dziatanie

Wyciag hemolityczne

z DBCH

Extract
from DBCH

Haemolytic effect

Survival time in the
sample

probie i kontroli
Difference in
survival time

Toxicological level |

[%] [%] i

brak/lack
brak/lack
brak/lack
brak/lack

: 3 0,60 745
_ $rednia/mean 0,66 45
~ kontrola/control =

6,25
6,25

Wyniki badari biologicznych in vitro wyciagow wodnych.

'Results of biological tests in vitro of aqueous extracts.

Wyniki badan odczynowosci srédskérnej

W miejscu iniekcji wyciggéw z DBCH w dwoch miejscach
zaobserwowano tagodny rumien, ktory utrzymywat sie przez
48 godzin. Obliczony Wskaznik Pierwotnego Draznienia
wyciagoéw byt bez znaczenia. Iniekcja badanych wyciggow
nie wywotywata stanéw zapalnych skéry. Wyniki badan
przedstawiono w TABELI 3.

Results of intradermal reactivity evaluation

At two injection sites of DBCH mild erythemas were ob-
served for 48 hours. The calculated WPD of the extracts
was of no importance. The injections of aqueous extracts
did not cause any inflammatory changes in the skin. The
results are shown in TABLE 3.

B e e e e s o e s o
nego dziatania draznigcego ®
Evaluation of intradermal reactions. s

Miejsce :
punktéow

iniekcji
72h

rumien obrzek
erythema  oedema

24 h
rumien obrzek
erythema oedema

48 h
rumien obrzek
erythema oedema

Total | {

Injection -
points | l

site

W

; 'erwotnego Podraznienia = 4/ 15 = 0,26
irritation index = 4/15 = 0,26
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Wyniki badan implantacyjnych

Badania makroskopowe

7 dni po implantacji wtokien z dibutyrylochityny, po otwar-
ciu jamy otrzewnowej u wszystkich sekcjonowanych my-
szy, stwierdzono dosc¢ silne przekrwienie catej sieci i otrzew-
nej trzewnej. Widkna w postaci ktebuszka oklejone byty sie-
cia. 14 dnia po zabiegu w jamie otrzewnowej obserwowano
wigkszg ilo$¢ klarownego, czerwonego ptynu . 21 i 60 dni
po operacji tkanka otaczajaca implant byta do$¢ gruba, sil-
nie przerastata wiékna i zawsze byta potaczona mostkiem
plazmatycznym z siecia. Pozostate narzady jamy brzusz-
nej jak jelita, watroba, zotadek, sledziona nie wykazywaty
zmian o charakterze patologicznym (RYS.2).

RYS. 2. Obraz makrosko-
powy 60 dni po
implantacji widkien
dibutyrylochityny do
jamy otrzewnowej
myszy. W centrum
widoczny wszczep po-
kryty biatorézowa
tkanka.

Results of evaluation after implantation

Macroscopic evaluation

7 days after the implantation of DBCH fibres in all sacri-
ficed mice there was significant congestion of omentum and
peritoneum wall. The fibre loops were covered with the
omentum. After 14 days greater volume of clear, reddish
liquid were found in the peritoneal cavity. On 21tday and
60" day the tissue surrounding the implants was thick,
strongly penetrated the filaments of the fibres and was con-
nected with omentum by plasmatic bridge. Other internal
organs and tissues of the sacrificed mice did show any
pathological changes (FIG.2).

FIG. 2. Macroscopic view
60 days after implan-
tation of DBCH fibres
into mice peritoneal
cavity. The implant is in
the middle covered with
a pinkish-white tissue.

U wszystkich zwierzat, ktérym implantowano ni¢ Maxon
stwierdzono, ze w odréznieniu od widkien z DBCH, lezata
ona luzno wsrdd jelit i z tatwoscig dawata sie usungé. W 7
dniu w jamie otrzewnowej stwierdzono obecnos¢ krwisto-
surowiczego ptynu, a 14 dnia po zabiegu operacyjnym po-
wierzchnia nici Maxon pokryta byta miejscami biatawa,
przejrzystg bardzo cienka btonka. 21, 28 i 60 dniu wytwo-
rzona tkanka pokrywata catg powierzchnie ni¢, ktorg z ta-
twoscig mozna byto usunac¢ z jamy otrzewnowej. Narzady
jamy brzusznej nie wykazywaty zmian o charakterze pato-
ogicznym (RYS.3).

RYS. 3. Obraz makrosko-
powy 60 dni po
implantacji nici Maxon
do jamy otrzewnowej
myszy. Widoczny
fragment nici pokryty
przejrzysta, cienka
btonka.

Loops of the Maxon sutures found in the peritoneal cav-
ity were always loose and easy to remove. After 7 days the
presence of bloody liquid in the peritoneal cavity was ob-
served. After 14 days the Maxon sutures were partially cov-
ered with a transparent, very thin membrane. After longer
implantation periods the tissue covered all the surface of
the sutures. Other internal organs and tissues of the sacri-
ficed mice did show any pathological changes (FIG.3).

FIG. 3. Macroscopic view
60 days after implanta-
tion of the Maxon
sutures into mice
peritoneal cavity. The
suture is covered with a
thin transparent
membrane.

Badania mikroskopowe

W preparatach histologicznych barwionych hematoksy-
ling i eozyng wykonanych 7 i 14 dni po implantacji wtdkien z
DBCH, obserwowano ciemnorézowe skupiska bezposta-
ciowe, wokot ktorych widoczne byto duze nagromadzenie
makrofagow, jednojadrzastych komorek typu limfocyta oraz
komorek plazmatycznych, gdzieniegdzie wystepowaty drob-
ne ogniska granulocytéw wieloptatowych obojetnochton-

Microscopic evaluation

7 and 14 days after the implantation of DBCH fibres in
the histological specimens dyed by H&E method, there were
dark pink amorphic conglomerates surrounded by numer-
ous macrophages, mononuclear cells of lymphocyte type,
as well as the plasmatic cells. There were also places with
small quantity of polymorphonuclear neutrophiles. On the
edges of the sutures observed were capsules of young con-
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nych. Na obrzezach wtdkien widoczne byty fibroblasty oraz
pojedyncze fibrocyty tworzace miodg torebke tgcznotkan-
kowa. W opisywanej tkance facznej wystepowaty wiosowa-
te naczynia krwionosne, wypetnione elementami morfotycz-
nymi krwi. Miedzy poszczegdlnymi widknami dibutyrylochi-
tyny obserwowano duze ilosci wytugowanych erytrocytéw .
Brzezne partie implantu ulegaty resorpcji, a w ich migjscu
obserwowano puste wakuole, ograniczone przez fibrobla-
sty. W poblizu pustych przestrzeni widoczne byly liczne
komorki olbrzymie typu ciata obcego. W obserwacjach
pdzniejszych tj. 21. 28 i 60 dnia po zabiegu stwierdzono
pomnozenie tkanki tacznej v miejscach po zresorbowane;
dibutyrylochitynie (RYS.4).

This connective tissue was overgrown with capillary ves-
sels. The DBCH fibres at the edges underwent resorption
and vacuoles formed instead, surrounded by fibroblasts and
some foreign-body-type cells. After longer observation pe-
riods (21, 28 and 60 days) at the sites of resorbed DBCH
there was found a proliferated connective tissue (FIG.4).

RYS. 4. Obraz mikrosko-
- powy 60 dni po
implantacji dibutyrylo-
chityny do jamy
otrzewnowej myszy.
- Widoczne miejsca po
zresorbowanych wiék-
nach wypetnione luzng
tkanka taczng
(H&E, 140x).

7 i 14 dni po implantacji nici Maxon w preparatach wi-
doczne byty ogniskowe nagromadzenia komoérek jednoja-
drzastych typu limfocyta oraz niewielkie ilo$ci wysieku wiok-
nikowego.

21, 2860 dnia widoczne byty przekroje nici otoczone cien-
kim pasmem tkanki tacznej, nie przekraczajacej 1 $rednicy
nici (RYS.5).

FIG. 4. Microscopic view
60 days after implanta-
tion of DBCH fibres into
mice peritoneal cavity.
The sites after absorbed
sutures are filled with
a connective tissue
(H&E, 140x).

In the specimens prepared 7 and 14 days after the Maxon
suture implantation there were local agglomerates of mono-
nuclear cells of lymphocyte type as well as small volumes
of fibrin exudate. After 21, 28 and 60 days the fibres were
surrounded by a thin layer of connective tissue, which thick-
ness did not exceed 1 suture diameter (FIG.5).

Interleukin levels in the liquid from mice peritoneum
cavity :

'RYS. 5. Obraz mikrosko-
powy 60 dni po implanta-
cji nici Maxon. Przekréj
nici otoczonej pasmem
tkanki tacznej
(H&E, 160x).

Wyniki badan poziomu cytokin

Wyniki badan poziomu cytokin w jamie otrzewnowej pod-
dano analizie statystycznej z zastosowaniem programu Sta-
tistica 5.0. Przyjeto poziom istotnosci p < 0,05.

Na podstawie badan przeprowadzonych 7 dnia po zabie-
gu nie stwierdzono istotnego wzrostu poziomu IL-15w gru-
pie zwierzat z implantowanymi wtoknami z DBCH i ni¢mi
Maxon w poréwnaniu do kontrolnej grupy operacyjnej. W
14 i 21 dobie nastapit istotny wzrost poziomu IL-18 zaréw-
no w grupie z DBCH jak i w grupie z Maxonem. W termi-
nach pozniejszych poziom IL-14 nie roznit sie statystycznie
od grup kontrolnych.

FIG. 5. Microscopic view
60 days after
implantation of the
Maxon suture. The
cross-section of the
suture covered with

a connective tissue is
seen (H&E, 160x).

The determined interleukin levels were statistically ana-
lysed with the use of programme Statistic 5.0. The adopted
significance level, p, was < 0.05.

The assessment done on 7th day did not show any sig-
nificant increase of the level of IL-14 in the animal group
with the implanted DBCH fibres or the Maxon sutures, in
comparison with the level observed in the control group af-
ter the surgery. An important increase of the IL-14 level was
stated after 14 and 21 days in both groups with implanted
DBCH fibres and Maxon sutures. After longer periods the
level of IL-15 was not statistically different from that of both
control groups.




Poziom IL-6 w grupie zwierzat z niémi Maxon byt statystycz-
nie wyzszy niz w kontrolnej grupie operacyjnejw 7, 14 i 21
dobie po implantacji. W 28 i 60 dobie nastapit spadek po-
ziomu IL-6 i nie roznit sie on statystycznie od poziomu IL-6
w kontrolnej grupie operacyjnej. W grupie zwierzat z im-
plantowanymi wtéknami z DBCH istotny wzrost IL-6 stwier-
dzono 14, 21i 60 dnia po implantacji Wyniki badan przed-
stawionow TABELI 4 i 5.

Omoéwienie wynikéw badan

Korzystne wtasnosci fizyczne i chemiczne dibutyrylochity-
ny tj. wtasnosci btono- i wiéknotworcze, dobra rozpuszczal-
no$¢ w rozpuszczalnikach organicznych, bioaktywno$gé i
odpornos¢ na gamma radiacje zachecita nas do przepro-
wadzenia badan biologicznych . Badania te miaty na celu
oceng przydatnosci dibutyrylochityny jako materiatu me-
dycznego.

W badaniach biologicznych wyciggéw wodnych widkien z
DBCH stwierdzono, ze nie wywotujg one dziatania hemoli-
tycznego, cytotoksycznego i $rédskérnego dziatania draz-
nigcego.

W badaniach biodegradacji dibutyrylochityny w obecnosci
lizozymu stwierdzono, ze proces ten zachodzi na po-
wierzchni wtdkna z bardzo matg szybkoscia, a jej mecha-
nizm polega na odrywaniu krétkich tancuchéw od makro-
czasteczek polimeru [16]. Na tej podstawie do kontrol-
nych do badan implantacyjnych wybrano nici Maxon o przed-
fuzonym okresie resorpcji.

N badaniach poziomu interleukin IL-14 i IL-6 nie stwier-
dzono istotnych réznic pomiedzy grupami zwierzat z widk-
nami z DBCH i niémi Maxon. Jedynie utrzymujaca sie w 60
dobie po implantaciji istotna réznica w poziomie IL-6, spo-
wodowana jest prawdopodobnie toczacym sie procesem
biodegradacji wiékien z DBCH.

N badaniach patomorfologicznych stwierdzono réznice ilo-
sciowe i jakosciowe odczynu tkanek. Widkna z dibutyrylo-
chityny w okresie 60 dni po implantacji wywotywaty miej-
scowy, dos¢ nasilony, przewlekty, nieswoisty odczyn za-
palny. Charakteryzowat sie on wydtuzona fazg wysiekowo-
xomorkowg wystepujaca przez caty okres w poblizu nie-
zresorbowanych wiokien. Faza proliferacyjna rozpoczyna
sie juz w 7 dniu po implantacji i trwa przez caty okres ba-
dan. Powstata mioda tkanka taczna wypetniata miejsca po
nierbwnomiernie resorbujacej sie dibutyrylochitynie. W tkan-
ce tej oprocz fibroblastéw, fibrocytéw i ogniskowo nagro-
madzonych komérek zapalnych (granulocyty, makrofagi,
limfocyty) wystepuja w duzej ilosci komorki olbrzymie typu
ciata obcego. W odréznieniu od widkien z DBCH nici Ma-
xon wgajajg sie poprzez krétkotrwatg i mato nasilong faze
wysiekowg trwajaca okoto 14 dni. W 14 dniu wytwarza sie
wokét nich cienka torebka tgcznotkankowa, w ktorej nie
stwierdzono komorek zapalnych.

Tak istotne réznice w odczynie tkanek obu materiatéw, praw-
dopodobnie spowodowane sa réznym czasem i charakte-
rem resorpcji. Problem ten moze by¢ wyjasniony poprzez
przeprowadzenie badan odczynu innych tkanek w termi-
nach odlegtych, tj. dtuzszych niz 60 dni, az do momentu
catkowitej resorpcji widkien z dibutyrylochityny.

In general the levels of IL-6 in the animal group with im-
planted Maxon sutures were statistically higher than in the
control group after surgery, 7, 14 and 21 days after the im-
plantation. After 28 and 60 days the level of IL-6 decreased
and was not statistically different from that of the control
group after surgery.

The group of animals with implanted DBCH fibres showed
a significant increase in the IL-6 level 14, 21 and 60 days
after the implantation. The results are shown in TABLES 4
and 5.

Summary

The beneficial physical and chemical properties of
dibutyrylchitin, such as membrane and fibre inductivity, good
solubility in organic solvents, bioactivity and resistance to
gamma irradiation, have encouraged us to undertake its
biological evaluation. The aim of this investigation was to
assess the usefulness of dibutyrylchitin as a medical mate-
rial.

During the biological evaluation of aqueous extracts of
DBCH fibres we have confirmed that they give neither
haemolytic nor cytotoxic reaction nor intradermal irritation
effects.

In the initial evaluation of biodegradation of DBCH in pres-
ence of lysozyme it has been found that the degradation
process is slow and limited to the surface layer of the fibre.
It consists in separation of short chains from the macromol-
ecule of the polymer. Therefore the Maxon sutures charac-
terised by a prolonged resorption time were selected as
control samples for the implantation.

The levels of IL-18 and IL-6 did not show any significant
differences in the groups of animals with the implanted
DCBH fibres and Maxon sutures. The significant differences
in the level of IL-6 observed 60 days after the implantation
are probably caused by the biodegradation process.

In the pathomorphological evaluation some quantitative
and qualitative differences were stated in the tissue reac-
tion. After 60 days the DBCH fibres caused local non-spe-
cific prolonged inflammatory reaction. It was characterised
by a prolonged fibroplasia-proliferative phase, which lasted
all the time around the non-absorbed fibres. The prolifera-
tive phase started 7 days after the implantation and lasted
all the investigated time. The developed young connective
tissue filled the empty spaces after resorption of DBCH. In
this tissue, apart from fibrocytes and fibroblasts and con-
glomerates of inflammatory cells, there were numerous cells
of the foreign-body type. Unlike DBCH fibres, the Maxon
sutures healed through short and low-intensity exudative
phase, lasting 14 days. After that the sutures were sur-
rounded by a thin capsule of connective tissue which did
not contain any inflammatory cells.

The important differences in the reaction of tissues after
the implantation of both materials are probably caused by
different time and character of resorption. This hypothesis
can be verified in further studies of tissue reaction after time
intervals longer than 60 days up to complete resorption of
DBCH fibres.
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KRAJOWE PROCEDURY
NORMALIZACYJNE
DOTYCZACE
BIOMATERIALOW

NA PRZYKLADZIE NORMY
1SO-10993: BIOLOGICZNA
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Axapemi Mepycznes we WROCLAWIU

**PoLski KOMITET NORMALIZACYINY, ZESPOL ZAGADNIEN
OGOLNYCH, OCHRONY ZDROWIA | SRODOWISKA W WARSZAWIE

W oparciu o ustawe z kwietnia 1993 roku, z dniem 1
stycznia 1994 roku wprowadzone zostaty zmiany w syste-
mie normalizacji w Polsce, zgodne z zaleceniami Unii Eu-
ropejskiej. Jednostkg podstawowsq stat sie Polski Komitet
Normalizacyjny (PKN), powotywany i nadzorowany przez
premiera. W ramach PKN ustanowione zostaty Normaliza-
cyjne Komisje Problemowe (NKP), ktérych zadaniem jest
prowadzenie bezposrednich prac normalizacyjnych w okre-
slonej grupie tematycznej. Przyktadem takiej struktury jest
NKP nr 247 - zajmujaca sie materiatami medycznymi i bio-
materiatami. Aktualnie cztonkami tej komisji pozostaje 26
0s6b reprezentujacych rézne srodowiska naukowe z tere-
nu catego kraju.

POLISH STANDARISATION
PROCEDURES RELATED
TO BIOMATERIALS

ON THE PARTICULAR
EXAMPLE OF 1SO-10993:
BIOLOGICAL
EVALUATION OF
MEDICAL DEVICES

Leszek Sovski*, DanuTa PaLuchH®,
Leszek Krzywosinski**

*INSTITUTE OF EXPERIMENTAL SURGERY AND BIOMATERIALS
RESEARCH

WRocLAw UNIVERSITY oF MEDICINE

** PoLisH COMMITTEE FOR STANDARDIZATION,

DepT. oF HEALTH AND ENVIRONMENTAL PROTECTION

Following the law created by Polish Parliament in April
1993, since the 1st January 1994, a number of important
changes were introduced in standardisation procedures in
Poland, in accordance with the recommendations of EU.
The Polish Committee for Standardisation was established
under a direct supervision of the Prime Minister. Within this
general body there were established several sub-commit-
tees known also as working groups (NKP), each dealing
with one particular subject or a complex of related sub-
jects. The working group no 247 was established for bio-
medical devices and biomaterials. At present there are 26
active members of that body, representing different scien-
tific institutions from all over the country. The main target of
that workshop group is to translate, to adopt and to publish
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Podstawg prac ww. Komisji staty sig¢ normy EN (Normy
Europejskie) oraz normy 1ISO (Miedzynarodowej Organiza-
cji ds. Standaryzaciji), ktére nalezato przettumaczyé, opra-
cowac, poddac¢ ankiecie i ostatecznie ustanowi¢ jako PN -
czyli obowigzujace normy krajowe. Programem prac do 2001
roku zostato objetych ponad 150 norm. Okazato sie, ze
zakres tematyczny przewidziany dla NKP nr 247 jest zbyt
szeroki, co powoduje opdznienia we wprowadzaniu Polskich
Norm zgodnych z EN i ISO, dlatego tez w 1998 roku w
biurze PKN ztozony zostat wniosek o powotanie dwdéch
dodatkowych NKP: ds. materiatéw stomatologicznych i ds.
sprzetu, narzedzi i medycznych urzadzen mechanicznych,
ktore juz rozpoczety prace w marcu 1999 roku.
W gestii NKP nr 247 pozostajg nadal materiaty medyczne
oraz biomateriaty. Pojecie materiatu medycznego zdefinio-
wane zostato w ustawie z dnia 10 pazdziernika 1991 (Dz.U.
nr 105,p0z.452) i obejmuje szeroki asortyment od materia-
tow i preparatéw opatrunkowych, poprzez chirurgiczne
materiaty szewne po bezposrednie opakowania materiatéw
medycznych i Srodkéw farmakologicznych. Do materiatéw
medycznych zaliczana jest tez duza grupa surowcéw i wy-
robow przeznaczonych do czasowego lub statego kontaktu
z powtokami i tkankami ciata u ludzi i zwierzat, ktére naj-
czesciej okreslane sg réwniez mianem biomateriatow.
Jedng z norm, nad czesciami ktérej prace NKP nr 247,
trwajg nadal jest projekt PN-ISO 10993 pod ogdinym tytu-
tem "Biologiczna ocena wyrobow medycznych". Norma ta
obejmuje aktualnie 17 odrebnych czesci, ktorych thumacze-
nie, opracowywanie i ustanawianie jest na wielu réznych
etapach (TABELA 1).

related to the given subject, mainlythe standards of 1ISO
and EN. The programme accepted up to 2001 included more
than 150 International Standards. It soon became clear that
the general scope for that group was too extensive. There-
fore in 1998 the governing body of the Polish Committee for
Standardisation decided to establish two new working
groups: for medical devices and biomaterials used in den-
tistry and for technical equipment in medicine. These new
sub-committees started work in March 1999.

In this situation all medical devices and biomaterials still
remain the- principle subject of the working group no. 247.
General definition of medical devices was given in Poland
in the legislative act of 10th October 1991 (published in
Dz.Ust.no 105, clause 452) and it covers a wide range of
different materials used in medicine from dressings, through
surgical sutures to containers and wrapping boxes for drugs
and pharmaceutics. In this definition it is also stated that
biomaterials are particular medical devices intended for use
in human or animal bodies, in temporary or permanent con-
tact with their internal organs or tissues.

One of the International Standards related to biomedical
investigation, with the very broad scope is ISO-10993 un-
der the general title Biological Evaluation of Medical De-
vices. At the moment of writing this paper, ISO-10993 con-
sisted of 17 separate parts related to different aspects of
biological testing. The future parts will deal with other rel-
evant aspects of that general subject. Not all these parts
were included in the project proposed for the years up to
2001. Some of them are already translated, adopted and
established in Poland, while in the case of others the works
are still going on. The names of particular parts of ISO
10993 and present stage of transposition into Polish Stand-
ards are given in TABLE 1.

Arkusz1* Ocena i badanie (w pierwszym wydaniu arkusz ten nosit tytut: przewodnik do wyboru testow) *
Part 1* Evaluation and testing( previously this part was known as Guidance on selection of tests) *
Arkusz 2 Wymagania dotyczace dobrostanu zwierzat
Part 2 Animal welfare requirements
Arkusz 3 Badania genotoksycznosci, rakotwérczosci i toksycznego wpltywu na rozrod
Part 3 Tests for genotoxicity, carcinogenicity and reproductive toxicity
Arkusz 4* Wybér badan w kontakcie z krwig* i
Part 4* Selection of tests for interaction with blood*
Arkusz 5 Badania cytotoksycznosci: metody in vitro
Part 5 Tests for cytotoxicity: in vitro methods
Arkusz 6* Badania miejscowych zmian po implantacji* g
Part 6* Test for local effects after implantation®
Arkusz 7 Pozostatosci po sterylizacii tlenkiem etylenu 5
Part 7 Ethylene oxide sterilization residuals 1
; Arkusz 8 (AKTUALNIE BRAK!) Arkusz ten nosi nadal roboczg nazwe Badania kiiniczne
Part 8 (TEMPORARY VACANT) working title is: Clinical investigation
Ramowy plan identyfikacji i oznaczania ilosciowego potencjalnych produktéw degradacii
Arkusz 9 (jak na razie Arkusz ten istnieje jedynie jako Raport Techniczny)

Part 9 Degradation of materials related to biological testing
(at the moment this part exsits only as Technical Report)

Arkusz 10* Badania na draznienie i uczulenia®
Part 10* Tests for irritatation and sensitization*
Arkusz 11 Badania toksycznosci ogélnoustrojowej
Part 11 Tests for systemic toxicity
Arkusz 12 Przygotowywanie probek i materiaty referencyjne
Part 12 Sample preparation and reference materials
Arkusz 13 Identyfikacja i oznaczanie ilo$ciowe produktéw degradacji polimeréw
Part 13 Identification and quantification of degradation products from polymers
d Arkusz 14 Identyfikacja i oznaczanie ilosciowe produktéw degradaciji ceramiki
i Part 14 Identification and quantification of degradation products from ceramics
: Arkusz 15 Identyfikacja i oznaczanie ilosciowe produktéw degradacji metali i stopow
Part 15 Identification and quantification of degradation products from metals and alloys
Arkusz 16* Planowanie badan toksykokinetycznych produktéw degradacii i substancji tugowalnych *
Part 16* Toxokinetic study design for degradation products and leachables *
Arkusz 17 Pozostatosci glutaraldehydowe i formaldehydowe w przemystowo sterylizowanych wyrobach medycznych
Part 17 Glutaraldehyde and formaldehyde residuals in manufacturer sterilized medical devices

" .

| - oznaczono normy sg juz przettumaczone, cho¢ nie wszystkie z nich zostaly juz poddane ankiecie i ustanowione jako PN!
- means that these particular parts are already translated into Polish howevel
I AT TN, =l ST )

= g s e

r still are at different stages of transposition

TABELA 1. Arkusze normy ISO-10993 i ich tytuty.

TABLE 1. Parts of ISO-10993 and their titles.
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Jak wida¢ z pobieznego przejrzenia tytutéw poszczegol-
nych arkuszy nie uktadajg sie one w logiczng catos¢, ktéra
odpowiadata by ogdlnie przyjetym schematom postepowa-
nia przy kompleksowej ocenie biologicznej wyrobéow me-
dycznych. Zadanie ogdlnego przewodnika do wyboru te-
stoéw i rodzajéw badan spetnia natomiast arkusz pierwszy
ISO 10993 zatytutowany aktualnie jako " Ocena i badanie".
Tytut ten wprowadzony dopiero w 1997 roku wydaje sie nie-
zbyt odpowiedni. Ta cze$¢ normy do momentu aktualizacji
nosita bowiem nazwe: "Przewodnik do wyboru testéw" i wia-
$nie takie zadanie ma spetnia¢ nawet pod nowym tytutem.
W arkuszu tym przedstawiono i oméwiono:

- generalne zasady rzadzace biologiczng oceng wyrobdw
medycznych;

- podziat tych wyrob6w ze wzgledu na czas trwania i rodzaj
kontaktu z organizmem ludzkim;

- dobdr wiasciwych metod badan.

Dla os6b zajmujacych sie produkcja, badaniem i reje-
stracjg wyrobéw medycznych jedna z najistotniejszych cze-
$ci tego arkusza normy ISO 10993 sg wprowadzone ujed-
nolicone definicje oraz praktyczna klasyfikacja.

Podstawowym pojeciem jest wyréb medyczny, okre-
Slony przez ISO 10993 jako:
kazdy instrument, aparat, urzadzenie, materiat lub inny ar-
tykut, w tym oprogramowanie, ktéry uzyty sam lub w potg-
czeniu z innym, zostat przewidziany przez producenta do
zastosowania u ludzi, wylacznie lub gtéwnie w celu:

- diagnozowania, zapobiegania, monitorowania, leczenia lub
ulzenia w stanie chorobowym;

- diagnozowania, zapobiegania, monitorowania, leczenia,
ulzenia lub kompensowania w przypadku urazu lub uposle-
dzenia;

- badania, zastepowania lub modyfikacji anatomii lub pro-
cesu fizjologicznego;

- kontroli poczec;

i ktdry nie osigga swego gtéwnego przewidzianego dziata-
nia w ciele ludzkim lub na nim $rodkami farmakologiczny-
mi, immunologicznymi lub metabolicznymi, lecz ktéry moze
by¢ wspomagany tego rodzaju srodkami.

Definicja ta zdecydowanie podkresla fakt iz wyroby me-
dyczne zasadniczo réznig sie od lekéw a co za tym idzie
ich ocena biologiczna wymaga odrebnego, czesto bardzo
swoistego postepowania.

ISO 10993-1 wprowadza tez definicje materiatu, jako:
kazdego polimeru naturalnego lub syntetycznego, metalu,
stopu metali, ceramiki lub innej substancji nieozywionej,
wigczajac w to tkanke pozbawiong funkcji zyciowych, uzy-
tych jako wyréb medyczny lub jakakolwiek jego czesc.

Nalezy zwrdci¢ uwage na fakt, ze w Polsce, wspomnia-
ne juz wyzej ustawa z 1991 roku (Dz.U. nr 105, poz.452)
definiuje dos¢ precyzyjnie i jednoznacznie pojecie materia-
tu medycznego jako:

- materiaty i preparaty opatrunkowe przeznaczone dla ce-
6w medycznych i weterynaryjnych oraz $rodki ich moco-
wania,

- chirurgiczne materiaty szewne,

- materiaty stomatologiczne, $rodki dezynfekujace stoso-
wane w medycynie i weterynarii,

- surowce, poétprodukty i wyroby przeznaczone do czaso-
wego lub trwatego stykania si¢ z powtokami ciata, w tym
srodki antykoncepcyjne, lub pozostawania w tkankach w
zwigzku z ich stosowaniem do celéw leczniczych, zapobie-
gawczych badz diagnostycznych u ludzi i zwierzat (z wyjat-
kiem instrumentéw chirurgicznych i weterynaryjnych),

opakowania bezposrednie srodkéw farmaceutycznych i
materiatdbw medycznych..

Z poroéwnania definicji ISO wyrobu medycznego i kra-
jowej definicji materialu medycznego wynika, ze aczkol-
wiek pojecia te sq w wiekszosci punktéw zbiezne to jednak
nie mozna ich uznac¢ za tozsame. Wydaje sie, ze definicja

As can be seen numbering of these parts is not done ac-
cording to their logical implementation during the whole pro-
cedure of biological evaluation of medical devices. Anyway
the most important part is included there as Part 1 - under
the title ,Evaluation and testing”. This particular title was
introduced only recently in 1997 and in our opinion is not
adequate. Formerly this part had the title ,Guidance on se-
lection of test” and even now under the new title the role of
this part seems to be that of a general guide to choose the
proper test in general design and framework of the whole
biological assessment of a medical device.

The ISO 10993 - Part 1 in general describes:

- fundamental principles governing the biological evalua-
tion of medical devices;

- definition of categories of devices according to the nature
and duration of contact with the human body;

- selection of appropriate tests.

For all the persons involed in designing, production and
registration procedures of all types of medical devices the
most important of ISO 10993-1 are those giving basic defi-
nitions and simple, practical categorization.

By all means the very basic term is: medical device,
and this is:
any instrument, apparatus, appliance, material or other ar-
ticle, including software, whether used alone or in combina-
tion, intended by the manufacturer to be used for human
beings solely or principally for the puropose of:

- diagnosis, prevention, monitoring, treatment or alleviation
of disease, injury or handicap;

- investigation, replacement or modification of the nanatomy
or of physiological process;
- control of conception;
and which does not achieve its principal intended action in
or on the human body by pharmacological , immunological
or metabolic means, but which may be assisted in its func-
tion by such means.

Such definition very precisely stated that the ,devices”
are really different from drugs and therefore their biological
evaluation requires a different approach. Also it is clear that
the term ,medical device” includes all dental devices.

ISO 10993-1 gives also a simple definition of ,,material”
as:
any synthetic or natural polymer, metal, alloy, ceramic, or
other nonviable substance, including tissue rendered non-
viable, used as a device or any part of thereof.

This is very important as here in Poland the law of 1991
for regulation of registration procedures and marketing rules
for medical materials (Dz.U.nr 105, prov. 452) gives an-
other definition for ,,medical materials”, as:

- all materials and substances for medical and veterinary
dressing purposes and devices to them;

- surgical sewing materials;

- dental materials and all disinfectants used in medicine and
veterinary;

- all rough substances and ready to use devices intended
for temporary contact with body, including devices for con-
ception control, or for staying within the human body in re-
lation to their use in the treatment, prevention or diagnosis
in human beings and animals with the exception of medical
and veterinary tools;

- direct packaging of pharmacological drugs and medical

‘materials.

Therefore these two definitions could be confused. How-
ever, in many points the ISO 10993-1 definition of ,,medi-
cal device” is really similar to the specification given by
Polish regulation in the definition of ,,medical material”. It
seems that the 1ISO 10993-1 definition of medical device
gives a broader scope and is more precise. For example
according to ISO 10993-1 definition all the surgical tools
(scissors, knives etc.) are of course medical devices, but




ISO wyrobu medycznego ma nieco szerszy zakres poje-
ciowy i jest bardziej precyzyjna. Na przyktad w rozumieniu
ISO 10993 narzedzia chirurgiczne (m.in. skalpele, haki,
zaciski naczyniowe) sg jak najbardziej wyrobami medycz-
nymi, podczas gdy w krajowej definicji materiatu medycz-
nego zostaly wylgczone. Natomiast uznane za materiat
medyczny srodki dezynfekujace (z czym zresztg trudno sie
zgodzi¢!) nie sa w ujeciu normy ISO 10993 wyrobem me-
dycznym. Zdecydowanie nalezy tez unika¢ utozsamiania
uzywanego w normie ISO pojecia "materiat" z krajowg de-
finicja materialu medycznego.

Wreszcie trzeba tez wspomnie¢ o utrwalonej definicji
pojecia "biomaterial", ktorym jest: kazda substancja, inna
niz lek, albo kombinacja substancji syntetycznych i natural-
nych, ktéra moze by¢ uzyta w dowolnym okresie, a ktorej
zadaniem jest uzupetnienie lub zastgpienie tkanek, narza-
du albo jego czesci lub spetnianie ich funkcji. Pojecie to
dos¢ powszechnie stosowane w nazewnictwie i literaturze
naukowej (np. w nazwie NKP-247) nie zostato wprowadzo-
ne w tej normie ani w prezentowanych definicjach, ani tez
w zaproponowanym podziale wyroboéw medycznych.

ISO 10993-1 wprowadza nastepujacy klasyfikacje wy-
robéw medycznych:

A - wedtug rodzaju kontaktu z organizmem na:

- wyroby kontaktujace sie z powierzchnig (skéra, btony $lu-
zowe, powierzchnie uszkodzone)

- wyroby kontaktujgce sie zewnetrznie (krew, zebina, tkan-
Ki miekkie)

- wyroby implantowane czyli wszczepy (krew, tkanki miek-
Kie, kos¢)

B - wedtug czasu trwania kontaktu na:

- wyroby o ekspozycji ograniczonej, tj. jednorazowy kon-
takt nie dtuzszy niz 24 godz.;

- wyroby o przedtuzonej ekspozycji, ktérych uzycie wyma-
ga kontaktu statego dtuzszego niz 24godz. lecz krétszego
niz 30 dni;

- wyroby o statym kontakcie, dtuzszym niz 30 dni.
Przedstawiona powyzej klasyfikacja wyrobéw medycznych
na pewno nie jest idealna niemniej wydaje sie by¢ dos¢
prosta i wystarczajgca dla praktycznego podejscia do wy-
boru i projektowania badan w biologicznej ocenie wyrobow
medycznych.

Podstawowym celem catej normy ISO 10993 jest do-
bro pacjenta ale takze wtasciwe wykorzystanie zwierzat
doswiadczalnych. Ograniczenie wykorzystania zwierzat
doswiadczalnych nie moze polegac tylko i wytacznie na
zmniejszaniu ich liczby uzytej do badan. Dlatego tez oma-
wiany arkusz 1 tej normy zwraca szczegdlng uwage na
odpowiednie przeanalizowanie i zaplanowanie badan. Ta-
Kie podejscie obejmowac powinno zaréwno przestudiowa-
nie dostepnych wynikéw poprzednich badan jak i ogding
analiz¢ proponowanych zastosowan nowego wyrobu, kto-
ry ma by¢ poddany ocenie. Moze sie bowiem okazac, ze
teoretycznie nowy wyréb ma juz udokumentowane wyniki
badan, ktére mogg by¢ ekstrapolowane z innych wynikéw
badan wyrobow o zblizonym charakterze zastosowania i
podobnej budowie. W przypadku podjecia decyzji o przy-
stgpieniu do oceny biologicznej nowego wyrobu w projek-
towaniu badan i testow nalezy wzig¢ pod uwage przede
wszystkim rzeczywiste, proponowane zastosowanie nowe-
go wyrobu, z uwzglednieniem rodzaju kontaktu z organi-
zmem cztowieka i czasu jego trwania. Badania stosowane
we wstepnej ocenie biologicznej, jakie powinny by¢ wziete
pod uwage dla wszystkich kategorii wyrobéw medycznych i
czasow trwania kontaktu przedstawia norma I1ISO 10993-1
w przejrzystej formie tabelarycznej (TABELA 2).
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as such they are definitely exluded from the definition given
in Polish regulation and are not regarded as medical mate-
rials. On the other hand, according to the Polish regulation
the disinfectants are included in medical materials (with
which we do not agree) but are not ,medical devices” in the
sense of ISO 10993-1 definition. Moreover it must be stated
that the term ,material” used in ISO 10993 is not equiva-
lent to ,,medical materials” given by Polish regulation
(Dz.U.nr 105, prov.452).

Surprisingly, 1SO 10993-1 does not give any description
of the general term ,,biomaterial” which is very often used
in scientific articles. The biomaterial is regarded as every
substance, different than drugs, or combination of synthetic
and natural substances, which can be used as replacement
or modification of tissue, organs or their parts or in use of
their functions. This term however very popular, is not de-
fined by ISO 10993 but fits very well to the given definition
of a ,medical device”.

The ISO 10993-1 gives also simple categories of medi-
cal devices.

A - Categorization by nature of contact:

- surface contacting devices (eg. with skin, mucosal mem-
branes, breached or compromised surfaces)

- external communicating devices (eg. with blood path, bone
tissue, dentin etc.)

- implant devices (eg. into bone tissue, blood etc.).

B - Categorization by duration of contact:

- limited exposure - devices whose single or multiple use or
contact is likely to be up to 24h,

- prolonged exposure - devices whose single, multiple or
long-term use or contact is likely to exceed 24h but not 30
days,

- permanent contact - devices whose single, multiple or long-
term use or contact exceeds 30 days.

The categories given by that part of ISO 10993 are not ideal
but are very practical and simple and seem to be sufficient
for designing and biological evaluation of medical devices.

Selection and evaluation of any material or device in-
tended for use in humans requires a structured programme
od assessment. In the design process, an informed deci-
sion should be made that weighs the advantages and dis-
advantages of various materials and test procedures. To
be sure that the final product will preform as intended and
be safe for human use, the programme should include bio-
logical evaluation. The ISO 10993-1 gives an easy guid-
ance to select the proper test on the basis of duration of
contact time and type of that contact. Such framework is
given in TABLE 2.

Due to the diversity of medical devices, it is recognized
that not all tests identified in a category will be necessary or
practical for any given device. It is indispensable for testing
that each device shall be considered on its own merits: ad-
ditional tests not indicated in the table may be necessary.
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Klasyfikacja wyrobéw medycznych ze wzgledu na: Dzi
Device categories: Biological effect
Czas trwania

kontaktu:
A - ograniczony

(<24 h)
B - przedtuzony
(24 h do 30 dni)

C - staly
(powyzej 30 dni)

Rodzaj kontaktu z organizmem
Body contact
Contact duration:

Implantacja
Implantation
Zgodnosé z krwig

A - limited
(£24 h)

B - prolonged
(24 h to 30 days)
C - permanent
(over 30 days)

Cytotoksycznosé

Cytotoxicity
Dziatanie uczulajace
Sensitization
Systemic toxicity (acute)
Sub-chronic toxicity (sub-acute)

Genotoksyczno$é

Genotoxicity

A

R
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A
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Kategoria Kontakt-
Category Contact

Skoéra
Skin
Wyroby kontaktujace
sie z powierzchnia Blony Sluzowe
Mucosal membranes

Surface devices e
Przerwane lub uszkodzone powierzchnie

Breached or compromised surfaces

System krwionosny, posredni

; Blood path, indirect
Wyroby kontaktujace

Slpzalstznie Tkanka miekka/

kosc¢/zebina

EXCH Tissue/bone/dentin communication

communicating
devices Krazaca krew
Circulating blood

Tkanka migkka i kos¢

Wyroby Tissue/Bone

implantowane
Krew

Implant devices Biood

 TABELA 2.
1S0-10993-1.

Irritation or intracutaneous reactivity

Dziatanie draznigce lub reaktywnos$¢ srédskérna
Toksycznosé ogébinoustrojowa (ostra)

Toksycznos¢ subchroniczna (toksyczno$é podostra)
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 TABLE 2. Guidance for initial evaluation tests from ISO 10993-1.

Oczywistym jest, ze przy ogromnej réznorodnosci wyrobow
medycznych, nie wszystkie badania nawet w ramach jed-
nej kategorii, bedg potrzebne lub mozliwe do wykonania
dla danego wyrobu. Wazne jest rozwazenie cech witasnych
wyrobu, co moze nawet prowadzi¢ do koniecznosci wyko-
nania badan dodatkowych nie wymienionych w tabeli.

Jak wspomniano juz powyzej, nadrzednym celem cato-
sci normy ISO 10993 jest ochrona ludzi. Jednak sam ar-
kusz ISO-10993-1 ma stuzy¢ tez jako podstawa do zapla-
nowania badan biologicznych w taki sposéb, aby zmniej-
szy¢ liczbe wykorzystywanych zwierzat i ich stopien oraz
czas narazenia na bezposrednie eksperymenty. W biolo-
gicznej ocenie materiatdbw medycznych znaczaca role od-
grywaja badania na zwierzetach i w aktualnym stanie wie-
dzy nie da sie ich catkowicie wyeliminowac. Wiekszos¢ z
pozostatych szesnastu arkuszy normy ISO 10993, oczywi-
Scie z wyjatkami tych, ktére dotycza wytacznie badan "in
vitro" , omawia tez eksperymenty na zwierzetach. Dlatego
musi budzi¢ zdziwienie fakt, ze w najblizszych planach pra-
cy komisji NKP-247 nie przewidziano w ogdle ttumaczenia
i ustanowienia arkusza nr 2 tej normy, precyzujgcego wy-
magania dotyczace dobrostanu zwierzat doswiadczalnych.
Zgodnie z rozporzadzeniem prezesa PKN z pazdziernika
1998 istnieje mozliwos¢ powotywania norm w wersji

The primary goal of ISO 10993 is the protection of hu-
mans. However, the role of this particular standard is to
serve also as a framework in which to plan such a biologi-
cal evaluation which minimizes the number and exposure
of experimental animals. Currently, biological testing still
relies on animal models which could be easily seen on read-
ing all other parts of that specific standard. Therefore, the
second part of ISO 10993, known as Animal welfare re-
quirements, is of great importance but this part is not planned
for translation into Polish in the nearest future. It could have
been accepted as Polish Standard without translation in its
original language but even such legislative way was not
undertaken.Here in Poland we do have our own legislation
passed in 1997 on general protection of animals of which
the provisions 20-32 deal with the experimental procedures
on animals. But these articles are not in full, proper accord-
ance with the Directive 86/609/EEC. Bearing that in mind it
is really very important to establish such animal welfare act
as an obligatory Polish Standard in the nearest future.




oryginalnej, ale jak na razie i ta droga nie zostata wykorzy-
stana. Istnieje co prawda nowa polska ustawa o ochronie
zwierzat z 1997, w ktorej jeden rozdziat (artykuty 28-32)
poswiecony jest procedurom doswiadczalnym z uzyciem
zwierzat. Brak jest jednak nadal szczegotowych przepiséw
wykonawczych. Ukazalo sie jedynie rozporzadzenie Rady
Ministrow z kwietnia 1999r. Dotyczace powotywania i trybu
prac Komisji Etycznych. Podjeto tez dziatania majace na
celu zbadanie zgodnosci podstawowe;j dyrektywy Unii Eu-
ropejskiej (86/609/EEC - Council Animal Protection Directi-
ve), na ktorej prawie w catosci oparty jest arkusz 2-ISO
10993, ze wspomniang juz polska ustawa o ochronie zwie-
rzat. Wydaje sie, Ze opublikowanie zasad postepowania ze
zwierzgtami do$wiadczalnymi w jezyku polskim w dokumen-
cie o charakterze PN (Polskiej Normy) powinno nastgpic
jak najszybcie;.

W naszej ocenie arkusz 1 normy ISO 10993 pozostaje
obecnie podstawowym dokumentem, ktéry podaje wska-
z6wki i zalecenia dla wszystkich osdb zajmujacych sie nie
tylko wtasciwymi badaniami biologicznymi wyrobéw medycz-
nych, ale takze dla ich projektantéw, producentéw i oséb
zajmujacych sie rejestracja. Wiekszos$é z zalecen tej nor-
my, jeszcze przed jej oficjalnym przettumaczeniem i usta-
nowieniem jako PN, zostata juz wykorzystana w rozporza-
dzeniu MZiOS z dnia 15 grudnia 1993 (Dz.U. nr 6 z dnia 17
stycznia 1994r.) dotyczacym rejestracji i dopuszczania do
obrotu srodkéw farmaceutycznych i wyrobow medycznych.
Tak wigc, cho¢ normy I1SO, EN czy nawet ustanowione juz
jako PN sa dobrowolne, to poprzez ujecie czesci zalecen
normy ISO 10993-1 w ramach rozporzadzenia MZiOS na-
bierajg one charakteru obowigzujacego prawa w zakresie
biologicznej oceny wyrobdéw i materiatow medycznych.
Warto tez podkresli¢ fakt, ze ujednolicenie procedur badaw-
czych stwarza nareszcie mozliwos$é jednoznacznego po-
réwnywania wynikéw badan prowadzonych w réznych
o$rodkach badawczych zajmujacych sie biologiczng oce-
ng wyrobow i materiatow medycznych.

PiSmiennictwo References
(artykuty, normy EN oraz ISO, dyrektywy EEC oraz krajowe
akty prawne wymienione w tekscie/ articles, EN and ISO
standards, EEC directives and Polish law regulations men-
tioned in the text)

- PN-EN-ISO 10993-1, Biologiczna ocena wyrobéw medycz-
nych,

Arkusz 1: Ocena i badanie, (wersja polska);- ISO 10993-2,
Biological evaluation of medical devices,

Part 2: Animal welfare requirements (wersja angielska);

- Achmatowicz T., Mazurek A.P., Stan prawny, wymagania
oraz sposoby postepowania w procesie rejestragji lub do-
puszczania do stosowania materiatéw medycznych, Mate-
riaty Seminarium: Zastosowanie Polimeréw w nowoczesnych
technikach medycznych, Ustron, 8-10 pazdziernika 1997r.,
str. 49-63;

- Ustawa z dnia 10 pazdziernika 1991r. o produkcji i dopusz-
czaniu do obrotu materiatéw medycznych (Dz.U. nr 105,
poz.452);

* rozporzadzenie MziOS z dnia 15 grudnia 1993r. o rejestra-
cji srodkow farmaceutycznych i artykutéw medycznych (Dz.U.
nr 6);

- Ustawa o Ochronie Zwierzat z dnia 21 sierpnia 1997r. Dz.U.
nr 111, poz.724);

- Directive 86/609/EEC : protection of animals used for expe-
rimental and other scientific purposes (wersja angielska).

WARSTWY DIAMENTOWE
NA IMPLANTACH DLA
TRAUMATOLOGII
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Streszczenie

Opracowano technike wytwarzania powfok pasyw-
no - diamentowych na implantach ze stali Cr-Ni-Mo
stosowanych w traumatologii. Przeprowadzono bada-
nia struktury warstwy oraz jej wtasnosci fizykoche-
micznych w stymulowanych warunkach laboratoryj-
nych, gtéwnie ze wzgledu na odporno$é korozyjna.
Oceniono takze biotolerancje uszlachetnionych im-
plantow w tkankach zwierzat do$wiadczalnych oraz
w badaniach klinicznych. Nowa jakos¢ implantow
gwarantuje w petni dobre cechy uzytkowe. Uzyskane
wyniki sg obiecujace dla perspektywicznych zasto-
sowan klinicznych.

DIAMOND-COATED
IMPLANTS FOR
TRAUMATOLOGY

S. Mitura*, J. MARCINIAK **, P. NiEDZIELSKI®, Z. PASZENDA**

- INSTITUTE OF MATERIALS SCIENCE AND ENGINEERING, TECHNICAL
UNIVERSITY OF £.6DZ, LoDz

- ** INSTITUTE OF ENGINEERING AND BIOMEDICAL MATERIALS,
TecHNICAL UNIVERSITY OF SiLESIA, GLIWICE

Abstract

A method of deposition of passive-diamond coat-
ings onto implants made of Cr-Nj-Mo steels applied
in traumatology has been developed. Structure of the
layer as well as its physicochemical properties under
stimulated experimental conditions, mainly with re-
spect to its corrosion resistance, have been investi-
gated. Moreover, biotolerance of improved implants
in tissues of experimental animals and during clinical
examinations has been evaluated. The new quality of
implants guarantees good useful properties. The ob-
tained results are promising for future clinical applica-
tions.
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Stowa kluczowe: chirurgia kostna, traumatologia,
biomateriaty metaliczne, warstwy diamentowe, wia-
snosci fizykochemiczne biomateriatbw metalicznych

Wprowadzenie

W chirurgii kostnej narzadu ruchu i stomatologicznego
stosowane sa krotkotrwate implanty metaliczne ze stali chro-
mowo - niklowo - molibdenowych a takze w mniejszej ilo$ci
z tytanu i jego stopow. Biomateriaty metaliczne w trauma-
tologii i chirurgii szczekowo - twarzowej przeznaczone sg
na implanty stosowane do osteosyntezy. Wytwarza sie z
nich rézne postacie uzytkowe implantéw dostosowanych
do okreslonych technik zespalania odtaméw. Implanty mu-
szg spetnia¢ okreslone wymagania, ktére zapewnia¢ po-
winny bezpieczne i niezawodne ich stosowanie zaréwno w
stadium przedoperacyjnym, podczas zabiegu, jak tez w
okresie usprawniania miejsca urazu. Zaostrzanie kryteriow
jakosciowych dla implantéw zmierza do minimalizowania
powiktan pooperacyjnych.

Istotnym kryterium jakos$ci implantéw jest ich biotoleran-
cja, ktora wigze sie z podatnoscig do inicjowania reakgji
toksycznych, alergicznych i efektami draznienia tkanek
przez implant. Biotolerancja zalezy $cisle od opornosci
korozyjnej biomateriatu metalicznego. W wyniku korozji
uwolnione jony metaliczne w otoczeniu implantu moga ini-
cjowac utworzenie torebki tacznotkankowej z odczynami
fagocytarnymi i pomnazaniem wiokien kolagenowych. Da-
lej nastgpuje ich szkliwienie, a takze wbudowywanie sie
jonéw do otaczajacych tkanek i do krwi. Stwierdzono tez
mozliwo$¢ przemieszczania sig jondw metali do biatek cy-
toplazmy hepatocytéw i inicjowania zaburzen w enzymach
utleniajgcych. taczenie sig jonéw metali z proteinami sprzy-
ja tworzeniu komplekséw immunogennych. W konsekwen-
cji obserwowane sg zmiany histopatologiczne w narzadach
migzszowych (sledzionie, watrobie, ptucach i nerkach)[1,2].
Do obserwowanych w praktyce klinicznej powiktan poope-
racyjnych zaliczy¢ mozna [2] :

- nadwrazliwo$¢ immunologiczng organizmu (alergozy), kto-
ra moze przyczyni¢ sie do powstania martwicy kosci lub
tkanek miekkich,

- zakrzepy (przy potencjatach powierzchniowych implantu
powyzej 300 mV),

- spadek pH w poblizu implantu w wyniku korozji, ktora przy-
czynia sie do zmniejszenia tlenu w otaczajacych tkankach ,
a w konsekwencji zmniejszenia odpornosci komorek na
bakterie,

- utworzenie gradientu potencjatu elektrycznego na granicy
metal - ptyn ustrojowy, ktory z kolei ostabia aktywnos$¢ neu-
trofilii i makrofagdéw, a co utatwia takze rozwoj flory bakte-
ryjne;j.

Problematyka odpornosci korozyjnej stali Cr - Ni - Mo w
chirurgii kostnej jest w literaturze dosy¢ czesto analizowa-
na [3-7]. Stale te majg strukture austenityczng z niewielkg,
iloscig weglikéw M,,C, . Poprzez doskonalenie sktadu che-
micznego i fazowego stali nie mozna uzyska¢ znaczace;j
poprawy odpornosci korozyjnej, a przez to zwiekszenia bio-
tolerancji. Aktualne prowadzone w wielu o$rodkach bada-
nia koncentrujg sie na poprawie wiasnosci fizykochemicz-
nych powierzchni implantow ze stali Cr - Ni - Mo technikami
wigzkowymi lub kierunkowymi, rozwijanymi w obszarze in-
zynierii powierzchni [8]. Bardzo korzystny wptyw na odpor-
nosc¢ korozyjng implantéw z tej stali wywierajg warstwy pa-
sywne i pasywno - weglowe [9,10].

Implanty ze stali Cr - Ni - Mo ulegaja korozji. Rodzaj ko-
rozji oraz intensywnosc jej przebiegu zaleza od sktadu che-
micznego i fazowego stali, rodzaju i wielkosci obcigzenia,
cech geometrycznych implantu lub uktadu implantéw, sta-
nu powierzchni, stosowanej techniki operacyjnej i jakosci

Key words: osteopedic surgery, traumatology,
metallic biomaterials, diamond layers, physicochemi-
cal properties of metallic biomaterials

Introduction

In osteopedic surgery of the organ of motion and in den-
tal surgery, short-term metallic implants made of chromium
- nickel - molybdenum steels, and also in a smaller quantity
- of titanium and its alloys - are applied. Metallic biomaterials
in traumatology and maxillofacial surgery are employed for
the implants used in osteosynthesis. Different functional
forms of implants adapted to specific methods of uniting
fragments of fractured bones are made. The implants must
satisfy requirements, which should ensure their safe and
reliable application both in a preoperative stage, during the
operation, as well as during rehabilitation of the trauma site.
Higher quality requirements imposed on implants aim at
minimisation of postoperative complications.

Biotolerance which is connected with susceptibility to
initiate toxic, allergic reactions and with effects of tissue ir-
ritation by an implant is a crucial criterion as far the implant
quality is concerned. Biotolerance is strictly dependent on
the corrosion resistance of a metallic biomaterial. Metallic
ions released in the vicinity of an implant as a result of cor-
rosion can initiate the formation of a connective tissue cap-
sule with phagocytic reactions and cause the multiplication
of collagen fibres. Then, their hyalinisation takes place, and
the ions begin to incorporate into the surrounding tissues
and into blood. It has been also stated that metal ions may
migrate to hepatocyte cytoplasm proteins and initiate dis-
tortions in oxidising enzymes. The fact that the metal ions
combine with the proteins facilitates the generation of im-
mune complexes. As a consequence, histopathological
changes in parenchymatous organs (i.e. spleen, liver, lungs
and kidneys) are found [1, 2]. Among postoperative compli-
cations observed in clinical practice, one can mention [2]:
- immunological hypersensitivity of the organism (allergosis),
which can result in osteonecrosis or necrosis of soft tis-
sues,

- intravascular clots (at the implant surface potentials ex-
ceeding 300 mV),

- decrease in pH in the vicinity of an implant resulting from
corrosion, which contributes to a decrease in the amount of
oxygen in the surrounding tissues, and as a result, to a de-
crease in the immunity of tissues to bacteria,

- generation of an electric potential gradient at the bound-
ary: metal - biological fluid, which, in turn, reduces the ac-
tivity of neutrophiles and macrophages and which facilitates
the development of bacterial flora.

Problems connected with the resistance to corrosion of
Cr-Ni-Mo steels in osteopedic surgery are often analysed
in the literature [3-7]. These steels are characterised by an
austenitic structure with a small amount of M,,C carbides.
A ssignificant increase in the corrosion resistance, and, thus,
an increase in biotolerance cannot be achieved through an
improvement of chemical and phase composition of steel.
The investigations carried out now in numerous centres are
focused on the improvement of physicochemical properties
of the surface of Cr-Ni-Mo implants by means of plasma
chemical and electron-beam methods, developed in the field
of surface engineering [8]. Passive layers and passive-car-
bon layers exert a very advantageous effect on the resist-
ance to corrosion of implants made of these steels [9,10].

Implants made of Cr-Ni-Mo steels are prone to corro-
sion. Type and intensity of the corrosion process depends
on chemical and phase composition of steel, type and mag-
nitude of loading, geometry of an implant or of a system of
implants, surface characteristics, operative method applied




przeprowadzonego zabiegu. Schematyczny podziat nisz-
czenia korozyjnego implantéw przedstawia RYS. 1.

and quality of the operation. Schematic classification of the
corrosive degradation of implants is given in FIG. 1.

Rodzaj niszczenia implantu
Kind of implant degradation

Mechaniczne Korozyjne Uzytkowe
Mechanical Corrosive Functional
- - Korozja wzerowa .
|| Przedoperacyjne Pitting corrosion || Korozja cierna
Preoperative - Abrasive wear

Przecigzeniowe

Korozja szczelinowa
Crevice corrosion

Overloading

= Korozja naprezeniowa
Stress corrosion

Korozja zmeczeniowa
Fatigue corrosion

RYS. 1. Schematyczny podziat niszczenia implantéw metalicznych.

FIG. 1. Schematic classification of metallic implant degradation.

Bez wstepnej analizy struktury chemicznej i fazowej, wta-
snosci fizykochemicznych powierzchni implantu oraz oce-
ny stanu jego naprezen i odksztatcen utrudniona jest oce-
na niszczenia korozyjnego implantu.

Proponujac nowa jakosé implantéw dla chirurgii rekon-
strukcyjnej nalezy przeprowadzi¢ szczegotowe ich bada-
nia zaréwno w symulowanych warunkach laboratoryjnych,
jak tez w tkankach zwierzat doswiadczalnych. Ostateczna
kwalifikacja jakosci i ich przydatnosci nastepuje podczas
weryfikacji klinicznej dla uzasadnionej populacji pacjentow.

Materiat i metody

Wieloletnie badania autoréw koncentrowaty sie na zwiek-
szaniu odpornosci na korozje i biotolerancji implantow ze
stali Cr-Ni-Mo, ktérej przedstawicielem jest powszechnie
stosowany gatunek AISI 316L, z ktérego wytwarzane sg
rozne postaci uzytkowe implantéw dla traumatologii i chi-
rurgii szczekowo-twarzowej. Do badan wytypowano stal o
sktadzie chemicznym i fazowym oraz wtasnosciach mecha-
nicznych zgodnych z ustaleniami normy ISO [11]. Wtasno-
$ci mechaniczne stali odpowiadaty zalecanym dla najcze-
Sciej wytwarzanych implantéw (wkretow, ptytek i gwozdzi) i
miescity sie w granicach: wytrzymato$¢ na rozcigganie
R, = 950 - 1100 MPa, granica plastycznosci R,, = 850 -
880 MPa i wydtuzenie A; = 17 - 14 %.

Probki do badan laboratoryjnych i oceny biotolerancji w
tkankach zwierzat doswiadczalnych przygotowano przez:
- polerowanie mechaniczne,

- polerowanie mechaniczne i elektrolityczne,

- polerowanie mechaniczne i elektrolityczne oraz pasywa-
cje chemiczna,

- polerowanie mechaniczne i elektrolityczne, pasywacje

Evaluation of the corrosive degradation of an implant is
difficult without the initial analysis of its chemical and phase
composition, physicochemical properties of its surface and
without the evaluation of its stress-strain state.

The proposed new quality of implants for reconstruction
surgery should be tested both under simulated laboratory
conditions and in tissues of experimental animals. Final
evaluation of their usefulness takes place during the clini-
cal verification carried out on a selected population of pa-
tients.

Materials and methods

The research carried out by the authors for many years
has been focused on the improvement of corrosion resist-
ance and biotolerance of implants made of Cr-Ni-Mo steels,
represented by the commonly used AISI 316L type, from
which various functional implants for traumatology and
maxillofacial surgery are produced. The steel selected for
the tests is characterised by chemical and phase composi-
tion and mechanical properties satisfying the requirements
imposed by the ISO standard [11]. The mechanical proper-
ties of the steel correspond to the recommendations for most
often produced implants (screws, plates and nails) and fall
within the following limits: tensile strength
R, =950 - 1100 MPa, yield strength R,, = 850 - 880 MPa,
and elongation A; =17 - 14 %.

The samples to be used in laboratory tests and
biotolerance evaluation in tissues of experimental animals
were prepared by means of:

- mechanical polishing,

- mechanical and electrolytic polishing,

- mechanical and electrolytic polishing, and chemical
passivation,
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chemiczng oraz naniesienie warstwy diamentowej metodg,
RF CVD.

Warunki polerowania i pasywacji oraz nanoszenia war-
stwy diamentowej opracowane zostaty we wczesniejszych
badaniach autoréw i zastrzezone patentem [12]. Zréznico-
wanie stanéw powierzchni stwarzato mozliwosci ustalenia
roli jaka spetniajg poszczegdine sktadowe warstwy kompo-
zytowej pasywno - diamentowej w odpornosci korozyjnej
implantéw i jej biotolerancji w $rodowisku tkankowym. W
tym celu prowadzono szczegotowe badania struktury i wia-
snosci fizyko - chemicznych, a mianowicie:

- analize jakosciowaq i ilo$ciowa struktury metalicznego pod-
toza z wykorzystaniem komputerowej analizy obrazu,

- analize chemiczng warstwy pasywnej za pomocg spek-
troskopii elektronowej Auger'a,

- analize fazowg warstwy diamentowej, wykorzystujac spek-
troskopie Ramana,

- badania odpornosci na korozje wzerowg probek o zrézni-
cowanych stanach powierzchni metodg potencjodynamicz-
ng w ptynie fizjologicznym Tyrode'a w temperaturze 37+1°C
i pH = 6,9-7,4 przy zmianach potencjatu 2,5 mVs™ [9],

- badania odpornosci na korozje wzerowg w ptynie fizjolo-
gicznym Tyrode'a w temperaturze 37+1°C i pH = 6,9-7,4 po
réoznym odksztatceniu implantéw o zréznicowanym stanie
powierzchni. Uginano plytki kostne strzatkg ugiecia 2,5 i
3,5 mm podpartej w odlegto$ci 26 mm, zgodnie z zalece-
niami metody AO,

- badania odpornosci na korozje naprezeniowg przy statej
szybkosci odksztatcania 1,44-10* mms™, badania prowa-
dzono w roztworze gliceryny i 44% roztworze MgCl, w tem-
peraturach 37°C i 154°C i w roztworze fizjologicznym Tyro-
de'a. Wyznaczono wskazniki K, i K., wyrazajgce odpowied-
nio stosunek maksymalnego naprezenia rozciaggajgcego
O max W Srodowisku korozyjnym (MgCl,, roztwér Tyrode'a)
do maksymalnego naprezenia rozciggajacego gy ma W $ro-
dowisku obojetnym oraz stosunek czasu do zerwania prébki
w srodowisku korozyjnym 7, i w $rodowisku obojetnym z,
(10],

- badania odpornosci na korozje naprezeniowa przy statym
odksztatceniu o wartosci 0,8 R, i R, , w okresie do 12 mie-
siecy w ptynie fizjologicznym Tyrode'a w temperaturze
37+1°C i pH = 6,8-7 4,

- badania fraktografii powierzchni implantéw w stanie wyj-
Sciowym i po badaniach korozyjnych i po ocenie biotole-
rancji w tkankach,

- badania adhezji warstwy diamentowej do metalicznego
podtoza metodg Scratch Test,

- pomiar grubosci warstwy diamentu metodg Kalotest,

- badanie scieralnosci warstwy diamentowej poprzez wkre-
canie wkretow do warstwy korowej kosci.

Zrezygnowano z badania odpornosci na korozje zme-
czeniowg probek, gdyz w warunkach chirurgii urazowej
kwestia ta jest drugorzedna. Nalezy zaznaczy¢, ze w bada-
niach zmeczeniowych warstwy diamentowej na podtozu
stopéw na osnowie kobaltu w postaci endoprotezy stawu
biodrowego typu Wellera, nie wykazano jej wyptywu na
obnizenie odpornosci korozyjnej [13].

Na podstawie przeprowadzonych badan ustalono wa-
runki techniki wytwarzania powtok kompozytowych o opty-
malnych witasnosciach fizykochemicznych. W tych warun-
kach naniesiono warstwe kompozytowg na implanty z ba-
danej stali z losowo wybranego wytopu o sktadzie chemicz-
nym, strukturze oraz wtasnosciach mechanicznych zgod-
nych z wymaganiami normy ISO 5832 - 1. Implanty te w
postaci krgzkéw o s$rednicy 5,0 mm i grubosci 1,0 mm, o
masie 0,75010,010g wszczepiano zwierzetom do$wiadczal-
nym ($winkom morskim). Celem tych badan byta ocena bio-
tolerancji implantow z warstwami pasywno - diamentowy-
mi. Badania prowadzono na populacji zwierzat po 12 sztuk
zarowno w grupie kontrolnej jak i doswiadczalnej. Zwierze-

- mechanical and electrolytic polishing, chemical passivation,
and deposition of a diamond coating by RF CVD method.

The conditions for polishing and passivation, as well as
for diamond coating deposition were established by the
authors earlier and protected by a patent [12]. Differentia-
tion of the surface finish of the samples made it possible to
determine the role played by individual components of the
composite passive-diamond layer in the corrosion resist-
ance of implants and the biotolerance of this layer in the
tissue environment. Detailed examination of the structure
and physicochemical properties comprised:

- qualitative and quantitative analysis of the metallic
substrate structure using computer picture analysis,

- chemical analysis of the passive layer by means of Auger
electron spectroscopy,

- phase analysis of the diamond layer with Raman
spectroscopy,

- tests of the resistance to pitting corrosion of samples with
different surface characteristics by means of the method of
dynamic potential in the Tyrod physiological solution at the
temperature 37+1°C and pH = 6.9 -7.4, and changes in the
potential 2.5 mVs™ [9],

- tests of the resistance to pitting corrosion in the Tyrod
solution at the temperature 37+1°C and pH = 6.9-7 .4, after
various deformations of implants with different surface pa-
rameters. The plates uniting fragmented bones were sub-
jected to the deflection of 2.5 and 3.5 mm at the support
distance of 26 mm, according to the recommendations im-
posed by the AO method,

- tests of the resistance to stress corrosion at the constant
deformation velocity of 1.44:10* mms™'. The tests were car-
ried out in the glycerol solution and a 44% solution of MgCl,
at the temperature of 37°C and 154°C and in the Tyrode
fluid. The coefficients K,and K, denoting ratio of the maxi-
mum tensile stress, 0, ..« in the corrosive environment
(MgCl,, Tyrode solution) to the maximum tensile stress,
Oy maxs IN the neutral environment and a ratio of the time to
rapture of the sample in the corrosive environment, 7,, and
in the neural environment, 7, were determined, respectively,
- tests of the resistance to stress corrosion at the constant
deformation of 0.8 R, , and R, for a period up to 12 months
in the Tyrode physiological solution at the temperature
37+ 1°C and pH = 6.9-7 .4,

- tests of implant surface fractography under initial condi-
tions and after corrosive tests and evaluation of biotolerance
in tissues,

- tests of the diamond layer adhesion to the metallic substrate
- Scratch Test,

- measurement of the diamond layer thickness using the
Kalotest method,

- tests of abrasion of the diamond layer by means of screw-
ing the screws into the cortical layer of bones.

Tests of the resistance to fatigue corrosion of samples
were neglected as this type of degradation is of minor im-
portance in traumatic surgery. It should be noted that in the
fatigue tests of the diamond layer, deposited on the substrate
made of cobalt-based alloys in the form of the Weller-type
endoprosthesis of the hip joint, its detrimental effect on the
corrosion resistance was not observed [13].

On the basis of these tests it became possible to estab-
lish the conditions of preparation of the composite coatings
with optimal physicochemical properties. Thus, the com-
posite layer was deposited on implants made of a casting
of the investigated steel. Its chemical composition, struc-
ture and mechanical properties were in compliance with the
requirements given in the ISO 5832-1 standard. Implants in
the form of disks, 5.0 mm in diameter and 1.0 mm thick,
mass of 0.750+0.010 g, were placed in experimental ani-
mals (guinea pigs). The aim of these tests was to evaluate




ta pochodzity z hodowli Centralnej Zwierzetarni Sigskiej
Akademii Medycznej. Ogolnie procedura badan odpowia-
data zaleceniom Komitetu Medycznego ASTM [14]. Ocene
biotolerancji prowadzono na podstawie:

- obserwacji zwierzat,

- badan radiologicznych,

- badan histopatologicznych tkanek podskornych, miesni i
kosci,

- badan uszkodzen korozyjnych powierzchni implantow
przed i po eksperymencie, po 12, 26 i 52 tygodniach obser-
wagji. Po tych okresach zbadano takze tkanki narzadow
wewnetrznych watroby, nerek, $ledziony i ptuc.

Pozytywne wyniki badan daty podstawe do badan bioto-
lerancji w 4 osrodkach klinicznych dla populacji 4 do 8 pa-
cjentéw. Badania te przeprowadzono za zgoda Komisji Bio-
etycznej Slaskiej Akademii Medyczne;.

Badania zrealizowano z wykorzystaniem réznych opcji
systemu stabilizacyjno - manipulacyjnego POLFIX. W po-
szczegdlnych stabilizatorach tylko wkrety korowe i dogab-
czaste byty pokryte warstwa pasywno - diamentowa o opty-
malnych wiasnosciach fizykochemicznych. Powierzchnie
wkretow uzytych do badan klinicznych poddano ocenie frak-
tograficznej w mikroskopie $wietinym i skaningowym za-
réwno przed, jak i po usunieciu z tkanek.

Wyniki badan

Obszerne, wieloletnie i kompleksowe badania stanowig
podstawe do sformutowania uogdlnien istotnych dla prak-
tyki klinicznej w kwestii przydatno$ci implantéw ze stali Cr-
Ni-Mo uszlachetnionych powtokami pasywno - diamento-
wymi.

Ogdlnie nalezy stwierdzi¢, ze do wyrobu réznych posta-
ci uzytkowych implantéw ze stali Cr-Ni-Mo nalezy stoso-
wac tylko wytopy o strukturze i wkasnosciach spetniajacych
zalecania norm przedmiotowych ISO i jej odpowiednikow.
Istotng kwestig jest sktad chemiczny oraz dodatkowe kry-
terium warunkujace odpornosé stali na korozje wzerowg
(%Cr + 3,3% Mo = 26). Duza role w odpornosci na korozje
odgrywa poziom zanieczyszczen stali wtrgceniami nieme-
talicznymi zastrzezony w normie. Obecno$¢ zbyt duzej ilo-
$ci wirgcen, szczegdlnie o duzych wymiarach utrudnia uzy-
skanie dobrej jakosci powierzchni. Wtracenia te w korico-
wej operacji polerowania elektrolitycznego ulegaja ekstrak-
Cji, pozostawiajac ubytki powierzchniowe, utatwiajace ini-
cjowanie wzeréw korozyjnych, pogarszajacych biotoleran-
cje. Drobnoziarnisto$¢ struktury (min. nr wzorca 4) jest
szczegolnie korzystna dla cienkich implantéw poddawanych
modelowaniu przedoperacyjnemu lub duzym obcigzeniom.
Stale Cr-Ni-Mo majq strukture austenityczna, w ktorej cze-
sto obserwuje sie obecnos¢ weglikéw M,,C,. Duza ich ilosc¢,
a szczegolnie wydzielenia na granicach ziaren austenitu,
przyczynia sig do obnizenia odpornosci na korozje. Stad
tez zabiegi obrébki ciepinej stali nie powinny byé¢ prowa-
dzone w zakresie temperatur, w ktérym utatwiony jest pro-
ces ich wydzielania [7].

Ocena ilosci fazy ferromagnetycznej - ferrytu ¢ metalogra-
fig ilosciowa jest mato czutg metoda dla skontrolowania wia-
snosci magnetycznych stali. Jak wiadomo, z uwagi na ma-
gnetotropizm niektorych tkanek czy sktadnikéw krwi [2, 7]
problem ten powinien by¢ w perspektywie bardziej zdeter-
minowany, a wigc ustalone powinny by¢ inne kryteria jako-
Sciowe dla oceny ferromagnetyzmu biomateriatu metalicz-
nego.

Implanty ze stali Cr-Ni-Mo w stanie szlifowanym czy pole-
rowanym mechanicznie majg mate potencjaty przebicia ok.
(400-420 mV). Implanty musza byé polerowane bowiem
ograniczona zostata normami maksymalna chropowato$é
(Ra = 0,16 um). Mozna jg osiggnag przez stosowanie szli-
fowania, polerowania mechanicznego i elektrolitycznego.

biotolerance of implants with passive-diamond layers. The
tests were carried out in the population of 12 animals, both
in the control and experimental group. The animals were
bred at the Central Experimental Animal Farm of the Silesian
Medical Academy. The general test procedure complied with
the recommendations provided by the ASTM Medical Com-
mittee [14]. The evaluation of biotolerance was based on:
- observation of animals,

- X-ray examinations,

- histopathological examination of subcutaneous, muscular
and osseous tissues,

- investigations of corrosive degradation of the implant sur-
face before and after the experiment, i.e. after 12, 26 and
52 weeks of observation. After these periods the tissues of
inner organs, i.e. liver, kidneys, spleen and lungs, were
examined as well.

The positive results of the tests were the basis for the
investigations of biotolerance in 4 clinical centres on the
population of 4 up to 8 patients. The examinations were
carried out with approval of the Bioethic Commission of the
Silsian Medical Academy.

Different options of the universal plate fixation system
POLFIX were employed during the investigations. In the
stabilisers only cortical and spongy screws were coated with
the passive diamond layer having optimal physicochemical
properties. The surface of the screws used in clinical ex-
periments was subjected to the fractographic evaluation by
optical and scanning electron microscopy, both before and
after their removal from tissues.

Results

The extensive and complex investigations continued for
many years allowed for the formulation of general state-
ments, crucial for clinical practice as far as the usefulness
of implants made of Cr-Ni-Mo steels and coated with pas-
sive-diamond layers is concerned.

In general, it can be stated that to produce different func-
tional forms of implants made of Cr-Ni-Mo steels only cast-
ings with the structure and properties corresponding to the
respective ISO standards and equivalent standards should
be used. An important issue is that of chemical composition
and the resistance of steel to pitting corrosion (%Cr +3.3%
Mo = 26). A significant role in the corrosion resistance is
played by impurities in the form of non-metallic inclusions
which concentration is stipulated in the standard. The pres-
ence of too many inclusions, especially those with big di-
mensions, makes it difficult to obtain good quality of the
surface. During final electrolytic polishing these inclusions
are extracted, leaving behind surface defects which facili-
tate the formation of corrosion pits and decrease
biotolerance.

Fine-grained structure (min. pattern No. 4) is especially
advantageous for thin implants that are shaped
preoperatively or heavily loaded.

The Cr-Ni-Mo steels exhibit an austenitic structure in
which M,,C, carbides are often observed. Their large
amount, especially in the grain boundary region, contrib-
utes to decreased corrosion resistance. Hence, heat treat-
ment of steels should not be conducted in the range of tem-
peratures in which carbide precipitation is facilitated [7].

Evaluation of the quantity of the ferromagnetic phase, 0-
ferrite, by means of quantitative metallography is a low-sen-
sitivity method to control magnetic properties of steel. As it
is known, some tissues or blood components exhibit
magnetotropism [2, 7], and therefore in future other quali-
tative criteria should be established for the evaluation of
ferromagnetism of metallic biomaterials.

Implants made of Cr-Ni-Mo steels in the ground or me-
chanically polished state exhibit low breakdown potentials -
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Tradycyjnie stosowana technologia polerowania prowadzo-
na jest w elektrolicie na bazie H;PO, i CrO, z nastepng pa-
sywacjg chemiczng w roztworze HNO,. Dla tych warunkéw
uzyskuje sie potencjaty przebicia w zakresie 550-600 mV
[15]. Autorzy opracowali nowy rodzaj elektrolitu i warunkéw
polerowania elektrolitycznego oraz pasywacji chemicznej
[12], ktéry pozwala ze stanu szlifowanego z pominieciem
polerowania mechanicznego, uzyska¢ wymieniong chropo-
watos¢, a réwnoczesnie zapewnic¢ potencjaty przebicia w
zakresie 950-980 mV, z gestoscig pradu w zakresie pa-
sywnym nie przekraczajaca 0,02 A/cm? [10,16]. Nowa tech-
nika obrobki koncowej implantéw gwarantuje im wyzszag
jakos¢ pod wzgledem odpornosci na korozje wzerowa.
Spektroskopia Augera wykazata, ze w warstwie pasywne;
o grubosci 1,5-3 nm przez zabieg polerowania elektrolitycz-
nego nastgpit wzrost stezenia chromu o ok. 4,8% i molib-
denu ok. 2,3% w odniesieniu do stezenia tych pierwiastkow
w podtozu [16].

Odksztatcenie ptytek do stabilizacji ztaman metodg AO, a
wiec przez zastosowanie zalecanej strzatki ugiecia do 3,5
mm, nie niszczy warstwy pasywnej. Potencjaty przebicia
mieszcza si¢ jeszcze w zakresie 525-725 mV [16]. Implan-
ty z wymieniong warstwa pasywna sa odporne takze na
korozje naprezeniowg w roztworze fizjologicznym Tyrode'a
[10,16].

Kolejna warstwa diamentowa naniesiona zostata na pasyw-
ng metodg RF PCVD (Radio Frequency Plasma Chemical
Vapour Deposition) [17, 18, 19]. Grubo$¢ warstwy wynosita
300 do 500 nm. Warstwa ta zbudowana jest z bardzo drob-
nych krysztatéw o wielkosci kilkudziesieciu nm - RYS.2.
Warstwa zawierata ok. 96% fazy diamentowej. Reszte sta-
nowity drobnokrystaliczny grafit oraz karbiny [17, 18]. War-
stwe te cechowata dobra adhezja do metalicznego podtoza
(sita krytyczna potrzebna do zerwania sit wigzania Feg, -

approx. 400-420 mV. The implants are polished as their
maximum roughness is specified by respective standards
(Ra = 0.16 um). This roughness can be achieved through
grinding, mechanical and electrolytic polishing. The tradi-
tional polishing process is performed in an electrolyte based
on H;PO, and CrO, and it is followed by chemical passivation
in a solution of HNO,. Under such conditions, breakdown
potentials of 550-600 mV are obtained [15]. The authors
have developed a new type of electrolyte and conditions for
electrolytic polishing and chemical passivation [12], which
allow to achieve the above-mentioned roughness by means
of grinding without mechanical polishing, and ensure break-
down potentials in the range of 950-980 mV, with the cur-
rent density in the passive range not exceeding 0.02 A/cm?
[10, 16]. A new technique for the surface finish of implants
guarantees higher quality in terms of pitting-corrosion re-
sistance. ]

Auger spectroscopy showed that as a result of electro-
Iytic polishing, the concentration of chromium and molyb-
denum in the passive layer, 1.5-3 nm thick, increased by
approx. 4.8% and 2.3%, respectively, in comparison with
the bulk material [16].

Deformation of plates for fracture stabilisation with the
AO method, i.e. through an application of the recommended
deflection up to 3.5 mm, does not destroy the passive layer.
The breakdown potentials remain in the range 525-725 mV
[16]. Implants with the above-mentioned passive layer are
also resistant to stress corrosion in the Tyrode physiologi-
cal solution [10,16].

The next diamond layer was deposited onto the passive
one by means of the RF PCVD (Radio Frequency Plasma
Chemical Deposition) method [17, 18, 19]. Thickness of this
layer was 300 to 500 nm. This layer consisted of very fine
crystals, which size was several tens of nm - FIG. 2.

RYS. 2. Topografia
powierzchni im-
plantu z warstwa
pasywno -
diamentowg, mi-
kroskop AFM.

FIG. 2. Topography
of the implant surfa-
ce with a passive-
diamond layer, AFM
microscope.

X 0.500 wpm/div
Z 50.000 nm/div

zp2a. 007

68,4 N). Naniesienie tej warstwy podwyzsza potencjaty prze-
bicia do wartosci 1100-1130 mV, a gestos$¢ pradu w zakre-
" sie pasywnym nie przekraczata 0,008 mA/cm?[16,19]. Jest
to wiec prawie 3-krotny wzrost odpornosci na korozje wze-
rowg implantu - RYS.3. Przeprowadzone badania wykaza-
ty, ze wytworzona w zastosowanych warunkach warstwa
pasywna wzbogacona w chrom i molibden, a takze dodat-
kowa warstwa weglowa skutecznie blokujg procesy koro-
zyjne nawet nie pasywujgcych sie obszaréw implantow, ja-
kim sg wtracenia niemetaliczne i wegliki, ktére zazwyczaj
stanowig uprzywilejowane miejsca inicjacji wzerow. Implanty
pokryte wymienionymi warstwami sg ponadto odporne na

The layer included approx. 96% of the diamond phase.
The remaining part was built of fine-crystalline graphite and
carbenes [17, 18]. The layer was characterised by good
adhesion to the metallic substrate (critical load needed to
break the bonding forces, Feg,, was 68.4 N).

The deposited layer increased the breakdown potentials
up to 1100-1130 mV, whereas the current density in the
passive range did not exceed 0.008 mA/cm?[16, 19]. Hence,
the resistance to pitting corrosion of the implant has in-
creased almost three times - FIG. 3. The results of tests
indicate that the passive layer, enriched in chromium and
molybdenum, as well as the additional carbon layer
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RYS .3. Krzywe polaryzacji anodowej implantéw ze stali AlSI 316 w roztworze Tyrode'a:
1-powierzchnia szlifowana, 2-powierzchnia polerowana elektrolitycznie i spasywowana, 3-powierzchnia
polerowana elektrolitycznie, spasywowana i pokryta warstwa diamentu

FIG. 3. Curves showing the anodic polarisation of the AlSI 316 steel implants in the Tyrode solution:
1-ground surface, 2-electrolytically polished and passivated surface, 3-electrolytically polished and passivated

surface, coated with a diamond layer.

korozje naprezeniowa w roztworze Tyrode'a.
Kompozytowa warstwa nie ulega zniszczeniu podczas od-
ksztatcenia przedoperacyjnego stosowanego w osteosyn-
tezie AO [16]. Twardo$¢ warstwy nanokrystalicznego dia-
mentu wynosita 94 GPa [17, 18, 19]. W prébach $cieralno-
$ci warstwy naniesionej na wkrety kostne poprzez 100-krot-
ne wkrecanie do kosci korowej nie wykazaty jej uszkodzen.
Szczegotowe wiasnosci warstwy diamentu przedstawia
TABELA 1.

Na podstawie badan z wykorzystaniem metod przydatnych
do kwalifikacji biomateriatow metalicznych mozna uznaé,
Ze jakos¢ warstwy jest bardzo dobra.

Dodatkowych informacji dostarczyly badania biologiczne,
a wiec ocena biotolerancji implantéw z wymieniong war-
stwg w tkankach zwierzat doswiadczalnych i w zastosowa-
niach klinicznych.

W badaniach histopatologicznych zwierzat proces gojenia
w tkance podskornej, kostnej i migsniach zakonczyt sie
wytworzeniem wokot wszczepow torebki tacznotkankowe,
zbudowane;j z fibrocytéw i wiokien kolagenowych. W $cia-
nach torebek nie obserwowano odczynu fagocytarnego, ani
produktow korozji. Narzady wewnetrzne takze nie wykazy-
waty zadnych zmian. Cato$¢ obrazu patomorfologicznego
wskazywata na bardzo dobrg biotolerancje wszczepionych
biomateriatdbw metalicznych z zastosowanymi powfokami,
a takze ich odpornosé na korozje w $rodowisku tkanek i
ptynéw ustrojowych.

W badaniach klinicznych stwierdzono catkowity brak od-
czynéw okotowszczepowych wokdt wkretéw i brak reakcji
tkanek na wszczep, nie obserwowano infekcji. Stwierdzo-
no tez zmniejszong aktywnos$¢ uktadu krzepniecia oraz brak
lizy kosci wokét wszczepu. W badaniach na mikroskopie
skaningowym na powierzchni wkretdéw po ich usunieciu nie

efficiently block the corrosive processes even in those re-

gions of implants, which do not undergo passivation, i.e.
non-metallic inclusions and carbides which are usually fa-
vourable places for the initiation of pitting. Moreover, im-
plants covered with the above-mentioned layers are resist-
ant to stress corrosion in the Tyrode solution.

The composite layer is not prone to degradation during
the preoperative deformation used in the AO osteosynthe-
sis [16]. Hardness of the nanocrystalline diamond layer was
equal to 94 GPa [17,18,19]. After the abrasive tests, con-
sisting in 100 screwings into the cortical bone, the layer
deposited onto bone screw did not show any damages. The
properties of the diamond layer are given in TABLE 1.

The results of tests carried out to evaluate the useful-
ness of metallic biomaterials indicate that the quality of the
investigated coatings is very good.

Additional data were received from the biological tests,
i.e. evaluation of biotolerance of implants with the coating
in tissues of experimental animals and in clinical applica-
tions.

According to histopathological examinations of animals,
the healing process in subcutaneous, osseous tissues and
in muscles finished by formation of a connective tissue cap-
sule around the implants. This capsule was composed of
fibrocytes and collagen fibres. Neither the phagocytic reac-
tion nor products of corrosion were found in the walls of
these capsules. There were no lesions in the inner organs,
either. Total pathomorphological picture showed very good
biotolerance of the implanted metallic biomaterials with coat-
ings, as well as their resistance to corrosion in the environ-
ment of tissues and body fluids.

In the clinical examinations, neither foreign-body reac-
tions around the implanted screws nor the tissue reactions
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ujawniono ubytkéw korozyjnych.

Ogodlnie przeprowadzone kompleksowe i interdyscypli-
narne badania z wykorzystaniem metod przydatnych do
kwalifikacji jako$ci biomateriatébw metalicznych wykazaty,
ze implanty, z warstwami pasywno-diamentowymi majg

R R e e T o =i

to the implant nor the infections were observed. It was also
stated that the activity of the clotting system was reduced
and that there was no bone lysis around the implant. No
corrosion damages on the surface of screws after their re-
moval were found with scanning electron microscope.

Charakterystyka
Characteristics
Nanokrystaliczny diament / Nanocrystalline diamond (asp”),

#]

Resistance to pitting corrosion

Potencjat repasywacji / Repassivation potential E, = 960 mV
Gestos¢ pradu w zakresie pasywnym / Current density in the passive range
ip. = 0,008 mA/cm? 1

Struktura / Structure karbiny / carbines (sp'),

drobnokrystaliczny grafit / fine-grained graphite (cspz) ;5:

B Adhezja / Adhesion
e CSEMREVETEST Feq—684 N |
o ZWICK 3212 Fes—64,3 N
Czas wytwarzania warstwy o okreslonej grubosci metodg RF CVD 3
Time of deposition by RF CVD method to receive given coating 3 min—0,2 um. g

B thickness 10 min — 0,7 pm.
Nanotwardos¢ / Nanohardness (Fischerscope HP 100) 294 GPa
Potencjat korozyjny / Corrosive potential ~ Eyor = 125 mV E“'

Odpornos¢ na korozje wzerowa Potencjat przebicia / Breakdown potential  E, = 1130 mV i

Biotolerancja w tkankach zwierzat
8 (miesien, kos¢, podskorna)

Bardzo dobra i

2 3 A = i
Biotolerance in animal tissues Very good
(muscular, osseous, subcutaneous) i
Biotolerancja w warunkach klinicznych Bardzo dobra, bezodczynowe wgojenie

Biotolerance under clinical conditions

AT o 0L W e A A Sl

Very good, reaction-free healing
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- TABELA 1. Wiasnosci warstwy diamentowej [19].

 TABLE 1. Properties of the diamond coating [19].
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Prace do opublikowania w czasopi$mie "Inzynieria Bio-
materiatéw” beda przyjmowane wytacznie z ttumaczeniem
na jezyk angielski.

Prosimy je nadsytaé na dyskietkach wytacznie w forma-
cie Word 6.x (lub wyzszy) wraz z jednym egzemplarzem
kontrolnego wydruku i kompletem rysunkéw i zdjec.

Mozliwe jest réwniez dotaczanie ilustracji w réznych for-
matach grafki typu .eps, .jpg, -tif, .cdr, .cpt, .gif.

Rozmiar artykutu:

* przegladowego i pracy oryginalnej - do 10 stron standar-
dowego maszynopisu,

* komunikatu - do 5 stron,

* noty technicznej - do 3 stron

Obowigzuje uktad jednostek Sl.

Rysunki i tabele powinny by¢ kolejno numerowane, a
ich opisy i tres¢ podane w wersji dwujezycznej.

Struktura artykutu:
* streszczenie (do 200 stéw),
* stowa kluczowe (3-10 stow),
* wprowadzenie,
* materiat i metodyka,
* wyniki,
* dyskusja,
® wnioski,
* pisémiennictwo (wg systemu Harvard).
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PROTEIN ADSORPTION, CELL ADHESION AND POLYMER SURFACES:
MOLECULAR PROCESSES AND EXPERIMENTAL METHODS

P.G. Rouxhet, J.L. Dewez, Th. Marchal, Ch. Dupont-Gillain, Y. Dufrene

Unité de Chimie des interfaces, Université catholique de Louvain, Louvain-la-Neuve,
Belgium

Abstract

Adsorption of extracellular matrix (ECM) proteins in competition with other substances is a
key to explain the relationship between substratum surface hydrophobicity and mammalian
cell adhesion: when polystyrene substrata were exposed simultaneously to ECM protein and a
PEO-PPO-PEO polymer surfactant (Pluronic F68), either by pre-conditioning or through
protein cell secretion, a weaker substratum hydrophobicity favoured adsorption of the protein
and subsequent cell adhesion. This knowledge was used to achieve a selective adhesion of
different types of mammalian cells on tracks (a few tens of mm wide) produced on
polystyrene by photolithography and oxygen plasma treatment, conditioning the substratum
with a solution of ECM protein and Pluronic F68.

Examination of a broader range of substrata confirmed that inhibition of cell adhesion on
hydrophobic substrata is due to adsorption of substances competing with extracellular matrix
proteins. However it also showed that substratum surface properties more subtle than overall
wettability are important.

In situ observation of the nanoscale organisation of collagen adsorbed in the absence of
competitor, using atomic force microscopy (AFM), showed that a smooth substratum surface
allows collagen mobility and aggregation of molecular ends in the adsorbed phase. The
organisation obtained after drying (smooth film, pattern) was examined by combining AFM,
XPS and radiolabelling and found to be influenced by substratum roughness, substratum
hydrophobicity and drying rate.

Key words: protein adsorption, cell adhesion, polymers, surface patterns, atomic force
microscopy (AFM), X-ray photoelectron spectroscopy (XPS), radiolabelling, nanotechnology.
[Engineering of Biomaterials, 7-8, (1999), 4-7]

BONE PLATES AND THEIR INFLUENCE ON MECHANICAL PROPERTIES

Karel Balik*, Miroslav Sochor**, Josef Kfena***, Bohuslav Cabrnoch**, Petr Glogar*,
Iloslav Vilimek** Vlasta PeSakova****

*Institute of Rock Structure and Mechanics ASCR, Prague , Czech Republic

**(Czech Technical University, Prague, Czech Republic

*#*Composite, Letov-ATG, s.r.0., Prague, Czech Republic

Abstract

Carbon-carbon composite plates with three different reinforcement styles were manufactured
and tested for mechanical properties and biocompatibility in view of their application as
implants in bone surgery. Their stress state under load on bending was simulated by the Finite
Element Method. The shape of the plates was designed to match the pig femur. The
reinforcement was made of plain-weave carbon fabric lamina by stacking, coiling, or
combination of both. Phenolic resin was used both as a precursor of the matrix and an
impregnant. After final heat treatment at 2200°C a layer of pyrolytic carbon was deposited to
reduce the formation of carbon particles. The plates with combined reinforcement yielded
higher bending strength and lower stiffness on bending than those of human bones.
Biocompatibility of the material was tested using "in vitro" and "in vivo" tests. The FEM
stress distribution simulation yielded a good agreement of the failure location and bending
strength value with the experimental data.

Key words: Carbon/carbon composite, bone fixation plates, reinforcement design,
biocompatibility, strength and stiffness, modelling of mechanical properties



[Engineering of Biomaterials, 7-8, (1999), 8-10]

ENKAPSULACJA KOMOREK W CELU OTRZYMANIA HYBRYDOWYCH
SZTUCZNYCH NARZADOW

M. Kozicki*, P. Kujawa*, L. Pajewski**, M. Kolodziejczyk***, J. Nargbski***, J. M.
Rosiak*

* Instytut Techniki Radiacyjnej Politechniki L.odzkiej w Lodzi

** Uniwersytet L'Aquila w L'Aquila, Wtochy

**% Instytut Chirurgii Endokrynologii Akademii Medycznej w Lodzi

Streszczenie

Komorki, zabezpieczone przed atakiem ze strony uktadu odpornosciowego biorcy poprzez
umieszczenie wewnatrz kapsut polimerowych, stanowia obiecujacy materiat w dziedzinie
badan nad poszukiwaniem optymalnych uktadéw, zdolnych do zastgpowania uszkodzonych
narzadow. W artykule opisano dwie metody enkapsulacji komorek z uzyciem alginianu sodu,
usieciowanego jonami wapnia, jako wewngtrznej matrycy, w ktorej znajduja si¢ komorki.
Stwierdzono, ze dodatkowe otoczenie takiej kapsuly poli(alkoholem winylowym),
usieciowanym za pomoca aldehydu glutarowego, powodowato denaturacje biatek komorki.
Zastapienie tej otoczki btona z polimeru hydrofobowego, wytwarzana metoda wytracania
migdzyfazowego, zwigkszato przezywalno$¢ komorek. Dobierajac odpowiednio warunki
procesu uzyskano membrany przez ktore przenikaty zwiazki niskoczasteczkowe (np.
sktadniki odzywcze) i bialka o matej masie czasteczkowej. Otoczki te byly natomiast
nieprzenikalne dla duzych biatek uktadu odpornosciowego. Metoda ta stanowi obiecujacy
sposob enkapsulacji komorek, ktore nie bylby uszkadzane i charakteryzowatyby si¢
dhugoterminowa przezywalnos$cia po implantacji.

Stowa kluczowe: hybrydowe sztuczne organy, enkapsulacja, immobilizacja, alginian sodu,
zele jonowe, sieciowanie

[Inzynieria Biomaterialow, 7-8, (1999), 11-15]

ENCAPSULATION OF LIVING CELLS TOWARDS ARTIFICIAL, HYBRID ORGANS
M. Kozicki*, P. Kujawa*, L. Pajewski**, M. Kolodziejczyk***, J. Nargbski***, J. M.
Rosiak*

* Institute of Applied Radiation Chemistry, Technical University of £.6dz

** University L'Aquila, L'Aquila, Italy,

*** Institute of Endocrinal Surgery, Medical Academy in £6dZ

Abstract

Living cells, protected from host immune system response in a manner of encapsulation
inside polymer matrices, can provide surrogate device for maintaining or replacement of
broken-down organs. In this paper two methods of living cells encapsulation are described.
These methods are based on sodium alginate cross-linking induced by calcium cations. First
attempt is based on an additional covering of alginate matrix by poly(vinyl alcohol) layer
cross-linked with glutaraldehyde. However, this procedure caused denaturation of cellular
proteins. Cells survived the process of encapsulation when the outer layer of the capsules was
replaced by hydrophobic polymer membrane. This cover was produced using interfacial
precipitation method. By selecting the appropriate conditions of encapsulation, the
membranes permeable for low-molecular weight compounds (nutrients) and low-molecular
weight proteins were developed. However, the high-molecular weight immune system
proteins (g-globulin) could not diffuse through the formed layer. Described method could be a
convenient tool for the encapsulation of living cells which are not damaged and are
characterised by long-term survival.

Keywords: hybrid artificial organs, encapsulation, immobilisation, sodium alginate, ionic
gels, cross-linking



[Engineering of Biomaterials, 7-8, (1999), 11-15]

TRYBOLOGICZNE ZUZYCIE POLIETYLENU UHMWPER

Schulte*, B.Cleff*, A. Pawelec**, J. Otfinowski***, B.Franczuk***, M. Lekka****_ ]J.
Lekki**** 7 Stachura****

* Institute of Nuclear Physics, Miinster, Germany

** Klinika Ortopedii Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie

*#% Klinika Traumatologii Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie
*#%* Instytut Fizyki Jadrowej w Krakowie

Streszczenie

Polietylen o bardzo wysokiej masie czasteczkowej UHMWPE / Chirulen DIN 58834 / byt
poddany badaniom na zuzycie trybologiczne w urzadzeniach typu pin-on-disc i ring-on-disc
w powietrzu oraz w Srodowisku cieklym. Uzyskane czasteczki polietylenu bedace produktami
zuzycia mialy przewaznie zaokraglone ksztalty, a ich wymiary nie przekraczaty 500 mm. W
tym samym przedziale wielko$ci zawieraty si¢ tez rozmiary czastek o ksztattach
nieregularnych. Topografia §ladow zuzycia oraz szorstko$ci powierzchni byty badane przy
uzyciu skaningowego mikroskopu sit ( SFM ). Wyniki badan zostaty porownane z danymi
otrzymanymi na podstawie analizy czasteczek UHMWPE znalezionych w tkankach
pobranych podczas operacyjnej wymiany endoprotez stawu biodrowego.

Stowa kluczowe: polietylen UHMWPE, produkty zuzycia, trybologia

[Inzynieria Biomaterialow, 7-8, (1999), 16-20]

UHMWPE WEAR BY TRIBOLOGICAL LOAD

R. Schulte*, B.Cleff*, A. Pawelec**, J. Otfinowski***, B.Franczuk***,

M. Lekka**** J. Lekki****, Z. Stachura®***

* Institute of Nuclear Physics, Miinster, Germany

** Department of Orthopaedics Collegium Medicum Jagiellonian University in Cracow

*** Department of Traumatology Collegium Medicum Jagiellonian University in Cracow
*#x% Instytute of Nuclear Physics in Cracow

Abstract

Ultra high molecular weight polyethylene (UHMWPE) was tribologically loaded in a pin-on-
disk and in a ring-on-disk tribo-tester under dry and wet conditions. PE wear particles were
found to be mainly round with dimensions up to 500 mm. Length and thickness of irregularily
shaped debris were within this range of dimensions, too. Wear trace topography and
roughness were analyzed by means of a scanning force microscope (SFM). The results are
compared with the appearence of UHMWPE debris in tissues resected on revision surgery of
the total hip replacement.

Key words: polyethylen UHMWPE, wear debris, tribology.

[Engineering of Biomaterials, 7-8, (1999), 16-20]

OCENA WPLYWU ELEKTROSTYMULACIJI ZROSTU KOSTNEGO NA PROCES
KOROZJI IMPLANTOW ZE STALI Cr-Ni-Mo

Janusz Szewczenko, Zbigniew Paszenda, Jadwiga Tyrlik-Held, Jan Marciniak, Marcin
Kaczmarek

Zaktad Inzynierii Materiatéw Biomedycznych Politechniki Slaskiej w Gliwicach
Streszczenie

W pracy przedstawiono wyniki badan nad wptywem r6znych metod elektrostymulacji zrostu
kostnego na przebieg korozji implantow ze stali AISI 316L, pokrytych warstwa pasywna.
Elektrostymulacj¢ przeprowadzano przez 28 dni w plynie fizjologicznym Tyrode'a o
temperaturze 36,6+1°C, pH zmiennym w przedziale 7,6 - 8,6. Do elektrostymulacji



stosowano prad staly o nat¢zeniu 40 mA. Przebieg korozji badano przez pomiar ubytkéw
masy implantow oraz oceng uszkodzen korozyjnych powierzchni.

Stowa kluczowe: implanty, stal AISI 316L, elektrostymulacja zrostu kostnego, traumatologia.
[Inzynieria Biomaterialow, 7-8, (1999), 21-26]

EVALUATION OF INFLUENCE OF THE BONE UNION ELECTROSTIMULATION ON
CORROSION PROCESS OF THE IMPLANTS MADE OF

Cr-Ni-Mo STEEL

Janusz Szewczenko, Zbigniew Paszenda, Jadwiga Tyrlik-Held, Jan Marciniak, Marcin
Kaczmarek

Department of Biomedical Materials Engineering Silesian Technical University in Gliwice
Abstract

The investigations on the influence of different methods of electrostimulation of the fractured
bone union on corrosion of implants made of AISI 316L steel with a passive layer have been
presented. The electrostimulation process was carried out for 28 days in physiological
Tyrode's solution at the temperature of 36.6 £1 oC and pH changing in the range 7.6- 8.6.
Direct current of 40 mA intensity was used for electrostimulation. The progress of corrosion
was followed by measuring implant mass losses and by evaluating corrosion damages of the
implant surfaces.

Key words: implants, AISI 316L steel, electrostimulation of bone union, traumatology
[Engineering of Biomaterials, 7-8, (1999), 21-26]

ELEKTROCHEMICZNE I KOROZYINE WEASCIWOSCI TI6AL4V ELI W
ROZTWORACH KWASU FOSFOROWEGO

Elzbieta Krasicka-Cydzik

Instytut Inzynierii Produkcji i Materiatoznawstwa Politechniki Zielonogorskiej

Streszczenie

Barierowa warstwa tlenkowa wytworzona na powierzchni metalu podczas elektrochemicznej
obrobki anodowej implantowych stopow tytanu w roztworach kwasu fosforowego posiada
wiasciwosci stymulujace procesy osseointegracji w srodowisku biologicznym. W pracy
przedstawiono badania wczesnych etapéw anodowania stopu tytanu Ti6Al4V ELI w wodnych
roztworach kwasu fosforowego o roznym stgzeniu. Zastosowane techniki polaryzacyjne-
potencjodynamiczna i galwanostatyczna - wykazaly mozliwos$¢ potwierdzenia na drodze
elektroanalitycznej udziatu jonow fosforanowych w procesie anodowania.

Stowa kluczowe: Ti6Al4V, anodowanie, krzywe polaryzacyjne

[Inzynieria Biomaterialow, 7-8, (1999), 26-32]

ELECTROCHEMICAL AND CORROSION PROPERTIES OF TI6AL4V ELI IN
PHOSPHORIC ACID SOLUTIONS

Elzbieta Krasicka-Cydzik

Institute of Production Engineering and Materials Science, Technical University of Zielona
Gora

Abstract

Barrier oxide films formed by electrochemical anodic treatment of implant titanium alloys in
phosphoric acid solutions influence advantageously the stimulation of osteointegration
processes in human body. The investigations of early stages of the Ti6Al4V ELI alloy
oxidation in aqueous solutions of phosphoric acid of different concentrations are presented.
The use of potentiodynamic and galvanostatic polarisation techniques revealed the possibility
to confirm the electrochemical incorporation of phosphate ions into the surface oxide layer of
the alloy.

Key words: Ti6Al4V ELI, anodising, phosphoric acid, polarisation.

[Engineering of Biomaterials, 7-8, (1999), 26-32]



BADANIA WYTRZYMALOSCIOWE I MIKROSKOPOWE MINIPLYTEK
STOSOWANYCH W LECZENIU ZEAMAN KOSCI ZUCHWY

Milewski G., Dziadur W.

Politechnika Krakowska

Streszczenie

Zastosowanie mikro lub miniptytek w leczeniu kosci twarzo-czaszki uwaza si¢ obecnie za
jedna z najskuteczniejszych metod chirurgii szczgkowej. W pracy przedstawiono wyniki
badan wytrzymato$ciowych i strukturalnych miniptytek z systemu Martina wykonanych ze
stopu Cr-Ni-Mo stosowanych w osteosyntezie ztaman trzonu Zuchwy.

Badania wytrzymato$ciowe wykonano dla przypadku symulujacego normalne obciazenie
zgryzowe zuchwy. Badania strukturalne, stan powierzchni oraz warstwy pasywacyjnej
miniptytek wykonano metoda skaningowej mikroskopii elektronowej ( SEM ).

Badaniom poddano miniptytki dziewicze oraz usunigte po okresie 6 - 15 miesigcy w wyniku
r6znych komplikacji pooperacyjnych (obnazenie wszczepu, stan zapalny, osteoliza ).
Badania wytrzymato$ciowe nie wykazaly obnizenia wytrzymato$ci miniptytek w wyniku
standw zapalnych twardych tkanek zuchwy. Zaobserwowano natomiast cz¢$ciowe ostabienie
warstwy pasywacyjnej implantow.

Stowa kluczowe: badania wytrzymalo$ciowe, badania strukturalne, miniptytki, osteosynteza
Zuchwy

[Inzynieria Biomaterialow, 7-8, (1999), 32-37]

STRENGTH AND MICROSCOPIC EXAMINATION OF MINIPLATES APPLIED IN
TREATMENT OF MANDIBULAR FRACTURES

Milewski G., Dziadur W.

Cracow University of Technology

Abstract

Application of micro or miniplates in treatment of craniofacial bones is considered at present
as one of the most efficient methods of facial surgery. The paper presents the results of
strength and structural investigations of miniplates from the Martin system made of Cr-Ni-Mo
alloy applied in osteosynthesis of mandibular body fractures.

Strength examination was done for the case simulating a normal occlusal loading of mandible.
Structure investigation, surface state and passivation layer were studied by means of scanning
electron microscopy ( SEM ).

Virgin miniplates as well as ones removed after 6 - 15 months due to various postoperative
complications (implant baring, inflammation, osteolysis) were examined.

Strength examination did not indicate decrease strength of the miniplates due to the
inflammatory states of hard tissues of mandible. However, partial loss of passivation layer of
implants was observed.

Key words: strength examination, structural investigation, miniplates, mandibular
osteosynthesis

[Engineering of Biomaterials, 7-8, (1999), 32-37]

BADANIA KOMPOZYTU WEGLOWEGO W MIKROSKOPIE SKANINGOWYM PO
WSZCZEPIENIU DO TKANKI KOSTNEJ ZWIERZAT

Grzegorz Bajor*, Zbigniew Paszenda**, Janusz Bohosiewicz*, Jan Marciniak**

* ]I Katedra i Klinika Chirurgii Dziecigcej Slaskiej Akademii Medycznej w Bytomiu

** Instytut Materiatéw Inzynierskich i Biomedycznych Politechniki Slaskiej w Gliwicach
Streszczenie

Podjete badania kompozytu weglowego na wybranym do do$wiadczenia modelu zwierzgcym
jakim byt krélik w okresie wzrostu kostnego miaty wykazaé przydatnos$¢ tego materiatu w



chirurgii dziecigcej, szczegdlnie w traumatologii. Do do$wiadczenia uzyto 16 krolikow,
ktérym wszczepiano do §wiatta kanatu szpikowego grot weglowy. Material do§wiadczalny
podzielono na trzy grupy w zalezno$ci od sposobu pokrycia podstawowego kompozytu
wegiel-wegiel. W pracy przeprowadzono badania strefy rozdziatu implant weglowy-tkanka
kostna oraz powierzchni bocznej implantu weglowego. Obserwacje prowadzono w
elektronowym mikroskopie skaningowym DSM - 940 firmy OPTON. Dla potrzeb badan
przygotowano przekroje poprzeczne implantu weglowego tacznie z tkanka kostna. We
wszystkich postaciach badanego kompozytu obserwowano postepujaca od obwodu implantu
biodegradacj¢ oraz powstawanie na tym miejscu nowej tkanki kostnej. W oparciu o
przeprowadzone obserwacje uzyskano zachgcajace wyniki doswiadczalne stwarzajace
kliniczne mozliwosci zastosowania tych materiatow w traumatologii dziecigce;j.

Stowa kluczowe: biomateriaty, materialy weglowe, kompozyt wegiel-wegiel, badania
doswiadczalne, pirowegiel, hydroksyapatyt.

[Inzynieria Biomaterialow, 7-8, (1999), 37-43]

SEM EXAMINATION OF CARBON COMPOSITE IMPLANTED INTO THE
ANIMALS BONE TISSUE

Grzegorz Bajor*, Zbigniew Paszenda**, Janusz Bohosiewicz*, Jan Marciniak**
*Department of Paediatric Surgery in Bytom, Silesian Medical Academy in Katowice
**Institute of Engineering and Biomedical Materials, Silesian Technical University in
Gliwice

Abstract

Behaviour of carbon composite implanted in an animal model, being rabbit in the period of
the osseous tissue growth, was examined in order to assess the usability of this material in
paediatric surgery, especially in traumatology. Sixteen rabbits were used for the experiment
in which carbon pin was inserted into the marrow cavity. The experimental material was
divided into three groups, depending on the way the basic carbon-carbon composite was
coated. Investigations of the carbon implant - bone tissue separation zone and of the lateral
surface of the carbon implant were carried out within the project framework. Observations
were carried out under the OPTON DSM-940 scanning electron microscope (SEM).
Cross-sections of the carbon implant along with the bone tissue were prepared for the
examination. In all investigated cases, biodegradation progressing from the implant
circumference was observed as well as development of a new bone tissue at the same place.
The encouraging experimental results obtained in this work indicate that clinical use of these
materials in the paediatric traumatology is possible.

Keywords: biomaterials, carbon-carbon composite, experimental studies, pyrocarbon,
hydroxyapatite.

[Engineering of Biomaterials, 7-8, (1999), 37-43]

PROTEZA KONCZYNY MIEDNICZNEJ U PSA-OPIS PRZYPADKU.
Jacek Sterna

Katedra Chirurgii Zwierzat

Szkoly Gtownej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

[Inzynieria Biomaterialow, 7-8, (1999), 44-45]

PROSTHESIS OF THE PELVIC LIMB IN THE DOG- CASE REPORT
Jacek Sterna

Department of Surgery Warsaw Agricultural University

[Engineering of Biomaterials, 7-8, (1999), 44-45]

BADANIE WPLYWU MATERIALOW HEMOSTATYCZNYCH NA PARAMETRY
UKLADU KRZEPNIECIA I FIBRYNOLIZE



Maria Szymonowicz*, Jakub Kratochwil**, Roman Rutowski*, Jolanta Staniszewska-Kus*,
Danuta Paluch*, Leszek Solski*, Bogustawa Zywicka*

*Zaktad Chirurgii Eksperymentalnej i Badania Biomateriatow Katedry Chirurgii Urazowej
Akademii Medycznej we Wroctawiu

**Okregowy Szpital Kolejowy we Wroctawiu

Streszczenie

W pracy przedstawiono ocen¢ wptywu wchtanialnych materiatdéw hemostatycznych na uktad
krzepnigcia 1 fibrynolizg. W osoczu cytrynianowym ubogoptytkowym oznaczono wybrane
parametry uktadu krzepnigcia i fibrynolizy. Badania wykonano przed i po czasowym
kontakcie z materiatami hemostatycznymi. Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono,
ze materiat Spongostan nie wplywa na aktywno$¢ biatek uktadu krzepnigcia i fibrynolizy,
natomiast materiat Surgicel powoduje ich inaktywacjg, a materiat TachoComb tworzy skrzep
fibrynowy bez udziatu osoczowych sktadnikow krzepnigcia.

Stowa kluczowe: materiaty hemostatyczne, badania in vitro osocza, parametry uktadu
krzepnigcia i fibrynolizy
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EVALUATION OF THE INFLUENCE OF TOPICAL HAEMOSTATICS MATERIALS ON
COAGULATION AND FIBRINOLYSIS PARAMETERS
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Danuta Paluch*, Leszek Solski*, Bogustawa Zywicka*
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Abstract

In this paper the influence of absorbable topical haemostatic materials on coagulation and
fibrynolysis was evaluated. The parameters of coagulation and fibrinolysis were determined
after a certain time of incubation in human citrated plasma. It has been stated that Spongostan
has no influence on the activity of proteins of coagulation and fibrinolysis, Surgicel
deactivates them and TachoComb creates fibrin clot without plasma coagulation proteins.
Key words: topical haemostats, plasma in vitro tests, parameters of coagulation and
fibrinolysis
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BADANIA BIOLOGICZNE WLOKIEN Z DIBUTYRYLOCHITYNY
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Streszczenie

Opracowana w Katedrze Chemii Fizycznej Polimerow metoda otrzymywania
dibutyrylochityny przy uzyciu kwasu nadchlorowego jako katalizatora reakcji estryfikacji
chityny posiada szereg zalet: jest prosta, szybka i daje powtarzalne wyniki. Metoda ta
powoduje znaczng degradacj¢ chityny, jednak nadal mozna otrzymac¢ produkty reakcji o
dostatecznie wysokiej masie czasteczkowej o wlasnosciach btono- i widknotworczych. Szereg
doskonatych wtasnosci dibutyrylochityny, takich jak dobra rozpuszczalno$¢ w popularnych
rozpuszczalnikach organicznych, bioaktywno$¢, odporno$¢ na gamma radiacje, zdolno$¢
tworzenia blon, mikrosfer 1 wldkien czynia z niej polimer o duzych mozliwosciach w
ewentualnym stosowaniu do celow biomedycznych. Celem pracy byta ocena biozgodnos$ci
widkien z dibutyrylochityny.Badania obejmowaty:



1. Badania biologiczne wyciagéw wodnych:

- Badania dziatania cytotoksycznego;

- Badania dziatania hemolitycznego;

- Badanie $r6édskoérnego dziatania drazniacego.

2. Badania implantacyjne:

- Badania odczynu tkanek po implantacji do jamy otrzewnowej myszy;

- Oceng zmian w poziomie cytokin IL 1biIL 6
w plynie z jamy otrzewnowej myszy po
implantacji.

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze wtdkna z dibutyrylochityny nie
wykazuja dziatania toksycznego, nie wywotuja zmian ogolnoustrojowych oraz nie wywotuja
istotnego wzrostu poziomu cytokin IL-1 bi IL-6 po implantacji wtokien z DBCH na okres
7,14,21,28160 dni. Implantowane do jamy otrzewnowej, wywotuja dos¢ nasilony odczyn
zapalny.

Stowa kluczowe: dibutyrylochityna, badania biologiczne in vitro, badania implantacyjne,
interleukina 1b 1 6.
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Maria Szymonowicz*, Leszek Solski*, Bogustawa Zywicka*
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Abstract

The procedure of preparation of dibutyrylchitin using perchloric acid as a cheap and easily
available catalyst of chitin esterification, evaluated at the Division of Physical Chemistry of
Polymers, has a number of advantages: it is simple, quick and reproducible. This method
promotes significant degradation of chitin. However, it is possible to synthesise a polymer
with a molecular mass high enough to from strong films, fibres or microspheres. Butyrylation
of chitin gives a high yield of easily soluble products with a degree of substitution ca 2.
Excellent properties of dibutyrylchitin such as easy solubility in common organic solvents,
bioactivity, resistance to gamma irradiation, ability to form films, fibres and microspheres
enable its wide application in medicine.The main target of our investigation was to evaluate
the biocompatibility of dibutyrylchitin fibres.

Our investigation included:

1. Biological properties of aqueous extracts:

- cytotoxicological effect;

- haemolytic effect;

- intracutaneous reactivity test.

2. Evaluation after implantation:

- evaluation of tissue reaction after mouse intraperitoneal implantation;

- assessment of the changes in the level of cytokines IL 1b and IL 6 in the intraperitoneal
liquids of mice after implantation.

In the conclusion we can say that the dibutyrylchitin fibres do not have any toxicological
properties, they give neither local nor all body reactions. They do not cause significant
increase in the level of interleukins IL-1b or IL-6. After implantation into mouse peritoneal
cavity the fibres caused fairly intense inflammation.

Key words: dibutyrylchityn, biological investigation in vitro, evaluation after implantation,

interleukin 1b and 6.
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WARSTWY DIAMENTOWE NA IMPLANTACH DLA TRAUMATOLOGII
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Streszczenie

Opracowano technike wytwarzania powtok pasywno - diamentowych na implantach ze stali
Cr-Ni-Mo stosowanych w traumatologii. Przeprowadzono badania struktury warstwy oraz jej
wiasnosci fizykoche-micznych w stymulowanych warunkach laboratoryjnych, gtownie ze
wzgledu na odporno$¢ korozyjna. Oceniono takze biotolerancjg uszlachetnionych implantow
w tkankach zwierzat do$wiadczalnych oraz w badaniach klinicznych. Nowa jakos$¢
implantow gwarantuje w pelni dobre cechy uzytkowe. Uzyskane wyniki sa obiecujace dla
perspektywicznych zastosowan klinicznych.

Stowa kluczowe: chirurgia kostna, traumatologia, biomateriaty metaliczne, warstwy
diamentowe, wlasnos$ci fizykochemiczne biomateriatow metalicznych
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DIAMOND-COATED IMPLANTS FOR TRAUMATOLOGY
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Abstract

A method of deposition of passive-diamond coatings onto implants made of Cr-Ni-Mo steels
applied in traumatology has been developed. Structure of the layer as well as its
physicochemical properties under stimulated experimental conditions, mainly with respect to
its corrosion resistance, have been investigated. Moreover, biotolerance of improved implants
in tissues of experimental animals and during clinical examinations has been evaluated. The
new quality of implants guarantees good useful properties. The obtained results are promising
for future clinical applications.

Key words: osteopedic surgery, traumatology, metallic biomaterials, diamond layers,
physicochemical properties of metallic biomaterials
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