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IMPROVED ADHESION

AND GROWTH OF VASCULAR
SMOOTH MUSCLE CELLS IN
CULTURES ON POLYETHYLENE
MODIFIED BY PLASMA
DISCHARGE

MARTIN PARIZEK!, NikoLA KAsALKkovA?, Lucie BACAKOVA™"
KaTerINA KoLAROVAZ, VERA LisA?, VACLAV SVORCIK?

" INsTITUTE OF PHYsioLoGY, Acap. Sci. CR, Vipenska 1083,
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2INsTITUTE OF CHEMICAL TECHNOLOGY, TECHNICKA 5,

166 28 PRAGUE 6 — DEJVICE
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Abstract

The attractiveness of synthetic polymers for cell
colonization can be affected by physical and chemical
modification of the polymer surface. In this study, high
density polyethylene (HDPE, m.w. 0.952g/cm®) and
low density polyethylene (LDPE, m.w. 0.922g/cm?)
were modified by an Ar plasma discharge using Balz-
ers SCD 050 device (exposure time 10, 50, 150 and
400 seconds, discharge power 1.7W). The material
was then seeded with rat aortic smooth muscle cells
(RASMC; passages 8 to 9, 17 000 cells/cm?) and
incubated in a DMEM medium with 10% of fetal calf
serum. On day 1 after seeding, the number of initially
adhered cells was significantly higher on all modified
HDPE and LDPE samples. On day 2, this difference
persisted in HDPE, whereas in LDPE only the values
on the samples modified by 150 and 400 seconds
were significantly higher. On the 5" and 7" day, there
were no significant differences in cell number among
all LDPE samples. However, on the HDPE foils, sig-
nificant differences were still apparent on the samples
modified for 400 seconds. The cell spreading areas
measured on day 1 after seeding were significantly
larger on all modified LDPE samples, and, on day 2, on
the HDPE samples exposed for 150s. The increased
cell colonization was probably due to the formation of
oxygen-containing chemical functional groups in the
polymer. These results suggest that the responsive-
ness of the cell to the changes in physicochemical
surface properties was more pronounced in HDPE
than in LDPE. On both types of polyethylene, the
most appropriate exposure time for the enhancement
of cell adhesion and growth seemed to be 150 and
400 seconds.

Keywords: Ar plasma discharge, high density and
low density polyethylene, cell adhesion, cell prolif-
eration, vascular smooth muscle cells, biomaterials,
tissue engineering.

[Engineering of Biomaterials, 67-68, (2007), 1-4]

Introduction

Synthetic polymers, such as polyethylene, polystyrene,
polyurethane, polytetrafluoroethylene and polyethylene
terephtalate, are commonly used in various industrial ap-
plications as well as in biology and medicine. They not
only serve as growth supports for cell cultures in vitro, but

can also be used for constructing replacements for various
tissues or organs, e.g. non-resorbable or semi-resorbable
vascular prostheses, artificial heart valves, bone and joint
replacements, and implants for plastic surgery (for a review
see Bacakova et al. 1996, 2000, 2001).

There are two approaches to the application of these
materials. The first approach uses highly hydrophobic or
extremely hydrophilic surfaces, which do not allow adhe-
sion and growth of cells. This approach is used for creat-
ing bioinert vessel replacements, where permanent blood
flow is necessary and thus the adhesion of thrombocytes
or immunocompetent cells is not desirable, due to the risk
of restenosis of the graft (for a review see Bacakova et al.
2000). An alternative approach, widely accepted in recent
tissue engineering, is to create surfaces that support colo-
nization with cells and good integration of a replacement
with the surrounding tissues of the patient's organism.
This concept is used e.g. for constructing bone prostheses
that will persist in the patient’s organism for many years, and
is being developed for the creation of bioartificial replace-
ments of blood vessels, liver, pancreas and even nervous
tissue (for a review see Bacakova et al. 2000, 2001).

There are various ways of modifying the surfaces of
the materials to make them convenient for cell adhesion.
For this purpose, the surfaces have been exposed to
ultraviolet (UV) irradiation (Svorcik et al. 2004), to a beam
of ions (e.g., oxygen, nitrogen, noble gases or halogens for
biological applications; Bacakova et al. 1996, 2000, 2001)
or to a plasma discharge (Turos et al 2003). For more pro-
nounced changes in the physicochemical properties of the
modified surface, some of these processes can be realised
in a gas atmosphere, e.g. in acetylene or ammonia (Svorcik
et al. 2004). The goal of these irradiation modifications is
to create functional chemical groups containing oxygen or
nitrogen, like carbonyl, carboxyl or amine groups, on the
surface of the material. These groups increase the surface
wettability, support the adsorption of cell adhesion-mediating
extracellular matrix proteins and stimulate the cell adhesion
and growth (Bacakova et al. 1996, 2000, 2001, Svorcik et al.
2004). In this study, we used an Ar plasma discharge for
surface modification of high- or low-density polyethylene, i.e.
materials that are promising for biomedical use. On the modi-
fied polymers, we evaluated the colonization with smooth
muscle cells in cultures isolated from the rat aorta.

Materials and methods

Preparation of the polymer samples

High density polyethylene (HDPE, m.w. 0.952g/cm?®) and
low density polyethylene (LDPE, m.w. 0.922g/cm?), which
are model materials for the potential development of tissue
replacements, were modified by an Ar plasma discharge (gas
purity: 99.997%) using a Balzers SCD 050 device for 10,
50, 150 and 400 seconds; the discharge power was 1.7 W.

Cells and culture conditions

The modified materials were cut into square samples
10x10mm in size, placed into 24-well plates (TPP, Swit-
zerland; well diameter 1.5cm) and fixed to the well bottom
by polyethylene circles (inner diameter 0.7cm, inner area
0.38465cm?). Vascular smooth muscle cells were isolated
by an explantation method from the aorta of young male
rats of the strain Wistar SPF (Bacakova et al. 2000, 2001).
In the 8™ to 9™ passage, the cells were seeded on the sam-
ples at a density of 30,000 cells/well (i.e., 17,000 cells/cm?).
The cells were cultivated in 1.5ml of Dulbecco’s Modified
Eagle Minimum Essential Medium (Sigma, U.S.A.) sup-
plemented with 10% foetal bovine serum (Sebak GmbH,
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Aidenbach, Germany) for 1, 2, 5 and 7 days (temperature of
37°C, 5% of CO, in a humidified air atmosphere). The cells
were then fixed by 70% cold ethanol (-20°C) and stained
with hematoxylin and eosin. The number of cells on the
sample surface was evaluated on pictures taken under an
Olympus IX 50 microscope using an Olympus DP 70 digital
camera. The cell spreading areas were determined using
Atlas software (Tescan Ltd., Brno, CR). As control materi-
als, non-modified polymers, pristine polystyrene foils and
standard tissue culture polystyrene dishes were used.

Statistics

The results were presented as mean +S.E.M. (Stand-
ard Error of Mean). Statistical significance was evaluated
by Student’s t-test for unpaired data. Values p<0.05 were
considered as significant.

Results and discussion

On the first day after seeding, the numbers of cells on the
HDPE samples were significantly higher on all modified foils
than on the pure HDPE, and on both types of polystyrene.
The highest average cell number, amounting to 13,560+740
cells/cm?, was found on the sample modified with plasma
discharge for 150s. The lowest number of cells was detected
on the sample modified with 50s plasma discharge, where
we observed only 110726+804cells/cm? (FIG.1). Similarly,
on the LDPE samples, the numbers of cells on day 1 after
seeding were also higher on all modified samples in compari-
son with the pure LDPE and the tissue culture polystyrene
dishes. The highest value of 13,530+1,460cells/cm? was
reached on the sample modified for 150s, and the lowest cell
number of 11140+1350cells/cm? was observed on the sam-
ple modified for a relatively short time interval of 10s (FIG.2).

On day 2 after seeding, the cell numbers on all modified
HDPE samples continued to be significantly higher than
those on the pristine HDPE (FIG.1). However, on the LDPE
foils the cell numbers were significantly higher only on the
samples modified at longer exposure times. The lowest cell
number of 17,200 1,960 cells / cm?, similar to that found on
pure LDPE (18,455+19,08cells/cm?), was observed on the
sample modified for 10s. On the sample modified for 50s,
the cell number was 22,030+2,340cells/cm?, which was still
non-significant in comparison with the pristine LDPE. Only
on the samples modified for 150 and 400s did the cells
reach significantly higher numbers of 26,650+2,300 and
26,750+ 1,800cells/cm?, respectively (FIG.2). Therefore, the
cell number showed a tendency to increase with the time of
exposure to the plasma discharge.

On the 5" day, the cell populations densities on the HDPE
were similar in the case of samples modified for 10, 50s and
pure HDPE, pure polystyrene and culture dish polystyrene.
Significantly higher values were found only on the samples
modified for 150 and 400s 71,950+2,870 and 63,695+4,873
cells/cm?, respectively). On the LDPE samples the situa-
tion was different. The numbers of cells were similar on all
samples except for the sample irradiated for 10s, where the
cell population density was significantly higher, reaching
151,60016,020cells/cm? (FIG.1,2).

On the 7" day, the numbers of cells on HDPE were
significantly higher on all modified samples than on the
pure HDPE, and the average cell number increased with
the exposure time. Thus, the highest average value of
79,020+6,800cells/cm? was found on the sample modified
for 400s, whereas the lowest cell population density of
43,090+5,840cells/cm? was obtained on the pure HDPE foil.
On all LDPE samples, the numbers of cells were similar and
without any statistical variances.
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FIG.1. Number of rat aortic smooth muscle cells on day 1, 2, 5 and 7 after seeding on HDPE modified by an Ar
plasma discharge. PS = pure polystyrene, PSC = polystyrene culture dish. Mean * SEM from 20 microscopic
fields (0.144 mm?) obtained from 2 independent samples for each experimental group. Student’s t-test for unpa-
ired data. Statistical significance (p<0.001 etc.) was evaluated in comparison with control unmodified HDPE.
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FIG.2. Number of rat aortic smooth muscle cells on day 1, 2, 5 and 7 after seeding on LDPE modified by an Ar

plasma discharge. PS - pure polystyrene, PSC - polystyrene culture dish. Mean * SEM from 20 microscopic fields
(0.144 mm?) obtained from 2 independent samples for each experimental group. Student’s t-test for unpaired
data. Statistical significance (p<0.001 etc.) was evaluated in comparison with control unmodified HDPE.

The results obtained on cell numbers indicate that the
sensitivity of the cells to the changes in the physicochemical
properties of the polymer surface was more pronounced in
HDPE than in LDPE; thus the improvement of the coloni-
zation with cells was more apparent on HDPE. However,
the cells were better spread on the LDPE foils. On day 1
after seeding, the cell spreading areas were significantly
larger on all modified LDPE samples, ranging from 891+65
to1,462+142um?, compared to the values on the non-
modified polymer (1,175+77um?), though on day 2 after
seeding these differences disappeared. In contrast, on all
HDPE samples the cell spreading areas were similar (from
205+29um? to 453+46um?) and, surprisingly, they were
relatively small in comparison with those found on the tissue
culture polystyrene (546+89um? respectively). Only on day 2
after seeding was a significantly larger adhesion area found
in cells grown on HDPE modified with plasma discharge for
150s (992+52pm?2).

Nevertheless, the cells were able to form a confluent layer
on all samples except for the pure HDPE. In the non-modi-
fied form, the material was not a good substrate for cell adhe-
sion and growth, which may have been due to its relatively
high hydrophobicity (water drop contact angle 102.5+2.3° ;
Svorcik et al. 2006). Pristine LDPE was more wettable (water
drop contact angle 96.6+1.9°) and thus more permissive for
cell adhesion. The improved cell adhesion and growth of
cells on samples modified by plasma discharge was prob-
ably due to the creation of oxygen-containing functional
groups. Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) has
indicated the presence of peroxide, ester, carbonyl, carboxyl,
hydroxyl, amide groups and excessive double bonds in
polyethylene modified with a plasma discharge (Svorcik
et al. 2006). The oxygen-containing groups are known to
increase the surface wettability and improve the adsorption
of cell adhesion-mediating extracellular matrix molecules
(e.g. vitronectin, fibronectin) from the serum of the culture
medium. These molecules are adsorbed in an appropriate
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FIG.3. Morphology of rat aortic smooth muscle
cells on day 1 after seeding on pure HDPE (A),
LDPE (B), HDPE 150s (C), LDPE 150 s (D), pristine
polystyrene foil (E) and polystyrene culture dish
(F). Stained with hematoxylin and eosin, Olympus
IX 50 microscope, bar=200um.
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amount, flexibility and spatial conformation enabling good
accessibility of specific sites on these molecules (e.g.,
RGD-containing amino acid sequences) by cell adhesion
receptors, such as integrins (Bacakova et al. 1996, 2000,
2001). The cell adhesion and growth on polymers modified
by plasma discharge could be further improved by function-
alization of the oxygen-containing and other groups formed
on the material surface by amino acids or oligopeptides act-
ing as ligands for cell adhesion receptors and recognized
preferentially by vascular smooth muscle cells, such as
KQAGDYV or VAPG (Mann and West 2002).

Conclusion

Treatment of high- and low-density polyethylene with an
Ar plasma discharge increased the population density of
vascular smooth muscle cells in cultures on these materi-
als. This effect showed a tendency to be positively corre-
lated with the time of Ar plasma discharge, and was more
pronounced in relatively highly hydrophobic HDPE than
in more wettable LDPE. However, on the modified LDPE,
the cells adhered by a significantly larger spreading area.
The improvement of the cell colonization was probably due
to the formation of oxidized structures in the polyethylene
surface layer and increased material wettability. Thus, plas-
ma discharge proved to be a suitable method for modifying
hydrophobic polymer surfaces designed for the construction
of tissue replacements, e.g. bioartificial vascular prostheses.
This approach deserves further investigation, especially
as regards further functionalization of the polymers with
bioactive molecules.
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Abstract

Zirconium nitride is considered as a promising material
for strengthening the surface of various materials, espe-
cially those designed for hard tissue surgery. Inthis study,
five groups of materials were prepared: non-modified car-
bon fibre-reinforced carbon composites (CFRC), CFRC
ground with metallographic paper, non-ground CFRC
with a layer of ZrN deposited by magnetron sputtering,
ground CFRC with a ZrN layer deposited by the arc
technique, and ground CFRC with a ZrN layer depos-
ited by a magnetron. We found that all samples gave
good support for the adhesion and growth of human-
osteoblast-like MG 63 cells, though the cell numbers
on these materials were often lower than on standard
cell culture polystyrene dishes and microscopic glass
coverslips. Nevertheless, ZrN films can be considered
as suitable materials for surface modification of bone
implants in order to improve their mechanical properties
and their integration with the surrounding tissue.

[Engineering of Biomaterials, 67-68, (2007), 5-8]

Introduction

Nowadays ZrN films are increasingly used to improve the
physical and chemical surface properties of substrates, es-
pecially if the surfaces are under considerably high mechani-
cal stress [1]. ZrN films have been used in various branches
of industry for their excellent mechanical properties (low
friction coefficient, wear resistance, hardness), chemical
properties (corrosion resistance, resistance to solvents and
acids, non-toxicity) and physical properties (high melting
point), in order to improve the lifetime and surface qualities
of various objects [1]. In the field of biomedicine, namely
in bone and joint prostheses, a considerable mechanical
stress occurs at the articular surfaces. Excellent resistivity
against dynamic load, fatigue and abrasion is therefore
needed [1,2]. Prostheses must exert their function in the
environment of the surrounding tissues. This is a chemically
highly aggressive environment, so corrosive resistivity and
biocompatibility of the materials are of crucial importance.
The possibility of sterilizing the material in a cold or hot

environment must also be preserved. The bio-inert proper-
ties of zirconium are already known, and thus this mate-
rial could be suitable for surface coatings of various body
implants [1]. However, relatively little is known about the
influence of this type of coating on the adhesion and growth
of cells. Therefore, in this study, ZrN films were deposited on
the surface of composites with a carbon matrix reinforced
with carbon fibres (CFRC), a material promising for bone
tissue engineering. The adhesion and proliferation of human
osteoblast-like MG 63 cells in cultures on these surfaces
was then investigated and correlated with selected physical
and chemical properties of these films.

Materials and methods

Preparation of the material

Two-dimensionally reinforced CFRC was prepared at the
Institute of Rock Structure and Mechanics, Acad. Sci. CR,
Prague. Briefly, commercially available woven fabric made of
Toray T 800 carbon fibres was arranged in layers, infiltrated
with a carbon matrix precursor (phenolic resin UMAFORM
LE, Synpo Ltd., Pardubice, CR), pressed, cured, carbonised
at 1000°C, and finally graphitized at 2200°C [3]. The com-
posites were cut into square samples with an edge length
of 10mm. They were used either in their pristine unmodified
form or they were gradually ground in a fluid environment
using metallographic papers with grains of sizes P320,
P600, P800, P1000 and P4000 (waterproof abrasive paper,
Hermes) in a KOMPAKT 1031 device (MTH Brno, Czech
Rep.) at 236 revolutions per minute. The composites were
then coated by ZrN films deposited either by magnetron
sputtering [4] or by the electrical arc technique [5], which was
performed at HVM Plasma Company, Prague, Czech Re-
public. The following 5 groups of samples were created:
Group E: non-modified CFRC
Group F: CFRC ground with metallographic paper
Group D1: non-ground CFRC with a ZrN layer deposited
by magnetron sputtering
Group D2: ground CFRC with a ZrN layer deposited by the
arc technique
Group D3: ground CFRC with a ZrN layer deposited by
magnetron sputtering

As reference materials, microscopic glass coverslips
(S, diameter 12mm; Menzel Glaser, Germany) and poly-
styrene culture dishes (PS, diameter 15mm) were used.
The cell growth on ZrN-coated composites was also com-
pared with that on calcium phosphate-based ceramics (H)
containing a-tricalcium phosphate (TCP) and hydroxyapatite
(HAp). These samples, representing a material used for
constructing bone tissue implants [6], were prepared at
AGH - University of Science and Technology, Faculty of
Materials Science and Ceramics, Cracow, Poland, in the
form of pellets 12 mm in diameter and 3mm in thickness.

Evaluation of the physicochemical properties of the
material

The surface roughness was measured by a profilometer
(Hommelwerke, Standard T1000 Basic, Germany) on each
sample before and after seeding the cells. The following
parameters were set on the profilometer: sensor type T1E,
range of measurement 80uym, sensor length L.=0.800mm,
distance of the sensor movement L=4.80mm (FIG.1).
On each sample, the parameter R, (i.e., departures of the
roughness profile from the mean line) was measured in 6
cycles, 3 measurements being performed in one direction
and 3 measurements in the direction perpendicular to the
first three measurements. Before cell seeding, 10-13 sam-
ples were measured for each experimental group, and after
the cell culture procedure, 2 samples were used.
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FIG.1. The course of scanning the surface of a
ZrN-coated CFRC sample (D3, day 7, R,=1.26um)
by the T1E profilometer sensor. Upper part: real
morphology of the surface, lower part: auto-
matically filtered for extreme values. Note that the
relatively smooth surface of the sample contains
one greater irregularity, which is probably due to
a lost carbon fibre.

Evaluation of cell adhesion and growth on the material

All CFRC samples were cleansed by pure ethanol (96%)
in an ultrasonic cleaner before cell seeding. The cleaning
time for each sample was about 2 minutes. Then the sam-
ples were dried under an infra-red lamp and protected from
potential contamination by the surrounding environments.
The samples were sterilized in an autoclave, inserted
into 24-well multidishes (TTP, Switzerland, well diameter
15mm) and seeded with human osteoblast-like MG 63 cells.
Each well contained 15,000 cells (8,492 cells/cm?) and 1.5ml
of Dulbecco’s modified Eagle’s Minimum Essential Medium
(DMEM; Sigma, U.S.A., Cat. No D5648) supplemented with
10% fetal bovine serum (FBS; Sebak GmbH, Aidenbach,
Germany) and gentamicin (40 pg/ml, LEK, Ljubljana, Slov-
enia). The cells were cultured for 1, 3 and 7 days at 37°C in
a cell incubator in a humidified air atmosphere containing
5% of CO,. For each experimental group and time interval,
3 independent samples were used.

To evaluate the cell morphology, the cells on the samples
were rinsed with phosphate-buffered saline (PBS; Sigma,
U.S.A.), fixed with 70% cold ethanol (-20°C, 5min), stained
with a combination of Texas Red C2-maleimide fluorescent
cell membrane dye (10ng/ml; Molecular Probes, Invitrogen,
Cat. No. T6008) and nuclear dye Hoechst #33342 (5ug/ml,
Sigma, U.S.A.) and observed in a conventional fluorescence
microscope (Olympus IX 50, equipped with a DP 70 digital
camera, Japan) or a confocal microscope DM 2500 (Leica,
Germany). The size of the cell adhesion area was evaluated
on digital pictures taken from 9 randomly selected micro-
scopic fields (size approx. 1.38+10*cm?) from one sample
for each experimental group, using Atlas software (Tescan
Ltd., Brno, Czech Republic). The cells that developed
intercellular contacts were excluded from the evaluation.
The size of the cell adhesion area was measured only
on day 1 after seeding, because in the following days the
material surface was already coated with a high number
of cells in contact, overlapping each other or even forming
multilayered regions.

To evaluate the cell number, two approaches were used.
In the first approach, the cells were counted on digital pic-
tures taken from 9 randomly selected microscopic fields (size
approx. 1.38+10-°cm?) from one sample for each experimen-
tal group and time interval. The cell population densities per
cm? were used for constructing the growth curves. In the
second approach, the cells were detached by a trypsin-EDTA
solution (Sigma, U.S.A., Cat. No T4174) at 37°C for 5 to 10
minutes, 0.5 ml/well. The trypsinization was then stopped by

adding 0.5 ml of the culture medium. The total cell number
and the number of viable cells were then determined in a
Cell Viability Analyzer (VI-cell XR, Beckman Coulter) using
2 samples for each experimental group.

To evaluate possible changes in the surface roughness
of the samples exposed to cell culturing, the samples were
cleaned by brushing in water and exposing to ultra-sound.
Together with cell culture, these procedures could be con-
sidered to simulate mechanical abrasion of the prosthetic
material in the patient’s organism, the chemical influence of
the liquids in the environment of the human body, as well as
the degrading activity of the cells. The surface roughness
was then measured by the same approach as described
above.

Statistical analysis

The quantitative data was presented as mean +S.E.M.
(Standard Error of the Mean). The statistical significance of
the differences among the experimental groups was evalu-
ated by a one-way analysis of variance (ANOVA, Student-
Newman-Keuls method), using SigmasStat software (Jandel
Corp. U.S.A.). Values p<0.05 were considered significant.

Results and discussion

As revealed by the measurement of the R, parameter,
CFRC is a relatively rough material, due to the crossing of
the carbon fibres in carbon fabrics and also the prominence
of the fibres over the carbon matrix. Grinding the surface
of CFRC resulted in a statistically significant decrease in
the surface roughness, whereas coating with ZrN had no
considerable effects on the surface topography (FIG.2). This
was probably due to the very low thickness of the ZrN layer,
which adhered tightly to the underlying material surface and
copied its morphology precisely. Similar effects were ob-
served in CFRC coated with carbon-titanium, the thickness
of which was about 1um [3]. On the other hand, a ZrN coat-
ing could strengthen the CFRC surface and thus prevent the
potential release of carbon particles from these composites
[3]. Interestingly, the cell culture and cleaning procedures,
considered as a model of the potential mechanical abrasion
of the material in the human body, did not change the R,
parameter significantly for all surface modifications studied.
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FIG.2. Roughness parameter Ra before and after
cell culture procedure. Mean *S.E.M. from 6 to 20
measurements performed on 2 to 10 samples for
each experimental group. ANOVA, Student-New-
man-Keuls method. Statistical significance: E, F,
D1, D2, D3: p<0.05 in comparison with the sample
of the same label (see Material and methods).



This result suggests relatively high stability of our newly-
developed materials in biological environments and their
resistivity against mechanical stress.

Surprisingly, the significant differences in the surface
roughness did not influence the population density of cells
adhering to and growing on the studied CFRC samples
on day 1 and 3. The cell numbers on the non-ground and
ground CFRC samples were similar, and on day 1 after
seeding, they were also comparable to the values found on
standard cell culture surfaces, represented by a polystyrene
culture dish and microscopic glass coverslips (FIGs. 3 and
4). These results differed from our earlier findings on higher
cell numbers of MG 63 and vascular smooth muscle cells on
smoother CFRC surfaces [3]. In the present study, the cells
on day 1 after seeding only showed a tendency to be better
spread on smoother surfaces, but this difference was not
significant (FIG.5). On the other hand, a positive influence
of surface microroughness on colonization with bone cells
has been shown repeatedly [7].
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FIG.3. Population densities of MG 63 cells on day
1, 3 and 7 after seeding on CFRC composites and
reference samples (see Material and Methods).
Mean * S.E.M. from 9 digital pictures for each
experimental group and time interval. ANOVA,
Student-Newman-Keuls method. Statistical sig-
nificance: E, F, D1, D2, D3, PS, S, H: p<0.05 in
comparison with the sample of the same label.

E
The number of cells - cell analyser ¥ Oday 1 (a)
0.6 D2
D3
s Oday 1 (1)
0.5 e
F Uday 3 (a)
? 0.4
~ ps o day 3 (1)
£ 0.3 ! ps PS H PS PHS
S H » H E
- F g Uday7(a)
= 0.2 £ D1 F
S bs os ) s . D2 E o1
s s N s D1 P o1 22 Hday7()
0.1 7 H H H H PHS sz - D2 pg
) ﬁ’ﬂ mﬂ el ) e
0 : : r‘vﬂ - ST ==
E F D1 D2 D3 PS S H

FIG.4. Population densities of MG 63 cells on day 1, 3 and 7 after seeding on CFRC composites and reference
samples (see Material and Methods). Mean * S.E.M. from 2 samples for each experimental group and time interval.
Each sample was measured 100 times in the Cell Viability Analyser. ANOVA, Student-Newman-Keuls method.
Statistical significance: E, F, D1, D2, D3, PS, S, H: p<0.05 in comparison with the sample of the same label.
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FIG.5. The size of the cell adhesion area of MG
63 cells on day 1 after seeding on CFRC compo-
sites and reference samples (see Material and
Methods). Mean % S.E.M. from 90 to 162 cells for
each experimental group (black columns) or from
9 microscopic fields for each experimental group,
each containing 5 to 33 cells (white columns).
ANOVA, Student-Newman-Keuls method.

Only on day 7 after seeding did the cell population den-
sity become significantly higher on ground CFRC coated
with ZrN in the magnetron (sample D2, FIG.3), though this
result was apparent only in the digital pictures, but not in
the values obtained in the Cell Analyzer (FIG.4). A certain
disproportion between the two methods of cell counting
could be explained by the fact that the digital pictures were
taken only from selected regions on the material surface,
whereas for counting in the Cell Analyzer the cells were
taken from the entire material surface, and only viable cells
were taken into account.

Counting in the Cell Analyzer also revealed that, from day
3 after seeding, the numbers of viable cells on the CFRC
samples was usually significantly lower than on standard
cell culture substrates, mainly polystyrene dishes (FIG.4).
A possible explanation is that standard cell culture polysty-
rene dishes and glass coverslips have considerably lower
roughness than the CFRC samples and, they are usually
more hydrophilic. It is generally known that cell adhesion
is highest on moderately wettable surfaces [8]. Neverthe-
less, despite the relatively high hydrophobicity of the CFRC
samples (water drop contact angle from 87+8° to 97+6°),
the cells on these materials grew exponentially (FIG.6).
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FIG.6. Growth curves of MG 63 cells on CFRC
composites and reference samples (see Material
and Methods). Data obtained from counting cells
on digital pictures taken from 9 randomly selected
microscopic fields for each experimental group
and time interval.

In addition, the cells were usually polygonal and well spread
and able to form a confluent cell layer (FIGs.7 and 8).
Sometimes, a biocompatible material colonized with a lower
number of cells could be more appropriate, for example in
the case of the implant removal or exchange.

By contrast, the cells on ceramic materials containing
TCP and HAp were not able to spread and proliferate.
They remained round and were attached to the substrate in
very low cell population densities, which showed a decreas-
ing tendency from day 1 to 7 (FIGs.3,4,6). As revealed by
the trypan-blue exclusion test performed during cell counting
in the Cell Viability Analyser, most of these cells were dead
(FIG.4). These results were surprising, because earlier we
had found that the adhesion and growth of MG 63 cells on
similar materials were similar or even better than those
obtained on tissue culture polystyrene dishes [6]. The low
adhesion, growth and viability of MG 63 cells in the present
study were most likely due to strong acidification of the
culture media by the ceramic materials.

Conclusion

All tested CFRC samples, especially those ground with
metallographic paper, proved to be good substrates for the
adhesion and growth of human-osteoblast-like MG 63 cells,
although the cell numbers on these materials were often
lower than on standard cell culture polystyrene dishes and
microscopic glass coverslips. Coating with ZrN had no ad-
verse effects on the cell adhesion and growth. At the same
time, we can expect the material surface to be strengthened
by this coating. Thus, ZrN films can be considered as suit-
able materials for surface modification of body implants
in order to improve their mechanical properties and their
integration with the surrounding tissue.
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FIG.7. Morphology of MG 63 cells on day 3 after
seeding on a ground CFRC sample coated with
ZrN deposited by electrical arc (sample D3, see
Material and Methods). Stained with Texas Red
C2-maleimide and Hoechst 33342. Olympus IX 50,
digital camera DP 70, obj. 20x, bar =200um.
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FIG.8. Morphology of MG 63 cells on day 7 after
seeding on a non-ground CFRC sample, coated
with ZrN deposited by magnetron sputtering
(sample D1, see Material and Methods). Stained
with Texas Red C2-maleimide and Hoechst 33342.
Confocal microscope DM 2500 (Leica, Germany),
obj. 10x
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[Inzynieria Biomateriatéw, 67-68, (2007), 9-11]

Wstep

Typowa kompozycja dentystyczna sktada sie z dwoch
monomeréw dimetakrylowych: bis-GMA (2,2-bis[4-(2-hy-
droksy-3-metakryloksy-propylo)fenylo]propan) i TEGDMA
(dimetakrylan glikolu trietylenowego). Dzieki obecnosci
grup hydroksylowych w swej strukturze, bis-GMA posiada
wiele zalet, jak: mata lotno$¢ i mata dyfuzja do tkanek,
maty skurcz polimeryzacyjny i dobra adhezja do szkliwa.
Niestety posiada rowniez wady takie jak: duza lepkosé,
mata konwersja grup winylowych w czasie polimeryzacji
i duza chtonnos¢ wody wytworzonego polimeru [1].
W celu zwiekszenia konwersji grup winylowych stosuje
sie najczesciej dodatek monomerdéw o mniejszej lepkosci
(TEGDMA), jednakze powoduje on wzrost skurczu polime-
ryzacyjnego i inhibicji tlenowej [2].

Inhibicja tlenowa powoduje w czasie sieciowania nie-
pozadane efekty, jak: mata szybkos$¢ polimeryzacji, dtugi
okres indukcji, mata konwersja i powstawanie lepkiej nie-
spolimeryzowanej warstwy na powierzchni utwardzanego
produktu. Aby ograniczy¢ inhibicje tlenowa opracowuje sie
nowe monomery zawierajace cykliczne ugrupowania wegla-
nowe lub uretanowe, charakteryzujgce sie mniejsza inhibicjg
tlenowa [1]. Zjawisko skurczu polimeryzacyjnego powoduje
powstawanie naprezen w kompozycie, ktére odpowiadajg
za utrate szczelnosci pomiedzy kompozytem a strukturg
zeba. Aby ograniczy¢ skurcz polimeryzacyjny opracowuje
sie nowe monomery o duzych wymiarach przestrzennych,
w ktorych stezenie reaktywnych wigzan nienasyconych
jest mate [3].

W niniejszej pracy przedstawiono wyniki badan nad
syntezg i fotopolimeryzacjg wielofunkcyjnych monome-
réw uretanowo-metakrylowych, ktére otrzymano metodg
bezizocyjanianowa. Monomery te wykazujg maty skurcz
polimeryzacyjny i matg inhibicje tlenowa.

Czes¢ eksperymentalna

Materialy

Glicerol, weglan potasu (POCH). Eter diglicydylowy
Bisfenolu A byt otrzymany z zywicy epoksydowej Epidian 6
(Z.Ch. “Sarzyna” S.A., Polska) przez destylacje pod zmniej-
szonym ci$nieniem. Pozostate reagenty (Aldrich) uzyte
zostaty bez dodatkowego oczyszczania.

Synteza wielofunkcyjnych monomeréw uretanowo-
metakrylowych

Weglan glicerolu otrzymano zgodnie z procedurg opi-
sang w zgtoszeniu patentowym P-363197 (2003) w reakcji
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Introduction

A typical dental composition consist of two dimethacrylic
monomers: bis-GMA (2,2-bis[4-(2-hydroxy-3-methacry-
loyloxy-propyl)phenyl]propane) and TEGDMA (triethylene
glycol dimetha-crylate). Thanks to the presence of hydroxylic
groups in the molecular structure, bis-GMA exhibits some
advantages: low volatility and diffusivity into tissues, low cure
shrinkage and good adhesion to enamel, and disadvantag-
es: high viscosity, low vinyl groups conversion under ambient
polymerization conditions and relatively high water uptake
of the cured polymer [1]. The addition of a less viscous
monomer (TEGDMA) causes an increasing vinyl groups
conversion, but unfortunately it also causes an increasing
polymerization shrinkage and oxygen inhibition [2].

Oxygen inhibition causes numerous deleterious effects
on free-radically cured products including slow polymeriza-
tion rates, long induction period, low conversion and tacky
surface properties. To overcome oxygen inhibition new mul-
tifunctional monomers containing cyclic carbonate groups or
urethane linkages, characterized with low oxygen inhibition
are developed [1]. The problem of polymerization shrinkage
creates contraction stresses in the composite restoration,
which can disrupt the marginal seal between the composite
and the tooth structure. To overcome the polymerization
shrinkage new monomers with big spatial dimension and
low concentration of methacrylic double bonds in molecule
are developed [3].

In this paper we report on the synthesis and photopo-
lymerization of multimethacrylic monomers with urethane
linkages, which are obtained via a new non-isocyanate route.
These monomers exhibit low polymerization shrinkage and
low oxygen inhibition.

Experimental

Materials

Glycerol, potassium carbonate were obtained from
POCH. Diglycidyl ether of Bisphenol A was isolated from
epoxy resin Epidian 6 (Z.Ch. “Sarzyna” S.A., Poland) by
distillation under reduced pressure. Other reagents (Aldrich)
were used without additional purification.

Syntheses of multifunctional urethane-methacrylic
monomers

Glycerol carbonate was prepared according to the
known procedure described in patent P-363197 (2003) in
reaction of glycerol and dimethyl carbonate in the presence
of potassium carbonate in 75°C. 2,2-bis[4-(2,3-dihydroxy-
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SCHEME I.

glicerolu i weglanu dimetylu, w obecnos$ci weglanu potasu
w 75°C. Diweglan 2,2-bis[4-(2,3-dihydroksypropoksy)fhenylo]-
propanu otrzymano z eteru diglicydylowego Bisphenolu A
i dwutlenku wegla w obecnosci Kl and 18-korona-6 jako
katalizatora, zgodnie z procedurg opisang w [d]. Multime-
takrylowe monomery uretanowe zsyntezowano w reakcji
wielohydroksylowych pochodnych uretanowych i chlorku
metakryloilu lub bezwodnika metakrylowego. Wielohydrok-
sylowe pochodne uretanowe otrzymano z weglanu glicerolu
lub diweglanu 2,2-bis[4-(2,3-dihydroksypropoksy)fenylo]-
propanu i diamin: heksametylenodiaminy, etylenodiaminy
lub aminoalkoholi: etanoloaminy, 3-amino-1-propanolu,
zgodnie z procedurg podang w [4,5] (SCHEMAT 1).

Fotopolimeryzacja

Powierzchnie monomerdéw (ok. 60um) zawierajgcych
5% dodatek kamforochinonu jako fotoinicjatora naswietlano
przy uzyciu $rednioci$nieniowej lampy rteciowej PLK Typ 5
(80 W) w atmosferze powietrza.

Badania

Przy uzyciu spektroskopii FTIR (Spektrofotometr
FT-IR FTS-165) okreslono konwersje wigzan podwaojnych
w czasie naswietlania w atmosferze powietrza. Przy uzyciu
spektroskopii Ramana (Spektrometr Ramanowski, Nicolet
Almega, 780 nm, dioda laserowa) okreslono konwersje
wigzan podwdjnych na réznych gtebokosciach naswietla-
nych warstw. Przy uzyciu wagi hydrostatycznej okreslono
wielko$¢ skurczu polimeryzacyjnego.

Wyniki i dyskusja

W celu otrzymania tetrametakrylowych monomerow
uretanowych zastosowano dwa typy pigciocztonowych
weglandw cyklicznych: weglan glicerolu i diweglan 2,2-bis[4-
(2,3-dihydroksypropoksy)fenylo]propanu. Cykliczne weglany
poczatkowo zostaty przeprowadzone w uretanowe tetrole w
reakcji z odpowiednimi diaminami alifatycznymi lub amino-
alkoholami. Uretanowe tetrole zostaty nastepnie poddane
reakcji z chlorkiem metakryloilu lub bezwodnikiem metakry-
lowym dajac uretanowe tetrametakrylany (SCHEMAT 1).

W wyniku reakcji otrzymanych pigciocztonowych
weglanéw cyklicznych z aminami, powstajg trzy izo-
mery tetrahydroksylowych pochodnych uretanowych.

propoxy)phenyl]propane dicarbonate was prepared from
diglycidyl ether of Bisphenol A and carbon dioxide in the
presence of Kl and 18-crown-6 as catalists, according to
the procedure described in [d]. Multimethacrylic monomers
with urethane groups were synthesized in reaction of multi-
hydroxylic urethane derivatives and methacryloil chloride or
methacrylic anhydride. Multihydroxylic urethane derivatives
were synthesized from glycerol carbonate or 2,2-bis[4-
(2,3-dihydroxypropoxy)phenyl]propane dicarbonate and
diamines: hexamethylenediamine, ethylenediamine, or ami-
noalcohols: ethanoloamine, 3-amino-1-propanol, according
to the procedure described in [4,5] (SCHEME1).

Photopolymerization

The layers (ca. 60um) of the monomers containing 5 %
of camphorquinone as a photoinitiator were irradiated using
a medium-pressure mercury lamp PLK Type 5 (80 W) in an
air atmosphere.

Measurements

FTIR (FT-IR spectrometer FTS-165) was used to meas-
ure the conversion of methacrylic double bonds during light
curing under an air atmosphere. Raman spectroscopy (Ra-
man spectrometer, Nicolet Aimega, 780 nm by diode laser)
was used to measure the conversion of methacrylic double
bonds in a various depth of layers. Hydrostatic balance was
used to measure the polymerization shrinkage.

Results and discussion

For obtaining urethane tetramethacrylates we used
two types of five-membered cyclic carbonates as starting
materials: glycerol carbonate and 2,2-bis[4-(2,3-dihydroxy-
propoxy)phenyl]propane dicarbonate. Cyclic carbonates
were first converted to a urethane tetrols by a reaction
with an appropriate aliphatic diamines or aminoalcohols.
The urethane tetrol products were reacted with methacryloyl
chloride or methacrylic anhydride to give the corresponding
urethane tetramethacrylates (SCHEME 1).

In a result of the reaction of obtained five-membered
cyclic carbonates with amine, three isomers of the tet-
rahydroxyurethane derivatives are formed. The resulting
mixtures of urethane tetramethacrylic isomers are a viscous
oils — useful form for dental applications.
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RYS.1. Konwersja wigzan podwéj-
nych w czasie tetrametakrylowych
monomerow uretanowych 3ai6aw
poréwnaniu z typowa kompozycja
dentystyczna (Bis-GMA-TEGDMA
3/1) (7).with hematoxylin and eo-
sin, Olympus IX 50 microscope,
bar=200um.

FIG.1. The conversion of double

RYS.2. Fragment widma Ramana
monomeru 6a na réznych gtebo-
kosciach warstwy (wigzania C=C)
po 30 s naswietlania.

FIG.2. A fragment of the Raman
spectra of the monomer 6a assig-
ned to C=C groups after 30 s of
UV-irradiation recorded at different
layer depths: 0 to 20pm.

RYS.3. Skurcz polimeryzacyjny
wielofunkcyjnych monomerow
uretanowo-metakrylowych.

FIG.3. The polymerization shrin-
kage of multifunctional urethane-
methacrylic monomers.

bonds vs. UV-irradiation time for
urethane tetramethacrylate mono-
mers 3a and 6a in comparison to
a typical dental composition (Bis-
GMA-TEGDMA 3/1) (7).

Koncowe produkty w postaci mieszanin izomeréw uretano-
tetrametakrylanéw sg olejami, co czyni je atrakcyjnymi do
zastosowan stomatologicznych.

Przeprowadzono fotopolimeryzacje tetrametakrylowych
monomerow uretanowych i typowej kompozycji dentystycz-
nej i zbadano inhibicje tlenowa. Kinetyke fotopolimeryzacii
okre$lono przy uzyciu spektroskopii FTIR i konfokalnej
mikroskopii Ramana. Konwersja wigzan podwdjnych
wielofunkcyjnych monomeréw metakrylowych zawieraja-
cych ugrupowania uretanowe jest wigksza niz kompozycji
zawierajgcych bis-GMA, dla tego samego czasu naswiet-
lania (RYS.1). Obecnos$¢ czterech grup metakrylowych
w czgsteczce prowadzi do szybkiego wzrostu lepkosci, co
ogranicza dyfuzje tlenu i zmniejsza inhibicje na powierzchni
naswietlanej warstwy (RYS.2). Dodatkowo, tworzenie sie
wigzan wodorowych pomiedzy ugrupowaniami uretanowymi
prowadzi do duzej szybkosci sieciowania. Otrzymane mo-
nomery multimetakrylowe z ugrupowaniami uretanowymi
wykazujg mniejszy skurcz polimeryzacyjny niz typowa
kompozycja dentystyczna (RYS.3.)

WhiosKki

Multimetakrylany z ugrupowaniami uretanowymi zostaty
zsyntezowane bezpieczng bezizocyjanianowg metoda.
Badania fotopolimeryzacji otrzymanych monomeréw po-
twierdzaja ich duzg konwersje, mniejszg inhibicje tlenowg
i mniejszy skurcz polimeryzacyjny niz w przypadku kompo-
zycji zawierajgcych bis-GMA.
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Photopolymerization of the tetramethacrylic monomers
and typical dental composition was investigated with re-
spect to oxygen inhibition. Kinetic investigations of photo-
polymerization were carried out by measuring of double
bonds conversion using FTIR spectroscopy as well as confo-
cal Raman microscopy. It was found that the conversion of
multifunctional methacrylic monomers containing urethane
linkages is much greater than that of composition with bis-
GMA for the same irradiation time (FIG.1). The presence
of four methacrylic groups in a monomer molecule leads
to a fast increase in viscosity which decreases the oxygen
solubility and suppresses inhibition in the upper layer of the
resin (FIG.2). In addition, the formation of hydrogen bonds
between urethane groups leads to faster crosslinking of
the resin. The obtained multimethacrylic monomers with
urethane linkages exhibit smaller polymerization shrinkage
than typical dental composition (FIG.3.)

Conclusion

Urethane multimethacrylates were synthesized via
synthetic pathway that is safer and more environmentally
friendly than those involving isocyanates. Photopolymeriza-
tions of the obtained monomers indicated higher conver-
sions, lower oxygen inhibition and smaller polymerization
shrinkage than those obtained for bis-GMA.
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Streszczenie

Celem prowadzonych badan do$wiadczalnych jest
ocena gojenia ran kostnych w obecno$ci preparatu
odbiatczonej kosci ludzkiej (grupa |) oraz jej miesza-
niny z bioszktem (grupa Il) w warunkach dotkankowej
implantacji. Badania przeprowadzono na grupie 24
Swinek morskich z okresami kontroli przypadajgcymi
na 1, 2, 3,4, 8i 12 tydzien doswiadczenia. Zwierze-
tom wszczepiano badany materiat w ubytek kostny
trzonu zuchwy. Przeprowadzono obserwacje kliniczne
przebiegu gojenia ran, podstawowe badania krwi,
pomiary gestosci kosci, a takze badania radiologiczne
i makroskopowe. Zaplanowano réwniez wykonanie
oceny histopatologicznej tkanki kostnej oraz narzgdéw
wewnetrznych (watroba, nerki) oraz badan histoenzy-
matycznych. W obu przypadkach nie obserwowano
powiktan w gojeniu ran pooperacyjnych. Makroskopo-
wo zaréwno w | jak i w Il grupie ubytki kostne ulegty
wygojeniu po 4 tygodniu badan. Wskazniki oznaczo-
ne w trakcie badan krwi zwierzat doswiadczalnych
utrzymywaty sie w granicach norm juz od 14 doby
eksperymentu. Radiologicznie proces gojenia tkanki
kostnej ulegt catkowitemu zakoriczeniu dla grupy | po
8, adla grupy Il po 12 tygodniu doswiadczenia. Wstep-
ne wyniki badan wykazaty, iz rany kostne wypetnione
odbiatczong koscig ludzkg goity sie szybciej niz te
wypetnione mieszaning odbiatczonej kosci ludzkiej
z bioszktem. Oba materiaty mozna ocenic jako bardzo

obiecujgce dla zastosowan koSciozastepczych.

Stowa kluczowe: naturalny hydroksyapatyt,
odbiatczona koS¢ ludzka, bioszkto, regeneracja ubyt-

kow kostnych, badania in vivo na zwierzetach

[Inzynieria Biomateriatéw, 67-68, (2007), 12-16]
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Abstract

The aim of this experimental examination is the

evaluation of the healing process of osseous wounds
with the presence of a preparation containing depro-
teinized human bone and (group I) and the mixture
of deproteinized human bone with bio-glass (group
1l), implanted in tissue. The examination was carried
out on a group of 24 guinea pigs and the control was
performed in the 1%, 2™, 37 4 8% and 12" weeks
of the examination. The material under analysis was
implanted in the osseous wounds of the animals’
mandible corpus. The following examinations were
then performed: clinical observation of the healing
process, basic blood examinations, bone tissue den-
sity measurements, radiological and macroscopic
examinations. Additionally, the examiners planned to
carry out histopathological examination of the osseous
tissue and the internal organs (kidney, liver), as well
as histoenzymatic examination. In both cases no com-
plications during the healing process were observed.
The macroscopic examination showed that in both
groups (I and Il) the osseous wounds were healed
after the 4" week of the examination. The indices de-
termined during the blood examination of the animals
used in the experiment remained within the standard
limits from the 14" day of the experiment. The radio-
logical examination showed that the osseous wound
healing process was totally ended after the 8" week
of the examination in the case of group I, and after the
12 week in the case of group Il. Preliminary results
of the examination showed that the osseous wounds
filled with deproteinized human bone healed faster
than these filled with the mixture of deproteinized hu-
man bone and bio-glass. Both materials can be evalu-
ated as highly promising in bone-replacing use.

Keywords: natural hydroxyapatite, deproteinized
human bone, bio-glass, osseous wounds regenera-
tion, in vivo experiments on animals

[Engineering of Biomaterials, 67-68, (2007), 12-16]



Wprowadzenie

Obecnie jako biomateriaty stosuje sie niezliczong ilos¢
tworzyw metalicznych, polimerowych, weglowych czy cera-
micznych. Tworzone z ich udziatem kompozyty odznaczajg
sie coraz to doskonalszymi wtasciwosciami z punku widze-
nia biomechaniki czy medycyny praktycznej [1]. Niewatpliwie
jednak najlepszym materiatem rekonstrukcyjnym jest wias-
na tkanka, dlatego tez w praktyce chirurgicznej dominujg
przeszczepy autogenne [2-4]. Pobranie autoprzeszczepu
wigze sie jednak z wykonaniem dodatkowego zabiegu celem
uzyskania odpowiedniego fragmentu tkanki, co powoduje
wydtuzenie czasu operaciji i jest dodatkowym obcigzeniem
dla pacjenta. W celu unikniecia tychze niedogodno$ci,
zwtaszcza w chirurgii kostnej, stosuje sie na szerokg skale
naturalne, bioaktywne preparaty na bazie odbiatczonych
kosci zwierzecych [5,6]. Przyktadem moga by¢ preparaty
uzyskane z kosci konskiej czy bydlecej, w ktérych catkowite
usuniecie skfadnikédw organicznych powoduje zniesienie
ich wiasciwosci immunogennych, co sprawia, ze materiaty
takie sg obojetne dla biorcow [6-10]. Stosuje sie je gtéwnie
do regeneracji ubytkéw kostnych w takich specjalnosciach
medycznych jak ortopedia, chirurgia stomatologiczna
i szczekowo-twarzowa, a takze periodontologia czy im-
plantologia [11,12]. Ich obecnos¢ w organizmie ludzkim
moze jednak prowadzi¢ do przeniesienia bakterii, wirusow
czy niektérych chorob odzwierzecych. Zastosowanie za-
miennie odbiatczonej kosci ludzkiej mogtoby zlikwidowaé
tego rodzaju zagrozenia. Wykorzystanie jej dodatkowo do
stworzenia mieszaniny z materiatem zaliczanym do ceramiki
bioaktywnej, a mianowicie bioszklem, mogtoby stanowi¢
ciekawe rozwigzanie materiatowe do celéw kosciozastep-
czych [13]. Na istotny fakt zastuguje dodatkowo to, iz Pol-
ska jest nielicznym z krajow na Swiecie, gdzie pobieranie
tkanek ludzkich jest uregulowane prawnie ustawg z dnia
26 pazdziernika 1995 roku (Dz. U. Nr 138/1995 r. poz. 682)
wraz z nowelizacjg z dnia 20 czerwca 1997 roku (Dz.U. nr
104/1997 r. poz. 661).

Materiat i metody

W pracy zastosowano czystg odbiatczong kos¢ ludzkag
(grupa ) oraz jej mieszanine z bioszklem (grupa Il). Uzyty
preparat kosci ludzkiej byt w formie granulatu o $redni-
cy od 0,3 do 0,5 mm i zostat zakupiony w Regionalnym
Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa - Bank Tkanek
w Katowicach. Bioszkto, takze w formie granulatu o takiej
samej srednicy, zostato wytworzone metoda zol-zel z ukta-
du CaO-SiO,-P,0, w laboratorium Katedry Szkta i Powtok
Amorficznych AGH w Krakowie. Zastosowano jego odmiane
wysokowapniowg A2 (54%mol. CaO) o gestosci 2,9082 /cm?®
z dominujaca faza szklistg i poczatkami krystalizacji apatytu.
Do wytworzenia bioszkta zastosowano obrdbke termiczng
w temperaturze 800°C.

Badaniem objeto populacje 24 Swinek morskich,
w rowne;j liczbie obojga pici o wadze od 500 do 600g. Zostaty
one znieczulone Tiopentalem w dawce 0,4g/kg masy ciata.
Wszystkie zabiegi przeprowadzono w Centralnej Zwierze-
tarni Do$wiadczalnej SAM w Katowicach za zgoda Komisji
Bioetycznej ds. Badanh na Zwierzetach.

Po lewej stronie glowy zwierzat w trzonie zuchwy wy-
konano ubytki kostne o srednicy 6 mm i gtebokosci 3mm.
W grupie |, ktérg stanowito 12 Swinek morskich, wypetniono
je odbiatczong koscig ludzka, a w grupie Il, u takiej samej
liczby zwierzat, jej mieszaning z bioszktem.

U wszystkich zwierzat wykonano obserwacje kliniczne
przebiegu gojenia ran, a takze podstawowe badania krwi.
Po ich usmierceniu przeprowadzono badania makrosko-

Introduction

Nowadays, a great number of metal, polymer, carbon
and ceramic materials are used as biomaterials. The com-
posites containing them attain better and better properties
from the point of view of biomechanics or practical medicine
[1]. Undoubtedly, however, one’s own tissue is the best re-
constructive material. That is why autogenous transplants
play the leading role in surgical practice [2-4]. However,
autotransplantation involves performing an additional op-
eration necessary to collect the osseous tissue fragment.
It prolongs the operation time and is an additional inconven-
ience for the patient. In order to avoid such inconvenience,
especially in osseous surgery, natural bioactive preparations
based on deproteinized animal bone are widely used [5,6].
An example of such preparations can be those made of
horse or bovine bone, in which total removal of organic com-
ponents excludes their immunogenous properties, which
makes such materials totally indifferent for the recipients
[6-10]. They are mainly used for the regeneration of osseous
decrements in such medical fields as orthopaedics, oral and
maxillofacial surgery, and also periodontics or impalntology
[11,12]. However, their presence in the human organism
can result in the transmission of bacteria, viruses or certain
epizootic diseases. The use of deproteinized human bone
could eliminate hazards of this kind. In addition, using it for
a mixture with bioactive materials, mainly bioglass, could
be a useful bone-replacing material [13]. It should also be
emphasised that Poland is one of the few countries where
taking human tissue is legal, as regulated by the Regulation
of 26 October 1995 (Journal of Law No 138/1995 paragraph
682) and its amendment of 20 June 1997 (Journal of Law
No 104/1997 paragraph 661).

Material and methods

In the examination, deproteinized human bone (group I)
and its mixture with bio-glass (group Il) were used. The
preparation used was in the form of granulate with the
diameter from 0,3 to 0,5mm. It was bought in the Regional
Blood Donation and Blood Treatment Center — Tissue Bank
in Katowice (Poland). The bio-glass, also in the form of
a granulate of the same diameter, was made with the use
of the zol-gel technology from the CaO-SiO,-P,O; in the
laboratory of the Glass and Amorphous Coatings Depart-
ment of the AGH Science and Technology University in
Krakow (Poland). Its high-calcium variety A2 was used
(54% mol. CaO) of 2,9082g/cm?® density with dominating
glassy phase and the beginnings of apatite crystallization.
The thermal treatment of the bio-glass was performed at
the temperature of 800°C.

The examination was carried out on a group of 24 guinea
pigs, equal number of both genders, weighing from 500 to
600 grams. The animals were anaesthetized with Tiopental
in the dose of 0.4g/kg of the body weight. All the operations
were performed at the Central Experimental Animal Farm of
the Silesian University in Katowice and with the permission
of the Bio-Ethical Board for Experimental Animals.

On the left side of each animal’s head, in the corpus of the
mandible, a defect was made (6mm in diameter and 3mm
in depth). In group |, consisting of 12 guinea pigs, it was
filled with deproteinized human bone and in group I, also
12 guinea pigs, it was filled with mixture of deproteinized
human bone with bio-glass.

All the animals underwent clinical observations of the
wound healing, as well as basic blood analyses. After the
sacrificing of the animals, macroscopic and radiological
examinations were performed (in the X-ray laboratory of the
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powe i radiologiczne (pracownia rentgenowska | Katedry
i Kliniki Chirurgii Szczekowo-Twarzowej w Zabrzu) w 7, 14
i 21 dobie oraz w 4, 8 i 12 tygodniu doswiadczenia.
Dodatkowo, na podstawie tomografii komputerowej, we
wszystkich okresach badawczych, oznaczano gestos¢ kosci
W miejscu wprowadzonego wszczepu oraz w jego otocze-
niu (Szpital Rejonowy w Suchej Beskidzkiej - pracownia
diagnostyki obrazowej). W dalszym etapie eksperymentu
zaplanowano badania histopatologicznie tkanki kostnej
oraz narzgdow wewnetrznych (watroba, nerki) oraz badania
histoenzymatyczne.

Wyniki badan

W obu grupach podczas obserwacji klinicznych prze-
biegu gojenia ran nie stwierdzono u badanych zwierzat
bolu pooperacyjnego, co przejawiato sie ich spokojnym
zachowaniem. Poczatkowo byly znacznie ostabione, wraz
z uptywem czasu stawaty sie bardziej ruchliwe. Picie wody
i przyjmowanie karmy rozpoczety w okresie od 2—6 godzin
od zabiegu. Przez caly okres doswiadczenia zwierzeta
nie ocieraty sie o klatki i nie rozdrapywaty ran. W Zzadnej
z grup nie obserwowano réwniez ich rozchodzenia sieg.
Szwy usunieto w 10-14 dobie eksperymentu.

Makroskopowo proces gojenia ran kostnych u $winek
morskich w obu grupach przebiegat w sposéb prawidtowy.
Nie stwierdzono odczynéw zapalnych czy tez objawow chet-
botania (brak krwiaka lub tez obfitej wydzieliny przyrannej).
Zaréwno w grupie | jak i Il ubytki kostne ulegty wygojeniu
po 4 tygodniu badan.

Wszystkie wskazniki oznaczone w trakcie badan krwi
zwierzat w obu grupach utrzymywaty sie w granicach norm
juz od 14 doby eksperymentu. Wyjatkiem byta liczby gra-
nulocytéw we krwi, ktére osiggnety odpowiednie wartosci
po 8 tygodniu badan.

Badania radiologiczne juz po 7 dobie eksperymentu wy-
kazaty réznice w szybkosci tworzenia sige nowej tkanki kost-
nej w miejscach ubytkéw w zaleznosci od zastosowanych
materiatéw. Po 7 dobach w grupie | stwierdzono obecnos¢
kulistego przejasnienia o regularnych brzegach odpowia-
dajacego wielkoscig wykonanemu ubytkowi kostnemu.
Rozpoczynajacy sie proces odbudowy kosci, przejawiajacy
sie przymgleniem miejsca ubytku, widoczny byt dopiero po
14 dobie badan. Otrzymane w trakcie badan radiologicznych
obrazy wykazaty natomiast, iz w grupie Il rozpoczecie proce-
su kosciotworzenia nastgpito juz po 7 dobie eksperymentu.
W miejscu wykonanego ubytku widoczne byto wprawdzie
nieregularne przejasnienie ale w jego centralnym obszarze
dato sie zauwazy¢ niewielkie zacienienie, ktérego obszar
i wyrazistos¢ powiekszaty sie wraz z uptywem czasu.
Prawie zakonczony proces tworzenia sie nowej tkanki kostne;j
w grupie | uwidocznity obrazy rentgenowskie po 4 tygodniu
doswiadczenia. W tym okresie jedynie na obrzezach ubytku
wida¢ byto niewyrazne przejasnienie swiadczace o tocza-
cym sie procesie osteogenezy. Catkowite wytworzenie sie
w tej grupie nowej tkanki w miejscu rany kostnej nastapito po
8 tygodniu eksperymentu. Caty ubytek byt nader wyraziscie
zacieniony, co $wiadczyto o powstaniu bardziej mineralizo-
wanej tkanki niz otoczenie (RYS.1). W grupie Il natomiast
jeszcze po 8 tygodniu mozna byto dostrzec niewielkie
przejasnienie w goérno-przysrodkowym biegunie rany kostnej
(RYS.2), a catkowicie zakonczony proces kosciotworzenia
zaobserwowano dopiero po 12 tygodniach eksperymen-
tu. Ujawnita sie¢ wzmozona mineralizacja tkanki kostnej
przejawiajaca sie na obrazach radiologicznych wyraznym
zacienieniem w miejscu wykonanego ubytku.

1st Department and Clinic of Oral and Maxillofacial Surgery,
Zabrze), which was done on the 7%, 14" and 21t day, and
in the 4, 8" and 12" week of the experiment. Additionally,
in every period of the study, bone density was determined
in the bone graft site and its surroundings, with the use of
computer tomography. In the next stage of the experiment,
histopathological examinations of the osseous issue and
internal organs (kidney and liver) have been planned.

Results

In both groups, no post-operative pain was observed dur-
ing the clinical observations of the wound healing process,
which was proved by the animals’ calm behaviour. First, the
animals were considerably weak, but after a short period
they became more active. They started to drink water and
eat fodder after 2—6 hours after the operation. Throughout
the whole experiment the animals did not scrap the cages
or scratch the wounds. In neither groups did the wounds
slacken. The stitches were removed on the 10"—14" day of
the experiment.

The macroscopic examination showed that the osseous
wounds healing process was proceeding in a normal
way in both groups. No inflammatory reactions fluctua-
tion symptoms (lack of hematoma or plentiful secretion at
the wound) were observed. Both in group | and in group
Il osseous wounds were healed after the 4" week of the
examination.

All the indices determined during the laboratory analysis
of the animals’ blood remained within the standards limits
starting from the 14" day of the experiment. An exception
was the number of granulocytes in the blood, which reached
its proper value after the 8" week of the experiment.

As early as on the 7" day of the examination radiological
examination showed differences in the rate of new osseous
tissue formation in the decrements, depending on the ma-
terial used. After the 7" day of the experiment, in group |,
a spherical clearing-up with regular borders was ob-
served, which corresponded to the bone decrement made.
The beginning of osseous tissue regeneration was only
observed after the 14" day of the examination and it
was manifested by a mistiness in the place of the bone
decrement. The pictures obtained during the radiological
examinations showed that in group Il the beginning of the
osseous tissue formation process started after the 7" day
of the experiment. There was an irregular clearing vis-
ible in the place in the place of the decrement made, but
in its central area there was a small shade, whose size
and sharpness became more and more visible with time.
The almost-finished process of the new osseous tissue
formation in group | was made visible by X-ray pictures
taken after the 4" week of the experiment. In this period
there was only a slight clearing visible on the borders of the
bone decrement, which showed the osteogenesis process
proceeding. For this group, total regeneration of the new
osseous tissue in the place of the bone decrement was
observed after the 8" week of the experiment. The whole
osseous wound was still clearly shady, which proved that
more mineralized tissue was formed than its surrounding
(FIG.1). In group Il still after the 8" week of the experiment,
a slight clearing-up on the top-center pole of the wound was
visible (FIG.2) and the process of osseous tissue regen-
eration was ended only after 12 weeks of the experiment.
Intensified mineralization of the osseous tissue was visible
in the X-ray pictures as a sharp shade in the places of the
bone decrements.



RYS.1. 8 tydzien — grupa | — w miejscu wykona-
nego ubytku widoczna bardziej zmineralizowana
kos¢ niz otoczenie.

FIG.1. 8 week — group | — in the place of osseous
wound it’s noticeable significant signs of more
mineralization of bone than its surrounded.

Z badan gestosci kosci wynika, iz jedynie w grupie Il po
12 tygodniu doswiadczenia stopien mineralizacji ubytkow
kostnych byt bardzo zblizony do otaczajacych go tkanek.
Przez dwa pierwsze okresy obserwacyjne gestos¢ kosci w
grupie | byta wyraznie wieksza niz w grupie Il. Réznica ta
wraz z uptywem czasu powoli sie zacierata. Po 8 tygodniu
badan nastapita sytuacja odwrotna i ubytki z wszczepiong
mieszaning wykazywaty obecnos¢é bardziej zbitej kosci w
poréwnaniu do ubytkéw z grupy | (RYS.3).

FIRYS.2. 8 tydzien — grupa Il - w miejscu ubyt-
ku widoczna zmineralizowana tkanka kostna
— gorno-przysrodkowym biegunie nieznaczne
przejasnienie.

FIG.2. 8 week — group Il - it’s noticeable minerali-
zed osseous tissue — a slight clearing up lightness
on the top-center pole of wound.

Bone density examinations show that only in group Il
after the 12" week of the experiment the degree of the
bone decrements mineralization was similar to that of the
surrounding tissue. During the first two observation periods
the bone density in group | was higher than this in group
Il. The difference became less and less visible with time.
After the 8" week of the experiment, a reverse situation
happened and the decrements filled with the mixture of the
deproteinized human bone and bioglass were characterized
by a higher bone density, in comparison with the decrements
from group | (FIG.3).
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procesu gojenia tkan-
ki kostnej w grupie Il
nastapito szybciej niz
w grupie |, gdyz juz
po 7 dobie ekspery-
mentu. Byto to prawdopodobnie spowodowane obecnoscig
w tym materiale aktywnego biologicznie bioszkta, ktére od
poczatku stymulowato proces osteogenezy. Zakohczenie
kosciotworzenia w miejscu wykonanych ubytkéw kostnych
nastapito szybciej w obecnosci czystego preparatu odbiat-
czonej kosci ludzkiej. Niewatpliwie jednak miato to wptyw
na jakos¢ nowo powstatej tkanki kostnej. Potwierdzeniem
tego sg badania gestosci kosci. Wykazaty one bowiem, iz
wytworzona w miejscu rany kostnej w grupie Il nowa kosc¢
odznaczata sie wiekszg gestoscia niz w przypadku czystego
preparatu odbiatczonej kosci ludzkiej, a co sie z tym wigze
byta bardziej zblizona swg wartoscig do kosci zbitej z oto-
czenia. Podsumowujac mozna stwierdzié, iz zastosowanie
czystego preparatu odbiatczonej kosci ludzkiej spowoduje
szybszg regeneracje ran kostnych lecz w przypadku jej
mieszaniny z bioszklem mozna liczy¢ na lepszg jako$¢
utworzonej w trakcie gojenia tkanki kostnej.

RYS.3. Poréwnanie gestosci kosci w miejscu ubytkow.
FIG.3. The comparison of bone density in place of osseous wounds.

Il started sooner than
in group |, as early
as on the 7" day of
the experiment. It was
probably caused by
the presence of the bioactive bio-glass in the material used,
which stimulated the osteogenesis process from the begin-
ning. The ending of the osseous wound healing was quicker
in the case of the decrements filled with pure deproteinized
human bone. Undoubtedly, however, it influenced the qual-
ity of the newly-formed osseous tissue, which was shown
by the bone density measurements. These measurements
showed that new bone formed in the place of the bone dec-
rement in group |l was characterized by higher density than
that, where the pure deproteinized human bone was used.
What follows, its value was more similar to that of the sur-
rounding compact bone. To sum up, it can be said that using
pure preparation of the deproteinized human bone causes
faster regeneration of the osseous wounds, but in the case
of its mixture with bio-glass, a better quality of the osseous
tissue can be obtained during the healing process.
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WPLYW PRZECIECIA TKANEK NA
WYNIKI BADAN WEASCIWOSCI
MECHANICZNYCH KRAZKOW
STAWU SKRONIOWO -
ZUCHWOWEGO

W. CHLADEK, |. CZERWIKA

KaTEDRA MoDELOWANIA PROCESOW I INZYNIERI MEDYCZNEJ,
PoLITECHNIKA SLASKA
uL. KrasiNskiEGO 8, 40-019 Katowice, PoLska

[Inzynieria Biomateriatéw, 67-68, (2007), 16-18]

Wprowadzenie

W skfad przyczyn powodujacych choroby stawdw skro-
niowo-zuchwowych wchodzg zjawiska zwigzane z rozktada-
mi sit i naprezen w komponentach stawu niemieszczace sie
w obszarach diagnostyki klinicznej [1]. Petne wyjasnienie
tych zagadnien wymaga wykorzystania narzedzi biomecha-
niki takich jak analizy modelowe, oparte o metody numerycz-
ne. Zgodnosc¢ rezultatéw obliczeh ze stanem naturalnego
obiektu jest zalezna od poprawnego zdefiniowania cech
materialowych badanego ukfadu [2,3]. Wynika stad duze
znaczenie fazy zbierania danych materiatowych, bez ktérej
trudno sobie wyobrazi¢ poprawng symulacje numeryczng
stanéw mechanicznych zachodzacych w organizmie zywym.
W przypadku stawu skroniowo-zuchwowego kluczem jest
okreslenie wtasciwosci tkanek kragzka stawowego [4-7].
Przedstawiona praca miata na celu okreslenie wptywu pre-
paratyki probek na zmiany charakterystyk mechanicznych
tkanek krazkéw stawowych.

THE INFLUENCE OF TISSUE
INCISION ON THE EXAMINATION
RESULTS REGARDING
TEMPOROMANDIBULAR

JOINT DISCS’ MECHANICAL
PROPERTIES

W. CHLADEK, |. CZERWIKA

DEPARTMENT OF PROCESS MODELLING AND MEDICAL
ENGINEERING, SILESIAN UNIVERSITY OF TECHNOLOGY
40-019 KatowicE, uL. KRASINSKIEGO 8

[Engineering of Biomaterials, 67-68, (2007), 16-18]

Introduction

The causes include phenomena connected with forces
and stress distribution in joint’'s components, which cannot
be clinically diagnosed [1]. Therefore, a full explanation
of these issues requires the application of biomechanical
tools. The proper diagnostics method for obtaining the
desired answers are model analyses based on numerical
methods, such as the finite element method. Compliance of
calculation results with the state of a natural object depends
on approved boundary conditions, particularly on the defin-
ing correctly the investigated system’s material properties
[2,3]. Therefore, gathering data regarding the material has
paramount importance, since it is hard to imagine a correct
numerical simulation of the mechanical states present in
a living organism [4-7]. This paper attempts to show how
excising joint disc samples can influence the samples’ me-
chanical characteristics.



Metodyka badan

Ze wzgledu na trudnosci z pozyskiwaniem tkanek ludz-
kich do badan postanowiono wykorzystac¢ krazki wieprzowe.
Wyglad krazkéw wieprzowego i ludzkiego w $wietle przecho-
dzacym pokazano na RYS.1. Aby oceni¢ doktadnie stopien
podobienstwa obydwoéch obiektdéw, zmierzono grubosci
krazkow oraz wielko$¢ zagtebienia sie w tkanki kulistego
penetratora o srednicy 5mm, wgniatanego sitg 1,2N w cza-
sie 15s. Za podstawe oceny przyjeto procentowa wielkos¢
zagtebienia penetratora odniesiong do grubosci krazka w
miejscu badanym. Badania wstepne przeprowadzono dla
czterech krgzkéw wieprzowych i dwéch ludzkich. Do analiz
wytypowano zaznaczone na rycinie miejsca, z tytu krgzka
(P), z przodu krazka (A) oraz strefe centralng (C).

RYS.1. Poréwnanie wygladu krazkéw: a) wieprzo-
wego, b) ludzkiego w swietle przechodzacym wraz
Z zaznaczonymi miejscami pomiarowymi A-z przo-
du, P-z tytu, C-w centralnym punkcie krazka.
FIG.1. Comparison of the view of a) porcine, b)
human disc in transmission light with marked
measurement places: A-anterior, P-posterior and
C-central spot.

Zasadnicze badania wilasnosci mechanicznych prze-
prowadzono na uniwersalnej maszynie wytrzymatosciowej
Zwick o zakresie obcigzenia 25 kN. Do badan przygotowy-
wano: probki walcowe o $rednicy 5mm, krazki nieuszko-
dzone oraz krazki z ponacinane wokoét strefy pomiaru.
Po odpowiednim utozeniu prébki wzgledem stempla, za-
dawano po dziesie¢ cykli $ciskania i odcigzania przyjmujac
pitowy ksztatt charakterystyki sita-czas przy statej predkosé
przyrostu obcigzenia rownej 1N/s. Realizowano cykl odze-
rowy do maksymalnej wartosci sity réwnej 3 N.

Wyniki badan

Rezultaty wstepnych badan poréwnawczych krazkéw
ludzkich i wieprzowych zestawiono w TABELI 1 zawierajacej
$rednie grubosci oraz zagtebienie wzgledne, wyznaczone
jako stosunek wielkosci zagtebienia penetratora do grubosci
krazka w badanym miejscu.

Pomiary grubosci wykazaly, ze zaréwno dla krazka
ludzkiego, jak i wieprzowego mozna wyrdzni¢ wyraznie
wzmocnione czesci przednie i tylne, przy czym czes¢ tylna
jest grubsza i sztywniejsza od czesci przedniej. Srodki
i boki krazkéw sg znacznie ciensze i bardziej podatne na
obcigzenia.

Podczas cyklicznych badan kragzkéw petle histerezy sta-
bilizowaty sie po 5 cyklu obcigzenia. Przyktadowe wykresy
pokazano na RYSUNKU 2.

Na podstawie uzyskanych ustabilizowanych charakte-
rystyk okreslono sztywnosci oraz moduty elastycznosci
probek [4]. Dodatkowo odczytywano zakres catkowitego
odksztatcenia cyklu Ag, i odksztatcenie Ag, charakteryzuja-
cego dyssypacje energii. Wyniki, bedace wartoscig $rednig,
z trzech pomiaréw na tkankach pochodzacych od réznych
zwierzat, zestawiono w TABELI 2.

Methods

The porcine samples were used for laboratory tests due to
the similarity between chewing mechanisms in human beings
and pigs. Ahighlighted view of human and porcine discs shown
in FIG.1 illustrates similar diversification of tissue thickness in
both discs. Disc thickness and penetration depth of a ball pen-
etrator of 5mm in diameter, indented using force of 1.2N during
15s. The percentage ratio of penetrator’s indentation to disc’s
thickness in the investigated spot was used as the basis for
evaluation. Considering the possibility of taking samples later
in the experiment, places marked in the figure were selected
for analyses in the posterior (P), anterior (A) and central (C)
parts. Preliminary investigation was carried out for four porcine
and two human discs taken from a 67-year old donor.

Using the Zwick universal strength-testing machine with a
25kN load range. Prepared were: cylindrical samples of 5mm
in diameter; complete undamaged discs; and discs with locally
interrupted tissue continuity around the measurement zone.

After appropriate placement of the sample in relation to
the penetrator, ten compression and relaxation cycles were
applied with adopting a saw tooth control signal of the force-
time characteristics at a constantly increased loading rate of
1N/s. Cycles with zero to 3N force were realized.

Results

Results of preliminary comparative studies of human and
porcine discs are juxtaposed in TABLE 1, presenting aver-
age thicknesses and relative indentation depths, determined
as a relation between the penetrator’s indentation depth and
disc thickness within the examined area.

Zagtebienie wzgledne

Grubos¢ /

. h penetratora /
Acvzlr';o' Th'[‘:':(:‘?ss Penetrator’s relative
miejsce / indentation [%]
Analyzed Ludzki Wieprzowy Ludzki Wieprzowy

spot krazek / krazek / krazek / krazek /
Human Porcine Human Porcine
disc disc disc disc
2,7 2,9 6,3 4,9
I P 3,2 4.4 41 4,2
I ¢ 0,9 1,3 12,3 9,7

TABELA 1. Poréwnanie grubosci ludzkich i wie-
przowych krazkéw stawowych oraz ich odksztat-
cen wzglednych przy nacisku punktowym.
TABLE 1. Comparison of human and porcine joint
discs’ thicknesses and their relative deformations
under spot pressure.

Thickness measurements indicate that, despite the porcine
disc’s larger mass, its shape is similar to the humane disc. Both
human and porcine discs display strengthening of anterior and
posterior portions, with the posterior part being thicker and
more rigid than the anterior portion. The central and side parts
of the disc are substantially thinner and more susceptible to
loads, as shown by the relative deformation analysis.

During investigations of the discs, the hysteresis loops
were stabilized after the 5th cycle of loading. Example charts
presented in FIGURE 2.

The basic examination result was rigidity in the investi-
gated objects, calculated using a ratio of pressure force to
displacement F/Al, and Young’s modulus [4]. Complemen-
tary information, illustrating the course of dissipation proc-
esses, includes the total deformation range for cycle Ag,and
the deformation Ae, characterizing the width of hysteresis
loop. TABLE 2 presents the experimental results, being the
average value from three measurements made on tissues
sampled from different animals.
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naprezenie MPa

RYS.2. Przyktadowe charakterystyki napreze-
niowo-odksztatceniowe uzyskane dla tylniej-P,
przedniej-A i srodkowej-C, czesci krazka dla
probek wycinanych (s), krazka z przerwang
ciagtoscia tkanek (d.) i dla catego nieuszko-
dzonego krazka (d).

FIG.2. Example stress and deformation charac-
teristics obtained for P (posterior), A (anterior)
and C (central) parts of a disc for: cut-out sam-
ples, a disc with interrupted tissue continuity
and for a complete, undamaged disc.

Miejsce Nrcyklu/ Sztywnosc /
Cycle Rigidity

number [N/mm]

Rodzaj prébki /
Sample type

badania /
Examined spot

Zakres odksztatcenia
cyklu Ag,/
Deformation range in
cycle Ag,

[%]

Szerokos$¢ petli histerezy,
Aey/
Hysteresis loop width Ag,,
[%]

Modut elastyczno-
ci /
Young’s modulus
[MPa]

Tyt krazka / Sample’s graph / Prébka wykr. 5 117,9 3,7 0,6 12,56
Posterior part Incised disc / Krazek naciety 5 88,8 3,8 1,2 4,53
airelEs Complete disc / Caty krazek 5 87,1 78 2.5 444
Przéd krazka / Sample’s graph / Prébka wykr. 5 97,3 6,4 0,8 7,25
Anterior part of | Incised disc / Krgzek naciety 5 64,3 8,1 2,8 3,28
disc Complete disc / Caly krazek 5 58,8 114 29 2,99
Srodek krazka / | Sample’s graph / Probka wykr. 5 87,9 4,7 1,6 6,99

Central partof | |ncised disc / Krazek naciety 5 70,6 7,6 1,4 3,6
olse Complete disc / Caly krazek 5 38,7 11,1 2.7 1,97

TABELA 2. Srednie wartosci sztywnosci, zakresy odksztatcen, moduly elastycznosci oraz procentowy ubytek

wagi prébek wycinanych w piatym cyklu badania.

TABLE 2. Average rigidity values, ranges of deformation, elasticity moduli and percentage weigh loss of cut-

out samples.

Whioski

Wycinanie prébek lub przerwania ciggtosci tkanek
krazka powoduje zawyzenie wyznaczanych wielkoSci
modutéw elastycznosci. Ze wzgledu na zmiennos¢ cech
geometrycznych i materiatowych nie powinno sie okreslaé¢
wiasnosci tkanek kragzka podczas typowej proby statycznego
Sciskania. Wskazane jest kilkukrotne powtérzenie cyklu
obcigzania. Za ustabilizowany mozna uzna¢ dopiero piaty
cykl obcigzenia.

Pismiennictwo
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[4] Delafargue A., Ulm F. J.: Explicit approximations of the inden-
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Conclusions

The results obtained in this study allow us to conclude
that when testing elasticity, a greater error is caused by
interrupting the tissue continuity than by disregarding the
influence of material’s continuity when loading an undam-
aged disc locally.

Due to variability of the characteristics during con-
secutive load cycles, the disc’s properties identified in
a typical static compression test should not be taken
into account in model research of joint’s load. Only
the fifth loading cycle may be considered stabilized.
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Wprowadzenie

W chirurgii naczyn oprécz auto- i allogennych materia-
tow stosuje sie syntetyczne protezy naczyniowe wykonane
z biomateriatéw polimerowych (polietylenotereftalanu
— PET, polimetylomatakrylanu — PMMA, politetrafluoroetylen
PTFE). Przy stosowaniu do implantacji tego typu materiatéw
istnieje ryzyko pojawienia sie bakteryjnych zakazen poope-
racyjnych. W celu zmniejszenia ilosci przypadkow infekciji
na oddziatach chirurgii naczyniowej stosuje sie systemowg
antybiotykoterapie.

Celem naszej pracy byto uzyskanie protez o przedtuzone;j
aktywnosci przeciwbakteryjnej przez utworzenie kowalen-
cyjnego wigzania miedzy lekiem a proteza naczyniowg
uszczelniang zelatyna.

Metodyka

Wigzanie cefepimu (cefalosporyna IV generacji) do
protez Uni-Graft® (Braun, Niemcy) prowadzono z uzyciem
aldehydu glutarowego — czynnika tworzacego ramie prze-
strzenne pomiedzy protezg a lekiem [1]. llos¢ leku zwigza-
nego z no$nikiem oraz wydajnos¢ procesu immobilizacji
okreslono metodami wysokosprawnej chromatografii cie-
czowej (HPLC) w opracowaniu wiasnym. Mikrobiologiczng,
kontrole przeciwbakteryjnej aktywnosci modyfikowanych
cefepimem biomateriatéw prowadzono w stosunku do
szczepow Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylo-
coccus epidermidis ATCC 12228 i E. coli ATCC 25992.

Wyniki

Przeprowadzone badania analityczne wskazuja, ze
najwyzsze wartosci wydajnosci procesu wigzania cefepimu
z protezg osiggna¢ mozna, gdy:

e pH Srodowiska reakcji immobilizacji jest lekko kwasne
lub obojetne;

o stosuje sie niskie wartosci poczatkowych stezen leku;

e do aktywacji biatkowanej protezy uzywa sie wysokich
(powyzej 6%) stezen aldehydu glutarowego;

e reakcje wigzania cefepimu prowadzi sie w tempera-
turze nie przekraczajacej 37°C przez okres co najmniej
2 godzin.

Po tak przeprowadzonej immobilizacji cefepimu wy-
kazano obecno$¢ réznych oddziatywan pomiedzy lekiem
a protezg typu: adsorpcji fizycznej, wigzan jonowych i silnych
wigzan kowalencyjnych. Procentowy ich sktad okreslono
przez odmywanie protez w wodzie (wymycie puli leku
zwigzanego fizycznie) a nastepnie w 0,1 M HCI (rozerwanie
wigzan jonowych) (RYS.1).
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[Engineering of Biomaterials, 67-68, (2007), 19-20]

Introduction

Synthetic vascular prostheses made of polymeric bioma-
terials (polyethylene terephthalate vascular surgery aside
of auto- and allogenous materials — PET, polymethacrylate
— PMMA, polytetrafluoroethylene PTFE) are used in vas-
cular surgery. Common use of such biomaterials leads to
postoperative bacterial infections. The systemic antibiotic
therapy is used to lower the amount of such complications
on vascular surgery departments.

The aim of our research was to obtain vascular prosthe-
ses with prolonged antibacterial activity by creation cova-
lent bindings between drug and gelatin - sealed vascular
prosthesis.

Methods

Immobilization of cefepime (cephalosporin IV gen.) on
Uni-Graft® (Braun, Germany) prostheses was performed
using glutaraldehyde — factor creating the space-arm be-
tween a prosthesis and a drug [1]. The amount of cefepime
bound to carrier and immobilization yield was estimated by
HPLC technique suitable for our conditions.

The microbiological control of antibacterial activity of
cefepim modified biomaterials was performed with use of
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus epi-
dermidis ATCC 12228 and E. coli ATCC 25992 strains.

Results

Analytical experiments showed that the highest amount
of cefepime bound can be obtained, when:

e pH value of reaction medium is slightly acidic or neutral,
e |ow initial concentration of drug is used,

e for activation gelatin-sealed prosthesis is using high con-
centration of glutaraldehyde (above 6%),

e immobilization process is performing during 2 hours in
temperature not above than 37°C.

In next test, after the immobilization, we showed, that
cefepime was bound by different types of interactions
between prosthesis and drug: physical adsorption, ionic
bonds, and strong covalent bonds. The percentage of par-
ticular interactions was estimated by washing out: first in
water (removal of drug attached by physical adsorption)
and next in 0,1 M HCI (disruption of ionic bonds) (FIG.1).
It was observed that the biggest amount of interactions
were covalent bonds (90%). It is very useful case, because
this type of bounds cefepime is the stronger attached and
the longer existing on prosthesis, so as a result it gives
prolonged antibacterial protection. Hence, antibacterial
growth inhibition in solid and liquid medium was observed
(TABLE 1, FIG.2, FIG.3).
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RYS.1.Procentowy udziatl wigzan wytworzonych
miedzy proteza a cefepimem.

FIG.1. The percentage particular interactions of
cefepim with prosthesis.

Strefy zaham-
owania wzrostu /
growth inhibition

[mm]
llo$¢ bakterii po 25
dniach /
Amount of bacteria
after 25 days of
incubation
[CFU/mI]

Typ wigzan /
Kind of interactions

Biomateriat hybrydowy /
Hybryd biomaterial

S.aureus
E.coli
S. epidermidis
S.aureus

Adsorpcja +
jonowe +
kowalencyjne / | 36 | 22 | 32 0
Adsorption +

ionic + covalent

Jonowe +
kowalencyjne / 31 18 | 17 0 0 0
lonic + covalent
kowalencyjne /

covalent L oz

o
o

Cefaklor
+ gel-
PET

3x10% | 1x102 | O

TABELA 1. Efekty przeciwbakteryjnego dziatania
protez naczyniowych zmodyfikowanych cefepi-
mem w hodowlach ptynnych i stacjonarnych.
TABLE 1. Antibacterial effect of modified with ce-
fepim prostheses in solid and liquid medium.

Stwierdzono, ze wigzania kowalencyjne stanowig
zdecydowang wiekszos$¢ (90%) catej puli oddziatywan.
Jest to bardzo korzystne, bo wiasnie ta pula leku bedaca
najmocniej, a przez to i najdtuzej zwigzana z protezg za-
pewnia przedtuzong w czasie ochrone przeciwbakteryjna.
Zatem ocenie poddano hamowanie wzrostu bakterii
w podiozu ptynnym i agaryzowanym otaczajacym zmodyfiko-
wane cefepimem protezy naczyniowe (TAB.1,RYS.2, RYS.3).

Whiosek
Powyzsze testy dowiodty, ze protezy naczyniowe mody-
fikowane cefepimem hamujg wzrost badanych szczepéw

Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidisii E. coli
przez okres co najmniej 25 dni trwania eksperymentu.

Podziekowania

Praca finansowana z grantu promotorskiego Ministerstwa
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego 2 PO5B 067 30.

Pismiennictwo

RYS.2. Strefy zahamowania wzrostu jako przejaw
aktywnosci przeciwbakteryjnej modyfikowanych
cefepimem protez naczyniowych; 1.antybiotyk
zwigzany z proteza, w sposob mieszany: bierny,
jonowy, kowalencyjny 2.antybiotyk zwigzany z pro-
teza w sposéb jonowy i kowalencyjny, 3.antybiotyk
zwigzany z proteza kowalencyijnie.

FIG.2. Zones of bacterial growth inhibition as an
antibacterial effect of modified biomaterial activity;
1.antibiotic bounded via adsorption, ionic and co-
valent interactions, 2.antibiotic bounded via ionic
and covalent interactions, 3.antibiotic bounded via
covalent interaction.

RYS.3. Ocena tworzenia biofilmu bakteryjnego
jako przejaw dzialalnosci przeciwbakteryjnej
modyfikowanych biomateriatow

FIG.3. Biofilm formation as a antibacterial effect
of modified biomaterial.

Conclusion

All above experiments showed, that growth of Staphy-
lococcus aureus, Staphylococcus epidermidis and E. coli
strains is inhibited for at least 25 days with cefepime modi-
fied vascular grafts.
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Wstep

Istotnym zagrozeniem wynikajgcym z zastosowania
w zabiegach chirurgii naczyniowej biomateriatéw wyko-
nanych z politereftalanu etylenu (PET) jest pojawianie sie
zakazen. Spowodowane sg one gtownie kontaminacjg
podczas operacji oraz wysokim powinowactwem bakte-
rii Staphylococcus epidermidis Staphylococcus aureus
i Escherichia coli do tego typu materiatow [1]. W celu
zmniejszenia ryzyka takich infekcji stosuje sie modyfikacje
biomateriatow substancjami bakteriobdjczymi.

Cel pracy

Gtéwnym celem pracy byta optymalizacja warunkéow
wigzania sparfloksacyny do protez naczyniowych Trico-
gel® i Uni-Graft® wykonanych z PET i wykorzystywanych
w chirurgii naczyn.

Metodyka

Wigzanie sparfloksacyny do protez Tricogel® (Tricomed,
Polska) i Uni-Graft® (Braun, Niemcy) prowadzono z uzy-
ciem aldehydu glutarowego — czynnika tworzacego ramie
przestrzenne pomiedzy protezg a lekiem. Immobilizacje
sparfloksacyny na wybranym nosniku prowadzono zgodnie
z procedurg opisang w zgtoszeniu patentowym [2]. llo$¢
leku zwigzanego z no$nikiem oraz wydajnos¢ procesu
immobilizacji okreslono metodami spektrofotometrycznymi
w opracowaniu wiasnym. Mikrobiologiczng kontrole ak-
tywnosci modyfikowanych hybryd (proteza-lek) testowano
w stosunku do szczepu E. coli ATCC 25992.

Badania wiasne

Na podstawie przeprowadzonych testow wstepnych
stwierdzono mozliwos$¢ wigzania sparfloksacyny za pomo-
cq aldehydu glutarowego do testowanych biomateriatow.
W nastepnej kolejnosci dokonano doboru odpowiedniego
rodzaju i pH srodowiska reakcji wigzania leku do protez PET
(TABELA 1). Najlepsze rezultaty wigzania leku do obydwu
testowanych materiatéw (Tricogel® i Uni-Graft®) uzyskano
stosujac bufor Sérensena o pH 7,4.

Nastepnie sprawdzono zalezno$¢ wydajnosci procesu im-
mobilizacji od stezenia aktywatora — aldehydu glutarowego
(GA). Zaobserwowano, ze wraz ze wzrostem stezenia tego
aktywatora rosnie ilos¢ zwigzanego z testowang protezg an-
tybiotyku oraz wydajnos$¢ procentowa immobilizacji (RYS.1).
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Introduction

The important problems are appearing while using in
vascular surgery polyethylene terephthalate (PET) bioma-
terials postoperative bacterial infections. They are caused
by contamination during operation and bacterial (Staphy-
lococcus epidermidis Staphylococcus aureus i Escherichia
coli) adhesion with such type of biomaterials [1]. To avoid
such infections, biomaterials are modified with antibacterial
substances.

Research aim

The aim of our research was optimization of sparfloxacin
immobilization conditions with vascular prosthesis Tricogel®
i Uni-Graft® made by PET and used in vascular surgery.

Methods

The sparfloxacin immobilization process with prostheses
Tricogel® (Tricomed, Poland) i Uni-Graft® (Braun, Germany)
was performed using glutaraldehyde — the reagent created
space-arm between prosthesis and drug. Immobilization
process of sparfloxacin on selected biomaterials was per-
formed according to procedure described in our Patent [2].
The amount of drug bound to biomaterial and immobiliza-
tion yield was estimated according to spectrophotometric
method suitable for our conditions. Microbiological tests of
activity of hybrid (prosthesis — drug) were performed using
E. coli ATCC 25992 strain.

Results

On the basis of our investigation it was found, that
sparfloxacin binds by glutaraldehyde to all tested vascular
biomaterials. Next, the type of buffer and its pH value for
sparfloxacin binding to PET prostheses were optimized
(TABLE 1). The best result of immobilization process for
two examined biomaterials (Tricogel® and Uni-Graft®) were
obtained for Sérensen buffer pH 7,4. Next, the correlations
between immobilization yield and concentration of activator
factor — glutaraldehyde (GA) was tested. It was observed,
that the higher was used this concentration, the higher was
the amount of bound antibiotic also higher was immobiliza-
tion yield (FIG.1). Additionally in next experiment it was ob-
served, that the higher was the amount of initial sparfloxatin
concentration the higher was the amount of bound drug, but
lower was immobilization yield. The similar effect of this type
of dependence was obtained for sparfloxacin binding with
Tricogel® and Uni-Graft® prostheses as well (TABLE 2).
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llo$¢ sparfloksacyny
zwigzanej przez proteze /
Sparfloxacin bound
with prosthesis [mg/g]
Immobilization yield
E. coli growth
after 28 days CFU/ml

Wydajno$¢ immobili

=
=
3]
8
c
S
©
N
o)
a
Q9
3]
i
=
7]
o
e
=

Kind of 0,1 M buffer
pH

Rodzaj 0,1M buforu /

c) e e e

[5) [5) © [5)

{2 (o)) pag (o))

8 g |le| 8

s E | 5] E

& > 6,0 7,8 6,88 20,2 22,8 0 0

",,9, § 7,0 12,2 11,42 33,5 35,2 0 0
o

- 8,0 | 9,12 10 29,4 | 26,76 0 0

& 5,0 9,72 7.9 26 33,0 0 0

(‘,5) g g 6,0 | 11,73 | 10,28 | 34,4 38,5 0 0

= 74 | 144 | 1456 | 48,2 47,2 0 0

6,0 6,2 6,48 21,2 24,2 0 0

% 7,0 10,4 10,96 | 34,44 31,8 0 0

7.4 9,3 11,02 34,6 27,0 0 0

TABELA 1. Dobo6r optymalnego pH srodowiska do
immobilizacji sparfloksacyny na protezach PET.
TABLE 1. Optimization of type of medium pH for
sparfloxacin immobilization on PET prostheses.

Dodatkowo, w kolejnym doswiadczeniu zaobserwowano,
ze wraz ze wzrostem wyjsciowego stezenia sparfloksacyny
rosnie ilos¢ unieruchomionego leku, maleje zas wydajnos¢
immobilizacji. Analogiczny efekt powyzszej zaleznosci
osiagnieto w przypadku tgczenia leku zaréwno do protez
Tricogel® jak i Uni-Graft® (TAB.2).

Whioski w0

Stwierdzono mozliwos¢ wia-
zania sparfloksacyny za pomocg
aldehydu glutarowego do bioma-
teriatéw Tricogel® i Uni-Graft®.
W celu zwigkszenia ilosci spar-
floksacyny zwigzanej z badang
protezg, dokonano optymalizacji

Wydajnosc%

75% GA

5% GA

llo$¢ sparfloksacyny
zwigzanej przez proteze /
Sparfloxacin bound with
prosthesis
(mg/g)
Immobilization yield
Wzrost E. coli po 28
dniach /
E. coli growth after 28 days
CFU/mI

Wydajno$¢ immobilizaciji /

immobilizacjg (mg/ml) /
S Concentration of sparfloxacin before
immobilization (mg/ml)

Stezenie sparfloksacyny w r-rze przed

Tricogel®
Tricogel®

o

3,8 0,66 17,0
1,39 7,9 23,8

N
>
[=)
&

© | o |o] Tricogel®
o | oo ]| UniGraft®

N
-
=
IN)
i

6,96 9,1

4 (wytraca
sie osad)
sediment

TABELA 2. Optymalizacja stezenia sparfloksacyny
w procesie immobilizacji na protezach Tricogel®
i Uni-Graft®

TABLE 2. Optimization of sparfloxacin concentra-
tion for immobilization process on Tricogel® and
Uni-Graft® prostheses.

Conclusions

It was found that sparfloxacin binds to Tricogel®
and Uni-Graft® biomaterials using glutaraldehyde.
The immobilization conditions have been optimized to ob-
taining higher amount of sparfloxacin bound with examined

prosthesis. Positive influence for immobilization process

have: - neutral medium (pH to
7,4), - dependence of immobili-
zation yield on glutaraldehyde’s
higher concentrations. Perform-
ing the immobilization process
for more then 2 hours in tem-
perature less then 37°C (data

UniGraft ; .
MerE E hot shown) is positive.

Tricogel
2,5% GA

warunkow jej unieruchamiania.
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Ustalono korzystny wptyw na
proces immobilizacji: srodowi-
ska obojetnego (pH do 7,4) oraz
wykazano zaleznos$¢ wydajnosci
procesu od malejgcych stezen
leku stosowanego do immobiliza-
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cji jak i zaleznos¢ wydajnosci od
wzrastajacych stezen aktywatora
— aldehydu glutarowego. Korzyst-
ne jest prowadzenie immobilizacji powyzej 2 godzin w tem-
peraturze nie przekraczajacej 37°C (dane nie zamieszczone
w pracy). Stwierdzono ze taki sposob unieruchamiania leku
skutkuje wytworzeniem hybryd o przedtuzonej do 28 dni
ochronie przeciwbakteryjnej w stosunku do E.coli.
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[Inzynieria Biomateriatow, 67-68, (2007), 23-24]

Polietereftalan etylenu nalezy do grupy biomateriatéw
poliestrowych wykorzystywanych w kardiochirurgii naczy-
niowej miedzy innymi do produkcji syntetycznych protez
naczyniowych. Istotnym zagrozeniem wynikajacym z za-
stosowania tego typu biomateriatdw w zabiegach chirurgii
naczyniowej jest pojawianie sie wczesnych badz péznych
zakazen, ktore z kolei moga prowadzi¢ do amputacji kon-
czyny badz zgonu pacjenta. Obecnie, znane metody zapo-
biegajace tego typu powiktaniom ograniczajg sie do zasto-
sowania protez naczyniowych nasaczanych odpowiednim
antybiotykiem, bgdz powlekanych solami srebra. Implanty
tego typu odznaczajg sie jednak stabymi wiasciwosciami
bakteriobojczymi i nie zapewniajg skutecznej ochrony protez
przed infekcjami bakteryjnymi [1-3].

Gtéwnym celem pracy byto sprawdzenie mozliwosci wia-
zania chemioterapeutykéw nalezacych do grupy fluorochino-
lonéw (pefloksacyna, sparfloksacyna i cyprofloksacyna) do
protez naczyniowych wykonanych z politereftalanu etylenu
wykorzystywanych w chirurgii naczyn.

Immobilizacje pefloksacyny, sparfloksacyny i cypro-
floksacyny do protezy naczyniowej Tricogel® (Tricomed,
Polska) przeprowadzono z zastosowaniem czynnika wia-
zacego 1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo) karbodiimidu.
Sprawdzono dwie metody wigzania fluorochinolonow:
1) polegajaca na utworzeniu aktywnych grup —C=0 na
powierzchni biomateriatu, oraz 2) polegajaca na aktywa-
cji karbodiimidem odpowiedniego chemioterapeutyku.
Dodatkowo zastosowano klasyczng metode nasaczania
protez wybranymi fluorochinolonami. llo$¢ poszczegdlnych
specyfikdbw zwigzanych do biomateriatu oraz wydajnosé
procesu immobilizacji okreslono metodami wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC) w opracowaniu wtasnym.
Otrzymane wyniki przedstawia TABELA 1 2.

Uzyskane wyniki wskazujg na mozliwos¢ wigzania pe-
floksacyny i cyprofloksacyny tylko po zastosowaniu metody
wigzania polegajacej na aktywacji biomateriatu karbodiimi-
dem. Pozostate badane metody wigzania uniemozliwiajg
skuteczne unieruchamianie wszystkich badanych fluoro-
chinolonéw. W przypadku sparfloksacyny stwierdzono brak
mozliwosci skutecznej immobilizacji leku bez wzgledu na
rodzaj zastosowanej techniki wigzania. W nastepnym etapie
badan sprawdzono dziatanie bakteriobdjcze fluorochinolo-
néw unieruchomionych metoda | na protezie naczyniowe;j.
Na podstawie otrzymanych wynikow (TABELA 3) stwierdzo-
no zahamowanie wzrostu testowanych szczepdw bakterii
(E. coli, S. aureus i P. aeruginosa) wobec biomateriatéw mo-
dyfikowanych pefloksacyna i cyprofloksacyna, w przeciwien-
stwie do protez zawierajgcych zwigzang sparfloksacyne.

W kolejnym etapie badan okreslono wtasciwo$ci anty-
bakteryjne, pefloksacyny zwiazanej z protezg naczynio-
wa inkubowang w pozywce ptynnej LB w czasie 7 dni.

ESTIMATION OF POSSIBILITY
OF FLUOROQUINOLONE
ANTIBIOTICS IMMOBILIZATION
TO POLYETHYLENE
TEREPHTHALATE
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[Engineering of Biomaterials, 67-68, (2007), 23-24]

Polyethylene terephthalate belongs to the group of poly-
ester biomaterials used in vascular cardiosurgery for differ-
ent purposes including the production of synthetic vascular
prostheses. The serious disadvantage of these prostheses
is the risk of early and high infections after their surgical
implantations, which may result in limb amputation or even
patients’ death. Commonly known methods used for the
infection prevention include the impregnation with silver salts
or soaking with antibiotics solutions. Such implants, however,
reveal only weak antibacterial activities and do not prevent
the prostheses effectively against bacterial infections [1-3].

The aim of the research was the verification of possibility
of fluoroquinolone chemotherapeutics (pefloxacin, spar-
floxacin, ciprofloxacin) immobilization to polyethylene
terephthalate vascular prostheses used in vascular surgery.

Immobilization of pefloxacin, sparfloxacin and ciprofloxacin
to vascular prosthesis Tricogel® (Tricomed, Poland) was per-
formed using 1-ethyl-3-(3-diethylaminopropyl) carbodiimide
as a binding factor. Two methods of fluoroquinolones binding
were tested: 1) creation of active —C=0 groups on biomate-
rial surface 2) activation of an appropriate drug with carbo-
diimide. Moreover, classical method of soaking the pros-
theses with the fluoroquinolone solution was used. Amount
of the chemicals bound to the biomaterial and immobilization
yield were estimated on a base of HPLC technique with some
modifications. The results are presented in TABLE 1 and 2.

The results showed the possibility of pefloxacin and cipro-
floxacin binding to the prostheses only via carbodiimide ac-
tivation method. Other tested methods of biomaterial activa-
tion were found to be ineffective for fluoroquinolones binding.
In case of sparfloxacin, the drug was found to be unsuscep-
tible for immobilization regardless of the binding technique.

Antibacterial activity of fluoroquinolones immobilized to
prosthesis according to the method | was tested against
E. coli, S. aureus i P. aeruginosa bacterial strains. According
to the results presented in TABLE 3, the growth of all tested
strains was inhibited by pefloxacin and ciprofloxacin but not
sparfloxacin immobilized on vascular prostheses.

Antibacterial activity of pefloxacin immobilized according
to the method | was tested also in liquid LB medium while
incubated for 7 days. Bactericidal effect was measured as
a function of increase of medium turbidity at OD550nm.
It was shown that tested bacterial strain growth was inhib-
ited in presence of pefloxacin-modified vascular prosthesis
in opposite to control non-modified prosthesis without the
drug (TABLE 4, FIG.1).

Summarizing the conclusions: Immobilization of pefloxacin
and sparfloxacin to polyethylene terephthalate vascular pros-
theses via the biomaterial activation by carbodiimide is possible.
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Pefloksacyna Sparfloksacyna Cyprofloksacyna
Pefloxacin Sparfloxacin Ciprofloxacin
Wydajnos¢ immobilizacji / Immobilization yield (%)

Metoda wigzania /

Binding method

karbodiimid +
proteza /
carbodiimide +
prosthesis

60,2 0,2 49,6

karbodiimid +

flurochinolon /
carbodiimide +
fluoroquinolone

nasaczanie /

] 0,5 0,1 0,09

soaking

TABELA 1. Rezultaty wydajnosci immobilizacji
wybranych fluorochinolonéw do poliestrowych
protez naczyniowych Tricogel®.

TABLE 1. Field of immobilization of tested fluo-
roquinolones on poliester vascular prosteheses
Tricogel®.

Szczep
bakteryjny /

Strefy zahamowania wzrostu / Growth inhibition zones [mm]
Pefloksacyna Sparfloksacyna Cyprofloksacyna

Bacterial strain pefloxacin sparfloxacin ciprofloxacin

Escherichia coli
ATCC 25922, 43 0 30
MIC < 5ug
Staphylococcus
aureus 30 23
ATCC 25923,
MIC < 5ug
Pseudomonas
aeruginosa
ATCC27853,
MIC 5-10ug

29 0 24

TABELA 3. Strefy zahamowania wzrostu wyzna-
czone dla fluorochinolonéw immobilizowanych z
proteza Tricogel® metoda | (karbodiimid-proteza).
TABLE 3. Zones of inhibition of bacterial growth
for fluoroquinolones immobilized on Tricogel®
vascular prosthesis according to the method |
(carbodiimide-prosthesis).

Efekt bakteriobojczy okreslano przez pomiar zmetnienia
OD550nm. Wykazano brak wzrostu badanych szczepow
bakteryjnych w obecnosci modyfikowanej pefloksacynag pro-
tezy naczyniowej w przeciwiehstwie do protez kontrolnych
nie posiadajgcych zwigzanego leku. (TABELA 4; RYS.1).

Reasumujgc: wykazano mozliwos¢ immobilizacji pe-
floksacyny i cyprofloksacyny do protez naczyniowych
wykonanych z polietereftalanu etylenu metoda polegajaca
na aktywacji biomateriatu karbodiimidem. Biomateriaty
zawierajgce tak zwigzane chemioterapeutyki wykazywaty
skuteczng ochrone przeciwbakteryjng. Pozostate metody
wigzania nie wykazywaty zadawalajacego poziomu wigzania
badanych fluorochinolonéw.
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Metoda wi ia/ Pefloksacyna Sparfloksacyna Cyprofloksacyna
Beit: di: w::;’:)'z Pefloxacin Sparfloxacin Ciprofloxacin
9 llo$¢ zwigzanego leku / Amount of bound drug (mg/g)
karbodiimid
+ proteza /
l carbodiimide + 20 ploze &
prosthesis
karbodiimid +
n quroch.l_no.Ion / 007 0,019 0,018
carbodiimide +
fluoroquinolone
W | masaczaniel 0,06 0,013 0,012
soaking

TABELA 2. Rezultaty ilosci zwigzanego leku do
poliestrowych protez naczyniowych Tricogel®.
TABLE 2. Amounts of the drug bound to poliester
vascular prostheses Tricogel®.

) ) ®
Szczep / DaI:/fI; a(::;felétzﬁr;a/ Proteza / 7 OD550nm
strain CFU? L Prosthesis 1 dzien / dzien /
( ) 1'day 7'day
Escherichi coli 1x10¢ Kontrola / Control 0,33 0,53
ATCC 25922 PET + pefl. 0 0
Staphylococcus Kontrola / Control| 0,28 0,56
aureus 1x104 PET + pefl 0 0
ATCC 25923 petl.
R Kontrola / Control| 0,18 0,46
aeruginosa 1x10* PET + pefl o 0
ATCC 27853 petl.

TABELA 4. Ocena wzrostu bakterii na podstawie
pomiaru OD550nm w obecnosci protez: kontrolnej
i zawierajacej zwigzana pefloksacyne.

TABLE 4. Estimation of bacterial growth (turbidity
measurement at OD550nm) in presence of prosthe-
ses: control and containing immobilized pefloxacin.

Escherichia coli
ATCC 25922
Staphylococcus
aures

ATCC 25923

RYS.1. Zdjecie ilustrujace strefy zahamowania
wzrostu E. coli, P. aeruginosa i S. aureus na pod-
tozu Mueller-Hinton w obecnosci protez Tricogel®
zmodyfikowanych pefloksacyna (metoda I).
FIG.1. Inhibition of E. coli, P. aeruginosa and S.
aureus growth on Mueller-Hinton agar medium in
presence of Tricogel® prosthese modified with
pefloxacin (method I).

The biomaterials containing such immobilized antibiotics
revealed the effective antibacterial properties. Other bind-
ing methods did not provide satisfactory results of tested
fluoroquinolones immobilization to vascular prostheses.
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[Inzynieria Biomateriatéw, 67-68, (2007), 25-28]

Wprowadzenie

Warstwy tlenkowe na tytanie i jego implantowych stopach
odpowiadajg za odpornos¢ korozyjna i biotolerancje hamu-
jac anodowe roztwarzanie materiatu podtoza [1-3]. Wedtug
[4] sq inhibitorem procesu uwalniania jonéw, a nastepnie
ich przemian w roztworach fizjologicznych w warunkach
in vitro. Porowate warstwy tlenkowe na tytanie sprzyjajq
ponadto osteointegracji [5,6]. Réznorodnos¢ barw [7,8]
uzyskiwanych podczas procesu anodowania usprawnia
proces implantacji, a w przypadku narzedzi chirurgicznych
informuje o poziomie ich zuzycia [8]. Ochraniajace dziatanie
warstwy wierzchniej na stopie tytanu moze by¢ zaburzone
w wyniku jej mechanicznego uszkodzenia i braku ciggtosci
[9]. Z jednej strony mowi sie w literaturze o powaznych
konsekwencjach uwalniania jonéw metalowych do organi-
zmu [9,10], z drugiej o szybkim czasie repasywacji uszko-
dzen w kontakcie z tlenem, ktéry na przyktad dla stopu
Ti6AI4V w 0,9% plynie fizjologicznym wynosi 8,2min [4].
Odksztatcanie stopu tytanu wynikajace czesto z koniecz-
nosci srodoperacyjnego modelowania i dopasowywania do
cech anatomiczno-fizjologicznych pacjenta, jest przyczyna
uszkodzen warstwy, szczegdlnie w strefie wystepowania
najwiekszych odksztatcen [11].

Materialy i metody

Badania elektrochemiczne byty prowadzone na prébkach
ze stopu tytanu Ti6AI4V (sklad chemiczny: C: 0,08 wt.%,
0:0,2,H: 0,015, V: 3,95, Al: 6,20, pozostate pierwiastki 0,3,
Ti: reszta) o $rednicy ¢6mm i dlugosci 40mm, ktére pokry-
wano warstwag anodowa w roztworze H,PO, wg patentu PL
185176, a nastepnie odksztatcano z zachowaniem analo-
gii do sposobu srdodoperacyjnego ksztattowania pretow.
Stan warstwy wierzchniej charakteryzowano chropowa-
toscig powierzchni. Zmiany wtasnosci elektrochemicznych
oceniano na podstawie pomiaréw potencjatéw korozyjnych
E,.» charakterystyk polaryzacyjnych oraz elektrochemicznej
spektroskopii impedancyjnej (EIS). Trwato$¢ warstwy ano-
dowej badano w roztworze Ringera, natomiast bioaktywnos¢
in vitro oceniano podczas przechowywania w sztucznym
ptynie fizjologicznym (SBF) oraz w hodowli z ludzkimi osteo-
blastami. Obserwacje mikroskopowe (SEM), mikroanalize
pierwiastkow (EDS) oraz analize fazowg (XRD) wykorzy-
stano do oceny wplywu odksztatcenia na pokrywanie sie
powierzchni sktadnikami roztworu SBF.

MECHANICAL AND
ELECTROCHEMICAL ANALYSIS
OF ANODIC SURFACE LAYER
ON TITANIUM ALLOY Ti6Al4V ELI

AcNIEszKA KIERzKowsKA, ELZBIETA KRASICKA-CYDzIK

UNIWERSITY OF ZIELONA GORA,
uL. PobGoRrNA 50, 65-246 ZiELoNA GORA

Keywords: titanium alloy, anodic layer, anodizing,
bending, electrochemistry

[Engineering of Biomaterials, 67-68, (2007), 25-28]

Introduction

Oxide layers on titanium and titanium alloys are respon-
sible for corrosion resistance and biotolerance, inhibiting
anodic dissolution of material [1-3]. According to [4] the
oxide layers inhibit ions release and prevent their further
reactions in vitro and in vivo. Moreover, this oxide favours
osteointegration [5,6]. A variety of colours [7,8] obtained
during the anodizing easies the implantation process and
in case of using sharp tools indicates about their wear [8].
The protective effect of the surface layer on the titanium al-
loy may be disturbed as a result of its mechanical damage
and breaking of continuity [9]. On the one hand it is said in
literature that there are severe consequences of the ions
release into organism [9, 10], on the other hand a short time
of damage repassivation in contact with oxygen is described
in literature, which for example for the Ti6AI4V alloy in 0.9%
body fluid is 8.2min [4]. The deformation of titanium alloy
resulting from the necessity of intrasurgical modelling and
adjusting to anatomical and physiological characteristics
of a patient, is an often cause of surface layer damages,
particularly in the maximum deformation zone [11].

Materials and methods

The specimens of 6mm diameter were used in carried
out studies. The samples were anodized in H,PO, solution
according to the Polish patent PL 185176. Bending was
performed according to intra-surgical procedures applied
during shaping of implant rods. The deformed surface
layers were characterized by roughness parameters.
The electrochemical properties were evaluated on the
basis of the corrosion potential values E_,, the polarization
characteristics and the electrochemical impedance spectros-
copy (EIS). Protective properties of the anodic layer were
tested in Ringer’s solution, whereas bioactivity in vitro was
estimated after immersing in simulated body fluid (SBF)
and in contact with human osteoblasts. The microscopic
observation (SEM), the microanalysis of elements (EDS)
and the phase analysis (XRD) were used to evaluate an
effect of the deformation on coating of the surface layer with
SBF solution component deposits.

Results

As expected bending was connected with a local rough-
ness increase [12] and ipso facto with an increase of an
active corrosive surface. In certain conditions bending could
also cause hydrogen adsorption [13]. The roughness of not
deformed and bent at a 10° angle specimen was: R,<0.17um
and R,<1.11um, whereas for higher bending angles 20°,
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Wyniki

Oddziatywanie mechaniczne
na biomaterial

30° and 20°x2 roughness
amounted to R,>0.22 ym
and R,>1.39um.

Giecie wigzato sie z lokalnym
wzrostem chropowatosci [12] a tym

|

samym wzrostem czynnej powierzchni
korodujacej, a w okreslonych warun-
kach takze adsorpcji wodoru [13]. Dla
probki nieodksztatconej oraz zgietej
pod katem 10° chropowato$¢ wyniosta:
R,<0,17um i R,<1,11um, natomiast

Technologiczne

OBROBKA WYKANCZAJACA
| USZLACHETNIAJACA

U A. The electrochemical

characteristics of the
anodic surface layer de-
formed by bending
[/// m On the first day after
immersion in the electro-

dla wyzszych katow giecia 20°, 30°
i 20°%2: R,>0,22um i R,>1,39um.

Srodoperacyjne
podezas implantowania

lyte (Ringer’s solution and
SBF) the relation between
the size of deformation

Pooperacyjne
w okresie aktywnosei
Zyciowej pacjenta

A. Charakterystyka elektrochemicz-
na anodowej warstwy wierzchniej
po zgieciu

W pierwszym dniu po zanurze-
niu w elektrolicie (roztwor Ringe-
ra i SBF) zaobserwowano zwigzek pomiedzy wiel-
koscig odksztatcenia opisywanego katem giecia, a
zakresem zmian parametrow elektrochemicznych
w obszarze wystepowania maksymalnych naprezen roz-
ciagajacych. Giecie wpltyneto pierwotnie na pogorszenie
wiasciwosci ochronnych warstw prowadzgac do obnizenia
potencjatu korozyjnego, wzrostu gestosci pradu pasywnego
z wystgpieniem piku wydzielania tlenu (przy ok. 1,8V NEK)
oraz zmiany charakterystycznej dwu-poziomowej struktury
(warstwa barierowa/warstwa porowata) na strukture jedno-
poziomowa (tylko warstwa porowata) z mikropeknieciami do
podtoza materiatu. Charakterystyczne piki pradowe dla pré-
bek odksztatconych pod katem co najmniej 20° wskazujg na
wydzielanie tlenu bez transpasywnego rozpuszczania stopu
tytanu. Brak takich pikow na prébkach 0° i 10° z warstwg
anodowa sugeruje, ze tlen wydziela sie na pokrywajacych
sie naturalnym tlenkiem mikropeknigciach warstwy anodo-
wej spowodowanych odksztatceniem plastycznym. Zakres
zmian pozwala na wyodrebnienie dwdch réznych rodzajéw
stanéw warstwy po zgieciu (TABELA 1):

* warstwa anodowa odksztatca sie i zachowuje ciggto$¢
- dla probek odksztatconych pod katem <20° i dla probki
nie zgietej 0°;

* warstwa ulega przerwaniu, wystepujg mikropekniecia
i dochodzi do odstoniecia metalu - dla prébek odksztatco-
nych pod wyzszymi katami 20°, 30° oraz zgietych dwukrotnie
(20°x2).

B. Charakterystyka anodowej warstwy wierzchniej
w warunkach in vitro
W trakcie przechowywania w roztworze Ringera/SBF
ujawnia sie wystepowanie réznych zachowah probek
w zaleznosci od kata giecia (TABELA 2). Dochodzi do wy-
réwnywania E,,, pradéw korozyjnych oraz odzyskiwania
dwu-poziomowej struktury warstwy. Wigze sie to ze spad-
| 0°, 10° 20°, 30° i 20°x2 |
Zachowana ciggto$¢ warstwy Przerwanie ciggto$ci warstwy
Niskie wartosci potencjatéw
korozyjnych
(E(or<350 MV NEK)
Wysokie ﬂrqd w zakresie
pasywnym, charal terys{}/czT_:y ik
pradowy przy 1800 mV (NEK)

Struktura jednopoziomowa (EIS)

Wysokie wartosci fotenc'aléw
korozyjnych (E,,, > 410 mV NEK)

Niskie prady zakresu pasywneoqo,
brak piku prgdowego przy 1800
P P (NER) P

Struktura dwupoziomowa (EIS)

Tabela 1. Charakterystyka elektrochemiczna ano-
dowej warstwy wierzchniej na prébkach ze stopu
tytanu Ti6Al4V ELI po zanurzeniu w elektrolicie.
Table 1. Electrochemical characteristics of the
anodic surface layer on Ti6Al4V ELI after immer-
sion in electrolyte.

RYS.1. Oddziatywanie mechaniczne na biomateriat.
FIG.1. Mechanical influence on a biomaterial.

characterized by bending
angle and the range of
changes of electrochemi-
cal parameters in the max
tensile stress zone was
observed. There was a clear evidence that bending caused
a deterioration of layers’ protective properties and led to
lowering of the corrosion potential, and a growth of passive
current density. The characteristic oxygen evolution peak
was seen on anodic polarization curve at about 1.8V NEK
and transformation of the typical double-layer structure of
the surface film into one-layer structure was observed due
to the appearance of microcracks. Characteristic current
peaks for samples deformed at least at a 20¢ angle showed
the oxygen release without the transpassive dissolution of
the titanium alloy. The lack of such peaks for the anodised
samples bent at 0° and 10°suggests that oxygen evolved on
microcracks of the anodic layer, covered with natural oxide,
which had been caused by plastic strain. The observed
changes allow to distinguish two different kinds of state of
the layer deformed by bending (TABLE 1):

* deformed anodic layers which maintain continuity
— samples deformed at an angle <20°,

* disrupted layers which show microcracks and exposed
metal - samples deformed at higher angles 20°, 30° and
bent twice (20°x2).

B. The characteristics of the anodic surface layer in
conditions in vitro

Samples immersed in Ringer's solution/SBF behaved
differently according to the bending angle (TABLE 2). After
6 days in SBF solution all samples showed similar values
of the corrosion potential Ecorr and corrosion currents. Also
the structure of surface layer was reconstructed. For 0°
and 10° bent samples the E_,,, drop and the increase of the
anodic currents were observed during immersion, whereas
the inverse tendency was seen for samples bent at an angle
>20°and 20°x2.

0°, 10° 20°, 30° i 20°x2

Repasywacja uszkodzen

Wyréwnywanie potencjatéw korozyjnych
E,.,, (~380 mV NEK)
Obnizenie pradéw anodowych, brak piku pradowego przy 1800 mV
(NEK)

Ujednolicanie charakteru warstwy — struktura dwupoziomowa (EIS)

TABELA 2. Charakterystyka elektrochemiczna
anodowej warstwy wierzchniej na prébkach ze
stopu tytanu Ti6Al4V ELI podczas przechowywa-
nia w elektrolicie.

TABLE 2. Electrochemical characteristics of the
anodic surface layer on Ti6Al4V ELI during im-
mersion in electrolyte.



kiem E,, i wzrostem pradéw anodowych dla prébek 0°i 10°
oraz reakcjami odwrotnymi dla prébek odksztatconych pod
katem >20° i przeginanych (20°x2).

Kierunki zmian badanych parametréw elektrochemicz-
nych wskazujg na dgzenie warstw tlenkowych (ok. 6 dni) do
osiggniecia charakterystycznej dla srodowiska ,rownowagi”
(RYS.2), odpowiadajacej prébce odksztatconej pod katem
20s, dla ktérej zanotowano najmniejsze zmiany parame-
trow elektrochemicznych. Stan ten odpowiada warunkom
panujacym w srodowisku tkankowym, na przyktad wartos-
ciom potencjatéw membranowych tkanek wystepujacych
w organizmach zywych, ktére wynoszg 0,2+0,45V [14].
Warstwa zgieta pod katem 20° charakteryzowata sie réw-
niez najwyzszg aktywnoscig ALP w medium inkubacyjnym
z hodowli osteoblastow oraz osiedlito sie na niej najwiecej
komorek (RYS.3).

i |
odpornosc
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corrosion > | prad, current &
resistance >\/\ | struktura, fU‘ 3
} - : structure
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resistance

rownowagi

equilibrium

1 3 8 9 12

a) ' Ckres Transient
przejsciowy period

The direction of changes of tested electrochemical
parameters demonstrated that oxide layers after ~6 days
in SBF strive to achieve “equilibrium” (FIG.2), which was
characteristic for investigated system: sample/solution.
The “equilibrium” parameters include electrochemical
properties obtained for sample bent at a 20°angle, for
which the smallest changes of electrochemical param-
eters were recorded during deformation. This state cor-
responds to conditions encountered in tissue environment
(values of membrane potentials of tissues in living
organisms are 0.2+0.45V [14]). The surface layer on
sample bent at a 20° angle was also characterized by
the highest ALP activity in the incubation medium from
osteoblasts culture, where most cells settled on easily
(FIG.3).
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RYS.2. Zachowanie in vitro anodowych warstw wierzchnich: a) dla prébek 0°i 10°, b) dla prébek 20°, 30° i 20°x2

(Trosnie, |maleje, — bez zmian, — zmienia sie na ...)

FIG.2. The behaviour in vitro of the anodic surface layers: a) for specimens 0° and 10°, b) for specimens 20°,
30° and 20°x2 (tincrease, |decrease, «— constant, — change ...)

Stymulujacy skutek polaryzacji zdeformowanej powierzch-
ni (bardziej ujemna niz na probkach nieodksztatconych)
i topografii wyrazat sie iloscig i lokalizacjg osadow sktad-
nikdw SBF i formowaniem Ca-O-P [15,16]. Nowe pokrycie

The stimulating effect of topography and deformed sur-
face polarization (more negative than of the unbent samples)
was represented by a quantity and localization of Ca-O-P
deposits on the surface [15,16]. The new coating deposited

z drobnokrystalicznego on the deformed anodic
hydroksyapatytu zmniej- surface layer form fine-
szyto szkodliwe skutki crystalline hydroxyapa-
deformac;ji implantowego Hm2d Bed tite (XRD) which reduced
popu b w ik e ffcts of he
niero’wnos’cri) przez wy- % § 60000: plant titanium alloy, as
dziel.eniazr.oztworu SBF. ‘g § jgggg_ a result of bllocking the
Powierzchniowa warstwa s 8 pores of microcracks
osadu stata sig dodatkowa, 8 "5 300007 by deposits. This new
barierg przeciwdziatajaca g 8 20000 | deposited surface layer
rozpuszczaniu metalu E 10000 became an additional
w Srodowisku tkanko- = QK e e e R e barrier counteracting the
wym, a takze wptyneta na Onie 20 nie 10 20 30 20x2 dissolution of metal in
zwiekszenie ilosci osteo- anod. anod. the tissue and effected
blastéw, ktére stymulujg kat giecia / angle of bending on increased quan?ity
osteointegracje na grani- of osteoblasts, which

cy implant-kosé.

RYS.3. Liczba osteoblastow osiedlonych na powierzchni stopu

Ti6Al4V po 2 i 6 dniach.

stimulate osteointegra-
tion at the implant-bone
interface.

FIG.3. Number of settled osteoblasts on the surface of Ti6AI4V

alloy after 2 and 6 days.
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Podsumowanie

BI® MATERIALS

Obserwowany podczas badan czas repasywac;ji
uszkodzen warstwy stopu Ti6Al4V ELI, wynoszacy okoto
6 dni swiadczy o dobrych wtasnosciach ,naprawczych”
uszkodzonej mechanicznie warstwy tlenkowej podczas
przechowywania w sztucznym ptynie fizjologicznym SBF.
Jesli w ciggu tak krotkiego okresu nie dojdzie w organi-
zmie do odczynu zapalnego tkanek, to warstwa wierzchnia
osiggnie potencjaty bliskie stanowi rownowagowemu, co
wigze sie z bezpieczenstwem petnienia wyznaczonych mu
funkciji.

Warto sie zastanowi¢ nad wprowadzeniem do procedury
operacyjnej etapu zwigzanego z postepowaniem srodope-
racyjnym w czasie pomiedzy odksztatceniem, a wprowa-
dzeniem do tkanek ludzkich, ktéry nie powinien by¢ krétszy
niz kilka minut. Sugeruje sie, aby przed wprowadzeniem do
organizmu, naruszony mechanicznie stop tytanu umiesz-
czaé np. w $rodowisku sztucznego ptynu fizjologicznego
SBF o duzej zawartosci jonéw o korzystnym dziataniu na
proces repasywacji uszkodzen (tlenu). Proces ten moz-
na rowniez wykorzysta¢ do wprowadzania w anodowg
warstwe wierzchnig np. lekow sterujgcych leczeniem, w tym
osteointegracja.

Nalezy réwniez pamietaé, ze osteointegracja w leczeniu
chirurgicznym z uzyciem biomateriatéw nie zawsze jest zja-
wiskiem pozgdanym. Zatem dyskusja na temat pobudzania
zrostu kostnego wymaga ukierunkowanego podejscia na
petnione w organizmie funkcje przez implant oraz uwzgled-
niajgcego planowany okres stosowania implantu.
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Summary

The repassivation time of surface damages observed
during bending of the anodised Ti6AIl4V ELI alloy, which
approximates to 6 days, provides evidence of good “repair”
properties of the mechanically damaged oxide layer during
immersion in simulated body fluid SBF. During that time in
absence of inflammation processes in tissue, the deformed
surface layer reaches potential close to the equilibrium state,
and this is important with regard to safety of performing the
assigned functions.

Itis worth to discuss the introduction of an additional step
into surgical procedure, between deformation and implanta-
tion, the step shorter than few minutes. It is suggested that
mechanically deformed titanium alloy, before introducing
into the organism, should be placed for example in the
stimulated body fluid environment (SBF) with large content
of ions favourably influencing the repassivation process.
This process can also be used to introducing treatment-
controlling and osteointegration stimulating medicines, into
the anodic surface layer.

It is necessary to remember that osteointegration is not
always desirable in the surgical treatment. Thus the discus-
sion about stimulation of that process should also consider
functions performed by an implant in the organism and
a planned period of using an implant.
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WPLYW PIERWIASTKOW
STOPOWYCH NA ZACHOWANIE
SIE WARSTWY ANODOWEJ NA
IMPLANTOWYCH STOPACH
TYTANU W SRODOWISKU
KWASU FOSFOROWEGO

ELzBiETA KRASICKA-CYDZIK, 1ZABELA GLAZOWSKA

UNIWERSYTET ZIELONOGORSKI,
uL. PobGorNA 50, 65-246 ZiELoNA GORA
E.KRASICKA@)IBEM.UZ.ZGORA.PL

Streszczenie

Wptyw pierwiastkow stopowych: Al, V i Nb na
zachowanie sie warstwy anodowej na implantowych
stopach tytanu badano w $rodowisku 2M roztworu
kwasu fosforowego. Prébki polaryzowano potencjody-
namicznie od -0,8V(NEK) do 3,0V(NEK) z szybkoScig
3mVs', w czasie 1300s. Na podstawie krzywych po-
laryzacyjnych stwierdzono, Zze w trakcie anodowania
nastepuje rozpuszczanie warstwy anodowej na stopie
tytanu zawierajagcym wanad, natomiast na tytanie
i stopie tytanu zawierajgcym niob warstwa anodowa
byta stabilna.

[Inzynieria Biomateriatow, 67-68, (2007), 29-31]

Wprowadzenie

Tytan wyrdznia sie wsrod biometali najlepszg biozgod-
noscia, dobrg bioaktywnoscia, niskim modutem sprezysto-
Sci, wysokg odpornoscig na korozje, korzystnymi wtasciwos$-
ciami mechanicznymi przy niskiej gesto$ci. Niekompletny
orbital d w atomie tytanu umozliwia tworzenie stopéw na
bazie roztwordw statych z wiekszos$cig pierwiastkow.
Sa trzy grupy pierwiastkow stopowych [1,2]:

1) stabilizujace faze a, to jest podwyzszajace temperature
przemiany a+f; do nich nalezg Al, O, N, C;

2) obnizajgce temperature przemiany a+@ i stabilizujg-
ce faze B do tego stopnia, ze moze ona by¢ fazg stabilng
w temperaturze otoczenia; sg to V, Mo, Ta i Nb;

3) stabilizujgce faze B i powodujace — ze wzgledu na
ich malejgcq rozpuszczalnos¢ z obnizeniem temperatury
— wystgpienie przemiany eutektoidalnej; Mn, Fe, Cr, Ni,
Cu, Si, Co.

W implantologii znalazty zastosowanie stopy Ti6AI4V
ELI [3,4] i Ti6AI7Nb [5] o identycznej zawartosci glinu
(5,85+5,90%wag.), natomiast réznigce sie obecnoscig wa-
nadu (3,8%wag. w stopie Ti6AI4V ELI) i niobu (6,9%wag.
w stopie Ti6AI7Nb), o strukturze dwufazowej a+p. Glin jest
pierwiastkiem stabilizujgcym faze a, podczas gdy wanad
i niob stabilizujg faze B. Ponadto glin i tytan, nalezace
do promotoréw pasywnosci, stanowig gtdwne sktadniki
powierzchniowych warstw tlenkowych stopéw, w odroznie-
niu od wanadu i niobu, pierwiastkéw blokujgcych pasywnos¢
i wzbogacajacych warstwe tlenkowg na granicy fazowe;j
z metalem [6].

Sktad chemiczny i fazowy tytanu oraz jego dwéch im-
plantowych stopow Ti6AI4V ELI i Ti6AI7Nb umozliwiajg
dokonanie relatywnej oceny wptywu pierwiastkéw stopo-
wych na przebieg anodowania stopow oraz wtasciwosci
warstw anodowych na podstawie rezultatow badan pola-
ryzacyjnych.

THE INFLUENCE OF ALLOY
ELEMENTS ON THE BEHAVIOUR
OF THE ANODIC LAYER ON
IMPLANT TITANIUM ALLOYS IN
PHOSPHORIC ACID SOLUTIONS

ELzBIETA KRASICKA-CYDZIK, IZABELA GLAZOWSKA

UNIVERSITY OF ZIELONA GORA,
50, PODGORNA STREET, 65-246 ZIELONA GORA, POLAND
E.KRASICKA@)IBEM.UZ.ZGORA.PL

Abstract

The influence of Al, V., Nb on behaviour of anodic
layer on implant titanium alloys in 2M phosphoric
acid has been investigated. Samples were linearly
polarized from -0,8V(NEK) to 3,0V(NEK) at the rate of
3mVs'. On the basis of polarization curves, it was ob-
served, that during anodising process a dissolution of
anodic layer on the titanium alloy containing vanadium
occurs, whereas anodic layer on titanium and titanium
alloy containing niobium is stable and resistant to the
influence of 2M phosphoric acid.

[Engineering of Biomaterials, 67-68, (2007), 29-31]

Introduction

Due to high biocompability and bioactivity, low module of elas-
ticity, high resistance for corrosion, and favourable mechanical
properties at low density, titanium is considered as one of the
best “biometals”. Incomplete orbital d in titanium atom enables
to form solid solutions and alloys of titanium with nearly most
of the elements. There are three groups of alloy elements:

1) Al, O, N, C, which stabilize the phase q, i.e. rising
temperature of a+f transformation;

2)V, Mo, Ta i Nb, which lower temperature of a+f trans-
formation and stabilize phase B to such a level that it could
be stable at room temperature;

3) Mn, Fe, Cr, Ni, Cu, Si, Co, which stabilize phase 8 and
cause the eutectoid transformation due to their decreasing
solubility with temperature.

Two titanium alloys Ti6AI4V ELI[3,4] and Ti6AI7Nb [5] with
the identical content of Al (5,85+5,90%w.), but with different
amounts of other alloying elements - 3,8%w of V in the alloy
Ti6AI4V ELI and 6,9%w. of Nb in the alloy Ti6AI7Nb, both
having two-phase a+@ structure are applied as surgical
implant materials. Aluminium is an element which stabilizes
phase a, while VV and Nb stabilize phase 3. Moreover, Al and
Ti that belong to the group of passivity promoters, are the main
components of surface oxide layer. In this regard Al and Ti are
different from V and Nb, the elements which block passivity
and enrich oxide layer at the phase boundary with metal [6].

Chemical and phase composition of two implant alloys
Ti6AI4V ELI and Ti6AI7Nb enables to perform a relative
evaluation on the influence of alloy elements on anodising
and properties of anodic layers on the basis of results of
electrochemical and microscopic tests.

Materials and methodology

Samples of titanium and its two alloys Ti6Al4V ELI [3],
Ti6AI7Nb) [5] were tested. Samples were cut off from round
rods (6 mm of diameter and 20mm of length), polished with
carborundum papers 800, rinsed in distilled water, and finally
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RYS.1. Typowa mikrostruktura a+ stopu Ti6Al4V ELI[4].
FIG.1. Typical microstructure a+g of Ti6Al4V ELI alloy [4].

Materiaty i metodyka badan

Badano probki tytanu a, oraz stopéw o strukturze (a+p)
Ti6AI4V ELI [3], TiIBAI7ND [5]. Probki wyciete z wyzarzanych
okragtych pretéw (6 mm sSrednicy i 20mm dtugosci), szlifo-
wano na papierach karborundowych 800, ptukano w wodzie
destylowanej, nastepnie polaryzowano potencjodynamicz-
nie od -0,8V (NEK) do 3,0V (NEK) z szybkoscig 3mVs™,
w 2M H,PO,, w ciaggu ~1300s. Badania wykonano w konwen-
cjonalnym trojelektrodowym ogniwie, z nasycona elektrodg
kalomelowg (NEK), jako odniesienia i blaszkg platynowg
o powierzchni 10cm?, jako elektroda pomocnicza.

Wyniki badan i dyskusja

Przedstawione na RYS.2, krzywe polaryzacyjne tytanu
i jego stopow w 2M H,PQO, roznig sie w gateziach katodowej
i anodowej. W poczatkowym fragmencie krzywej anodowej
dla Ti zwraca uwage charakterystyczna ,niecka”, ktéra moze
by¢ wynikiem procesu zwigzanego z adsorpcjg aniondw.
Na krzywej polaryzacyjnej stopu Ti6AI4V ELI wystepuja:
przegiecie krzywej katodowej, a bezposrednio powyzej
E... »plateau anodowe”, ktére moze by¢ spowodowane
wplywem inhibitora [7]. Dalej wystepujg rosnace wartosci
gestosci pragdu anodowego w zakresie pasywnym i brak
piku zwigzanego z wydzieleniem tlenu na TiO,. Przyczyng
takiego zachowania stopu Ti6Al4V ELI w roztworze H,PO,
moze by¢ silne oddziatywanie kompleksujace jonow fo-
sforanowych prowadzace do utworzenia AIPO, i VOPQO,,
z ktérych ostatni wykazuje wysoka przewodnosc¢ jonowa [8]
i wtasciwosci katalityczne [9]. W przeciwienstwie do tlenkéw
innych metali przejSciowych, tlenki wanadu roztwarzajg
sie jako jony VO*, co w $rodowisku H,PO, prowadzi do
utworzenia VOPO,. W rozwazanym obszarze potencjatu
~ -0,5V (NEK) Al ulega roztwarzaniu do jonow Al**, dajac
w Srodowisku kwasu fosforowego bardzo trudno rozpusz-
czalny AIPO,, pK; ., = 20,01 [1].

Krzywe polaryzacyjne na RYS.2 $wiadczg rowniez o po-
dobienstwie anodowego zachowania tytanu i stopu Ti6AI7Nb
w roztworze H;PO,, ktére widoczne jest takze w analogii
charakterystyk impedancyjnych i pétprzewodnikowych obu
materiatéw [1]. Tytan, podobnie jak stop Ti6AI7Nb zacho-
wuje state wartosci gestosci pragdu anodowego w zakresie
pasywnym do potencjatu ~2,8V (NEK), $wiadczace o stabil-
nosci warstwy anodowej wytworzonej na obu materiatach.

Podobienstwo anodowego zachowania tytanu i stopu
Ti6AI7Nb w roztworze H;PO, wynika z natury chemicznej
tytanu i niobu. Podobnie jak tytan, niob jest metalem o duzej
odpornosci korozyjnej, ktérg zawdziecza podatnosci pokry-
wania sie warstwg tlenkowg Nb,O,. Podczas polaryzacji
anodowej niob tworzy tlenki NbO i NbO, przy potencjale
—-0,2V (NEK), ktére nastepnie utleniane sg do Nb,O; przy
potencjale +0,2V (NEK) [1].

polarized from -0,8V (NEK) to 3,0V (NEK) with the rate of
3mVs' in 2M H,PO, for 1300s. Tests were carried out in
conventional three electrodes cell with saturated kalomel
electrode as a reference and platinum plate of surface of
10cm? as a counter electrode.

Results and discussion

Polarization curves and its alloys in 2M H,PO, presented
in FIG.2 are different in the cathodic and anodic branches.
In the initial part of anodic curve for Ti characteristic “ba-
sin”, probably a result of process related to adsorption of
anions is seen. On the polarization curve for the Ti6AI4V
ELI alloy the inflection of the cathodic curve and the “anodic
plateau” above E_, linked to the effect of inhibitor [7], are
observed. Following this direction, there are increasing
values of anodic current density in a passive range and
a lack of a peak related to evolution of oxygen on TiO, at
about 2V (NEK). Such a behaviour of Ti6Al4V ELI alloy
in H,PO, solution could be explained by a strong effect of
phosphate ions leading to formation of AIPO, and VOPO,.
The latter shows high ion conductivity [8] and catalytic
properties [9]. Contrary to oxides of other transient metals,
vanadium oxides dissolve as VO?**ions which leads to forma-
tion of VOPO, in H,PO,. In the considered potential region
~-0,5V (NEK) Al dissolves to Al**ions, forming in the H,PO,

difficult to dissolve AIPOi !EK e 20,01), [1].
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RYS.2. Krzywe polaryzacyjne tytanu i jego stopow
Ti6Al4V ELI oraz Ti6Al7Nb, od -0,8V do 3,0V (NEK)
w 2M H,PO,, szybkos¢ skaningu 3 mVs-', 298K.
FIG.2. Polarization curves of Ti and its alloys
Ti6Al4V ELI and Ti6AI7Nb, from -0,8V to 3,0V (NEK)
in 2M H,PO,, rate of scanning 3 mVs-', 298K.

Polarization curves in FilG.2 prove similarity of titanium
and Ti6AI7Nb alloy anodic behaviour in the H,PO, solution.
The same analogy is also observed in impedance and
semiconductive profiles for both materials [1]. Similarly
to Ti6AI7Nb alloy, titanium has stable values of density of
anodic current in a passive range to potential ~2,8V (NEK).
The similarity of anodic behaviour of titanium and Ti6AI7Nb
alloy in the H;PO, solution results from chemical nature of
titanium and niobium. Niobium like titanium is the metal with
a high corrosion resistance due to easy covering by oxide
layer Nb,O;. During anodic polarization Nb forms two oxides:
NbO and NbO, at the potential —0,2V (NEK), which are later
oxidized to Nb,O; at the potential +0,2V (NEK) [1].

Bode diagrams for anodic layers of Ti6Al4V ELI alloy [1]
illustrate clearly one time constant, typical for a capacity of
compact surface layer. As a result of dissolution of vanadium
oxides in H,PO, the amount of vanadium is lower in surface
layer of alloy than in alloy. This is favourable for implant
materials because of a toxic influence of vanadium on hu-
man body. Bode diagrams for anodic layers on titanium and
Ti6AI7Nb alloy have two time constants, which confirm the
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Dla warstw anodowych stopu Ti6Al4V, diagramy Bode'a
maja jedng statg czasowa, typowq dla pojemnosci zwartej
warstwy powierzchniowej [1]. W efekcie rozpuszczania
tlenkéw wanadu w roztworach H;PO, zawartos¢ tego
pierwiastka w warstwie powierzchniowej stopu jest nizsza
od zawartosci w stopie, co potwierdzono takze w innych
srodowiskach. W przypadku materiatéw implantowych jest
to bardzo korzystne z uwagi na toksyczne oddziatywanie
wanadu na organizm cztowieka [1]. Diagramy Bode’a dla
warstw anodowych tytanu i stopu Ti6AI7Nb posiadajg dwie
state czasowe, $wiadczace o istnieniu na powierzchni ano-
dowanych materiatow rodzaju dwu-warstwy, zlozonej ze
zwartych tlenkdw na granicy z metalem i zaadsorbowanych
fosforanéw na powierzchni warstwy anodowej kontaktujace;j
sie z elektrolitem [1,11].

Przedstawiony na RYS.3 wykres E—pH dla ukfadu
Al-P—H,0O opracowany wedtug [10], potwierdza mozliwos¢
istnienia trwatego termodynamicznie fosforanu glinu AIPO,
w warunkach anodowania.

Odpowiedz tkanek na kontakt z powierzchnig Ti6Al4V
ELI w badaniach in vitro [12] potwierdza jego wiekszg
podatnos¢ na korozje w poréwnaniu ze stopem Ti6AI7Nb.
Dodatek niobu do tytanu i zastgpienie wanadu niobem
w stopach tytanu podwyzsza odpornos¢ stopu na roztwa-
rzanie w kwasach i polepsza pasywnos¢ tytanu. Zwigzane
to jest z wprowadzeniem niobu pierwiastkowego oraz
wzbogaceniem warstwy tlenkowej tytanu w tlenek Nb,O,
w wyniku preferencyjnego roztwarzania tytanu. Wedtug
[13] korzystny wpltyw dodatkéw niobu polega na tworzeniu
silnych potaczen kowalencyjnych na bazie niesparowanych
elektronéw orbitalu d przez sgsiadujgce w uktadzie okreso-
wym pierwiastki Ti, Nb i Zr. Pokrywajaca fazeg 3 wzbogacona
w niob warstwa tlenkowa stopu Ti6AI7Nb jest bardziej stabil-
na w poréwnaniu z bogata w glin warstwa tlenkowg ponad
faza a. Wyzszg odpornosé korozyjng warstwy tlenkowej
stopu Ti6AI7Nb przypisuje sie obnizeniu stezenia defektow.
Formowany anodowo tlenek TiO, jest potprzewodnikiem
typu n, co oznacza, ze dysponuje wakansami tlenowymi
i nadmiarem jondéw tytanu Ti**. Dodatek do tytanu metalu
0 wyzszej wartosciowosci, takiego jak niob, powoduje
korzystny efekt polegajgcy na pochtanianiu wakansow
anionowych i zmniejszeniu ilosci defektow warstwy ano-
dowej [1].

Whioski

Dwa badane stopy tytanu wykazujg réznice zaréwno w
przebiegu anodowania, jak i we wlasciwosciach otrzyma-
nych warstw anodowych. Réznice te wynikajg nie tylko z
natury chemicznej analizowanych pierwiastkow stopowych:
Vi Nb, ale takze z ich wzajemnego oddziatywania z czyn-
nikiem utleniajgcym jakim jest 2M H,PO,.
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two sub-layer structure of surface layer on anodised materi-
als, consisting of compact oxides at the boundary with metal
and adsorbed phosphates at the boundary contacting with
electrolyte [1,11].

Graph E-pH for AI-P—H,0O system presented in FIG.3 pre-
pared according to [10], confirms the possibility of thermody-
namically stable AIPO, to exist in the conditions of anodising.
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RYS.3. Wykres E-pH dla uktadu dla Al-P-H,0,
opracowany wedlug oprogramowania HSC [10].
FIG.3. E—pH diagram for Al-P-H,O system, prepa-
red according to [10].

Astronger response of tissue in a contact with the surface
Ti6AI4V ”in vitro” [12] also confirms its higher susceptibility to
corrosion in comparison with Ti6AI7Nb alloy. Replacement
of V by Nb in titanium implant alloys increases alloy resist-
ance for dissolution in acids and improves passivity of Ti.
It is due to introduction of Nb element and enrichment of
oxide layer of Ti in Nb,O; oxide in result of preferential dis-
solution of Ti. The influence of Nb additions is favourable be-
cause it forms stronger covalent bonds of orbital d electrons
with elements Ti, Nb and Zr - neighbouring in periodic table
[13]. High corrosion resistance of oxide layer of Ti6AI7Nb
alloy is attributed to lower defect concentration in TiO,
layer. Anodic TiO, oxide is n type semiconductor with oxide
vacancies and an excess of titanium Ti** ions. Addition of
niobium to titanium, causes favourable effect of anion vacan-
cies absorption and decreasing the number of defects [1].

Conclusions

Two investigated titanium alloys with the same amount
of Al, differ significantly in the course of anodising and the
properties of the obtained anodic layers. The differences
result not only from the chemical nature of alloying elements
V i Nb, but also from the mutual reactions between them
and the oxidizing agent: 2M H,PO,.
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Wprowadzenie

W 1998 roku Donald Nuss przedstawit nowa, minimalnie
inwazyjng technike operacji lejkowatej klatki piersiowe;.
Niewatpliwymi zaletami tej metody sg: krétki czas hospi-
talizacji oraz bardzo dobry wynik kosmetyczny. Technike
wprowadzania ptyty przedstawia — RYS.1.

NUMERICAL ANALYSIS OF
PLATES USED IN FUNNEL
CHEST TREATMENT

A. KrAUZE, J. MARCINIAK

INSTYTUT MATERIALOW INZYNIERSKICH | BIOMEDYCZNYCH,
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[Engineering of Biomaterials, 67-68, (2007), 32-34]

Introduction

In 1998 Donald Nuss introduced a new, minimally inva-
sive technique of funnel chest treatment. Short hospitaliza-
tion time and good temporary cosmetic result are doubt-
less advantages of this method. Implantation technique is
presented in FIGURE 1.

b)

RYS.1. Technika wprowadzenia ptyty stabilizujacej w metodzie Nuss’a: a) wykonanie otworéw, b) przeciagniecie
tasmy kierunkowej, c) wprowadzenie odpowiednio domodelowanej ptyty, d) odwrécenie ptyty o 180° i korekcja
deformaciji [1,2].

FIG.1. Implantation technique of fixation plate - Nuss method: a) drilling the holes, b) insertation of clamb,
c) insertation of bent plate, d) reversion of the plate (180°) and correction of deformation [1,2].

W metodzie Nussa ko$ci nie sg resekowane, ani przecinane.
Korekcja znieksztatcenia nastepuje wskutek wzrostu zeber
wedtug ukierunkowane;j ptytg stabilizujaca formy. Dotyczy to
zwilaszcza dzieci matych, co rozszerza wskazania do operac;ji
w okresie wczesnodzieciecym od 3 do 8 roku zycia. U chorych
w starszym wieku mozna uzyskac lepszy wynik kosmetyczny,
jednakze p6zny wiek chorych faczy sie z duzymi trudno$ciami
w odksztatceniu zdeformowanej przedniej $ciany klatki pier-
siowej, w ktdrej czesci chrzestne sa juz czesciowo utwardzone.

Metodyka

Do analizy numerycznej wytypowano ptyty o wias-
nosciach mechanicznych stali Cr-Ni-Mo (AISI 316LVM)
zgodnych z zaleceniami normy PN ISO 5832-1 oraz stopu
tytanu Ti-6Al-4V ELI o wiasno$ciach zawartych w normie
ISO 5832-3 [3+6]. W pierwszym etapie badan przygotowano
modele geometryczne ptyt. Wytypowano 2 ptyty o grubosci
g=2,5 i 3,5mm oraz dtugosciach I: 160 i 200mm.

W kolejnym etapie na bazie wykonanych modeli geome-
trycznych wygenerowano siatke elementéw skonczonych do
obliczen MES. Dyskretyzacje przeprowadzono za pomocg
elementu typu SOLIDA45.

In this method bones are not resected or intersected.
Correction of deformation is realized by the growth of ribs
along the fixation plate. It concerns especially small chil-
dren (3-8 year). For adults the better cosmetic result can
be obtained but there are serious difficulties in deformation
of chest (costochondral hardening).

Methods

The researches were performed on plates made of the
Cr-Ni-Mo stainless steel (AISI 316LVM) of the highest purity,
that meet all the requirements enclosed in PN ISO 5832-1
standard and Ti-6Al-4V ELI alloy [3-6].

The first part of the work was the creation of physical
models of the stabilizing plate. The analyses were performed
for 2 kind of plates: thickness g=2,5 and 3,5 mm, length
=160 and 200mm.

On the basis of the geometrical models a finite element
mesh was generated. The meshing was realized with the
use of the SOLID45 element.



Po dyskretyzacji modelu ustalono nastepujgce warunki
brzegowe :

* zewnetrzna czes¢ plyty zostata obcigzona sitg pocho-
dzacya od ugiecia klatki piersiowej - F,

* stopnie swobody zostaty odebrane adekwatnie do
obiektu rzeczywistego (w obszarze wystepowania otworéw),

* ptyta byta obcigzana sitami, ktére nie powodowaty
przekroczenia granicy plastycznosci, odpowiednio dla stali
Cr-Ni-Mo - R in=690 MPa oraz stopu tytanu Ti-6Al-4V ELI
- Ry0.2min=895 MPa,

Dla potrzeb analizy rozpatrywanych ptyt dobrano naste-
pujace wtasnosci mechaniczne:
- dla stali Cr-Ni-Mo [7]:

* modut Younga E=200000 MPa, wspotczynnik Poissona
v= 0,33,
- dla stopu Ti-Al-4V ELI [8]:

* modut Younga E=110000 MPa, wspoétczynnik Poissona
v=0,33.

Wszystkie obliczenia przeprowadzono metodg elemen-
tow skonczonych w programie Ansys 10.

Wyniki

Przemieszczenia, odksztatcenia i naprezenia uzyskane
w wyniku analizy numerycznej sg wartosciami zredukowa-
nymi wedtug hipotezy Hubera-Misesa-Henck’ego. Uzyskane
wyniki przedstawiono w formie tabelarycznej — TABELA 1
oraz w formie graficznej — FIG.2.

Zaznaczyly sie roznice w wartosciach przemieszczen,
odksztalcen i naprezen zredukowanych w zaleznosci od
gruboscii diugosci analizowanych ptyt oraz zastosowanego
biomateriatu metalowego.

After discretisation the following boundary conditions
were set:

* the outer plane of the plate was loaded with the force
directed inward — the sternum reaction - F,

* the degrees of freedom were taken away in the way
reflecting the displacement of the real object,

* the plate was loaded with the maximum force which
didn’t cause the exceeding of the metallic biomaterial yield
stress (Cr-Ni-Mo - R, 2m»=690 MPa and Ti-6Al-4V ELI -
Ry0.2min=895 MPa),

The following material properties were set:

o stainless steel Cr-Ni-Mo [7]:

* Young modulus E=200000 MPa, Poisson’s ratio v=
0,33,
o titanium alloy - Ti-Al-4V ELI [8]:

* Young modulus E=110000 MPa, Poisson’s ratio v=
0,33.

All calculations were performed with the use of the finite
element method in the ANSYS 10 program.

Results

The obtained displacements, strains and stresses are
the reduced values according to the Huber-Mises-Henck
hypothesis. The obtained results were presented in table
as well as in the graphic form — TABLE 1, FIG.2.

The differences in displacements, strains and reduced
stresses depending on the thickness and the length of
the analyzed plates and the applied biomaterial were ob-
served.

Stal 160 | 640 1,52 3 688 160 1040 1,15 4 685
Cr-Ni-Mo e 200 | 430 2,55 3 690 36 200 795 2,04 3 689
Ti-6AI-4V 160 | 825 3,56 8 887 160 1350 | 0,27 0.9 889

ELI 200 | 555 5,99 8 891 200 1020 0,47 0.8 884

g - grubosé piyty, | - dtugos¢ piyty, F - sita docisku, Przem. - przemieszczenie, Odkszt. - odksztatcenie, Napr. — naprezenie
Biomat.- metallic biomaterials, g - thickness, | - length, F - the sternum reaction, Displ. - displacement

TABELA 1. Maksymalne obciazenie ptyty w zaleznosci od biomaterialu metalowego, jego grubosci i dlugosci.
TABLE 1. The maximum forces affecting the plate depending on its thickness and metallic biomaterial.

Podsumowanie

Analize numeryczng przeprowadzono w celu wyznacze-
nia stanu przemieszczen, odksztatcen i naprezen ptyt do
leczenia lejkowatej klatki piersiowej. Wyniki, ktdre otrzymano
sqg istotne dla doboru struktury i wkasnosci mechanicznych
biomateriatow metalowych przeznaczonych na ptyty stabi-
lizacyjne. Na podstawie przyjetych warunkéw brzegowych
adekwatnych do stosowanych w warunkach klinicznych
oraz uzyskanych przemieszczen, odksztatcen i naprezen
zredukowanych mozna stwierdzi¢, ze:

* maksymalne naprezenia wystepujace w ptytach nie
przekraczajg wartosci granicy plastycznosci dla stali
Cr-Ni-Mo - R;(,,m»=690 MPa oraz stopu tytanu Ti-6Al-4V
- Ry0.2mn=895 MPa,

* dla tak dobranych sit obcigzajgcych minimalng wartosé
przemieszczenia uzyskano dla ptyty o wkasnosciach stopu
tytanu o dlugosci I=160mm i grubosci g=3,5mm (sita docisku
F=1350 N),

Conclusions

In order to calculate in displacements, strains and stress-
es of plates used in treatment of funnel chest the numerical
analysis was applied. The obtained results are the basis for
selection of the structure and mechanical properties of the
metallic biomaterials intended for stabilization plates.

On the basis of the performed displacement, strain and
stresses analyses of the stabilizing plate it can be stated
that:

* maximum displacement, strain and stresses occurring
in the plate can not exceed R ,,,=690 MPa (stainless
steel) and R, ,,;;=895 MPa (titanium alloy) which are equal
to the force affecting the plate in the place where it sticks
to the sternum,

* the minimum displacement was observed for the tita-
nium-alloy plate of length I=160 mm and thickness g=3,5mm
(loading force F=1350 N),
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RYS.2. Plyta ze stali Cr-Ni-Mo (I=160mm i g=2,5mm): a — przemieszczenia zredukowane, b — odksztatcenia zre-

dukowane, ¢ — naprezenia zredukowane.

FIG.2. The plate made of stainless steel Cr-Ni-Mo (I=160mm and g=2,5mm): a) displacements distribution, b)

strain distribution, c) stress distribution.

* 0golnie mniejsze wartosci przemieszczen wystepujg
w ptytach o grubosci g=3,5mm, zaréwno dla przyjetych
wiasnosci stali jak i stopu tytanu,

* cechy geometryczne oraz wiasnosci mechaniczne
analizowanych ptyt warunkujg mozliwos¢ ich odksztatcania
w trakcie uzytkowania w zakresie sprezystym. To stanowi
podstawy kryterium ich klinicznego zastosowania.
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* generally, lower displacement values are observed for
the plates of the thickness of g=3,5mm, both for the stainless
steel and the titanium alloy,

* geometrical features and mechanical properties of
the analyzed plates enable elastic strains during loading.
It determines the basic criterion of clinical application.
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Wprowadzenie

Technika zol-zel jest pomysinie stosowana do produkcji
réznorodnych materiatéw. W syntezie zol-zel uzywa sie
kompleksow alkoholanowych jako prekursoréow. Obserwuje
sie formowanie sie sieci tlen-metal dzieki rownoczesnej
hydrolizie i polikondensacji. W wyniku reakcji otrzymujemy
materiaty o réznorodnych ksztattach: warstwy [1], bloczki [2],
proszki [3].

Naukowcy badajg mozliwosci stosowania warstw ochron-
nych jako powtoki na implanty ortopedyczne, stosujac
cienkie filmy (pojedyncze warstwy) [4] lub powtoki wielo-
warstwowe [5]. Takie powtoki powinny charakteryzowac sie
duzg twardoscig, wytrzymatoscig mechaniczng, biokompa-
tybilnoscig oraz silng adhezjg do podtoza [6].

Badacze rozwazajg zastosowanie warstw otrzymywa-
nych metoda zol-Zel jako powtoki na materiaty implantacyjne
[1,2,7,8].

Ditlenek tytanu jest stabilny termodynamicznie, obojetny
chemicznie, charakteryzuje sie biokompatybilnoscig oraz
odpornoscig korozyjng [9,10]. Powszechnie wiadomym
jest, ze TiO, zmniejsza ryzyko odrzucenia implantu przez
zywy organizm. Jednym z podstawowych zadan warstw po-
wierzchniowych jest ochrona przed korozjg wywotang agre-
sywnym srodowiskiem jakim jest zywy organizm. Ochrona
taka mozliwa jest dzieki redukcji dyfuzji (przez zastosowanie
warstwy powierzchniowej) do materiatu implantacyjnego
[11,12]. Innym waznym zadaniem powlok jest zmniejszenie
przedostawania sie jonéw metali (pochodzacych z implantu)
do organizmu. Zapobieganie zjawisku metalozy. Kolejnym
problemem jest trwate i zmienne obcigzenie implantow
biodrowych. TiO, wystepuje w trzech réznych formach
krystalicznych: anataz, brukit i rutyl. Jedynie anataz i rutyl
sg formami stabilnymi [13]. Badano interakcje pomiedzy
stabilnymi formami TiO, a SBF (Simulated Body Fluid).
Wyjasniono, ze kiedy anataz przechodzi w rutyl rozpusz-
czalnos¢ jondéw metali w SBF znaczaco spada.

W opisywanym eksperymencie badano pierwszg forme
krystaliczng TiO, — anataz. Spowodowane to byto faktem,
ze jako podtozy uzywano stali nierdzewnej 316L. Powtoki
na podfozach wygrzewano w temp. 500°C, otrzymano
anataz.

Materialy i metody

Nieorganiczne cienkie filmy syntezowano za pomoca
metody zol-zel. Jako substratéw uzyto Ti(i-PrO), (TIPO),
propanolu oraz acetyloacetonu (AcAc) jako stabilizatora.
Substraty mieszano na mieszadle magnetycznym w temp.
pokojowej. Niewielkg cze$¢ zolu pozostawiono do wyschnie-
cia. Otrzymany proszek uzyto do pomiaréw wiasciwosci
fizykochemicznych otrzymanych powtok. Zol uzyto do
naktadania warstwy, na podtoza ze stali 316L, metoda dip-

MECHANICAL AND PHYSICO-
CHEMICAL PROPERTIES OF
TITANIUM DIOXIDE THIN FILMS

JusTYNA KrRzAK-R0$', DomINIKA GRYGIER',
AGNIESzKA Baszczuk!, RomuaLD BEDzINSKI?

TINSTITUTE OF MATERIALS SCIENCE AND APPLIED MECHANICS,
WRocLAW UNIVERSITY OF TECHNOLOGY, PoLAND
2|nsTITUTE OF MACHINE DESIGN AND OPERATION,
WRocLAW UNIVERSITY OF TECHNOLOGY, PoLAND

[Engineering of Biomaterials, 67-68, (2007), 35-37]

Introduction

The sol-gel technique is successfully used to produce
commonly applied materials. Precursor used in sol-gel syn-
thesis are metal-alkoxides. The material growth in the sol
proceeds over hydrolysis, condensation and aggregation.
The sol-gel method is using to obtain various final forms of
gel: films [1], monoliths [2], powders [3].

Various researchers have studied the application of pro-
tective coatings to orthopedic implants, applying a thin film
[4] or multilayers [5]. The coating should preferably have
a high hardness value and resistance to mechanical wear,
as well as biocompatibility and good adhesion to the sub-
strate on witch they are deposited [6]. Researchers consider
the possibility of using sol-gel thin layers as medical implants’
coatings [1,2,7,8].

Titanium dioxide is thermodynamically stable, chemically
inert and has a biocompatibility and corrosion resistance
properties [9,10]. Besides it is commonly known that tita-
nium oxide decreases the risk of implants rejection by living
organisms. The basic role of superficial layers, because of
reducing diffusion to implant base material (metal alloys),
is to protect implant from corrosion caused by aggressive
environment of living organism [11,12]. Second task is to
decrease the diffusion of specific metal ions from implant
into an organism what prevent metalosis. Specification of
hip implants working conditions is that they are exposed on
permanent and changing load. This is the reason to proceed
mechanical examination of mentioned films. TiO, occurs as
three different crystal forms: anatase, brookite and rutile.
However, only the anatase and rutile are stabile [13]. Wisbey
et al. [13] investigated interaction between stable crystal
forms of TiO, and SBF (Simulated Body Fluid). They found
that after anatase to rutile phase transmition, metallic ions
solubility in SBF decreased significantly. In current research
Authors used 316L stainless steel as the backgrounds. And
for this reason the temp. of heating was limited to 500°C.
In this temp. the anatase crystal form is obtained.

Materials and methods

Inorganic thin films were synthesized by sol-gel method.
Titania films were prepared by mixing, on a magnetic stirrer,
Ti (i-PrO), (TIPO), isopropanol and acetyloacetone (AcAc),
at room temperature. AcAc was used as the stabilizator.
The part of the sol was allowed to dry. Arise powder was
used to measure physicochemical properties. The main part
of sol was used for dip-coating. Three layers were deposited
for backgrounds. The samples (backgrounds with coatings)
were dried and heated at 500°C.

The physicochemical properties of the obtaining materi-
als were characterized using the infra—red spectroscopy.
The adhesion tests of the coatings were carried out using
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coating. Na kazde podtoze warstwe naktadano trojkrotnie.
Prébki suszono w temperaturze 500°C.

Wiasciwosci fizykochemiczne, otrzymanych materiatow,
mierzono za pomoca spektroskopii w podczerwieni. Adhezja
warstw do podtoza mierzona byta za pomoca Skaningowe-
go Mikroskopu Elektronowego (SEM). Zmierzono réwniez
chropowatos$é, otrzymanych powtok, za pomoca profilo-
grafometru. Przeprowadzono prébe rozciggania prébek
(podioze + warstwa), dla ktérych wczesniejsze badania na
skaningowym mikroskopie elektronowym wykazaty bardzo
dobrg adhezje powtoki do podtoza (podtoze — stal 316L).

Wyniki badan
Spektroskopia IR postuzyta do okreslenia wtasciwosci

fizykochemicznych otrzymanych materiatéw. Wyniki przed-
stawiono ponizej.

% T fj.at]

T T T T T T T T T T T T T T 1
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

liczba falowa [cm™]

RYS.1. Widmo IR TiO,,
FIG.1. IR spectrum of TiO, powders.

Liczba falowa /

Rodzaj drgania /

The wave number The kind of oscillation

Ti-OH, rozciagajace / stretching
|Is00-800 Ti-O-Ti, rozciagajace / stretching

U50-575 Ti-O, max 534 cm™!

(anataz / anatase)
U50-750 Ti-O, max 521674 cm”

(rutyl / rutile)
3300 v(OH)
1630 O8(HOH), zginajace / bending
721;1370-1380;1450-1465;2800-2950 [nujol

TABLE 1.Charakterystyka drgan (TiO,).
TABLE 1. Characteristic of IR spectrum (TiO,).

Badania za pomocg spektroskopii IR prowadzono na
trzech proszkach TiO, réznigcych sie temperaturg wygrze-
wania. Wyniki z pomiaru absorpcji promieniowania podczer-
wonego dowodzg, ze spodziewane zanikanie pasm od grup
organicznych nastgpito w temp. ok. 500°C.

Analiza mikroskopowa morfologii powierzchni (RYS.2,3)
warstw TiO, wykazata, ze otrzymane powtoki wykazujg sie
dobrg adhezjg do podtoza.

Nazdjeciach nie obserwuje sie peknie¢, a powtoka jest ciggta
na catej badanej powierzchni. Takie wyniki wskazujg na silne
oddziatywania wystepujace pomiedzy powtoka, a podiozem.

the Scanning Electron Microscope (SEM). The roughness
was measured using profile measurement gauge. The initial
stretching tests for samples (backgrounds + coatings) were
conducted. For this samples the previous SEM measure-
ments showed good coatings adhesion.

Results

The infra—red spectroscopy was used to characterize
physicochemical properties of obtained thin films. The re-
sults were shown below (FIG.1, TAB.1).

The results of the infrared absorption measurements
carried out on the variously heat treated gels showed the
expected reduction in the absorption peaks due to residual
organic groups, as the heat treatment temperature was in-
creased. The results show that above 500°C organic group
are completely eliminated and absorption bands from or-
ganic groups disappear from the spectra of TiO, samples.

The microscopic morphology of TiO, thin films depos-
ited on stainless steel and heated at 500°C are shown in
FIG.2,3. The obtained SEM micrographs confirm that the
employed coating method yields films with good adhesion
to the substrate surface. These coatings are continuous on
all surface which may provides good corrosion resistant
properties. Such results can indicate that intermolecular
interaction between surface of background and coating are
very strong. Further investigation will display what kind of
interactions they are.

RYS.2. Zdjecie z SEM - czyste podtoze stal 316L.
FIG.2. SEM micrographs of backgrounds.

FIG.3. Zdjecie z SEM — powloka TiO, na 316L.
FIG.3. SEM micrographs of TiO, coating on 316L
stainless steel 316L plates.
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FIG.4.Chropowatos¢ podtoza-316L plates.
FIG.4.The roughness of background - 316L plates.

Analiza badan chropowatosci (RYS.4,5) wykazuje, ze to
podtoze ma znaczacy wptyw na chropowatos¢ probki.

FIG.5. Chropowatos¢ probki (warstwa TiO, na
podtozu 316L).

FIG.5. The roughness of sample (TiO, coating
on background).

The roughness analysis results show (FIG.4,5) that the
backgrounds have significant influence on the results of the
roughness measurements.

Prébka / Sample R, [pm] R, [um] R, [um]
Podtoze / Background 0.040 0.057 0.530
I TiO, on 316L 0.067 0.087 0.550 [

R.—$rednie arytmetyczne odchylenie profilu chropowatosci / R,—average arithmetical roughness
R.—s$rednie kwadratowe odchylenie profilu chropowato$ci / R,—average square roughness
R,—wysoko$¢ profile chropowatosci wg 10 punktéw / R,~height of roughness profile according to 10 points

TABELA 2. Parametry geometryczne probki.
TABLE 2. The geometrical parameters of samples.

Podsumowanie

Otrzymano warstwy TiO, (powtoki) bez grup organicznych
oraz wody. Powtoki sg ciggte na catej badanej powierzchni.
Parametry chropowato$ci mogg byé modyfikowane przez
parametry podioza. Jest to spowodowane, tym Zze powtoka
nanoszona jest w fazie ciektej, co pozwala na odwzorowanie
powierzchni podtoza. Badania mikroskopowe prébek przed
i po probie rozciggania wykazaty brak wptywu odksztatcen
podtoza na adhezje omawianych powtok. Nie zaobserwo-
wano wad w postaci peknie¢ lub wytuszczen, a przerwanie
nastgpito jedynie w miejscu przerwania podioza.

Uzyskane wyniki badan oraz analiza literatury wykazaty,
ze otrzymane metodg zol-zel powtoki TiO, moga stanowi¢
dobra bariere pomiedzy materiatem metalicznym implantu a
organizmem zywym. Otrzymany TiO, nie stanowi zagrozenia
dla zywych tkanek.
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Summary

The TiO, thin films (coatings), free from organic groups
and water have been obtained. The coatings are continu-
ous, without cracks and splinters. Due to the fact that the
coatings are applied form liquid phase, the roughness
parameters can be modified by selection of backgrounds
with required roughness. SEM measurements before and
after initial stretching tests demonstrate that they have no
influence on coating adhesion.

All received data and literature analysis allows us to as-
sume that obtained sol-gel coatings set up a good barrier
between organism and implant’s material and obtained TiO,
is not destructive for living organism.
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SUPERSPREZYSTE IMPLANTY
NiTi DLA CIAGLEJ DYSTRAKCJI
KOSCI

Z. LeksToN, D. STrR6z , H. MorAWIEC

INSTYTUT NAUKI 0 MATERIALACH, UNIWERSYTET SLASKI,
40-007 Katowice, BANkowA 12
E-MAIL: ZLEKSTON@US.EDU.PL

Streszczenie

Zasadniczym zatoZzeniem tej pracy byto osiggniecie
nadsprezystosciimplantow uzytych do dystrakcji kosci
dla korekcji deformacji czaszkowo-twarzowych. Opi-
sano dwie mozliwo$ci przygotowania nadsprezystych,
sprezynowych implantow uzytych w kranioplastyce.
W pierwszej uzyto nadsprezyste, proste druty jako
sprezyny w ksztatcie Q lub U. Nadsprezystosc jest
indukowana w drutach przez wstepng deformacje na
zimno i wyzarzanie ponizej temperatury rekrystalizacji.
Struktura dyslokacyjna i mato-kgtowe granice ziaren
sg charakterystyczne dla struktury tych drutéw. Druga
moZzliwos¢ indukowania nadsprezystosci w sprezynach
pierScieniowych bazuje na umocnieniu wydzielenio-
wym. Wtym celu uzyto stop z wyzszq zawarto$cig niklu
(51%at.) w ktérym wydzielanie koherentnych czgstek
fazy Ni,Ti; prowadzi do umocnienia osnowy i pozwala
osiggngC¢ wyrazne plateau naprezania na krzywej
naprezenie-odksztatcenie. Przydatno$c¢ uzyskanych
implantéw wykazano w zastosowaniach klinicznych.

Stowa kluczowe: stopy NiTi, nadsprezyste implanty,
ciggta dystrakcja kosci, sprezyny dla kranioplastyki.

[Inzynieria Biomateriatow, 67-68, (2007), 38-42]

Wstep

Stopy NiTi staly sie waznym materiatem, ktéry umoz-
liwia przezwyciezenie szerokiego zakresu technicznych
i projektowych problemoéw zwigzanych z miniaturyzacjg
urzadzen medycznych i oferuje mniej inwazyjne, a zatem
mniej urazowe procedury medyczne [1]. Pamie¢ ksztattu
i nadsprezystos¢ sg cennym rozwigzaniem dla problemow
w przemysle urzadzen medycznych. Ostatnie osiggniecia
w medycznych zastosowaniach ukazujg szybki rozwgj
w tej dziedzinie [2,3]. Dystrakcyjna osteogeneza jest pro-
cesem rozciggania kosci do uzyskania jej wydtuzenia przez
generowanie wzrostu nowej tkanki kostnej. Ten proces
jest uzywany dla dystrakcji wadliwej kosci [4]. Jak dobrze
wiadomo, stalowe sprezyny podczas ich rozciggania tracq
swa site. Z tego wzgledu zastosowanie w chirurgii czaszko-
wo-twarzowej nadsprezystych sprezyn NiTi wykazujacych
plateau sity w dtugo-czasowej dystrakcji moze przyniesc
duzo lepszy skutek [5-7].

Materiat i metody

Badania przeprowadzono na dwoch komercyjnych sto-
pach NiTi o zawartosci niklu 50,6 i 51,0 %at. w ksztatcie
prostych drutéw. Analize chemiczng wykonano metodag
spektroskopii dyspersji energii (EDS) na skaningowym
mikroskopie elektronowym (SEM) JEM-6480. Proces
wydzieleniowy badano metodg transmisyjnej mikroskopii
elektronowej (TEM) przy uzyciu mikroskopu JEM 3010.

SUPERELASTIC NiTi IMPLANTS
FOR CONTINUOUS BONE
DISTRACTION

Z. LekstoN, D. STr6Z , H. MorAWIEC

INSTITUTE OF MATERIALS SCIENCE, UNIVERSITY OF SILESIA,
40-007 Katowice, BAnkowa 12
E-MAIL: ZLEKSTON@US.EDU.PL

Summary

The basic assumption of this work was to achieve
the superelastic behaviour of implants used for bone
distraction for correction craniomaxillofacial deformi-
ties. This paper describes two possibilities of preparing
the superelastic spring implants used in cranioplasty.
In the first one the superelastic straight wires were
used for Q or U-shape springs. The superelasticity
is induced to the wires by a proper cold deformation
and annealing below the recrystallization temperature.
Dislocation cells and low angle grain boundaries
are characteristic for the structure of these wires.
The second possibility of the superelasticity induction
into ring springs is based on the precipitation harden-
ing. For this purpose an alloy with higher amount of
nickel (51 at.%) was used at which precipitation of the
Ni,Ti, coherent particles leads to the matrix hardening
and allows to achieve a distinguish stress plateau on
the stress-strain curve. The obtained implants have
shown their usefulness in clinical applications.

Keywords: NiTi alloys, superelastic implants, con-
tinuous bone distraction , springs for cranioplasty.

[Engineering of Biomaterials, 67-68, (2007), 38-42]

Introduction

NiTi alloys have become an important material, which
allows us to overcome a wide range of technical and design
issues relating the miniaturisation of medical devices and
offers less invasive, and therefore less traumatic medical
procedures [1].

Shape memory and superelasticity are valuable solutions
for problems in the medical device industry. Recent achieve-
ments in medical applications show fast development in this
field [2,3]. Distraction osteogenesis is a process of stretching
the bone to obtain its lengthening by generation a growth
of a new bone tissue. This process is used for distraction of
a deficient bone [4]. As it is well known, steel springs during
their expanding loose their force. For this reason application
of superelastic NiTi springs with their force plateau for the
continuous bone distraction in craniofacial surgery will give
much better effect [5-7].

Materials and methods

The studies were carried out on two commercial NiTi
alloys (with 50.6 and 51.0 at.% Ni content) in the form
of straight wires. The chemical analysis was carried out
using the energy dispersive spectroscopy (EDS) method
in a scanning electron microscope (SEM) JEM-6480.
The precipitation process was controlled by the transmis-
sion electron microscopy (TEM) method using the JEM
3010 instrument.



Wyniki i dyskusja

Indukowanie nadsprezystosci przez deformacje i wy-
Zarzanie

Wiasciwy dobér stopnia deformaciji i temperatury wyzarza-
nia umozliwia regulowanie temperatur charakterystycznych
przemiany martenzytycznej i umocnienie stopéw. Wptyw
temperatury wyzarzania na temperatury przemian My and Tg
pokazano na RYS.1. Mozliwos$¢ kontrolowania mechanicz-
nych wiasnosci stopu przez deformacje i wyzarzanie poka-
zano na RYS.2. Poréwnanie krzywych umocnienia dla prébki
szybko chtodzonej z temperatury 800°C z krzywymi probek
deformowanych 10% odksztatceniem i wyzarzanych w cza-
sie 1 godziny w temperaturach 673 i 773K pokazuje mozli-
wos$¢ kontrolowania wlasnosci mechanicznych stopow NiTi.
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RYS.1. Zmiany Ms i TR w zaleznosci od tempera-
tury wyzarzania deformowanej prébki.

FIG.1. Change of Ms and TR as a function of an-
nealing temperature for a deformed specimen.

Mikrostrukture walcowanych tasm z 30% deformacjg
pokazano na RYS.3. Deformacja powoduje indukowanie
niewielkiej ilosci martenzytu. Wyzarzanie deformowane-
go stopu ponizej temperatury rekrystalizacji prowadzi do
formowania wydtuzonych subziarn z matokatowymi grani-
cami, typowymi dla procesu zdrowienia. RYS.4 pokazuje
mikrostrukture, konieczng dla uzyskania nadsprezystosci
badanych stopow.

RYS.3. Mikrostruktura deformowanego stopu
Ti-50,6%at.Ni z mata iloScig martenzytu.

FIG.3. Microstructure with small amount martens-
ite of deformed Ti- 50.6 at.% Ni alloy.

Results and discussion

Superelasticity induced by deformation and annealing

A proper choice of the deformation degree and the an-
nealing temperature allows us to control the characteristic
temperatures of the martensitic transformation and the hard-
ening of the alloys. The effect of the annealing temperature
on the M, and Ty transformation temperatures is shown in
FIG.1. The possibility of controlling the alloy mechanical
properties by deformation and annealing is shown in FIG.2.
The comparison of the hardening curves for the quenched
from 800°C sample with the deformed by 10% strain and
annealed for 1 hour at 673 and 773K gives the tool to control
the mechanical properties of the NiTi alloys.

e 10 %

----- 10% + 673K/1h
gonl = 10%+ 773K1n

Stress [MPa]

Strain [ % |

RYS.2. Krzywe umocnienia stopu Ti-50.6at.%Ni po
obrébce termomechanicznej.

FIG.2. Hardening curves for different thermome-
chanical treatment of alloy Ti- 50.6at.% Ni.

The microstructure of the deformed by 30% rolling strips
is shown in FIG.3. The deformation induces small amount of
martensite into the microstructure, which is confirmed by the
attached electron diffraction pattern. The low temperature
annealing of the deformed alloy below the recrystallization
temperature leads to formation of elongated subgrains
with low-angle boundaries typical for the recovery process.
FIG.4 shows the microstructure that is preferred to obtain
the superelastic behaviour of the studied alloys.

RYS.4. Mikrostruktura stopu Ti—50,6%at.Ni po 30%
deformacji i wyzarzaniu w temperaturze 450°C w
czasie 30 minut.

FIG.4. Microstructure of Ti-50.6 at.%Ni alloy defor-
med by 30% and annealed at 450°C/30’.
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RYS.5. Krzywa naprezenie-odksztalcenie podczas
naprezania i odcigzania stopu Ti-50.6at.%Ni po
30% deformacji i wyzarzaniu w temperaturze
450°C w czasie 30 minut.

FIG.5. Stress- strain curves for loading and
unloading for alloy Ti-50.6at.% Ni deformed by
30% and annealed at 450°C for 30 minutes.

Plateau nadsprezysto$ci probki z 30% deformacjg wy-
zarzanej w temperaturze 450°C przez 30 minut pokazano
na RYS.5. Nadsprezyste implanty do dystrakcji kosci byty
formowane jako proste druty ze stopdw nadsprezystych.
Implanty dziatajgce jako rozciggajace sprezyny, mocowane
w ksztafcie tukdw na zdekortykowanej kosci, pokazano
schematycznie na RYS.6.

Indukowanie nadsprezystosci dystraktorow pierscie-
niowych przez umochnienie wydzieleniowe

Korekcja czaszki w diugo-czasowej dystrakcji moze
by¢ osiaggnieta przy uzyciu sprezyn w ksztatcie pierscieni.
Sptaszczony pierscien w ksztatcie elipsy implantowany pod
skore, przymocowany na czaszce, wywierajacy sity w po-
zadanych kierunkach pokazano schematycznie na RYS.7.
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RYS.6. Schemat nadsprezystego sprezynowego
dystraktora na zdekortykowanej kosci.

FIG.6. Sketch of the superelastic expanding arch-
springs on the decorticated bone.

The superelastic plateau for the specimen deformed
by 30% and annealed at 450°C for 30 minutes is shown
in FIG.5. The superelastic implants for bone distraction
were formed using straight wires from superelastic alloys.
The implants act as expanding springs, fixed in an arches
shape on the decorticated bone, are shown in FIG.6.

Superelasticity of ring distractors induced by precipita-
tion hardening

The skull correction in the continuous distraction may
be achieved using a spring in the form of a ring. A flattened
ring, fixed on the skull in the form of an ellipse, implanted
under skin, exert the forces in desired directions what is
schematically shown in FIG.7. The rings formed from the
superelastic straight wires were welded with the use of
a laser beam. In the rings, prepared from alloy with 51at.%
Ni content, the superelasticity was induced by age harden-
ing. Their elastic characteristic during loading-unloading,
obtained when the ring was flattened to an ellipse, shows
a typical force plateau which is shown in FIG.8.
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RYS.7. Schematyczne przedstawienie sit wywiera-
nych na czaszke przez sptaszczony pierscien.
FIG.7. Sketch of forces exerted on the skull in
a flattened ring.

Pierscienie formowano z prostych nadsprezystych drutow
spawanych wigzka laserowg. W pierscieniach wykonanych
ze stopu o zawartosci 51,0%at. Ni, nadsprezystos¢ indu-
kowano poprzez starzenie pod naprezeniem. Sprezyste
charakterystyki podczas naprezania i odcigzania, ktére
uzyskano, kiedy pierscienie byty sptaszczane do elipsy,
wykazujg typowe plateau sit pokazane na RYS.8.
Koherentne czagstki Ni,Ti; powodujg znieksztatcenia
sieci osnowy. Najwieksze znieksztatcenia wystepujg
w kierunkach prostopadtych do ptaskich czastek tj. w kierun-
kach osnowy typu <111> i sg rowne niedopasowaniu sieci
obu faz 8=(dy;—~d111g2)/d1118,=2.9%. Powodujg naprezenia
rozciggajace w tych kierunkach. Prostopadle do <111>,
w kierunkach [110] i [112] niedopasowanie sieci wynosi

RYS. 8. Nadsprezystos¢ pierscieni o réznych sred-
nicach podczas uginania ich do ksztattu elipsy i
powrotu do wyjsciowego ksztattu pierscienia.
FIG.8. Superelastic behaviour of the rings of diffe-
rent diameters while deflecting to an elliptic shape
and their reversion to the previous ring shape.

The coherent Ni,Ti; particles cause the matrix lattice
distortions. They are the largest in the directions perpen-
dicular to the particles axis i.e. in the <111> direction of the
matrix and are equal to the lattice misfit of the both phases
0=(d 11,0 111p2)/d11182,=2.9%. They act as a tensile tension
in this direction. Perpendicularly to the <111>, at the [110]
and [112] directions the lattice misfit is equal 1,4% and
acts as a compression stress. In result the stress distribu-
tion around the particle is inhomogeneous but symmetrical
versus the <111> direction [8,9]. In accordance with the
results obtained by Chumlyakov et. al. [10] the superelastic
effect is induced only under the following conditions: Ni,Ti;
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RYS.9. Czastki fazy Ni,Ti, w stopie starzonym w 500°C przez 1 godz. (a) obraz w jasnym polu, (b) elektronogram
z obszaru (a) (strzatka wskazuje refleks wydzielenia), (c) wywskaznikowany diagram elektronogramu.

FIG.9. Particles of Ni,Ti, phase in the alloy aged at 500°C for 1 hour (a) bright-field image, (b) diffraction pattern
from the area (a) (the arrow indicates the reflection in which the dark — field image was taken), (c) indexed

diagram of the diffraction pattern (b).

1,4% i dziata jako naprezenie Sciskajgce. W efekcie roz-
ktad naprezen wokot czastki jest niejednorodny ale syme-
tryczny wzgledem kierunku <111> [ 8,9]. Chumlyakov i in.
[10] stwierdzili, ze efekt nadsprezystosci jest indukowany
jedynie przy spetnieniu nastepujacych warunkéw: czastki
Ni,Ti; sq koherentne z osnowg i majg rozmiary rzedu
50-100nm. Koherentne czastki Ni,Ti; sg zrodtem naprezen
wewnetrznych osnowy oraz miejscami uprzywilejowanego
zarodkowania martenzytu i stqd prowadzg do obnizenia
plateau naprezen [11]. Jak wykazali Pelton i in. [12] para-
metry starzenia powinny zostaé¢ odpowiednio optymalizo-
wane tak, aby osiggna¢ maksymalng predkos¢ wzrostu
wydzieleh.

Wydzielenia identyfikowano metodg transmisyjnej
mikroskopii elektronowej. RYSUNEK 9 pokazuje czastki
w ksztatcie dyskow, elektronogram z tego obszaru oraz jego
wywskaznikowany diagram.

Whioski

1. Wykazano mozliwo$é¢ indukowania zachowania nad-
sprezystego poprzez formowanie odpowiedniej struktury
dystraktoréw kosci ze stopow NiTi.

2. Opracowano metode ksztattowania nadsprezystych
pierscieni poprzez umocnienie wydzieleniowe pierscieni
uprzednio uksztattowanych ze stopu Ti - 51%at. Ni.

3. Nadsprezyste sprezyny i pierscienie odksztatcane przez
zginanie dziatajg ze statg sitg w wymaganym zakresie
przemieszczen.

Podziekowania
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particles are coherent with the B2 matrix and have the size
of 50-100nm. Coherent particles of Ni,Ti; are the sources
of the internal stresses, sites of the preferable martensite
nucleation and therefore assist the lowering of the stress
plateau [11]. As shown by Pelton et al. [12] the ageing
parameters should be optimized to achieve the maximum
precipitation rates.

The precipitates were identified using the TEM method.
FIGURE 9 shows the disc shape coherent precipitates and
their diffraction pattern.

Conclusions

1. Induction of the superelastic behaviour by a proper struc-
ture formation for bone distractors was proved.

2. A method of forming the superelastic rings by the precipi-
tation hardening of the rings previously formed out from the
wires of the Ti - 51%at. Ni alloy was worked out.

3. Superelastic springs and rings deformed by bending act
with a constant force in the desired displacement range.
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Wstep

Obecnie intensywnie rozwija sie biomedycyna w dzie-
dzinie rekonstrukcji uszkodzonych struktur anatomicznych
i wymaga to poszukiwania nowych, lepszych biomateria-
téw na implanty [1]. Trwajg badania nad metodami inzy-
nierii powierzchni poprawy wtasciwosci stosowanych juz
w medycynie materiatow [2]. Implanty stabilizujace w postaci
koszykow, siatek, jak réwniez oprzyrzgdowanie medyczne
stosowane m.in. w alloplastyce stawdw [3], muszg charak-
teryzowac¢ sie dobrg odpornoscig korozyjng w srodowisku
ptynow fizjologicznych [4,5]. W prezentowanej pracy przed-
stawiono wyniki badarn odpornosci korozyjnej materiatéw
stosowanych w chirurgii ortopedyczne;.

Materiat i metodyka badan

Do badan stosowano tytan techniczny (grade 1 zgodnie
z normg ISO 5832-2, ASTM B 265-99) z atestem biome-
dycznym o sktadzie przedstawionym w TABELI 1.

Probki do badan wycieto z blachy o grubosci 2mm.
Powierzchnie przed obrébka cieplno-chemiczng szlifo-
wano, a nastepnie odtluszczono przemywajgc alkoholem
etylowym. Nastepnie przeprowadzono utlenianie tytanu
w ztozu fluidalnym w atmosferze powietrza przy parame-
trach przedstawionych w TABELI 2.
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Introduction

Biomedicine is intensively developing in the field of recon-
struction of damaged anatomical structures, and after it goes
a need of searching new, better biomaterials, among other
things for implants [1], or improving methods to receive bet-
ter properties of known in this field materials [2]. Secondary
hip arthroplasty needs the massive and frozen bone grafts
and metal stabilizers in the form of nets and baskets [3],
which have to among other things be characterized by good
corrosion resistance in body fluids environment [4,5].

Experimental method

Test specimens were cut off from technical pure titanium
(Ti grade 1 - ISO 5832-2, ASTM B 265-99) sheet thickness
2mm. Chemical composition of used titanium is shown in
TABLE 1.

Sktad chemiczny / Chemical composition [%mas]
Fe C N 0] H Ti
|L 0035 [ 0009 [ 0002 [ 0063 | 0028 | reszta ||

TABELA 1. Sktad chemiczny tytanu stosowanego
do badan.

TABLE 1. Chemical composition of titanium used
in experiments.



Przed utlenianiem / Before oxidation 6,5 32 2 10 4 0,94
c 803K, 8h 6,2 40 B 0,4 7 0,86

o3 « 9 833K, 4h 6,3 40 26 0,5 8 0,87
S'g aq-_-)g 863 K,8h 6,1 37 6,1 0,2 11 0,87
= <'§ 893K, 4 h 6,2 35 5,5 0,2 8 0,89
923K, 8h 6,1 28 57 0,1 3 0,88

TABELA 2. Dane pomiaréw impedancyjnych.
TABLE 2. Impedance measurements data.

Badania wtasciwosci korozyjnych tytanu przed i po
utlenianiu wykonano w roztworze Ringera o skfadzie: NaCl
8,6g+KCI 0,3g+CaCl, 0,48g w dm?(nieodpowietrzany, tem-
peratura pokojowa). Powierzchnie prébek przygotowano
przez odttuszczanie acetonem i zmycie metanolem bezpo-
Srednio przed pomiarem. Elektrochemiczne pomiary korozyj-
ne przeprowadzono w uktadzie tréjelektrodowym: elektroda
badana o pow. 1,25 cm?, elektroda odniesienia: NEK, elek-
troda pomocnicza: siatka platynowa. Pomiar E, ;. wykonano
wzgledem NEK przez 1h oraz po pomiarze impedancyjnym
(po 4h). Pomiar impedancji przy E,,. po 1h ekspozyc;ji:
50kHz+0,5mHz, amplituda potencjatu AC: 10mV do 0,5Hz,
nastepnie 100mV, 10 punktéw na dekade czestotliwosci.

Wyniki badan i ich analiza

Badania odpornosci na korozje przeprowadzono
z zastosowaniem roztworu Ringera, ktory imituje warunki
panujace w ciele ludzkim. Rejestrowano zmiany potencjatu
korozyjnego E,,, w czasie 1h, po tym czasie stabilizowat sie,
a nastepnie rozpoczynano pomiary impedanc;ji. Przyktadowe
wykresy impedancyjne przedstawiono na RYS.1.

Na wykresach impedancji nie przedstawiono krzywych
dla tytanu po utlenianiu w temperaturze 863K oraz 893K.
Pokrywaty sie one z krzywa otrzymang dla tytanu po utlenia-
niu w temperaturze 833K i dla lepszej czytelnosci wykresu
nie wstawiono ich na RYS.1.

Badania impedancji pozwolity na wyznaczenie warto-
Sci charakterystycznych parametréw. Wyniki tych badan
umozliwiajg takze przyblizenie budowy wytworzonych
powtok tlenkowych na tytanie w aspekcie ochrony
przed korozjg. Otrzymane wartosci danych uzyskanych
w pomiarach impedancyjnych zestawiono w TABELI 2.

Wyniki przeprowadzonych badan wskazujg na wystepo-
wanie dwoch stref powtok tlenkowych odpowiedzialnych za
odpornos¢ na korozje. Sa to strefa porowata oraz barierowa,
z ktérych ta druga odpowiada gtéwnie za wtasciwosci koro-
zyjne tytanu po utlenianiu. Dla tytanu niepoddanego obrébce
na krzywej impedancji wystepuje tylko jeden rozmyty pik,

Before oxidation titanium samples were polished using
1000 grit SiC abrasive paper, followed by degreasing with eth-
anol. The titanium oxidation process in fluidized bed was car-
ried outin air atmosphere using parameters shown in TABLE 2.

Studies of anodic dissolution were performed mostly in
nondeaerated Ringer’s solution: NaCl 8,6g+KCI 0,3g+CaCl,
0,489 in dm?® at ambient temperature. Bulk Ti was used
for comparison purpose. Prior to the test, samples were
degreased in acetone and then rinsed with methanol.
Electrochemical measurements were performed using Au-
tolab system (GPSTAT 20+FRA) with dedicated software
GPES 4.4 and FRA 2.3. A three-electrode cell was used.
The exposed surface area of working electrode was 1.3 cm?.
A saturated calomel electrode was implemented as the
reference and all reported values of potential are expressed
versus this electrode. Impedance spectra (amplitude: 10 mV
to 0,5Hz, and then 100mV, peak to peak, frequency range:
50kHz—5mHz, 10 points per frequency decade) were taken
at the corrosion potentials and selected anodic potentials,
after the current was allowed to stabilize.

Results and discussion

Corrosion resistance investigations were carried out in
Ringer’s solution to imitate human body fluids environment.
After 1h exposition to the solution corrosion potential E,,,
was stabilized, and then there was impedance spectra made,
which examples of obtained curves are shown in FIG.1.

In the impedance spectra there is not curves obtained for
titanium after oxidation at 863 and 893K presented. These
curves are similar to to the curve observed for titanium
oxidized at 833K for 4h.

Impedance measurement gives a specify data, on the
basis of which there can be obtained close view about
characteristics of produced oxide coatings in corrosion
resistance aspect. Data from impedance investigation is
presented in TABLE 2.

Results of the investigations presented in this work sug-
gest that oxide coatings on titanium after oxidation in fluid-
ized bed are composed of two zones. The outer zone of the
coating is porous and under it in a coating-titanium interface
there is barrier zone. For untreated titanium only one wide

log(Z){o)
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RYS.1. Wykresy impedancji dla tytanu przed i po utlenianiu w ztozu fluidalnym: 5-923K, 8h; 6—833K, 4h;

7-803K, 8h; 8—tytan przed utlenianiem.

FIG.1. Impedance diagrams for Ti before and after oxidation in fluidized bed: 5-923K, 8h; 6-833K, 4h; 7—

803K, 8h; 8—titanium before oxidation.
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natomiast po utlenianiu pojawia sie drugi pik przy wiekszych
potencjatach anodowania. Autorzy pracy [6] sugeruja, ze
drugi pik widoczny na RYS.1 przy wartosciach log(f) wyno-
szgcych 2+3, moze by¢ zwigzany z tworzeniem sie strefy
porowatej powtoki tlenkowej, charakteryzujacej sie porami
zamknietymi niedochodzacymi do powierzchni.

O grubosci strefy porowatej swiadczy pojemnosé
miedzyfazowa C,. Otrzymana dla tytanu bez obrébki
wartos¢ 10 jest charakterystyczna dla metali bez powto-
ki. Najmniejszg wartos¢ C, obserwuje sie dla tytanu po
utlenianiu w temperaturze 923K w czasie 8h, co sugeruje,
ze grubos¢ strefy porowatej w powtoce wytworzonej przy
tych parametrach jest najwieksza. Mniejsze grubosci
tej strefy wystepuja po utlenianiu w temperaturze 863
oraz 893 K. Natomiast wyniki dla tytanu po utlenianiu
w temperaturze 803 i 833K sugeruja, ze grubosci strefy po-
rowatej sg znacznie mniejsze. Stopien porowatosci tej strefy
mozna okresli¢ na podstawie rezystancji R,. Mniejsze warto-
$ci R, $wiadcza o wiekszym udziale poréw w powtoce tlenko-
wej. Wartosci rezystanciji strefy porowatej uzyskane dla tytanu
po utlenianiu sugeruja, ze porowatos¢ tych powtok jest tym
wieksza im wieksza jest grubos¢ powtoki. Porowatos¢ po-
wiok zalezy, zatem od temperatury i czasu utleniania tytanu.

Na podstawie analizy wszystkich uzyskanych wynikéw
w badaniach odpornosci na korozje trudno jest rozstrzygnag,
ktore z zastosowanych warunkéw utleniania tytanu w ztozu
fluidalnym dajg najlepsze rezultaty w poprawie wtasciwo-
$ci korozyjnych i wymaga dalszych badan. Jak wczesniej
jednak wspomniano za odpornos¢ korozyjng odpowiada
gtéwnie strefa barierowa powstajacej powtoki. Uzyskane
wartosci rezystancji strefy barierowej R;, wykazaty, ze
najwieksza jej szczelnos¢ uzyskuje sie po utlenianiu tytanu
w temperaturze 863K w czasie 8 h. Najmniej odporne strefy
barierowe wystepujg na tytanie w stanie wyjsciowym oraz
po utlenianiu w temperaturze 923K.

Mozna natomiast zdecydowanie stwierdzi¢, ze utlenianie
tytanu zwieksza jego odpornos¢ na korozje w roztworze Rin-
gera w stosunku do stanu przed obrébka cieplno-chemiczna.

Whnioski

1. Uzyskanie znacznej poprawy odpornosci na korozje
tytanu poprzez utlenianie w ztozu fluidalnym jest mozliwe
przez wytworzenie powtoki o dobrej szczelnosci strefy
barierowej, nie zaleznej od grubosci powtoki tlenkowe;j.
Najlepsze cechy strefy barierowej uzyskuje sie po utlenianiu
w temperaturze 863K w czasie 8h.

2. Otrzymywanie powiok tlenkowych na tytanie, charakte-
ryzujacych sie gruboscig od ok. 1um do 4,5um i wigze sie
ze wzrostem porowatosci powtok. Zbyt duza porowatosé
pokrywajacych powierzchnie powtok niekorzystnie wptywa
na wiasciwosci korozyjne tytanu po utlenianiu.
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pick was observed in impedance spectra. For oxidized sam-
ples second pick was obtained. This second pick at log(f)
equal to 2+3 can be correlated with porous zone existence
in oxide coatings (pores are inside the oxide, not open to
the surface) what is suggested by other authors [6].

Thickness of the porous zone could be evaluated on dou-
ble layer capacitance C, values. C, equal to 10 is for metals
without coating and this value was obtained for untreated ti-
tanium. The lowest rate of the capacitance was observed for
titanium oxidized at 923K for 8h what suggest that thickness
of porous zone and all coating is the biggest from measured
samples. Much more thinner porous zones should be on
titanium surfaces after oxidation at 803 and 833K, because
C, values measured for these samples were much different
from others (TAB.2). Porosity of these zones is correlated
with their thickness. The thicker is porous zone the bigger
is its porosity, what resistance R, of porous zone indicates.

Analysis of all obtained data in corrosion measurements
does not give an exact answer which titanium oxidation
parameters give the best surface properties in corrosion
resistance aspect. However corrosion resistance is mainly
dependant of barrier zone proof to aggressive environment.
Values of barrier zone resistance R, suggest that the best
properties of this zone were received after titanium oxida-
tion at temperature 863K for 8-hour time. The least resistant
barrier zones are in the oxide coating produced at 923K and
on titanium before oxidation process.

There can be definitely stated that oxidation process in
fluidized bed betters the corrosion properties of titanium in
body fluids solution.

Conclusions

1. To receive significant increase in corrosion resistance of
titanium after oxidation in fluidized bed it is important to get
an oxide coating with barrier zone of proper proof properties,
what does not corresponds with thickness of this coating.
The best properties of barrier zone were obtained for tita-
nium oxidized at 863K during 8h time.

2. Production of titanium oxide coatings, which thickness
varies from 1 to 4,5um, involve increasing of their porosity.
Too high porosity of oxide coating unfavorably influences
on corrosion properties of oxidized titanium.
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Streszczenie

W publikacji przedstawiono sposob projektowania
struktury sieci neuronowej stosowanej do modelo-
wania procesow obrobki cieplno chemicznej bioma-
teriatdbw w ztozu fluidalnym. Artykut ten prezentuje
model neuronowy stosowany do wtasciwosci warstwy
wierzchniej biomateriatow. Proces ten jest do$¢
skomplikowany, poniewaz jest wieloparametryczny
i posiada nieliniowe charakterystyki [1-2]. Fakt ten
oraz brak algorytméw matematycznych opisujgcych
ten proces czynig modelowanie, wtasciwos$ci warstwy
wierzchniej biomateriatdow, za pomocg tradycyjnych
metod numerycznych trudne, a czasami niemozliwe.
W tym przypadku celowa jest proba zastosowania
sztucznych sieci neuronowych.

Struktura sieci neuronowej jest projektowana oraz
budowana poprzez dobor parametrow wejsciowych
oraz wielko$ci modelowanych — parametrow wyjscio-
wych. Przedstawione zostang metody uczenia, oraz
testowania sieci nheuronowej, sposoby ograniczenia
liczebno$ci struktury sieci oraz btedu uczenia i te-
stowania. Tak przygotowany model neuronowy, po
zadaniu oczekiwanych warto$ci parametrow warstwy
wierzchniej na wyjscie, dostarczy wiele informacji na
temat przebiegu procesu naweglania w ztozu fluidal-
nym. Model neuronowy moze by¢ zastosowany do
budowy systemu sterujgcego, kontrolujgcego w czasie
rzeczywistym przebiegu procesu, ktory bedzie rowniez
wspierat decyzje inzynierska.

Praca przedstawia odmienng koncepcje uzyskiwa-
nia oczekiwanych wtasciwosci warstwy wierzchniej
biomateriatow po obrobce cieplno chemicznej w ztozu
fluidalnym. Odpowiednio przygotowany model sieci
neuronowej moze byc stosowany do projektowania
procesow cieplno- chemicznych w ztozu fluidalnym
oraz kontroli przebiegu tych procesow.

[Inzynieria Biomateriatow, 67-68, (2007), 45-47]

Wprowadzenie

Proces fluidalnej obrébki cieplno-chemicznej jest wielo-
parametryczny i skomplikowany, poniewaz zmiany parame-
trow procesu majg charakter nieliniowy. Kolejnym proble-
mem jest brak algorytmow matematycznych, opisujacych te
procesy. Zastosowanie sieci neuronowych do modelowania
procesow fluidalnej obrobki cieplno-chemicznej jest wyni-
kiem szczegolnych wtasciwosci cech sieci neuronowej:

MODELING CHANGES OF PROPER-

TIES OF SURFACE LAYER OF BIO-

MATERIALS BY MEANS ARTIFICIAL
NEURAL NETWORKS
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Abstract

In this publication is presented manner of designed
structure of neural networks and using it for model-
ling of oxidations process in fluidized bed. This paper
presents neural network model used for designing
the properties of surface layer after thermo-chemi-
cal processes in fluidized bed. This process is very
complicated and difficult as multi-parameters changes
are non linear. This fact and lack of mathematical
algorithms describing this process makes modelling
properties of biomaterials by traditional numerical
methods difficult or even impossible. In this case it is
possible to try using artificial neural network.

The neural network structure is designed and
prepared by choosing input and output parameters of
process. The method of learning and testing neural
network, the way of limiting nets structure and mini-
mizing learning and testing error are discussed. Such
prepared neural network model, after putting expected
values of parameters of surface layer in output layer,
can give answers to a lot of questions about running
heat treatment in fluidized bed. The neural network
model can be used to build control system capable
of on-line controlling running process and supporting
engineering decision in real time.

This paper presents different conception to obtain
assumed material’s properties of surface layer of
biomaterials after heat treatment in fluidized bed.
The specially prepared neural networks model could
be a help for engineering decisions and may be used
in designing thermo-chemical process in fluidized bed
as well as in controlling changes of this process.

[Engineering of Biomaterials, 67-68, (2007), 45-47]

Introduction

The thermo-chemical processes in fluidized bed is multi-
parameters and complicated [1,2], because changes of pa-
rameters during this process have non linear characteristic.
The next problem is the lack of mathematical algorithms that
could describe it. Using neural networks for modelling oxidiz-
ing in fluidized bed is caused by several nets’ features:

* non linear character,

« ability to generalize the results of calculations for data out
of training set and no need for mathematical algorithms de-
scribing influence changes input parameters on hardness,
* no need for mathematical algorithms describing influence
changes input parameters on modelling materials proper-
ties [3-7].
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* nieliniowego charakteru,

» mozliwosci uogodlniania wynikow obliczen dla danych nie
zawartych w zbiorze uczgcym,

* brak potrzeby stosowania algorytméw matematycznych
opisujacych wplyw zmian parametréw wejsciowych na
modelowane wiasciwosci materiatéw [3-7].

Badania sg podzielone na osiem czesci:

» wybor modelowanych wtasciwosci materiatow,

» wybor parametréw obrébki cieplnej,

* planowanie i zbudowanie struktury sieci neuronowe;j,

* minimalizacja struktury modelu,

* minimalizacja btedow,

+ zastosowanie modelu sztucznych sieci neuronowych
dla prognozowania warstw wierzchnich biomateriatéw po
obrébce fluidalnej cieplno-chemicznej,

» praktyczna weryfikacja wynikow modelu.

W prezentowanej technice modyfikacji warstwy wierzch-
niej materiatow zastosowano fluidalng obrébke cieplno-che-
miczng — wytwarzanie warstw powierzchniowych biomate-
riatdbw. Charakteryzuje sie ona wysokim wspotczynnikiem
przeptywu masy i ciepta. Techniki te sg czesto stosowane
w instytutach badawczych i matych przedsiebiorstwach
[1,8-11].

Metodyka pracy

Modelowanie procesoéw obrobki cieplnej z zastosowa-
niem sieci neuronowych rozpoczynamy od zamodelowania
struktury sieci. Charakterystyczne cechy sieci neuronowych
to: numer warstw, ilos¢ neuronéw w warstwie i rodzaj po-
taczen. Liczba neurondéw w wejsciowej warstwie i liczba
neuronéw wejsciowych parametréw uzytych w réwnaniu.
Dla procesu wytwarzania warstw powierzchniowych bio-
materiatéw wynosi ona 7 (n=7).

Liczba wyjsciowej warstwy jest rowna z liczbg modelo-
wanych parametréw. W tym przypadku wyjsciowe neurony
warstwy sg podzielone na cztery sekcje, co pokazano na
RYS.1. llos¢ sekcji jest uzalezniona od przyjetych wiasci-
wosci warstwy wierzchniej materiatu.

Po ustaleniu wejsciowej i wyjsciowej struktury sieci, na-
stepnym krokiem jest modelowanie wewnetrznych warstw
modelu. Matematyczne algorytmy opisujace zaleznos¢
pomiedzy wektorami x, i y,, ktére nie sg znane, nie sg
konieczne podczas stosowania niekonwencjonalnych spo-
sobow budowy sieci neuronowych. To jest informacja oparta
na danych wejsciowych i wyjsciowych.

Problem teoretycznego wyboru struktury sieci ograni-
cza sie do znalezienia wielo-czynnikowej funkcji aktywaciji
dla zadanego wektora wejsciowego x, [3]. Prezentowany
w tej pracy przypadek charakteryzuje sie wielowymiarowym
wektorem wejsciowym i ciggtg funkcjg aktywacii.

Ten model sieci neuronowej zostat zbudowany przez
Kotmogorowa [12]. Udowodnit on, ze otrzymane inne
k-wymiarowe wektory wyjsciowe y, dla n-wymiarowych wek-
toréw wejsciowych x, oraz ciagta funkcja aktywacji uzywa
jednej ukrytej warstwy sieci wykorzystujgc wystarczajace
neurony 2n+1.

Section 1

Section 2

The researchers are divided into eight stages:
+ choosing modelling properties of materials

« choosing heat treatment parameters to prepare data input

vector

* using special computer system to obtain training data

set,

* designing and building neural network structure,
* minimizing model structure and learning error,

* minimizing testing error,

» using neural network model for prediction oxygen layer
thickness of material after heat treatment in fluidized bed,

» practical verification of modelling results.

At present techniques of modification of surface layer
of biomaterials are used in the thermo chemical treatment.
One of this is oxidizing in fluidized bed. This is characterized
by high coefficient heat and mass transfer. These techniques
are very often used in researching institutes and small in-

dustrial plant [1,8-11].

Work methodology

Modelling the process using neural networks can
be started with designing the structure of the network.
The characteristic features of neural nets are: the number
of layers, the number of neurons in each layer and kinds of
neural connections. The number of neurons in input layer
and the number of input parameters are usually equal.
For oxidizing steel process in fluidized bed n=7. Particular
neural networks inputs are described particular variables

data inputs, such as:

The size of output layer is equal with number of searched
parameters. In this case neurons in output layer are divided
into four sections shown in FIG.1. The quantity of section is

depend on assumed properties of surface layer.

After fixing the input and the output layer structure
the next step is designing the inside layers of the model.
As mathematic algorithms describing correlations between
vectors x, and y, are not known it is necessary to use an
unconventional way of building the neural nets. It is based

on information about output and input.

Theoretically the problem of choosing neural structure
is restricted to approximation of multi-variable function
for given vector x, [3]. The case discussed in this paper
concerns multi-dimensional input vector and continuous
activation function. Building that kind of neural network
model is defined by Kotmogorow statement [12]. He proved
that in order to obtain k-dimensional output vector y, for
n-dimensional input vector x, and continuous activation
function, using one hidden layer neural network built of 2n+1
neurons is sufficient. Kotmogorow didn’t define activation
function algorithm, because it is chosen for a particular proc-
ess likewise the number of hidden layers which changes in

range from n to 3n.

RYS.1. Struktura sieci neuronowej zgodnie z twierdze-
niem Kotmogorowa, gdzie:

X=[x;, X,,...,X,] — N — wymiarowy wektor wejsciowy;
Y=[y.s ¥2---,¥] — k — wymiarowy wektor wyjsciowy;
2,,2,,....,Z50+1 — NEUrony warstwy ukrytej.

FIG.1. Structure of neural network for modelling pro-
perties of surface of biomaterials in accordance with
Kotmogorow statement, where:

X=[x;, X,,...,X,] — n — dimensional input vector;

Y=[y:, ¥,--,¥i] — k — dimensional output vector;
Z,,2,,....,Z5n+1 — hidden layer neurons.



Kotmogorow nie zdefiniowat algorytmu funkcji aktywaciji,
poniewaz nie wybrat dla poszczegdlnych proceséw liczby
ukrytych warstw, ktére sg zmienne w zakresie n — 3n.

Rezultaty modelowania za pomoca
sztucznych sieci neuronowych

Sie¢ neuronowa moze przewidywac¢ witasciwosci war-
stwy wierzchniej biomateriatéw z btedem od 4,5% — 6,8%.
Taki wynik umozliwia zastosowanie sieci neuronowych,
projektowanych tg metoda, do projektowania oczekiwanych
wiasciwosci warstw wierzchnich biomateriatéw po obrébce
cieplno-chemicznej w ztozu fluidalnym.

Whnioski

Sie¢ neuronowa zbudowana i stosowana podczas tych
badan pozwolita na modelowanie wtasciwosci warstwy po
procesach obrébki cieplnej i cieplno chemicznej w ztozu flu-
idalnym. Wyniki otrzymane tg drogg poréwnano z wynikami
otrzymanymi po przeprowadzonych obrébkach cieplnych
lub cieplno chemicznych w ztozu fluidalnym.

Powyzsze badania bedq kontynuowane dla komplekso-
wego rozwigzania problemu. Wynikiem korncowym bedzie
opracowany specjalny system komputerowy, potgczony
w czasie rzeczywistym z oprzyrzadowaniem stanowiska
obrébki cieplnej. Potaczenie to umozliwi ciagte wzboga-
canie bazy danych uczacych i testujgcych. Bezposrednie
potgczenie sieci neuronowej, w czasie rzeczywistym,
z systemem sterujgcym pozwoli na ciagtg kontrole zmian
parametréw procesu [14-15] oraz bedzie wsparciem pod-
czas podejmowania decyzji inzynierskich.

Podziekowania
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Results of neural network modeling

Neural network can predicts values of properties with
average error in range 4,5%-6,8%. This result makes
possibility that prepared in that way neural network can be
used to design assumed surface layer of biomaterials after
process in fluidized bed.

Conclusions

Neural network developed and used in this research is
able to modelling properties of surface layer after thermo
and thermo-chemical processes in fluidized bed. In accord-
ance with empirical obtained properties of biomaterials,
surface layer of research biomaterials is computed. After
compared this results with results obtained by neural net-
work modelling, error of prediction is computed.

This research will be continued to complex solve this
subject and applied it in Industrial plant. The final solution
will be special computer system, which will be connected
in real time [13] with heat medium and gas distribution sta-
tion. This connection and special work application make
to possible to add new date in training and testing data.
Connection of this system whit heat treatment control
system makes to possible on-line control running process
[14-15] and support engineering decision in real time.
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[Inzynieria Biomateriatow, 67-68, (2007), 48-51]

Wstep

Bioaktywne szkia i szkto — ceramika sg niezwykle intere-
sujgcymi materiatami wykorzystywanymi w medycynie i sto-
matologii jako substytut kosci. W srodowisku fizjologicznym
wytwarza sie na ich powierzchni warstwa hydroksyapatytu,
poprzez ktérg implant zastaje trwale potgczony z koscia.
Nowa generacja tych materiatow, otrzymywanych metodg
zol- zel charakteryzuje sie podwyzszong bioaktywnoscig
i moze by¢ stosowana w formie granul, pokryé¢ oraz porowa-
tych spiekow. Celem badan byto otrzymanie bioaktywnych
porowatych spiekéw z proszkéw uktadu CaO-SiO,—P,0O,
otrzymanych metodg zol —zel, oraz potwierdzenie ich bio-
aktywnosci in vivo.

Materialy i metody

Badaniom zostaly poddane biomateriaty pochodzenia
zelowego o réznych sktadach chemicznych oznaczonych
symbolami: S2 bioszkto o wysokiej zawartosci krzemionki
(80%mol.SiO,, 16%mol.Ca0, 4%molP,0;) oraz A2 — ma-
teriat szkto—krystaliczny o wysokiej zawartosci wapnia.
Materiaty te otrzymano metoda zol — zel w postaci proszkow
o frakcji 2um. Nastepnie proszki poddano spiekaniu meto-
dg wypalania dodatkoéw i osadzania masy lejnej na ggbce
polimerowej. Spiekanie przeprowadzono w kilku etapach,
w maksymalnej temperaturze 1200°C. Otrzymane materiaty
zostaly scharakteryzowane ze wzgledu na skfad fazowy
(RYS.1), gestos¢ i porowatos¢ otwartg (TAB.1).

W celu oceny bioaktywno$ci otrzymanych spiekéw, prze-
prowadzono testy in vitro w symulowanym osoczu ludzkim
SBF (o skfadzie jonowym zblizonym do sktadu ludzkiego
osocza) (RYS.2).

Do badan in vivo zostaty wykorzystane porowate cylin-
dryczne probki o wymiarach 5x5mm ($rednica i wysoko$¢)
wykonane z S2 i A2. Otrzymane probki zostaty wszczepione
w ubytki kostne krolikow. Po 3 i 6 miesigcach od zabiegu
operacyjnego kroliki usmiercono, nastepnie pobrano kosci
z wypetnionym ubytkiem i poddano je ocenie radiologiczne;j
(RYS.3,4) oraz analizie SEM/EDAX (RYS.5,6).

Wyniki badan

Zastosowana metoda otrzymywania bioaktywnych spie-
kéw z proszkow zelowych z uzyciem gabko polimerowej,
data dobre rezultaty, dzieki czemu otrzymano materiaty
o zadowalajgcej mikrostrukturze, ktére mozna stosowac
w medycynie jako implanty ko$ci.

NEW GENERATION BIOACTIVE
GLASS-CERAMICS AS

A SUBSTITUTE OF BONE

— IN VIVO STUDY

KRysPIN NiepzieLski', RAFAt. SINDUT?, KATARZYNA CHOLEWA
— KowaLska3, MARIA £.AczkA®, JusTYNA Kokoszka®

TUNIT oF THE CHILDREN ORTHOPAEDICS AND TRAUMATOLOGY,
MebicaL UNIVERSITY, Lobz, PoLAND,

2InsTiTuTE OF GLAss AND CErAMICS, CRACOW BRANCH,
30-702 Cracow, uL. Lipowa 3, PoLAaND

3 AGH-UNIVERSITY OF SCIENCE AND TECHNOLOGY,

FacuLty oF MATERIALS ScIENCE AND CERAMICS,

30-059 Cracow, AveE Mickiewicz 30, PoLAND

[Engineering of Biomaterials, 67-68, (2007), 48-51]

Introduction

Bioactive glasses and glass-ceramics are very interesting
materials used in medicine and dentistry as a substitute of
bone. These materials, when in contact with the body fluids
form on their surface a layer of hydroxyapatite, through
which the material used as the implant, forms a permanent
bond with the bone in a living organism [1]. New generation
of these materials, obtained by sol-gel process, characterize
of high bioactivity and can be used as a substitution of bone
tissue in the various forms, as powders, coatings and porous
sinters [2,3]. The purpose of these studies was to obtain
bioactive porous sinters from gel-derived powders of CaO-
SiO,-P,0, system and confirm their bioactivity in vivo.

Materials and methods

The object of examinations were gel-derived biomaterials
of different chemical compositions designated as: S2 — high
silica bioglass (80%molSiO,, 16%mol.Ca0, 4%mol.P,0;)
and A2 — high lime glass-crystalline material (40%mol SiO,,
54%mol.Ca0, 6%mol.P,O;). These materials were prepared
by sol-gel method in the form of powders of 2um grain
fraction. Next the powders were sintered using a method of
burning additions and deposition of the casting slip on the
polymeric sponge. Sintering was realized in several stages,
at the maximum temperature 1200°C. Then the obtained
materials were characterised with respect to phase composi-
tion (FIG.1), density and open porosity (TAB.1).

In order to evaluation of bioactivity of obtained sinters,
test in vitro in simulated body fluid SBF (of chemical compo-
sition close to human plasma) was conducted (FIG.2).

For in vivo examinations cylindrical porous samples of
5x5mm dimension (diameter and height) made of S2 and
A2 materials were used. These samples were implanted into
bone defects of rabbit. After 3 and 6 months since the time
of operation, the rabbits were killed and the bone prepara-
tions were examined by means of radiological observation
(FIGs.3,4) and SEM/EDAX analysis (FIGs.5,6).

Results and discussion

The applied method of obtaining bioactive sinters
from gel-derived powders using polymeric sponge has
proved to be a good way of preparing materials with a favora-
ble microstructure for medical application as bone implants.
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RYS. 1. Dyfraktogram proszkéw S2 i A2

A - apatyt, W - wollastonit, C - krystobalit.

FIG.1. X-ray diffraction patterns of A2 and S2 sinters
A - apatite, W - wollastonite, C - crystobalite.

Otrzymane spieki charakteryzowaly sie wysokg porowa-
toscig otwartg powyzej 60% oraz duzg iloscig poréw otwar-
tych o wymiarach od 100 do 150um (TAB.1). Struktura taka
sprzyja rozrostowi tkanki kostnej wewnatrz implantu.

Po spiekaniu materiat A2 wykazywat obecnos¢ fazy
szklistej oraz hydroksyapatytu i wollastonitu jako faz kry-
stalicznych, natomiast materiat S2 zawierat fazy: szklista,
krzemianu wapnia oraz krystobalitu (RYS.1).

Otrzymane spieki poddane zostaty badaniu w symulo-
wanym ptynie fizjologicznym SBF, w celu okreslenia stopnia
bioaktywnosci. Badania wykazaly, iz jedynie w przypadku
spiekow proszkow z najwyzszg zawartoscig wapnia (A2),
zostata zaobserwowana krystalizacja fosforanu wapnia na
powierzchni (RYS.2).

Badane materiaty zostaty wszczepione w ubytki kostne
krélikdw i poddane obserwacji przez 6 miesiecy. Podczas
tego okresu granica pomiedzy zaimplantowanymi spiekami
S2 i A2 a tkanka kostng byta niezauwazalna, co dowodzi
dobrego potaczenia miedzy tkankg a implantem przez
warstwe hydroksyapatytu.

Z oceny obserwaciji radiologicznych wynika, iz probki S2
byty nieco lepiej powigzane z ubytkiem kostnym, nie zaob-
serwowano procesu niszczenia kosci. W kilku probkach A2
wykazano nieznaczng osteolize.

Z przeprowadzonych badan SEM/EDAX wynika iz spie-
ki S2 i A2 miaty wptyw na odbudowe kosci oraz zostaty
zwigzane z tkankg kostng przez warstwe hydroksyapatytu.
(RYS.5,6)

Otrzymane wyniki pokazuja, ze tworzenie sie hydrok-
syapatytu na powierzchni biomateriatu w badaniach
w symulowanym ptynie fizjologicznym SBF, nie jest niezbed-
ne do wytworzenia trwatego wigzania pomiedzy implantem
a kosciom w warunkach in vivo.

Rezultaty badan in vivo, potwierdzaja bioaktywnos$¢ obu
badanych materiatéw S2 i A2.

Whioski

1. Proszki pochodzenia zelowego z uktadu SiO,~CaO-P,0,
mogq by¢ wtasciwymi materiatami wyjsciowymi do otrzy-
mywania wysoko porowatych spiekdw przeznaczonych na
implanty.

Gestos¢ helowa / Helium density [g/cm?®] 29 815
|| Porowatos¢ otwarta / Open porosity [%]) 38.2 60.8 ||
I| Porowatos$¢ ogolna / Total porosity [%] 55,0 77,8 |I

TABELA 1. Gestos¢ helowa i porowatos¢ otrzy-
manych materiatow.

TABLE 1. Helium density and porosity of the ob-
tained materials.

The obtained sinters were characterized by high open
porosity up to 60% and the presence of high amount of
open pores with diameter between 100 and 150um (TAB.1).
This structure creates favorable conditions for the bone tis-
sue to grow inside the implant. After sintering, the A2 material
contains glassy phase, hydroxyapatite and wollastonite as
crystalline phases, while S2 material contains glassy phase,
calcium silicate and cristobalite (FIG.1).

The obtained sinters were tested in vitro in simulated
body fluid SBF in order to preliminary estimate their bioac-
tivity [4]. It has been found that only in the case of sinter of
highest calcium concentration (A2) crystallization of calcium
phosphates on the surface of biomaterial was observed
(FIG.2).

The materials were implanted to rabbit bone and ob-
served during 6 months. During the observation of implanted
sinters S2 and A2 the boundary implant-bone tissue was
almost not noticeable which proves good fixation of the
implant in the tissue by hydroxyapatite interface [5].

Radiological observations showed that S2 samples are
slighty better incorporated into bone defects and osteoly-
sis (widening of bone/implant contact) was not observed.
In a few A2 samples there were observed little osteolysis
(FIGs.3,4).

From SEM/EDAX examinations it follows that S2 and
A2 sinters influence likely on rebuilding of bone and both
sinters are fixed in bone tissue by hydroksyapatite interface
(FIGs.5,6).

Our results showed that HAp formation on biomaterials
surface in SBF test is not necessary to form stable bond
between implant and bone in vivo conditions. Results of
in vivo study confirmed the bioactivity of both examined
materials.

Conclusions

1. Gel derived powders of SiO,-CaO-P,0, system are proper
starting materials for obtaining highly porous sinters which
can be used as bone implants.

2. The method of burning additions and deposition of the
casting slip on the polymeric sponge allows to obtain strong
sinters with high open porosity and open pores regularly
distributed in the material.

3. During 14 days of in vitro test in SBF HAp formation
occurs only on the surface of A2 sinter of high calcium
concentration.

4. Radiological observation and SEM/EDAX examinations
of sinters implanted to rabbit bone defect showed their good
fixation in bone tissue probably by hydroxyapatite interface
either in the case of S2 and A2 sinter.

5. Results of in vivo study confirmed the bioactivity of both
examined materials.

6. The results of in vivo study showed that formation of HAp
on biomaterials surface in SBF test does not exclude stable
bond between implant and bone in in vivo conditions.
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RYS.2. Morfologia powierzchni oraz analiza EDAX spieku A2 przed (a) i po (b) 7 dniach kontaktu z ptynem

fizjologicznym.

FIG.2. SEM observation and EDAX analysis of A2 sinter before (a) and after (b) 7 days contact with SBF.

S2 sinter H _.  '

RYS.3. Obserwacja radiologiczna ubytku kostne-
go wypetnionego materiatem S2. Implant szczelnie
i trwale polaczony z tkanka kostna.

FIG.3. Radiological observation of rabbit bone
filled with S2 material. The implant was overgrown
tightly with osseous tissue.

A2 sinter—=——=== 1

RYS.4. Obserwacja radiologiczna ubytku kostne-
go wypetnionego A2. Trwate potaczenie implantu
z koscia, widoczny jest jednak niewielki obszar
osteolityczny.

FIG.4. Radiological observation of rabbit bone
filled with A2 material. The implant was fixed
in bone, but there was visible a little place with
osteolysis.
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RYS.5. Morfologia powierzchni kosci z wypetnie-
niem S2; i—-implant, k-kos¢, strzatki-granica faz.
Powierzchnia pokryta hydroksyapatytem.

Obraz mikroskopowy SEM w systemie CAMEO.
FIG.5. SEM observation the area of implanted S2
material; i-implant, k-bone, arrows-interface area.
All surface was covered with HAp.

2. Metoda wypalania dodatkéw i osadzania masy lejnej
na gabce polimerowej pozwala uzyska¢ wytrzymate spieki
z wysokg porowatoscig otwartg, z porami rownomiernie
rozmieszczonymi w materiale.

3. Po 14 dniach inkubacji w symulowanym ptynie fizjologicz-
nym SBF, jedynie na spiekach z wysoka zawarto$cig wapnia
A2 zaobserwowano powstawanie hydroksyapatytu.

4. Przeprowadzona ocena radiologiczna oraz analiza SEM/
EDAX ubytkéw kostnych z wypetnieniem, obrazuje dobre
wigzanie z tkanka kostng prawdopodobnie poprzez warstwe
hydroksyapatytu, zaréwno w przypadku S2 jak i A2.

5. Rezultaty badan in vivo potwierdzity bioaktywnos¢ obu
materiatéw.

6. Wyniki badan in vivo wskazuja, iz do wytworzenia trwa-
tego wigzania pomiedzy implantem a koscig w warunkach
in vivo, nie jest konieczne powstawanie hydroksyapatytu na
powierzchni biomateriatu w testach w symulowanym ptynie
fizjologicznym SBF.
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area, a-blood vessel. All surface was covered
with HAp.
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Streszczenie

W ramach pracy otrzymano wtdknine zbudowang
Z wtékien o réznych Srednicach i wielkosci, ktorej
mikrostruktura posiada biomimetyczny charakter,
tzn. sktada sie z wtékien o Srednicach zblizonych do
Srednic wtdkien wystepujgcych w tkankach. Badania
biologiczne wykazaty, Ze wtékna o niskich Srednicach
sg gorzej tolerowane przez tkanki.

Stowa kluczowe: widknina weglowa, porowatosc,
podfoza tkankowe, badania biologiczne.

[Inzynieria Biomateriatéw, 67-68, (2007), 52-56]

Wstep

Materiaty widkniste znajdujg coraz wigksze zastosowanie
w medycynie jako trojwymiarowe podtoza w regeneracji
ubytkow tkanki chrzestnej i kostnej. Projektujac materiat
przeznaczony na podtoze tkankowe nalezy pamietaé, ze
powinien on posiadaé przestrzenna, porowatg strukture
0 rozmiarze poréw optymalnym dla wzrostu i proliferaciji
okreslonego typu komoérek. Materiat taki powinien charak-
teryzowac sie zaréwno porowatoscig w skali mikro, sprzyja-
jaca odzywianiu komoérek, jak rowniez porowatoscig w skali
nano sprzyjajacg adhezji komoérek do powierzchni. Porowate
lub wtdkniste podtoza dla hodowli tkanki, oprocz pozgdanych
wiasnosci biologicznych, fizycznych czy mechanicznych
powinny posiada¢ budowe zblizong do zastepowanych
tkanek [1]. Coraz czesciej poszukiwane sg tzw. materiaty
biomimetyczne. Wyzwaniem dla inzynierii tkankowej jest
zaprojektowanie idealnego skafoldu, ktéry nasladowatby
strukture i biologiczne funkcje substancji miedzykomérko-
wej. Niemal wszystkie z ludzkich tkanek i organéw osadzone
sg w strukturach wiéknistych (wtdkna kolagenowe stano-
wig podstawowy sktadnik tkanki facznej). Zatem implant
w postaci widkniny weglowej o réznej srednicy widkien
(nasladujgcej widkna kolagenowe) powinien by¢ pomocny
przy probach regeneracji réznych tkanek ludzkich [2-3].

Celem pracy byto wytworzenie specyficznego rodzaju
trojwymiarowych biomimetycznych rusztowan o porowatosci
w zakresie mikro- i nanoporow, w ktérych zaréwno uktad,
jak i srednice widkien inspirowane sg sposobem utozenia i
Srednicami wtdkien wystepujacymi w zywych tkankach.

THE EFFECT OF THE CARBON
FIBRES DIAMETER ON CELL
RESPONSE
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Abstract

A three dimensional fibrous material, made from
fibers differing in diameters and porosity, has been
designed and prepared. These materials will constitute
a 3D scaffold containing fibrous components mimick-
ing the structure of natural tissue.

The biological studies indicate that the fibers with
bigger diameter allow for more intense and quick
regeneration of surrounding tissue.

Keywords: carbon fabrics, porosity, tissue engi-
neering scaffolds, biological study.

[Engineering of Biomaterials, 67-68, (2007), 52-56]

Introduction

Among the possible forms of implants, the fibrous matrix
is highly promising in medicine for tissue regeneration as
a cell supporting scaffold. It is well known that material
which could serve as a scaffold should allow for adherence,
growth, proliferation and differentiation of cells. The best
scaffold should be made of porous materials containing two
types of pores: 1) larger than several tenths of micrometers
(pores in which cells can grow) and 2) smaller pores enabling
cell-adhesion. Scaffolds should exhibit sufficient physical
and mechanical properties and promote the formation of
tissues. The aim of tissue engineering is to design the ideal
scaffold imitating the structure and functions of extra-cellular
matrix. Almost all natural tissues and organs are supported
by fibrous structures (e.g. collagen fibres are the main
component of connective tissues). Therefore, fibrous scaf-
folds made from fibres differing in diameters, may be used
as a promising material in tissue engineering applica-
tions due to their biomimetic character and highly porous
structure.

The aim of this work was to prepare materials in the form
of three dimensional fibrous structure made from fibres dif-
fering in diameters and porosity (micro- and nanopores).
These materials will constitute a 3D scaffold containing
fibrous components imitating the structure existing in natural
tissues.



Materialy i metody

Porowaty prekursor poliakrylonitrylowy wytworzono
w Katedrze Widkien Sztucznych Wydziatu Inzynierii
i Marketingu Tekstyliow Politechniki £édzkiej w formie
rovingu oraz wtdkniny. Widknina zawierata oprocz widkien
porowatych réwniez wtdkna nieporowate o zré6znicowanych
Srednicach.

Proces karbonizacji wtdknin poliakrylonitrylowych pro-
wadzono do temperatury 1000°C przy szybkosci ogrze-
wania 5°C/min. w atmosferze ochronnej (argon). Widkna
przetrzymywano w maksymalnej temperaturze przez
15 minut. Karbonizacji poddano réwniez wtéknine nieporo-
watg wytworzong z wtdkien o jednakowej $rednicy.

Po procesie karbonizacji wtdkniny (WP — wtdknina poro-
wata, WN — widknina nieporowata) i widkna (W/Por) badano
przy uzyciu mikroskopu skaningowego. Badania srednicy
widkien weglowych tworzacych widknine oraz porowatych
witdkien weglowych (W/Por) wystepujagcych w postaci
rovingu przeprowadzono na mikroskopie projekcyjnym La-
nametr. Przy zastosowaniu metody porozymetrii rteciowej
wyznaczano porowatosé widknin oraz witdkien tworzacych
widknine WP. Dla poréwnania, badania porowatosci prze-
prowadzono rowniez dla widkniny weglowej WN.

Prébki w ksztatcie kwadratéw o wymiarach 0,5x0,5¢cm,
sterylizowano termicznie w 160°C w czasie 120 minut.

Otrzymane materialy poddano ocenie biologiczne;.
Badanie cytotoksycznego dziatania prébek na komorki
wykonano w Laboratorium Wirusologii Instytutu Immuno-
logii i Terapii Doswiadczalnej - PAN we Wroctawiu. Prébki
weglowe kontaktowano z linig komorek nabtonkopodobnych
ludzkiego raka ptuc A549 (ATCC CCL 185). Hodowla ko-
morek nabtonkowych ludzkiego raka ptuc zostata zatozona
w 24-dotkowej ptytce hodowlanej firmy Constar. Gestos¢
komorek w hodowli wynosita 1x108/ml. Komérki inkubowa-
no przez 24 godziny w temperaturze 37°C, w atmosferze
5% CO,. Po tym czasie usunieto pozywke hodowlana,
a jednowarstwowg hodowle komorek zalano 1ml ptynu
hodowlanego z dodatkiem 2% surowicy cielecej.

Na tak przygotowang hodowle komorek natozono
probki badanych materiatéw i inkubowano przez 24 oraz
72 godziny w temperaturze 37°C, w atmosferze 5% CO.,.
Zmiany wystepujace w komérkach, pod wptywem badanych
materiatow, oceniano w trzech powtoérzeniach po kazdym
czasie inkubacji, w odwréconym mikroskopie kontrastowo-
fazowym. Wplyw dziatania cytotoksycznego materiatu na
hodowle komorek obejmowat ocene ilosciowq i jakosciowa.
W celu okreslenia liczby martwych komorek zastosowano
barwienie btekitem trypanu.

Badania in vivo przeprowadzono na szczurach rasy
kapturowej, pochodzacych ze zwierzetarni eksperymen-
talno—hodowlanej Wydziatu Farmaceutycznego CM UJ.
Badania wykonano w Zakfadzie Cytobiologii i Histochemii
CM UJ. Sterylne prébki materiatdéw weglowych (sterylizacja
termiczna: 160°C/120 minut) wszczepiano do nacietego
miesnia szkieletowego posladkowego szczuréow. Bada-
nia wykonano w 5 seriach. Po uptywie czasu danej serii
(7, 30, 90, 150, 210 dni) zwierzeta zabijano, a wycinki
pobrane z miejsc wszczepdw zamrazano w ciektym azocie
i nastepnie skrawano na mikrotomie kriostatowym Pearse
— Slee na skrawki o grubosci 8um. Badania obejmowaty
mikroskopowe obserwacje strefy wgajania implantow.

Wyniki i dyskusja
Zdjecia z mikroskopu skaningowego wtokniny weglowej

zawierajgcej porowate wtdkna (oznaczanej jako WP) przed-
stawione sg na RYS.1.

Materials and methods

Porous polyacrylonitrile precursor (PAN) was prepared
in the form of fabrics and fibres at the Technical Uni-
versity of £6dz in the Department of Man Made Fibres.
The fabrics (WP) was comprised of porous fibres (W/Por)
and nonporous fibres of different diameters. Carbonization
of the polyacrylonitrile fabrics took place at 1000°C for 15
min. at a heating rate of 5°C/min. Carbonization was pro-
ceed also for nonporous fabrics (WN) made from fibres of
similar diameter.

After the carbonization process, the fabrics’ morphology
was examined by means of the scanning electron micro-
scope (SEM).

The diameter of the carbon fibres (which constituted the
WP fabrics) and the diameter of the porous carbon fibres
W/Por (in the form of roving) was measured by means of
the Lanametr microscope.

The porosity of the WP fabrics and of the porous fibres
W/Por (which were used to produce WP fabrics) was de-
termined by a mercury porosimeter (Carlo — Erba 2000).
For reference purposes, similar material prepared from
polyacrylonitrile precursors as well, but without the porous
fibres was used in this study.

Square pieces of fabrics (0,5x0,5cm) were sterilized
in a dry hot air sterilizer (160°C/120 min.) and used in
a biological study.

The cytotoxicity tests were performed at the Polish Acad-
emy of Sciences, Institute of Immunology and Experimental
Therapy in Wroctaw.

The cytotoxicity of the carbon fabrics was determined in
the culture of human lung adenocarcinoma cell line A549.
For the cytotoxicity test, the A549 cells were seeded in
a 24-well plate (Costar). 1x10°cells in 1 ml of the culture
medium enriched with 2% calf serum, penicillin and strep-
tomycin were deposited into each well. Samples of the
tested materials in the amount of 10mg were added to plate
wells, and incubated with cells at 37°C in an air atmosphere
containing 5% CO,. The number of cells and changes of
their morphology were estimated after 24 and 72 hours.
Each sample was evaluated three times. Trypan blue stain-
ing was used for assessment of cells viability.

The in vivo studies were carried out using rat soft tissues
as a model. The biological tests were performed at the
Collegium Medicum of Jagiellonian University, Department
of Cytobiology and Histochemistry in Cracow. The in vivo
study was approved by Bioethics Committee. Sterile pieces
of carbon fabrics were implanted into the skeletal muscle of
adult Hooded-Oxford rats. After 7, 30, 90, 150 and 210 days
from implantation, the animals were sacrificed and tissue
blocks containing biomaterials were excised. Samples were
frozen in liquid nitrogen and cut in a Pearse — Slee cryostat
microtome. The studies involved microscopic observations
of the implant healing site, particularly the tissue-implant
interface.

Results and discussion

The microstructure of the carbon fabrics (WP) made
from porous fibres is shown in FIG.1. The fibres of different
diameters and the pores between the fibres are clearly seen.
Elongated pores of various sizes are found on the surface
of carbonized fibres. The analysis of the fibres cross-sec-
tion shows that the pores occurred at the outer layer of the
fibres and formed irregular channels along the fibre axis.
The smooth fibres with lower diameters (even less than
2pm) were also observed.
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RYS.1. Mikrostruktura wiékniny weglowej (WP)

i wiokien (W/Por).

FIG.1. Microscopic image of carbon fabrics (WP)
and fibres (W/Por).

Na zdjeciach widoczne sg wtdkna o roznej Srednicy i przy-
padkowym utozeniu, pomiedzy ktérymi znajdujg sie pory.
Réwniez na powierzchni wiékien wystepuja podtuzne pory
o0 zroznicowanej wielkosci. Analiza przekroju poprzecznego
widkna wskazuje, ze pory wystepuja przede wszystkim w
zewnetrznej warstwie widkien i tworzg nieregularne kanaliki
biegnace wzdtuz osi wtdkien. We wtdkninie wystepujg row-
niez widkna gtadkie o mniejszej $rednicy, a nawet wtdkienka
o $rednicy ponizej 2um (RYS.2).

Z pomiarow przeprowadzonych na mikroskopie projek-
cyjnym Lanametr wynika, ze srednica wszystkich wiokien
weglowych tworzacych wtdknine (oznaczang jako WP) waha
sie w szerokim zakresie (2-17um). Widknina ta sktada sie
z porowatych wtdkien weglowych (W/Por) o Srednicy w za-
kresie 7-17um oraz gtadkich widkien o $rednicy 0,5—7pm.
Rozktad $rednic dla porowatej widkniny weglowej przed-
stawiono na RYS.3.
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RYS.3. Rozklad wielkosci srednic dla wtékniny
weglowej WP.
FIG.3. Diameter distribution for WP fabrics.

Przy zastosowaniu metody porozymetrii rteciowej
wyznaczano porowato$¢ widkniny WP oraz widkien two-
rzacych widknine. Z badan wynika, ze wtdknina weglowa
(WP) posiada dwa zakresy porowatosci (RYS.4). Pierwszy
z nich mieszczacy sie w granicach 20-250um stanowig
wolne przestrzenie pomiedzy wtéknami. Drugi zakres poro-
watosci zwiazany jest z pojedynczymi widknami. Srednice
poréw we widknach mieszcza sie w granicach 3nm-10um.
Taki rozktad wielko$ci poréw moze by¢ korzystny w przy-
padku materiatéw przeznaczonych na podtoza tkankowe.
Dla poréwnania przedstawiono rowniez wyniki badan wyko-
nanych dla nieporowatej wtokniny weglowej (RYS.5).

RYS.2. Mikrostruktura witékien tworzacych wiokni-
ne (SEM). Widoczne wiokienka o srednicy ponizej
2um.

FIG.2. Microscope image of carbon fabrics (SEM).
Fibers with diameter below 2um.

The diameter of the fibres present in the WP fabrics,
estimated using a Lanametr microscopy, varied from
2-17um. This fabric made up mainly of porous carbon fibres with
an average diameter 7-17um was also composed of smooth,
nonporous carbon fibres with a diameter 0,5—7um. The di-
ameter distribution of the WP fabrics is presented in FIG.3.

The porosity of the fabrics and fibres used to produce
fabrics was determined by a mercury porosimeter. Our stud-
ies have shown that the WP carbon fabrics had two ranges
of porosity (FIG.4). The pores of diameter 20-250um were
the result of the space between fibres, and the pores of
diameter 3nm-10um were related to W/Por fibres attributes.
This kind of pore distribution may be promising in tissue
engineering applications. The porosity results for nonporous
carbon fabrics are shown in FIG.5.
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RYS.4. Oznaczenie porowatosci dla: (a) porowatej
wiokniny weglowej (WP), (b) widkien tworzacych
wiéknine porowata (W/Por).

FIG.4. Porosity determination for: (a) WP (b)
WI/Por.
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RYS.5. Oznaczenie porowatosci dla wiékniny
weglowej WN.
FIG.5. Porosity determination for WN fabrics.

Ocena cytotoksycznosci widknin weglowych

Po 24 godzinach hodowli w kontakcie z wtékninami
weglowymi WP i WN stwierdzono, ze komorki przylegaty
do podtoza i miaty prawidtowe cechy morfologiczne. Liczba
martwych komorek stanowita 5% dla widkniny WP i 10% dla
probki WN. llos¢ martwych komérek spadta po 72 godzinach
hodowli do 2% w przypadku witékniny WN natomiast dla
widkniny WP wynosita 6%. We wszystkich hodowlach obser-
wowano duzg liczbe komoérek w podziatach i ich prawidtowag
proliferacje. Catkowita liczba komérek po 24 i 72 godzinach
wzrosta w poréwnaniu do wyjsciowej liczby komoérek (RYS.6).
Po 72 godzinnym kontakcie z wtdkninami réwniez nie
stwierdzono zmian morfologicznych (RYS.7), komérki utrzy-
mujg wrzecionowate, wydtuzone ksztatty oraz przylegajg
do podtozy w postaci rownomiernej warstwy.
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x 1046

| Total number of cell

o =24 N W A O ® N ®

Ca Ikowita liczba kom

0Oh 24h 72h

RYS.6. Catkowita liczba komérek A549 po kontak-
cie z witékninami.

FIG.6. Total number of A549 cell after 24 and 72
hours of contact with WP and WN implants.

The evaluation of cytotoxicity

After 24 hours all the cells that were cultured in contact
with WP and WN samples were properly adhered to the bed
and had proper morphological character. Dead cell number
after 2 hours of contact with WP implants were at the level
of 5% whereas in the case of WN the level was 10%. Dead
cell number after 72 hours of contact with WN samples were
at the level of 2% whereas in case of the WP sample the
level was 6%. The proliferation of the cells in the presence
of biomaterials was correct. The total number of cells after
24 and 72 hours culture with samples of WP and WN was
higher than at the beginning of experiment.

The cytotoxicity test results indicate that direct contact
of carbon fabrics with the human lung adenocarcinoma
cells line A549 did not show any cytotoxicity effect (FIG.7).
The cell culture was not influenced by the biomaterials and
cells retained their elongated shape. No morphological cell
changes were observed.

RYS.7. Badanie dziatania cytotoksycznego wiéknin na linie komoérek A549: (a) kontrola, (b) WP, (c) WN.
FIG.7. The evaluation of the cytotoxicity. (a) control, (b) WP, (c) WN.

Wplyw srednicy widkien na odpowiedz komérkowa
w warunkach in vivo

Poréwnujac wyniki doswiadczen zwigzanych z implanta-
cja do miesnia szkieletowego szczura wtdknin weglowych,
réznigcych sie miedzy sobg srednica widkien stwierdzono,
ze po 30 dniach od implantacji proces regeneracji tkanki
w przypadku obu materiatdéw przebiega podobnie. Nato-
miast badania przeprowadzone po 210 dniach trwania
doswiadczenia wykazaty réznice w zachowaniu sie tkanki
w kontakcie z badanymi prébkami (RYS.8). Zauwazono,
ze witokna kolagenowe wokot widkniny weglowej o réznej
Srednicy widkien, wykazywaty luzniejszy uktad niz wokot
typowej widkniny WN. Przy widknach o mniejszej $srednicy
przez caty czas trwania eksperymentu obecna byta torebka
z tkanki facznej. Wokot wiekszych widkien, torebka zmniej-
szata swojg grubos¢, az do catkowitego zaniku, pod koniec

The effect of the fibre diameter on cell response
in vivo

All animals survived the surgery. No wound healing prob-
lems or complications were observed after the surgery and
during the whole experiment. The inflammation response
was observed around WP and WN implants as well. There
were no evident differences between the WP and WN im-
plants after 30 days. Differences in tissue responses to both
materials were visible in subsequent series, especially after
210 days from the implantation (FIG.8). The structure of
porous carbon fibres (W/Por) promotes tissue regeneration.
The fibrous capsule around the smaller fibres was present
during the entire experiment. With regard to fibres that
were larger in diameter, there were many places where the
carbon fibres were in direct contact with the muscle tissue.
The results obtained in the in vivo study suggest the more
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RYS.8. Przekrdj poprzeczny przez
miesien szkieletowy szczura w
miejscu wszczepu witéknin weglo-
wych po 210 dniach: (a) WN, (b) WP.
Reakcja histochemiczna Van Gie-
sona na obecnos¢ widkien kolage-
nowych.

FIG. 8. Collagen visualized by van
Gieson’s method in cross-sections
of (a) WN and (b) WP implants after
210 days.

eksperymentu fragmenty widkien weglowych stykaty sie
z tkankg miesnia szkieletowego szczura. Z badan in vivo
wynika, ze widkna W/Por, dzieki swojej znacznej porowa-
tosci pozwalajg na szybsze wnikanie elementéw komor-
kowych i przerastanie tkankg taczng. Badania wykazaty
rézny wptyw Srednicy wtokien weglowych na odpowiedz
tkanki miekkiej.

Whioski

Otrzymano widknine zbudowang z witdkien o réznych
Srednicach i dlugosci, ktérej mikrostruktura posiada biomi-
metyczny charakter tzn. sktada sie z wtékien o Srednicach
zblizonych do $rednic widkien wystepujacych w tkankach
(kolagen, wiékna elastynowe). Widknina ta posiada dwa
zakresy porowatosci. Pierwszy z nich stanowig wolne prze-
strzenie pomiedzy wiéknami. Tworza one ukiad otwartych
porow, umozliwiajacy penetracje komorek w gtab materiatu
i odtworzenie tkanki w catej objetosci implantu weglowego.
Drugi zakres porowatosci zwigzany jest z pojedynczymi
witoknami. Pory we witdknach powinny sprzyja¢ adhezji
komorek do ich powierzchni, moga stanowic¢ réwniez miej-
sca, ktére w przysztosci wypetnione zostang substancjami
(leki, biatka) wptywajacymi na metabolizm komoérek. Badania
in vitro wykazaly, ze otrzymane materiaty sg biozgodne,
natomiast w oparciu o badania biologiczne in vivo wykazano,
ze odpowiedz tkanek na wegiel wtdknisty zalezy od Srednicy
wiékien weglowych. Odpowiedz tkanek na widkna weglowe
o $rednicach ponizej 1um jest r6zna w poréwnaniu z reak-
cjg tkanek na witékna o srednicach przekraczajgcych kilka
mikrometréow. Analiza histologiczna jak i histochemiczna
wykazata, ze wtdkna o niskich srednicach sg gorzej tolero-
wane przez tkanki.
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intense and quick regeneration of muscle tissue around
the fibres with bigger diameter compared to the fibres with
diameters below 2 micrometers. The studies prove that the
influence on the connective tissues depends on the fibre
diameter.

Conclusion

Based on the results of biological studies, a three di-
mensional fibrous biomaterial made from fibres differing in
diameters and porosity, has been designed and prepared.
This material will constitute a 3D scaffold containing fibrous
components imitating the structure of natural tissues.

The prepared material contains two types of pores:
1) pores between fibres in which cells could penetrate,
grow and proliferate to promote the formation of tissue and
2) pores in the fibre microstructure. Porous carbon fibres
used as a scaffold for tissue regeneration could simultane-
ously serve as a support for the delivery of drugs or biologi-
cally active agents which would stimulate tissue growth.

The in vitro cytotoxicity tests revealed that the direct
contact of the human lung adenocarcinoma cell line A549
with porous carbon fibres did not show any cytotoxicity
effect. The in vivo study revealed that tissue response on
carbon fibres strongly depends on their diameter. There is a
different tissue reaction in the presence of carbon fibres with
a diameter below 1 ym compared to those with a diameter
greater than a few micrometers.

Histological and histochemical analysis indicate that
fibres with bigger diameters allow for more intense and quick
regeneration of surrounding tissues.
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Streszczenie

W pracy dokonano oceny wptywu azotowania
Jjarzeniowego na wiasnosci warstwy wierzchniej stali
austenitycznej gatunku 304 i 316L. Proces azotowania
Jjarzeniowego przeprowadzono w urzadzeniu do azo-
towania typu JON-600. Azotowanie przeprowadzono
w temperaturze 733 K (460°C), przy cisnieniu p=150 Pa
iw czasie t = 64,8 ks (18 h). Do realizacji procesu azo-
towania zastosowano atmosfere reaktywng sktadajgca
sie z mieszaniny 25% azotu, 75% wodoru (natezenie
przeptywu 250mi/min N,+750ml/minH,).

[Inzynieria Biomateriatow, 67-68, (2007), 57-59]

Wstep

Areologia jest obszarem wiedzy podstawowej i stoso-
wanej, ktérego gtébwnym zadaniem jest badanie zjawisk
zachodzacych na powierzchni ciat statych, w celu zwieksze-
nia trwatosci eksploatacyjnych warstw powierzchniowych
wyrobéw [1].

Materiaty konstrukcyjne stosowane w medycynie oraz
w budowie elementéw maszyn, aparatéw i armatury dla
przemystu spozywczego, spetnia¢ muszg bardzo wysokie
wymagania sanitarno—higieniczne przy jednoczesnym
spetnieniu wysokich wymogdéw wytrzymatosciowych
i fizycznych [2].

Stosowane najczesciej w tych dziedzinach grupy stali
austenitycznych: 18-8 oraz 17-14-2L, posiadajg zblizone
wiasnosci wytrzymato$ciowe, natomiast odpornos¢ koro-
zyjna stali 17-14-2L jest wyzsza, ze wzgledu na wiekszg
zawartos$¢ niklu oraz 2 % dodatek molibdenu [2]. Manka-
mentem stosowania stali z grupy 17-14-2L jest jednakze
to, ze elementy z niej wykonane sg znacznie drozsze od
stali typu 18-8.

Alternatywnym rozwigzaniem moze by¢ modyfikacja
warstw wierzchnich relatywnie tanich stali austenitycznych
z grupy 18-8, powodujgca zwiekszenie trwatosci eksploa-
tacyjnej tych stali.

Coraz wieksze wymagania stawiane technologom i kon-
struktorom odnosnie uszlachetniania materiatéw sprawity,
ze preferowane sa te z metod obrdébki cieplnej i powierzch-
niowej, ktére oprocz poprawy trwatosci eksploatacyjnej
i matych kosztow eksploatacyjnych sg metodami o niskiej
energochtonnosci i duzej ,czystosci” z ekologicznego punktu
widzenia [3,4]. Jedng z metod polepszenia wtasno$ci warstw
wierzchnich materiatow jest azotowanie.

Azotowanie stali wysokochromowych, jest czesto stoso-
wanym zabiegiem majacym na celu podniesienie odpornosci

AREOLOGY OF
UNCONVENTIONAL PLASMA
NITRIDING OF AUSTENITIC
STEELS (304 AND 316L)

Tapeusz FRACZEK!, ZBIGNIEW PASZENDA?,
ZvemunT NitkiEwicz!, MoNika Gwozpzik!, MARCIN BAsSIAGA?

" CzestocHoWA UNIVERSITY OF TECHNOLOGY, FACULTY OF
Process AND MATERIAL ENGINEERING AND APPLIED PHYSICS,
INSTITUTE OF MATERIAL ENGINEERING

2SjLEsIAN UNIVERSITY OF TECHNOLOGY,

FacuLTYy oF MECHANICAL ENGINEERING,

INSTITUTE OF ENGINEERING MATERIALS AND BIOMATERIALS
E-MAIL: FRACZEK@MIM.PCZ.CZEST.PL

Abstract

The influence of plasma nitriding on properties of
surface layer of 304 and 316L austenitic steels was
evaluated in this paper. The process of plasma nitrid-
ing was carried out in a JON-600 nitriding installation.
The nitriding was performed at 733 K (460°C) at pres-
sure p=150 Pa and during 64.8 ks (18 h). A reactive
atmosphere consisting of a mixture of 25% of nitro-
gen and 75% of hydrogen (rate of flow 250ml/min N,
+ 750 ml/min H,) was used to carry out the nitriding.

[Engineering of Biomaterials, 67-68, (2007), 57-59]

Introduction

Areology is the area of basic and applied science, which
main task consists of studying phenomena occurring on
solids surface, to increase operational life of products sur-
face layers [1].

Construction materials used in medicine and in con-
struction of components of machines, instruments and
fittings for the food industry must meet very strict sanitary
— hygienic requirements parallel to meeting high strength
requirements [2].

Groups of 18-8 and 17-14-2L austenitic steels used most
often in those areas have similar mechanical properties,
while the corrosion resistance of 17-14-2L steel is higher due
to higher nickel content and 2% addition of molybdenum [2].
However, the drawback of using steels from 17-14-2L group
is the fact that components made of them are much more
expensive than of 18-8 type steel.

Modification of surface layers of relatively cheap auste-
nitic steels from group 18-8, causing increased operational
life of those steels may be an alternative solution.

Increasingly high requirements set to process and design
engineers in relation to materials refinement made that
such thermal and surface treatment methods are preferred,
which apart from improvement in operational life and low
operational costs are methods of low energy consumption
and high “cleanness” from environmental point of view [3,4].
Nitriding is one of methods used to improve properties of
materials surface layers.

Nitriding of high-chromium steels is a frequently used
treatment aimed at increasing those steels wear resistance.
However, this process encounters numerous difficulties due
to the existence of a tight layer of chromium oxides on their
surface, which make the diffusion of nitrogen more difficult.
In practice this difficulty is eliminated through surface pre-
treatments such as etching and phosphatising, or through
introduction to the reactive chamber of such additions as
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na zuzycie tych stali. Proces ten napotyka jednak wiele trud-
nosci ze wzgledu na istnienie na ich powierzchni szczelnej
warstewki tlenkow chromu, ktére utrudniajg dyfuzje azotu.
W praktyce trudnosc ta jest eliminowana na drodze wstepnej
obrobki powierzchniowej takiej jak trawienie i fosforano-
wanie, badz przez wprowadzenie do komory reakcyjnej
dodatkéw takich jak chlorek amonu lub HCI, czy w koncu
przez stosowanie takich kosztownych obrébek jak obrébki
jarzeniowe czy plazmowe [5].

Azotowanie gazowe stali austenitycznych jest wazng
obrébka powierzchniowg podnoszaca twardos¢ i odpornosé
na scieranie, co znacznie rozszerza jej zastosowanie jako
materiatu konstrukcyjnego. Niestety obrébka ta przeprowa-
dzana w temperaturze powyzej 500°C powoduje wytworze-
nie azotkdw chromu i/lub zelaza co wptywa na pogorszenie
odpornosci korozyjnej [6].

W Instytucie Inzynierii Materiatowej Politechniki Cze-
stochowskiej podjeto prébe modyfikacji powierzchni stali
austenitycznych poprzez azotowanie jarzeniowe w celu
poprawy odpornosci na zuzycie i korozje. Niniejsze opraco-
wanie dotyczy badan warstw wierzchnich uzyskiwanych na
wytypowanych do badan stalach austenitycznych.

Materiat i metodyka badan

Procesom azotowania jarzeniowego poddano wytypowa-
ne do badan z grupy stali austenitycznych 18-8 i 17-14-2L
stale 304 i 316L wg. ASTM.

Proces azotowania przeprowadzono w urzadzeniu do
obrébek jarzeniowych z chtodzong anoda typu JON-600,
stosujgc cztery warianty azotowania:

1. wariant | - prébki umieszczono na katodzie,

2. wariant Il - prébki umieszczono na powierzchni odizo-
lowanej przy pomocy labiryntu ceramicznego zaréwno od
katody jak i anody, czyli w tzw. ,potencjale plazmy”,

3. wariant Ill - prébki umieszczone na katodzie zostaty przy-
kryte ekranem wspomagajacym, wykonanym z perforowanej
blachy tytanowe;j,

4. wariant IV - probki umieszczone w potencjale plazmy
zostaty przykryte ekranem wspomagajacym jak w przypadku
wariantu powyzej.

W pierwszym przypadku powierzchnia probek bombar-
dowana jest jonami o energiach wynikajacych z wartosci
spadku katodowego (okoto 800V) natomiast do podiozy
odizolowanych od katody i anody docierajgce jony majg
niewielkg energie, poniewaz posiadajg ujemna polaryzacje
wzgledem plazmy rzedu 20V, tak wiec nie wystepuje w tym
przypadku efekt rozpylania [7,8]. W dwdch pozostatych
wariantach nastepuje zintensyfikowanie proceséw po-
wierzchniowych w wyniku powstawania na perforowanych
ekranach katod wnekowych, co powoduje wzrost tempera-
tury azotowanych probek.

Pomiary twardosci powierzchniowej oraz rozktady mikro-
twardosci warstw azotowanych wykonano metoda Knoppa
na mikrotwardosciomierzu firmy Future Tech. Corporation
FM7 przy obcigzeniu 100G (980,7mN).

Badania trybologiczne w warunkach tarcia suchego prze-
prowadzono na testerze typu T-05 o ukfadzie par tracych
rolka—klocek.

Wyniki badan

Azotowanie jarzeniowe dla kazdego z zastosowanych
wariantow powoduje, przy przyjetych parametrach procesu,
wzrost twardosci powierzchniowej w przypadku wytypowanych
do badan stali austenitycznych. Najmniejszy blisko 3-krotny
wzrost twardosci wystapit w przypadku azotowania w tzw.
Jpotencjale plazmy” wytadowania jarzeniowego pradu statego.

ammonium chloride or HCI, or finally by the use of such
costly treatments like ion or plasma treatments [5].

The ammonia nitriding of austenitic steels is an important
surface treatment, increasing the hardness and abrasion
resistance, what substantially expands their application as
a construction material. Unfortunately this treatment carried
out above 500°C causes creation of chromium and/or iron ni-
trides, resulting in deterioration of corrosion resistance [6].

At the Institute of Material Engineering of Czestochowa
University of Technology an attempt was made to modify the
surface of austenitic steels via plasma nitriding to improve
the wear and corrosion resistance. This paper refers to sur-
face layers obtained on austenitic steels selected for tests.

Material and methodology of tests

304 and 316L steels, acc. to ASTM, selected for tests
from the group of 18-8 and 17-14-2L austenitic steels, were
subject to plasma nitriding.

Theprocessofnitridingwas carried outinawater-cooled JON-
600 installation for ion treatments, using four nitriding variants:
1. variant | — specimens were located on the cathode,

2. variant Il — specimens were located on a surface insu-
lated, by means of ceramic maze, both from the cathode
and anode, i.e. at so-called “plasma potential”,

3. variant lll — specimens located on the cathode were covered
with an assisting screen, made of perforated titanium sheet,
4. variant IV — specimens placed at plasma potential were
covered with an assisting screen, like in the above variant.

In the first case the surface of specimens is bombarded
with ions of energies resulting from the cathode fall (approx.
800V), while ions reaching substrates insulated from the
cathode and anode have a low energy, because they have
negative bias of around 20V against plasma, so in this case
the effect of sputtering does not occur [7,8]. In the other two
variants the surface processes are intensified as a result
of hollow cathodes originating on perforated screens, what
results in increase of nitrided specimens temperature.

Measurements of surface hardness as well as of distribu-
tions of nitrided layers microhardness were performed using
the Knopp method on an FM7 Future Tech. Corporation
microhardness tester at the load of 100G (980.7mN).

Tribological tests in conditions of dry friction were carried
out on a T-05 tester with an arrangement of roller—block
rubbing pairs.

Results of examinations

For all the variants the plasma nitriding results in, at as-
sumed process parameters, an increase in the surface hard-
ness in the case of austenitic steels selected for tests. The
lowest, nearly 3-times, hardness increase occurred in the
case of nitriding at so-called “plasma potential” of d.c. glow
discharge. The highest (around 7-times) increase in the sur-
face hardness occurred in the case of nitriding acc. to variant
III; slightly lower values of surface hardness were obtained
in the case of conventional plasma nitriding on the cathode.
It should be mentioned that nitriding at so-called “plasma po-
tential” using an assisting screen causes also a high, because
around 6-times, increase in the surface hardness (FIG.1).

Plasma nitriding of tested steel results in an increase
in resistance to abrasive wear as against the initial state.
The highest, around 20-times increase in resistance to abra-
sive wear occurred in the case of nitriding on the cathode
using an assisting screen, what was probably caused by the
existence on the surface layer of tested steel of nitrides, in
particular high-chromium Cr,N type nitrides, as well as by
a thicker nitrides layer (FIG.2).
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RYS.1.Twardos¢ powierzchniowa azotowanych
jarzeniowo stali austenitycznych; P—plazma,
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K+E-katoda+ekran.

FIG.1. Surface hardness of plasma nitrided au-
stenitic steels; P-plasma, P+E—plasma+assisting
screen, K -cathode, K+E-cathode+assisting
screen.

Najwiekszy (okoto 7-krotny) wzrost twardosci powierzchnio-
wej wystapit w przypadku azotowania wedtug wariantu lll,
Nieco nizsze wartosci twardosci powierzchniowej uzyskano
w przypadku konwencjonalnego azotowania jarzeniowego
na katodzie. Nadmieni¢ nalezy, ze azotowanie w tzw. ,po-
tencjale plazmy” z zastosowaniem ekranu wspomagajacego
powoduje rowniez wysoki bo okoto 6-krotny wzrost twardo$ci
powierzchniowej (RYS.1).

Azotowanie jarzeniowe badanych stali powoduje
wzrost odpornosci na zuzycie Scierne w stosunku do
stanu wyjsciowego. Najwiekszy, okoto 20-krotny wzrost
na zuzycie Scierne wystapit w przypadku azotowania na
katodzie z zastosowaniem ekranu wspomagajacego, jest
to spowodowane prawdopodobnie obecnoscig w warstwie
wierzchniej badanej stali azotkéw, a zwlaszcza azotkow
wysokochromowych typu Cr,N, jak réwniez grubszg strefg
azotkow (RYS.2).

Podsumowanie

Procesy azotowania jarzeniowego spowodowaty znaczny
wzrost twardosci powierzchniowej wytypowanych do ba-
dan stali austenitycznych gatunku 304 i 316L. Najwigkszy
wzrost twardosci powierzchniowej wystapit dla wariantow
z zastosowanymi dodatkowo ekranami wspomagajacymi
proces azotowania jak réwniez w przypadku azotowania
katodowego.

Podobne zaleznos$ci wystapity w przypadku badan od-
pornosci na zuzycie Scierne naazotowanych jarzeniowo
stali austenitycznych z zastosowaniem ekranéw wspoma-
gajacych.

Analizujac, uzyskane wartosci twardosci powierzchniowej
oraz odpornosci na zuzycie scierne w odniesieniu do bada-
nych gatunkow stali austenitycznych tj. 304 i 316L, nalezy
stwierdzi¢, ze dla poszczegodlnych wariantéw azotowania
sg one poréwnywalne, co jest wydaje sie by¢ korzystnym z
ekonomicznego punktu widzenia.

Podziekowania

Praca zostata zrealizowana w ramach projektu badaw-
czego PW-004/ITE/02/2005.
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RYS.2. Wyniki badan odpornosci na zuzycie stali
austenitycznych po azotowaniu jarzeniowym.
FIG. 2. Results of tests on resistance to wear of
plasma nitrided austenitic steels.

Summary

Plasma nitriding processes caused a substantial increase
in the surface hardness of 304 and 316L austenitic steels
chosen for testing. The highest increase in surface hardness
occurred for variants with additionally applied screens assist-
ing the nitriding as well as in the case of cathode nitriding.

Similar relationships occurred in the case of tests on
resistance to abrasive wear of plasma nitrided austenitic
steels with the use of assisting screens.

While analysing the obtained values of surface hardness
and of resistance to abrasive wear with regard to tested
austenitic steel grades, i.e. 304 and 316L, it should be stated
that individual nitriding variants are comparable, what seems
favourable from economic point of view.
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