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Streszczenie

Artykut oparty jest na tresci wykfadu wygloszone-
go z okazji przyznania autorowi tytutu doktora ho-
noris causa AGH. Przypomniano w nim kierunki i
wyniki niektorych badan autora i jego wspotpracow-
nikéw nad materiatami o budowie zainspirowanej
przez systemy organiczne oraz nad procesami Sty-
mulowanymi przez zagrozenia takie jak wyczer-
pywanie sie nieodnawialnych Zrodet energii i surow-
cow.

Wstep

By¢ badaczem to nieustannie stara¢ sie aby by¢
lepszym. Sposobem na to jest state zdawanie egzaminu
czy to przed przyrodg czy przed kolegami. Takim
egzaminem stato sie rowniez sprawozdanie z niektérych
moich badan w dziedzinie nauki o materiatach i inzynierii
materiatowe] przedstawione z okazji przyznania mi przez
mojg Uczelnie wysokiego wyréznienia. Podobnie jak cata
nauka rowniez i ta jej dyscyplina oznacza ,czasem
specjalng metode odkrywania rzeczy, czasami catg
wiedze, ktéra wynika z tego co odkryto, czasem nowe rzeczy,
ktdre mozna robi¢ dzigki odkryciu czego$ i wreszcie czasem
sam proces robienia nowych rzeczy” [1]. Po burzliwym
rozwoju w latach siedemdziesiagtych i poczatku
osiemdziesigtych naszego wieku i tutaj nastapit moment,
w ktérym przy duzej ogoélnej liczbie badan dominuje udziat
wnoszgcych tylko niewiele. Dla ponownego wzrostu
istotnosci badan trzeba wiec nowego impulsu. Impulsu,
ktory rodzi sie np. z nowego spojrzenia na stary problem,
z nacisku ze strony gospodarki, z przypadkowego odkrycia
i wielu innych jeszcze przyczyn. Inicjujgc badania -
prowadzone najczesciej ze wspolpracownikami - takiego
impulsu szukatem nawigzujgc z jednej strony do budowy
zywych organizméw celem wytwarzania doskonalszych
materiatow oraz, z drugiej, do dziatan, stymulowanych przez
zagrozenia takie jak wyczerpywanie sie nieodnawialnych
zrodet energii i surowcow.

Materiaty o budowie
zainspirowanej przez systemy
organiczne

Wiadomo, Ze przyroda wyksztalcita budowe systemow
organicznych tak, aby mogly one spetnia¢ swe funkcje w
sposdb optymalny. W przypadku spetniania funkcji
mechanicznych chodzi o unikalng kombinacje: niskiego
ciezaru, odpornosci na $cieranie, wytrzymatosci
potaczonych z gietkoscig i odpornoscia na kruche pekanie.
Zapewnia to budowa w postaci:

MATERIALS AND
PROCESSING INSPIRED
BY ORGANIC SYSTEMS
AND ECOLOGY

Roman PampucH

DePARTMENT OF ADVANCED CERAMICS
Universimy oF MiNING AND METALLURGY, CRACOW

Introduction

To be a research worker means to endeavour to
become better. One of the ways to do it is to submit
constantly one's work to the judgement of Nature and of
colleagues. The conferring on me of the highest honorary
degree of my Alma Mater gives me another opportunity to
submit fo your judgement some results of my research
work into materials science and engineering.

Like all branches of science materials science and
engineering means' sometimes a method of discovering
things, sometimes all the knowledge which results from
that what has been discovered, sometimes new things
which can be made thanks to the discoveries, and
sometimes the process of making new things' [1]. | have
worked in all these fields.

It is well to note that after a rapid development in the
sixties and seventies the moment has been attained, also
in materials science and engineering, that the numerical
growth of research is no more accompanied by an increase
of the quality of research and new impulses are needed
to increase it. An impulse such as an accidental discovery,
a new optics of seeing things, an economic pressure
and many others. In the research made by me and my
collaborators | have looked for such an impulse by
developing materials mimicking the constitution of organic
systems and by working into processing stimulated by
the requirements of a sustainable development.

Materials inspired by the
constitution of organic systems

Organic systems created by Nature are characterised
by a constitution which permits them to perform their
functions in an optimum way. As far as the mechanical
functions are concerned the combination of a low weight,
high wear resistance, strength, flexibility, and fracture
toughness is ensured by constitution in form of:

- laminates of hard and soft tissue;
- systems of interpenetrating fibres.

A utilisation of this knowledge should be especially
advantageous with ceramic materials because they are
characterised by a low fracture toughness, K., and a low
reliability as indicated by a low Weibull modulus, m. This
is shown in FIG.1 against a background of properties of
high-melting metals (grey field). | have here in mind both
ceramic materials utilised in medicine and structural
ceramic materials for general use where the number of
those mimicking organic system is increasing (FIG.2).

One part of our research into ceramic materials having
improved properties has been made in the field of
laminates. The research concentrated on a nanolaminate,
namely Ti;SiC, [2,3,4]. It has a hexagonal structure in which
stiff layers of Ti-C octahedra are separated by silicon layers
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- laminatow ztoZzonych na przemian z twardych i miekkich

(organicznych) warstw oraz

- sieci przenikajgcych sie wzajemnie wiokien.

RYS.1. Poréwnanie $rednich
wilasciwosci faz ceramicznych (o
wigzaniach jonowych, kowalen-
cyjnych oraz o strukturze
warstwowych) i wysokotopli-wych
metali. Zewnetrzny perymetr
wykresu kotowego odpowiada
maksymalnym wartos$ciom danej
wlasciwosci wsréd wszystkich
porownywanych faz; nizsze
wartosci wtasciwosci wyste-
pujace w pozostalych fazach
podane s w procentach tych
wartosci maksymalinych.

Wykorzystanie tej wiedzy moze byc
szczegolnie wazne w przypadku
materiatow ceramicznych, ktére
odznaczajg sie, np. w poréwnaniu z
wysoko topliwymi metalami (szare
pole na RYS.1) o wiele mniejszg
odpornoscia na kruche pekanie K. i
matg niezawodnoscig, ktérg
symbolizuje niski modul Weibulla, m.
Dotyczy to zaréwno materiatow
ceramicznych stosowanych w
medycynie jak i ceramicznych
materiatow konstrukcyjnych o innych
zastosowaniach. Liczba materiatow
nasladujgcych budowag systemy
organicznie rosnie (RYS.2).

Czes¢ naszych badan w kierunku
polepszenia tych wiasciwosci
nawigzywata do budowy laminatéw
wystepujacych w systemach organi-
cznych. Prowadzilismy mianowicie
badania nad otrzymywaniem i wiasno-
$ciami laminatu w skali atomowej,
weglika tytanowo krzemowego, Ti,SiC,
[2,3,4]. Jego heksagonalna struktura
ztozona jest ze sztywnych warstw
oktaedréw tytanowo-weglowych,
rozdzielonych przez warstwy krzemu.
Utatwia to wzajemne przemieszczanie
sie sztywnych warstw i pozwala na
pseudoplastyczne odksztalcenie tego
materiatu [5,6]. Zaréwno wspomniane
wczesniej jak i inne prace [7] pozwolity
wykazac, ze Ti,SiC, jest istotnie mniej
kruchy niz typowe =zaawansowane
wysokotemperaturowe materiaty
ceramiczne i zbliza sie pod tym
wzgledem do wiasciwosci metali
konstrukcyjnych (RYS.3).

Innym przykiadem nawigzania do
budowy laminatéw w systemach
organicznych bylo opracowanie
pancerzy ceramicznych dla ochrony
obiektow przed pociskami [9].
Mianowicie, i tutaj najbardziej
efektywne okazaly sie laminaty, ztozone
Zz naprzemian utozonych warstw
sztywnej i kruchej ceramiki, np. z tlenku
glinu, oraz warstw fatwiej odksztatcalne
ceramiki, np. z Ti,SiC, (RYS.4).

what facilitates shearing of the Ti-C layers past each other

and enables a pseudo-plastic deformation of Ti,SiC, [5,6].

m
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FIG.2. The interaction of materials
science and engineering and
medicine.
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RYS.3. Parametr kruchosci, B,
typowych ceramicznych materiatow
konstrukcyjnych i metali oraz
Ti,SiC,; wg [8].

FIG.3. The brittleness parameter, B,
for typical structural ceramic and
metallic materials; according to [8].

This research, backed by still other publications [7] has per-

FIG.1. Comparison of average
properties of ceramic phases
(ionic, covalent, and laminar) with
the ones of high-melting metals.
The perimeter of the plot
corresponds to the maximum
value of a given property among
the compared phases; the lower
values of the given property
found with other phases are
given as percentage of the
maximum value.

mitted to show that Ti,SiC, is, indeed,
less brittle than other advanced struc-
tural ceramic materials and approaches
from this viewpoint the properties of
structural metals (FIG.3).

A second example has furnished
ceramic armour where most effective
have been found laminates which had
been made of alternating layers of stiff
ceramics, like Al,O,, and of soft
ceramics, like Ti,SIiC, (FIG.4).

Another direction of research was
inspired by systems of interpenetrating
fibres in organic systems [11,12,13].
When our research into carbon fibres
and carbon fibres-reinforced composite
started more than twenty years ago the
numerous structures formed by carbon
atoms, including the fullerenes, were not
known yet. However, a use could be
made of changes in the structure and
form of graphite-based materials. On the
one hand, production of such materials
in form of fibres permitted to decrease
the number of defects in comparison with
bulk materials and, therefore, to increase
the mechanical strength. On the other,
mechanical properties could be modified
by tailoring the nanostructure of the fi-
bres.

The layers of carbon atoms which
occur in the graphite structure are very
stiff and strong due to the high strength
of the carbon-carbon bonds. Therefore,
if the layers of the packets are oriented
approximately parallel to the fibre axis
only low elastic strains are possible
and high Young's moduli result (FIG.5).
The elastic strain of the packets can,
however, be high at an angle of 45-52
degrees to the plane of the layers be-
cause weak van der Waals forces be-
tween the layers enable an appreciable
shearing of the layers past each other.
Therefore, fibres produced in such a way
that the planes of the C-layers in the
packets are not oriented parallel to the
fibre axis show a higher elastic strain and
are less brittle than the former, better
oriented type (FIG.6). The variations of
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Z kolei, do doskonatych wlasciwosci sieci wzajemnie
przenikajacych sie widkien w systemach organicznych
nawigzywaly nasze badania nad wloknami weglowymi i
kompozytami zbrojonymi przez te widkna [11,12,13]. Kiedy
rozpoczynalismy te badania przeszio dwadziescia lat temu
daleko byto do wiedzy o niezwykle szerokiej gamie struktur,
jakie tworzy pierwiastek wegiel, tacznie z fullerenami.
Niemniej okazatlo sie, ze mozna zmienia¢ w szerokich
granicach budowe i wtasciwosci takze materiatow
weglowych, ktore wywodzg sie z grafitu. Z jednej strony,
przez ich makroskopowe uksztattowanie w postaci
cienkich wiékien. Pozwala to zmniejszy¢ prawdo-
podobienstwo wystepowania defektow a wiec zwiekszyé
wytrzymato$¢ mechaniczng w poréwnaniu z innymi
postaciami materiatdw weglowych. Z drugiej, uzyskac wiokna
o roznych wiasciwosciach przez zmiany budowy wiokien w
skali atomowej.

Heksagonalne warstwy atomoéow wegla, ktore
wystepujg w graficie sg bardzo sztywne i wytrzymate dzieki
wyjatkowo duzej sile wigzan wegiel-wegiel w ptaszczyznie

the structure of the fibres brought about by an adequate
processing have permitted to tailor the properties of carbon
fibres to given applications, especially to applications in medi-
cine [13]. A still more important variation of the properties has
been achieved in carbon-carbon composites. Namely, by
using, respectively, a one-dimensional (1D), a two-dimen-
sional (2D) and a three-dimensional arrangement of the fi-
bres in the carbon matrix C-C composites could be produced
in which the strength and Young's modulus differed by one
order of magnitude from each other (FIG.7).

Time- and energy-saving
processing

Our research into time and energy-saving processing
of ceramic has been prompted by economy and ecology.
Namely, by trends in research the goal of which is an
attainment of sustainable development. The sustainable de-

warstw. Jesli pa- 1-57a warstwa 2-ga warsiwa Ve{opment I.S "a
kiety tych warstw Wiasciwosci i | el way to attgm a
utozone sa w  RYS.4. Efekty- hruchodei e FIG.4. Effective  Doter quality of
przybliieniu wne pancerze : armour made life by all which
rownolegle do ceramiczne w ; A0, TiSIC, up of laminates does not en.dan-
osi wiékien to  postacilamina- ’ |0 . of soft and stiff ~ 9er the quality of
; i 4 | SKC. T, e, ; . life of future gen-

przy rozcigganiu tow sztywnych ; ceramic layers; ; “
notujesie i duzg i miekkich ; according to  erations® [15].
sztywnos¢imale  warstw; wg Rozpad  Rozpas Brak [10]. These goals can
odksztatcenie = [10]. Efekty Ir:gi:nt‘,- i N s 9 be reached in the
sprezyste m o Zazpmonie e materials-produc-

RYS.5. Wykres kolowy odksztalcal- 4 100011

nosci pakietow warstw weglowych . 100011 FIG.5. Deformability of the graphite

w strukturze grafitu w zaleznosci Sl \7 structure in function of the

od kierunku krystalo-graficznego; ”/ crystallographic direction,

odksztalcalnos¢ wyrazona jako ’ g\ "1 expressed as the reciprocal value

odwrotnosé modulu Young'a, E; $EL0 of Young's modulus; after [14].

wg [14].

RYS.6. Odksztalcenie sprezyste —

przy rozcigganiu wiokien weglo- |<«— —— _, = —»| FIG.6. Elastic deformation in

wych w przypadku uporzadko- — tension for carbon fibres having a

wanej (wiokna weglowe wysoko- better oriented (high modulus

moduiowe) i nieuporzadkowanej fibres) and a lesser oriented (high

(wtokna weglowe wysokowytrzy- | ~— — _ / mm _se &= )| strength fibres) graphite structure.

male) orientacji pakietow warstw | | ’2;?;? \} iy A%

weglowych. =l e %)

(RYS.5). Podatnosc na odksztatcenie pakietow warstw
weglowych jest natomiast bardzo duza pod katem 45-52
stopni do ptaszczyzny tych warstw a to dzieki znacznemu
udziatowi odksztatcenia wskutek scinania. Jesli wiec wiokna
wytworzyc¢ tak, aby pakiety warstw atoméw wegla nie byly
zorientowane rownolegle do osi widkien, to przy rozcigganiu
wiokien mozna osiagnac wieksze odksztalcenie sprezyste i
wytrzymato$¢ na rozcigganie oraz mniejszg kruchosc
(RYS.6).

Wszystkie te sposoby pozwolity dostosowac
whaschnodal widkien weglowyeh 4o spelfniania przez nie
réoznych funkcji, szczegolnie w zastosowaniach w
medycynie [13]. Jeszcze dalej idace dostosowanie mozna
byto uzyskac w przypadku kompozytow o osnowie weglowej
wzmacnianych witoknami weglowymi. Przez utozenie
widkien, odpowiednio, w jednym (1D), w dwu (2D) i w
trzech (3D) wzajemnie prostopadtych kierunkach mozna
byto otrzymac kompozyty wegiel-wegiel, ktérych
wytrzymatos¢ mechaniczna i modut Young'a réznily sie o
jeden rzad wielkosci (RYS.7).

@0 02080 0000000 CROOOOPPPeDPOPPTOOOBSOROROCORPRPROD OO0

ing economy by reduction of consumption of not renewable
energy sources and other raw materials. Some of the ways
to reach these goals are: a development of energy and time-
saving technologies, a tailoring of material properties to func-
tions, a high reliability of materials, and a recycling of waste
materials (FIG.8). Steps in the same direction are made by
the service economy. The role of the latter constantly in-
creases and manifests itself by shorter and more elastic
processing in order to produce goods 'just in time'.

The majority of traditional and many of more modern
processing routes for ceramic materials is characterised by
a high energy consumption and low time efficiency. One of
the methods which permits overcome this handicap by be-
ing notonly energy- and time saving but also very flexible is
solid combustion [16,17].

In order to realise a thermally activated synthesis of
compounds in solid combustion internal energy sources,
i.e. heat of exothermic reactions between the synthesis
reactants, are utilised for producing high temperatures.
This becomes feasible when the heat remaining in the
system is higher than the heat losses to the environment
and cooler parts of the system (FIG.9). Because the reaction
rates increase exponentially with temperature, the rise of tem-
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RYS.7. Wytrzymato$é na rozcia-
ganie i modut Younga kompozytow

- 0 osnowie weglowej zbrojonych
wioknami weglowymi wzaleznosci .

~od utozenia wiékien w jednym (1D),
w dwu (2D) oraz w trzech
wzajemnie prostopadiych kierun-
kach (3D); wg [15].

Wyirzymatosc [MPa]

100 —

3D

2D

1D

FiG.7. Tensile strength and
Young's modulus of carbon-carbon
composites vs. the carbon fiber
orientation in the carbon matrix:
1D- one-dimensional; 2D- two-
dimensional, 3D- three-
dimensional; according to [15].

T
100

Modut Younga [GPa]

Energo- i czasooszczedne
procesy otrzymywania materiatow

Badania nad tymi procesami miescity sie w nurcie
zainspirowanym przez gospodarke, ekonomie oraz
ekologie. Mianowicie, w strumieniu badan, ktore wigza sie
Z przeciwdziataniem zagrozeniom bytu spoteczenstw i
stuzg osiggnieciu podtrzymujgcego sige rozwoju.
Podtrzymujacy sie rozwdj to - jak wiadomo - "sposdb
trwatego osiggniecia lepszej jakoéci zycia przez wszystkich,
ktory nie zagraza osigganiu tego celu przez przyszle
pokolenia i szanuje $rodowisko"[15]. W gospodarce
wytwarzania materiatow cel ten mozna osiggng¢ przez
zmniejszenie konsumpcji nieodnawialnych zrédet energii
i innych nieodnawialnych surowcow. Jak ilustruje to RYS.8,
stuzg temu m.in. energo- i czasooszczedne technologie,
dostosowanie wlasciwosci materiatow do spetnianych
funkcji i szereg innych dziatan. Cel ten mozna takze
osiggngc przez dostosowanie kierunkéw badan do
wymogow gospodarki ustug. Jej rola stale wzrasta i
przejawia sie m.in. naciskiem na skrocenie czasu i
uproszczenie procesow wytwarzania materiatow, tak aby
zapewnic ich produkcje na czas.

Wiegkszos¢ tradycyjnych a i wiele nowych procesow
wytwarzania materiatow ceramicznych odznacza sie albo
duzym zuzyciem zewnetrznych zrodet energii albo dtugim
czasem operacji, albo tez jednym i drugim. Natomiast
jedng z nowszych metod, ktora speinia nie tylko wymaog
oszczednosci energii ale i pozwala uprosci¢ procesy |
skroci¢ czas operacji jest spalanie w fazie statej [17,18].

W metodzie tej dla przeprowadzenia aktywowanej
termicznie syntezy zwigzkéw wykorzystuje sie ciepto
egzotermicznych reakcji chemicznych tak, aby wytwarzaly
wysokie temperatury w uktadzie. Jest to mozliwe, gdy ciepto
ktére pozostaje w ukiadzie przewyzsza straty ciepta do
otoczenia.(RYS.9.). Poniewaz szybkos¢ reakcji wzrasta
wyktadniczo z temperaturg powoduje to przyspieszenie
zapoczgtkowanych reakcji zwiek-

perature brings about an increase of the reaction rate and of
heat evolution. In this way a positive feedback is established
and an avalanche-like increase of temperature and reaction
rate can be observed.

When both the reagents and the product are solid the posi-
tive feedback is realizable only when there is an intensive
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FIG.8. Ways in materials and service economy

which permit to establish a sustainable
development.

diffusion of atoms to the respective in-

Impuls ciepiny
z zewnglrznego

szenie intensywnosci wydzielania
ciepta. Powstaje w ten sposob irodia
dodatnie sprzezenie zwrotne, w ktdrym l
wspomniany cykl powtarza sig. Dzieki .

Reakcje

temu moze nastapic¢ lawinowy wzrost | egzotermiczne w

terfaces. In the synthesis of carbides
which has been of interest to us the solid
products of the reactions are character-
ised by a low diffusibility. Therefore, the
reaction layer formed by the product con-
stitutes a diffusional barrier. However, in
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temperatury uktadu i szybkosci reakcji.

Jesli reagenty i produkt reakcji sg
state to zrealizowanie tego stanu
mozliwe jest tylko przy intensywnym
przenoszeniu atoméw reagentow do

granic rozdziatu, na ktérych moga za

l uktadach statych, (otoczenie, zimne
‘ cieklych i gazowych czesci ukladu)
i

reagentow | |

I I

| .
Cieplo pozostajqce w ogrzanej

cresci ukladu

sobg reagowac. W przypadku
badanej przez nas syntezy weglikow
z pierwiastkow warunek ten nie jest
mozliwy do spetnienia w klasycznych
warunkach syntezy, gdzie weglikowa

RYS.9. Schemat logiczny spalania w
fazie statej.

FIG.9. The logical scheme of solid
combusfion.

case of solid combustion in the Si - C
system (and also in other ones) a spe-
cific mechanism occurs, which permits
to rationalise the very high reaction rates
and the conversion to product(s) in a few
minutes'time [18,19,20,21]. Namely, solid
combustion in this system takes place
at a temperature of 1950-2150°C. At
this temperature growth of the SiC-reac-
tion layer at the carbon substrate / reac-
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warstwa reakcyjna, rozdzielajgca
reagenty, jest barierg dyfuzyjna z uwagi
na bardzo niskie wspoétczynniki dyfuzji
w weglikach.

W przypadku spalania w fazie statej
w uktadzie Si-C wystepuje jednak
specyficzny mechanizm, ktory tumaczy
mozliwos¢ blyskawicznej syntezy SiC
[19,20,21,22]. Mianowicie, spalanie w
fazie statej przebiega w tym uktadzie w
temperaturze od 1950 do 2150°C. W
temperaturach tych warstwa reakcyjna,
ktora narasta po stronie granicy
rozdziatu: warstwa reakcyjna SiC -
reagent weglowy, réwnoczesnie
rozpuszcza sie z podobna szybkoscig

1950-2150 °C
-,
o
.03

.0
Al N

Pierwotny SiC

tion layer interface and dissolution of the
reaction layer in liquid silicon at the op-
posite side of the layer have an approxi-
mately identical rate. Therefore, the re-
action layer, moving into the carbon re-
actant retains all the time its small thick-
- ness (FIG.10.) whatensures a high con-
ISi(c,g) version rate of the reactants. The final
. product, secondary SiC, is formed by
precipitation from the supersaturated C
solution in liquid Si which moves in the
wake of the thin reaction layer. This
brings about a formation by silicon car-
bide of pseudomorphoses of the carbon
reactant [22]. The latter mechanism has
been recently utilised to produce silicon

Sic

{ {':(;):

& Wwidmy SiC

po przeciwlegtej stronie w ciektym
krzemie (RYS.10). W ten sposoéb
zachowuje ona caly czas niewielkg
grubos$¢ przesuwajac sie w gtab
reagenta weglowego. Mata grubosc¢
wedrujgcej warstwy reakcyjnej
pozwala wiec na duze szybkosci
reakcji. Koncowy produkt - wtorny weglik
krzemu - tworzy sig przez krystalizacje
z przesyconego roztworu ciektego, kiory
przesuwa sie za cienkg warstwg
reakcyjna. To, z kolei, powoduje, Zze weglik krzemu powstajacy
w wyniku reakcji substratdw weglowych z krzemem tworzy
pseudomorfozy reagenta weglowego, tj. utwory, ktore
zachowujg jego pierwotng postac [23].

Mechanizm taki wykorzystano w niedawno
opublikowanej przez innych autoréw metodzie [24]. W
metodzie tej przeksztalca sie najpierw drewno, drogg
pirolizy, w materiat weglowy. Nastepnie, przez reakcje
krzemu z produktem pirolizy otrzymuje sie weglik krzemu
w postaci pseudomorfoz wyj$ciowego drewna. Koncowym
produktem jest wiec odporny chemicznie, wysoko-
temperaturowy materiaf, ktory jednak zachowuje w makro i
mikroskali budowe drewna. Badania te zostaty przywotane
dla ilustracji splatania sie badan nad mechanizmem spalania
w fazie stalej z badaniami nad materiatami o budowie
zainspirowanej przez systemy organiczne.

Podsumowanie

Omowione w wyktadzie kierunki badan ilustruja szerszg
tendencje w naukach doswiadczalnych. Mianowicie, po
intelektualnym zréznicowaniu nauk doswiadczalnych w
toku ich rozwoju (RYS.11) obecnie, pod koniec XX wieku,
obserwuje sie tendencje do ich integracji lub wzajemnego
przejmowania idei. Wynika to z aktualnego przekonania,
ze najwazniejszg dzwignig rozwoju nauki jest jej
transdyscyplinarnos¢. Wystarczy przytoczyé dwa przyktady
tej tendencji. Jednym jest integracja fizjologii, genetyki i
biochemii jaka nastapita w ramach biologii molekularnej.
Drugim - uksztaltowanie sie nauki o materiatach jako
zintegrowanego wokét zagadnien materiatowych systemu
pogladow, z ktdrych kazdy z osobna wywodzi sie z réznych
dziedzin mysli i dziatalnosci. Poniewaz najwazniejsze linie
naszego myslenia majg swe prototypy greckie,
wspomniane zmiany mozna tez opisaé¢ stowami
Empedoklesa z Akragas: "Czasem jednos¢ rozwija sie z
wielu rzeczy a czasem cato$c dzieli sie na wiele czesci.
Takie zmiany zdarzajg sie w sposéb ciggly". Jesli dazy sie
obecnie do integracji to trzeba mie¢ takze na uwadze dalszy
ciag mysli Empedoklesa, ktory brzmi ze "mitos¢ jest sitg,
ktora taczy rzeczy razem. Konflikty - sitg, ktdéra je rozdziela".

Rys.10 Mechanizm 'wedrujacej
cienkiej warstwy reakcyjnej', ktory
wystepuje podczas spalania w fazie
statej w uktadzie Si-C; wg [19].

Fig.10 Mechanism of the 'migrating
thin reaction layer' during solid
combustion which occurs in the Si-
C system); according to [19].

carbide products which have the consti-
tution of wood [23]. In this method wood
is first transformed, by pyrolysis,. to a
carbonaceous residue which retains the
original constitution of wood. By reacting
this residue with silicon a SiC material
of the same constitution is formed. That
is, a refractory material having the advan-
tageous structure of wood is formed.
The above research has been recalled
in order to illustrate ways of combining
energy- and time-efficient method of solid combustion with
production of materials mimicking organic systems.

Summary

The directions of research mentioned in the lecture il-
lustrate more general trends in experimental science
which can be observed at the present time. Namely, after
an intellectual diversification of branches of experimental
science in the XVIII-XIX centuries a tendency to their inte-
gration occurs at present. At the origin of this tendency lies
the recognition that the main impulse for development of
science is a transdisciplinary approach. Two examples
may be given. One is the integration of physiology, genet-
ics and biochemistry in the frame of molecular biology.
Another is the establishment of materials science and
engineering. This system of opinions integrates elements
from various sources around material problems.

Our main lines of thought have their Greek prototypes.
Therefore, in connection with the above mentioned changes
let me quote Empedokles from Akragas: "Sometimes a unity
develops of many things, and sometimes a whole separates
into many parts. Such change goes on continuously”. Con-
sidering the tendency for integration as desirable we should

g

Nauka

Nauki nieempiryczne (czysta matematyka. logika)

Nauki spoleczne (socjologia,
ckonomia, nauki polityczne)

Pl

Nauki empiryczne

\“ Nauki przyrodnicze

Newton, Galileusz Casteur

Nauki fizyczno- Nauki biologiczne
chemiczne (przyroda nieozywiona) (biologia, medycyna)

RYS.11. Intelektualne roznicowanie sie nauk
doswiadczalnych w XVII-XX w.

FIG.11. The intellectual diversification of
experimental sciences in the XVIII-XX centuries.
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have in mind the continuation of these thoughts of
8 Empedocles. Namely, that "love is the force that brings things

R <3 MR together. Strife the force that separates them".
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Streszczenie:

Celem badan byta préba opracowania implantu
moggcego zastepowac zdegenerowany dysk mie-
dzykregowy w kregostupie cztowieka. Do budowy
implantu wykorzystano biozgodne hydro-Zele otrzy-

AYWETS (rZy aZyeii Ecmii adidacyfiey Z mas@pa-
jacych monomerow: VP (N-winylopirolidon), HEMA
(metakrylan 2-hydroksyetylu), MMA (metakrylan
metylu) i przepuszczalng dla wody tkaning polie-
strowg. Przeprowadzono testy wytrzymatosciowe
probek hydrozeli i prototypéw implantow. Opraco-
wano komputerowy model ledZwiowego odcinka
kregostupa, L2 - L3 z kregami separowanymi natu-
ralnym dyskiem oraz z kregami separowanymi parg
implantéw. Przeprowadzono szereg eksperymen-
tow obliczeniowych, w ktdrych symulowano osiowe
obcigzanie badanego segmentu.

Wprowadzenie

Dyski miedzykregowe

Strukture kregostupa tworza 24 kregi pooddzielane dys-
kami miedzykregowymi oraz liczne miesnie i przyczepy
zakotwiczone na ich powierzchni. Dyski miedzykregowe
sktadajg sie na okoto jedng czwartg diugosci catego kre-
gostupa i petnig role swego rodzaju poduszek tagodza-
cych nacisk na kregi powstajacy w trakcie ruchu ciata. Ab-
sorbujg one nacisk i naprezenia przenoszone przez ko-
lumne kregostupa.

W dysku mozna wydzieli¢ trzy zasadnicze czesci: otocz-
ke witdknista, jadro i ptytki zewnetrzne [1, 2, 3, 4, 5]. Zbudo-
wana z wiokien kolagenowych otoczka wioknista (anulus
fibrosus) zamykajaca w sobie jadro, to struktura, ktorej
podstawowym zadaniem jest ttumienie naprezen wywo-
tanych obcigzeniem, zginaniem lub skrecaniem kregostu-
pa, czyli skutkami codziennej aktywnosci fizycznej cztowie-
ka. Otoczka jest polaczona z ptytkami zewnetrznymi za po-
mocy kolagenowych lameli lub odrebnych warstw wio-
kien. Przesuniete nieco od $rodka dysku jadro (nucleus
pulposus) jest zelowatg struktura o wysokim stopniu za-
wartosci wody. Potaczenie zelowej natury jadra i usztyw-
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Abstract:

The objective of this study was to design a spinal
intervertebral disc implant that could substitute
natural disc in a human vertebral column. Structure
of the implant comprised biocompatible hydrogel
SP SPEIrET P drsalintiar of dhe Llbwing
monomers: VP (N-vinyl pyrrolidone), HEMA (2-
hydroxyethyl methylacrylate), MMA (methyl
methylacrylate) and water permeable polyester
fabric. Axial compression tests of hydrogel samples
and implant prototypes were performed. Advanced
numerical model of L2-L3 spinal segment with
vertebrae separated with a natural disc and a pair of
implants has been elaborated. In the series of
numerical experiments an axial load on the segment
was simulated.

Introduction

Intervertebral disc

The spine is a non-homogeneous complex-shape
construction of 24 vertebrae, separated by intervertebral
discs with numerous muscles and ligaments attached to
them. Intervertebral discs act as a sort of cushion to soften
the impacts caused by body movement. The intervertebral
discs make up about one fourth of the entire length of the
vertebral column.

The discs absorb stresses and strains transmitted to
the vertebral column. The intervertebral disc is a structure
composed of the anulus fibrosus, the nucleus pulposus
and the end plates [1,2,3,4,5]. The anulus fibrosus is a
collagen-fibre composite structure that surrounds the
nucleus pulposus. It resists hoop stresses due to
compressive loads as well as bending and torsional
stresses produced by everyday activities of bending and
rotation. The fibres of the anulus form lamellae, or
individual layers of parallel collagen fibres that attach to
the superior and inferior end plates. Nucleus pulposus is
the inner gel-like (proteoglycan-laden gel), highly hydrated
core. The gel-like nature of the nucleus pulposus
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niajgcych wiasciwosci otoczki pozwala specznionemu dys-
kowi dziatac jak poduszka ttumigca drgania. Plytki zewnetrz-
ne wyscietajace powierzchnie kregu w sgsiedztwie jadra i
pofaczone $cisle z otoczkg widknista, zbudowane sa gtow-
nie z kolagenu, proteoglicyny i wody.

W wyniku réznego rodzaju urazéw lub proceséw choro-
bowych dysk miedzykregowy moze ulegaé uszkodzeniu

constrained by the anulus ensures its high water content and
cushioning properties. The nucleus pulposus is slightly dis-
placed from the centre of the intervertebral disc. The
cartilaginous end plate of the spine is a thin layer of hyaline
cartilage, which lines the interior, and superior surface of the
vertebral body. It consists primarily of collagen, proteoglycan
and water. The end plate is centrally situated in the vertebral

lub przemieszczeniu. W sytuacii
gdy witdkna otoczki sg ostabio-
ne lub wrecz ich ciggtosc jest
przerwana, wewnetrzna tkanka
jadra ulega trwatej deformacji,
przemieszczeniu lub zostaje wy-
ciénieta poza jej naturalne oto- == §
czenie. Taki proces okresla sie ki
popularnie jako wypadniecie
dysku (RYS.1). Konsekwencjg y
jest zazwyczaj ucisk masy tkan- ._f"";ﬁ\i
ki jadra na nerwy kregowe, co w =
rezultacie wywotywac¢ moze sil-
ne bole, jak rowniez moze pro-
wadzi¢ do utraty kontroli nad
migsniami lub nawet paralizu.

vertebra

disk herniation

body, adjacent to the nucleus pul-
posus, and it has intimate attach-
ments to the anulus fibrosus.
The spinal disc may be
displaced or damaged due to
traumas or a diseases. Disc
herniation occurs when anulus
fibres are weakened or torn and
the inner tissue of the nucleus
becomes permanently bulged,
distended or extruded out of its
normal, internal anular confines
(FIG.1). The mass of the herni-
ated or "slipped" nucleus can
compress a spinal nerve result-
ing in pain, loss of muscle control

spinal cord

nucleus

anulus

Innym typem zmian dyskowych
jest sytuacja, kiedy jadro traci
zdolnos¢ do chioniecia wody i
zapada sie tak, jak detka po wy-
puszczeniu powietrza. Zmniegj-
szajgca sie wysokos¢ jadra po-
woduje odksztatcenia w strukturze otoczki wioknistej i se-
paracje najluzniej potaczonych warstw kolagenowych. W
wyniku tego powstawa¢ mogg obwodowe lub radialne
przecieki, potencjalnie wywotujace dtugotrwaly i paralizu-
jacy bol.

Kiedy tkanka jadra ulega wyplynieciu lub jest usunieta
operacyjnie, przestrzen dyskowa znacznie maleje, a co za
tym idzie cata konstrukcja kolumny kregostupa zasadni-
czo traci na stabilno$ci. W wielu sytuacjach, aby ztagodzi¢
bol towarzyszacy zdegenerowanemu lub "wypadnietemu”
dyskowi, usuwa sie tkanke jadra badz caly dysk i chirur-
gicznie tgczy dwa sasiadujace kregi. Dziatanie takie tago-
dzi wprawdzie bal i przynosi ulge pacjentowi, jednak zdol-
nos¢ do naturalnego, wzajemnego przemieszczania sie
potgczonych ze sobg kregow jest trwale utracona, a co za
tym idzie, wieksze niz normalne obcigzenie przenosi sie
na sasiednie dyski prowadzac do ich przedwczesnego
zZuzycia.

Bardziej pozadane wydaje sie by¢ zatem rozwigzanie
polegajace na zastapieniu czesci lub catosci zniszczone-
go dysku odpowiednig protezg przywracajacq jego natu-
ralng wysoko$¢ i zdolno$c¢ ruchowa. Istnieje zatem potrze-
ba skonstruowania tatwego do implantacji, sztucznego
dysku miedzykregowego, o tak dobranych parametrach
fizycznych, aby mogt symulowaé fizjologiczng prace natu-
ralnego dysku.

Materiatem, ktory wydaje sie spetnia¢ najwazniejsze
wymagania stawiane takiemu implantowi sg hydrofilowe
uktady polimerowe, charakteryzujace sie zdolnoscig do
tatwe-go absorbowania duzych ilosci wody, nazywane hy-
drozelami. Prace nad zastosowaniem hydrozeli do kon-
strukcji implantu dysku migdzykregowego trwajg juz jakis
czas [8], jednakze nie ma doniesien, jakoby ktorys z pomy-
stow dowiodt swej funkcjonalnosci i stat sie szeroko sto-
sowanym, komercyjnie dostepnym produktem.

Hydrozele

Hydrozele, to usieciowane, tréjwymiarowe struktury
zdolne do absorbowania duzych ilosci wody i pecznienia
do stanu réwnowagowego. Sieci hydrozeli sktadajace sie
z hydrofilowych homopolimeréw lub kopolimeréw zacho-

RYS.1. Wypadnigcie dysku miedzykregowego.

FIG. 1. Intervertebral disc herniation.

or even paralysis. Alternatively,
with discal degeneration, the nu-
cleus loses its water absorbing
ability and collapses, as does a
tire after deflation. The decreas-
ing height of the nucleus causes
the anulus to buckle in areas where the laminated plies are
loosely bonded. As these overlapping laminated plies of the
anulus begin to buckle and separate, either circumferential
or radial anular leaks may occur, potentially resulting in per-
sistent and disabling back pain.

Whenever the nuclear tissue is herniated or removed by
surgery, the disc space narrows and the entire vertebral col-
umn loses much of its normal stability. In many cases, to
alleviate pain from degenerated or herniated discs, the nu-
cleus or the disc as a whole is removed and the two adjacent
vertebrae are surgically fused together. While this treatment
alleviates the pain, all discal mobility is lost in the fused seg-
ment. Consequently, greater stresses are transferred on
discs adjacent to the fused segment, leading to their prema-
ture degeneration.

A more desirable solution would involve partial or total
replacement of the damaged disc with a suitable
prosthesis. Therefore there is an urgent need to develop
an easily implantable, artificial spinal disc with load-
bearing ability and pumping action simulating the natural
disc physiology.

Hydrophilic polymer systems with high ability to absorb
water, called hydrogels, seem to satisfy the major demands
concerning disc implant materials. Therefore the possibility
of using hydrogels in the construction of spinal disc
prostheses has been investigated for a couple of years
[8]. However, so far none of the studied systems has been
reported to exhibit sufficiently good functionality to be widely
applied and commercialised.

Hydrogels

Hydrogels are polymeric 3D networks (cross-linked
structures) able to absorb large amounts of water and to
swell up to equilibrium. These networks composed of
hydrophilic homopolymers or copolymers maintain their
structural integrity and are rendered insoluble due to the
presence of chemical (covalent bonds) or physical cross-
links. The latter can be entanglements, crystallites or
hydrogen bonded structures. The cross-links provide the
network structure and physical integrity. Over the past 35
years, hydrogels have been extremely useful in biomedical
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wujg swojg ustalong strukture i pozostajg nierozpuszczalne
dzieki obecnoséci chemicznych (wigzanie kowalencyjne) lub
fizycznych potgczen miedzyczgsteczkowych. Wsrod tych
ostatnich wyrézni¢ mozna splgtania, krystality lub wigzania
wodorowe. Na potgczeniach miedzyczgsteczkowych stano-
wigcych o fizycznej integralnosci uktadu opiera sie cata bu-
dowa sieci hydrozelowej.

Ze wzgledu na ich elastycznos¢, zdolnos¢ de wchtania-
nia wody i jednoczesng biozgodnos¢, hydrozele w ciggu
ostatnich 35 lat okazaly sie niezwykle uzyteczne do wielu
zastosowan biomedycznych czy farmaceutycznych. Lata
badan nad tymi materialami zaowocowaty powszechnym
uzyciem hydrozeli jako elastycznych soczewek kontakto-
wych, opatrunkow na rany, systeméw do regulowanego
dozowania lekdw, superabsorbentow, itd. [9,10,11,12, 13].
Warto przy tym zwroécic uwage na powszechng dostep-
nosc wielu z hydrozelowych produktow na rynku.

W zaleznosci od fadunkow grup funkcyjnych hydrozele
moga by¢ sklasyfikowane jako neutralne lub jonowe. Moga
by¢ ponadto amorficzne, semikrystaliczne, supermoleku-
lar-ne, oparte na wigzaniach wodorowych lub agregatach
hydrokoloidalnych.

Hydrozele moga byc¢ w prosty sposob otrzymywane przy
uzyciu technik radiacyjnych. Moze to by¢ np. napromienia-
nie czystego polimeru czy monomeru (w postaci statej lub
w roztworze) lub napromienianie wodnego roztworu poli-
meru.

Powstawanie struktur hydrozelowych pod wptywem pro-
mieniowania moze by¢ w prosty sposéb wytlumaczone
jako rezultat wzajemnej rekombinacji rodnikow bedacych

and pharmaceutical applications mainly due to their high wa-
ter content and rubbery nature which is similar to natural tis-
sue as well as their biocompatibility. Years of research in this
field resulted in the common use of hydrogels as soft contact
lenses, wound dressings, drug-delivery systems,
superabsorbants etc. with a number of products being com-
mercially available [9,10,11,12,13].

They can be classified as neutral or ionic hydrogels
based on the type of charges of their functional groups.
They can also be classified as amorphous, semicrystalline,
supermolecular structures, based on hydrogen bonds or
hydrocolloidal aggregates.

Hydrogels can be easily obtained by radiation
techniques, such as irradiation of pure polymer or
monomer (solid or in solution) or irradiation of an aqueous
solution of polymer.

The formation of hydrogels on irradiation can be simply
explained as a result of mutual recombination of radicals
coming from the interaction of ionising radiation with
matter, which leads to polymerisation of monomers and
polymer cross-linking [9,14]. General scheme of radiation
formation of hydrogels is shown in FIG.2.

Free radicals, being very reactive intermediate products
of irradiation, may recombine or react with the surrounding
medium, also with the polymer molecules. When the
radicals located on different polymer chains are favourably
positioned they may undergo recombination, thus
producing new covalent bonds. When the number of these
new bonds is sufficiently high (from the statistical point of
view it should be equal to the number of macromolecules) an

produk-tami oddziatywania pro-
mieniowania jonizujgcego z
materia, co w efekcie prowadzi

SOLUBILITY AREA

insoluble fraction, gel, appears in

GEL FORMATION AREA the system. Further irradiation in-

do polimeryzacji monomerow i ok}

usieciowania powstajgcego
polimeru [9,14]. Ogolny sche-
mat radiacyjnego powstawania
hydrozeli pokazany jest na
RYS.2.

Rodniki, jako bardzo reaktyw-
ne produkty przej$ciowe po-
wstajgce w wyniku oddziatywa-
nia promieniowania z materig
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creases the amount of gel, al-
though some macromolecu-les
(or their fragments) may still re-
main unbound (sol).
Computational approach

A three dimensional finite
- SOL FRACTION 1 element model of intact L2-L3
motion segment was created to
study its behaviour under
different loading conditions,

mogg rekombinowaé wzajem-
nie lub reagowac z otaczajgcym
je medium, w tym z czasteczka-
mi polimeru. Gdy rodniki zloka- /
lizowane na réznych fancuchach
polimerowych znajdg sie w
sprzyjajgcej pozycji wzgledem
siebie, moze dojs¢ do ich re-
kombinacji i wytworzenia nowe-

- DEGRADATION

POLYMERISATION ,"f

CHANGES IN MOLECULAR WEIGHT DISTRIBUTION OF THE POLYMER DUE TO
- ENTANGLEMENTS CREATION

- INTRA- AND INTERMOLECULAR CROSSLINKING

= | using a commercially available
DOSE Y

. finite element application,
ANSYS 5.4. Mesh geometry was
CROSSLINKING obtained from computer

topographic scans for the shape
and diameters of the
intervertebral disc while the
shape of vertebrae was
approximated by "in life"
measurements of cadaveric

go wigzania kowalencyjnego.
Jezeli ilos¢ tak wytworzonych
nowych wigzan jest wystarcza-
jaco duza (ze statystycznego
punktu widzenia réowna liczbie
makroczgsteczek) w uktadzie
pojawia sie frakcja nierozpusz-
czalna - zel. Dalsze napromienia-
nie takiego uktadu zwigksza ilos¢ Zelu, chociaz cze$¢ ma-
kroczasteczek (lub ich fragmentow) moze wcigz pozosta-
wac niezwigzana (frakcja zolowa).

hydrozeli.

hydrogels.

Podejscie numeryczne

Stosujac metode elementow skonczonych i wykorzy-
stujac komercyjnie dostepna aplikacje ANSYS 5.4 opra-
cowano trojwymiarowy model segmentu L2-L3 ledzwio-
wego odcinka kregostupa i przeprowadzono badania nad jego

RYS. 2. Schemat radiacyjnego tworzenia

FIG. 2. Scheme of radiation formation of

spine. The intact segment
contained a total of 16904
nodes and 9132 elements (FIG.3).

Series of numerical simula-
tions proved the model to work
properly and represent the behav-
iour corresponding to the natural
spinal segment (trace bin FIG.4).

Subsequently the model was reconstructed to simulate
behaviour of two cylindrical implants inserted in the space
normally occupied by the inervertebral disc. Numerical
experiments provided information about mechanical
properties of the material to be used for implant
construction.

Once the approximation of desired mechanical
properties of the implant was established an attempt to
develop a suitable material has been taken up.
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zachowaniem przy réznych wa-
runkach obcigzenia. Ksztalt dys-

ku zostat odwzorowany na pod- e

Supraspinous ligament

stawie komputerowego skano-
wania topograficznego, podczas
gdy ksztatt kregdw zostat wymo-
delowany w oparciu o fizyczne
pomiary odpowiedniego frag-
mentu kregostupa. Separowany

B

Interspinous ligament ===

Intertransverse ligament

~

A
1

Experimental
approach

!
gl
fij L2 venebra

8« — Superior endplate Hydrogels were prepared
Z% _ Disc body

ieriorenpiae | M@INNY from monomers: VP (N-
/. vinyl pyrrolidone), HEMA (2-
g Lvenetn hydroxyethyl methylacrylate),
MMA (methyl methylacrylate).

segment ziozony byt z ogodlnej
liczby 16904 weztdw i 9132 ele-
mentoéw skonczonych (RYS.3).

Przeprowadzone symulacje
pokazaly, ze model komputero-
wy dziala poprawnie i dobrze
odzwierciedla prace naturalne-
go dysku miedzykregowego
(RYS. 4, przebieg b). Przebiegi
¢, d i e pokazujg doswiadczenia
przeprowadzone na odcinkach kregostupa pobranych ze
zwtok.

W nastepnej kolejnosci model zostat tak przekonstruowa-
ny, aby symulowac zachowanie dwaéch cylindrycznych im-
plantow zastepujacych dysk miedzykregowy Eksperymenty
numeryczne dostarczyty danych materiatowych, jakimi po-
winien charakteryzowac sie taki pojedynczy implant.

Znajac przyblizone parametry wytrzymatosciowe docelo-
wej konstrukgii, ktora mogtaby by¢ zastosowana jako sztucz-
ny dysk miedzykregowy, podjeto prébe opracowania odpo-
wiednich materiatow hydrozelowych spetniajgcych te wyma-
gania.

units.

Podejscie eksperymentalne

Hydrozele komponowane byly gtéwnie z nastepujgcych
monomerdw: VP (N-winylopirolidon), HEMA (metakrylan

RYS. 3. Model uktadu kreg L2 - dysk
miedzykregowy - kreg L3 stworzony za pomoca
elementéw skornczonych.

FIG. 3. Finite element mesh used for the purpose
of the analysis of L2-intervertebral disc-L3 body

Monomer mixtures were irra-
diated in glass containers with
radiation doses of 5-6 kGy. Solid
material obtained in this way was
then mechanically shaped into
cylinders, approximately 20 mm
in height and 20 mm in diameter.
Polymeric cylinders were then left
in water to attain the equilibrium
swelling. Thus prepared hydrogel
samples were examined in axial compression tests which
provided data on mechanical properties of the investigated
material (strain vs. deformation). Subsequently, numerical
simulations were performed for a L2-L 3 spinal segment with
two cylindrical implants characterised by the experimental
parameters from the compression tests. Simulation showed
that the hydrogel material used in these experiments was too
delicate. However, taking into account its good swelling prop-
erties and overall mechanical characteristics, the area of the
investigations seems to be correct. FIG .4, trace a, presents
theoretical behaviour of a pair of cylindrical hydrogel implants,
made of material having a 100-times higher strength.

Attempts were made also to construct a prototype of an
implant consisting of an inner part made of hydrogel and a
membrane shell being a highly tensile polyester fabric.

Solid polymer was prepared as described above and then
shaped into a cylinder, 30 mm high and 12 mm in diameter.

RYS. 4. Sita osiowego
sciskania w zaleznosci od
osiowego przemieszcze-
nia. Poréwnanie ekspery-
mentéw i symulacji kom-
puterowych; 4000 "
a) symulacja komputero-wa /
dla segmentu L2-L3 z parg
implantow ( x 100),

b) symulacja komputero-wa
dla segmentu L2-L3 z
dyskiem,

c) segment
eksperyment [7],

2 Force [N]

3000

2000

1000

L2-L3 -

FIG. 4. Axial compressive
force versus axial dis-
placement. Comparison of
¢ the numerical and expe-
rimental results;

a) numerical simulation of
L2-L.3 segment with a pair of
b implants (x 100),

b) numerical simulation of
L2-L3 segment with a

d) segment
eksperyment [6],

L2-L3 - 0 .f 1.0

e) segment L3-L4 - ekspery-
ment [6],

f) segment
eksperyment [6].

L4-L5 -

2-hydroksyetylu), MMA (metakrylan metylu).

Mieszaniny monomeréw umieszczone w szklanych po-
jemnikach napromieniano dawkami 5-6 kGy. Z otrzymanego
w ten sposob surowego materiatu wytaczano cylindryczne
probki o wysokosci i srednicy 20mm. Nastepnie, probki byty
pozostawiane w wodzie do osiggniecia rownowagowego
stopnia specznienia i w takim stanie poddawano je testom
na wytrzymato$¢ przy sciskaniu osiowym. Otrzymane w ten
sposob informacje o parametrach wytrzymato$ciowych ba-
danego hydrozelu wykorzystano do przeprowadzenia symu-
lacji pracy odcinka L2-L3, zawierajgcego dwa cylindryczne

disc,
c) L2-L3 segment -
experiment [7],
d) L2-L3 segment -
5% 56 %5 experiment [6],
Displacement [mm) E) L3-L4 SengHt =
experiment [6],
f) L4-L5 segment -

experiment [6].

Some of the material was disintegrated. Grain fractions ob-
tained had the diameters ranging from 0.5 mm up to several
millimetres. Subsequently the polymer cylinders and grains
were wrapped in polyester fabric, sewn up (FIG.5) and left in
water to attain the absorption equilibrium. Then'the samples
were subjected to compression tests.

As it was expected, swelling of hydrogel caused a remark-
able pressure increase inside the fabric layer making that the
whole element showed higher rigidity and strength. Unfortu-
nately, the fabric selected for these preliminary tests was too
porous and in compression tests the hydrogel was squeezed

LA R R A B EREEEEEEREENENEEEE NN NN NN NN R R R NN R )



implanty wykonane z tegoz materiatu. Obliczenia pokazaty,
ze materiat hydrozelowy uzyty w opisywanych badaniach jest
zdecydowanie zbyt delikatny (okofo 100 razy). Jezeli jednak
wzigc¢ pod uwage tatwos¢ pecznienia i ogdlny charakter pa-
rametréw wytrzymatosciowych materiatu, to wydaje sie , ze
poszukiwania podgzajg w dobrym kierunku. Rysunek 4, prze-
bieg a, przedstawia teoretyczne zachowanie pary cylindrycz-
nych, hydrozelowych implantow skonstruowanych ze 100
razy wytrzymalszego materiatu.

Polyester fabric

l

LU ars vo v rawalaws s vo oo pu B oS L SN

Hydrogel grains

s TAUL W WAV DAY LV RwI N

RYS. 5. Prototypy implantéw hydrozelowo-
tkaninowych.

FIG. 5. Hydrogel-fabric elements.

Podjeto rowniez probe skonstruowania prototypu implan-
tu, ktory sktadat sie z hydrozelowego jadra i przepuszczaja-
cej wode otoczki wykonanej z tkaniny poliestrowe;.

Surowy polimer otrzymano opisang poprzednio metodg
radiacyjna i wytoczono cylinder o wysokosci 30 mm i sredni-
cy 12 mm. Czes$¢ materiatu zostata rozdrobniona. Otrzyma-
no kilka frakcji ziaren o $rednicach od 0.5mm do kilku mili-
metrow. Nastepnie cylindry, jak i ziarna zostaty zaszyte w
woreczkach z tkaniny poliestrowej (RYS.5), pozostawione w
wodzie do rownowagowego specznienia i poddane testom
wytrzymatosciowym.

Tak jak zaktadano, dzieki otoczce okalajgcej pecznieja-
cy hydrozel, we wnetrzu wytworzylo sie znaczne cidnienie,
dzieki czemu cata konstrukcja stata sie bardziej sztywna i
wy-trzymata na obcigzenie. Niestety, tkanina poliestrowa
wybrana do tych wstgpnych eksperymentow okazala sie
zbyt porowata i podczas obcigzania w testach wytrzymato-
$ciowych hydrozel przeciskat sie przez jej pory. Dzialo sie
tak zarowno w przypadku ziaren hydrozelowych, jak i cylin-
drow, uniemozliwiajgc wykonanie kompletnych testow
wytrzymatosciowych.

Whnioski

Zostata opracowana i sprawdzona prosta i wydajna
metoda otrzymywania hydrozeli, ktore sg wolne od zanie-
czyszczen, tatwo ulegajg specznieniu i moga byc¢ formo-
wane w dowolne ksztatty. Stworzono zaawansowany model
numeryczny ledzwiowego odcinka kregostupa, L2-L3 i po-

out. This happened in the case of both cylindrically shaped
and grained samples of the polymeric material disabling com-
pletion of the loading tests .

Conclusions

An easy and efficient method of obtaining hydrogels
free from impurities, with desired shapes and good swell-
ing properties has been developed and verified in this
study. An advanced numerical model of L2-L3 spinal seg-
ment has been elaborated and its functionality in loading
tests has been positively verified. Despite the fact that the
first hydrogel compositions used for the compression tests
were too delicate, the general area of investigations seems
to be correct. The obtained results show good agreement
with the data reported by other authors studying the
behaviour of natural human intervertebral discs (FIG.4).

New hydrogel compositions of enhanced mechanical
strength will be prepared for further investigations..

The presented studies aimed at medical applications
and the obtained results add to current knowledge of the
implant systems for the human vertebral column.
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twierdzono jego prawidtowe funkcjonowanie podczas symu-
lacji obcigzeniowych. Pomimo iz pierwsze, przetestowane
na wytrzymatos¢ kompozycje hydrozelowe okazaty sie zbyt
migkkie, wydaje sie, ze poszukiwania podgzajg w dobrym
kierunku, a rezultaty symulacji numerycznych wykazujg zna-
czgcg zgodnose z wynikami testow przeprowadzanych przez
innych naukowcow na naturalnych ludzkich dyskach.
W oparciu o uzyskane wyniki planuje sie wykonanie serii
nowych, wytrzymalszych kompozycji hydrozelowych.
Wykonane badania przeprowadzone byty pod katem
przysztych zastosowan medycznych, a ich rezultaty majg
uzupetni¢ obecng wiedze na temat systemow implanta-
cyjnych dla kregostupa ludzkiego.
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Streszczenie

Metodg DSC badano stopieri krystalicznosci po-
lietylenu z nowych i przedwczesnie uszkodzonych
panewek endoprotez stawdw biodrowych. Stwierdzo-
no, ze w panewkach uszkodzonych jest on istotnie
wyzszy.

Sfowa kluczowe: Polietylen, stopien krystalicz-
nosci, DSC, endoprotezy stawu biodrowego.

Wprowadzenie

W alloplastyce catkowitej stawu biodrowego stosuje
sie najczesciej endoprotezy z panewka polimerowg wyko-
nang z polietylenu o bardzo wysokim ciezarze czgsteczko-
wym - UHMWPE [1,2,11]. W pi$miennictwie medycznym
pojawia sie coraz wigcej publikacji opisujgcych przypadki
przedwczesnego zuzycia polietylenowych panewek, potg-
czonego czesto ze ztamaniem i rozkawatkowaniem poli-
etylenu [3,5,6,7,8,9,10]. Jako mozliwe przyczyny przedwcze-
snego zuzycia i uszkodzenia panewek przyjmuje sie na
ogot wadliwg implantacje endoprotezy, uraz przekraczajg-
cy wytrzymatos¢ materiatu, wady konstrukcyjne panewki
oraz wady materiatowe polietylenu. W wigkszosci opisy-
wanych przypadkéw udaje sie jednak wykluczy¢ niewla-
Sciwg implantacije, jak réwniez uraz, jako przyczyny uszko-
dzenia polietylenowych panewek. Mozna wiec podejrze-
wac, ze w tych przypadkach przyczyng przedwczesnego
zuzycia panewek moze by¢ ich wada materiatowa.

Aby to wyjasni¢ postanowiliSmy przeprowadzi¢ bada-
nia wewnetrznej struktury krystalicznej polietylenu - PE -

INQUIRY INTO THE
REASONS FOR
PREMATURE WEAR

OF POLYETHYLENE CUPS
IN HIP PROSTHESES
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Abstract

DSC was employed to study crystallinity of PE from
new and prematurely worn out cups of hip prostheses.
Much higher degrees of crystallinity were found in
the worn out cups.

Keywords: Polyethylene, Degree of crystallinity,
DSC, Hip joint prostheses.

Introduction

Most of the endoprostheses used in total hip
arthroplasty have polymer cups made of very high-density
polyethylene - UHDPE [1,2,11]. In a growing number of
publications reported is excessive, premature mechanical
wear of the polyethylene cups [3,5,6,7,8,9,10]. There may
be several reasons for the premature wear: incorrect
implantation of the endoprosthesis, trauma exceeding the
strength of material, structural failure of the cup and
material failure of polyethylene.

However, in the majority of reported cases incorrect
implantation of the hip prosthesis and/or patient's
excessive physical activity have been ruled out as the
causes of cup damage. Itis very probable that the damages
of polyethylene cups are due to the failure of material
itself.

Therefore we have decided to examine the internal
crystalline structure of the polyethylene- PE - derived from
new, unused cups and from the used, damaged ones
(prematurely worn out, cracked or broken) retrieved from
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pochodzacego z nowych, nieuzywanych dotad panewek oraz
z panewek przedwczes$nie zuzytych (nadmiernie wytartych,
peknietych lub ztamanych), ktdre usunieto od chorych pod-
czas operacji rewizyjnych stawow biodrowych.

Wyniki tych badan przedstawiamy ponizej.

Zalozenia badawcze

Wady panewki polietylenowej dotyczy¢ moga jej cech
konstrukcyjnych i/lub materialowych. Doswiadczalna we-
ryfikacja hipotezy o wadach materiatowych (polietylenu)
jako przyczynie przedwczesnego zuzycia sie panewki moze
by¢ przeprowadzona na podstawie badania materiatu
zuzytej (uszkodzonej) panewki. Cechy materiatu polime-
rowego pochodzacego z usunietych od chorych panewek
polietylenowych mozna okresla¢ na podstawie:

- retrospektywnego wnioskowania o stanie materiatu (PE)
pierwotnego na podstawie stanu materiatu polimerowe-
go z panewek przedwczesnie zuzytych,

- poréwnania cech / wtasciwosci PE z panewek przed-
wczesnie zuzytych i nowych,

Przystepujgc do badan braliSmy pod uwage :

- niemozliwosc zbadania PE z panewek zuzywajgcych sie
"prawidtowo", ze wzgledu na niedostepnosé materiatu z
tych ostatnich,

- jakie cechy i wiasciwosci PE sg mozliwe do okreslenia
przy uzyciu metod i technik pomiarowych witasciwych do
zastosowania w badaniu matych prébek PE .

Cechag fizyczng polimeru, ktérg mozna oznacza¢ w ma-
tych probkach, bez jakiegokolwiek (poza pobraniem préb-
ki analitycznej) ich przygotowania, jest stopien krystalicz-
nosci, szczegodlnie wtedy, gdy okresla sie go metodami
kalorymetrycznymi, a szczegolnie metodg DSC [4]. Zdefi-
niowany on jest wowczas jako stosunek ciepta topnienia
badanej probki polimeru, i ciepta topnienia fazy krystalicz-
nej tego polimeru, (oznaczanego w tym samym zakresie
temperatur) [4]:

Ah,
Wen = A (1)

Postanowilismy zbadacé/oznaczac stopien krystaliczno-
sci, metodg DSC, prébek PE z panewek przedwcze$nie
zuzytych i nowych, w ich stanie oryginalnym (dostepnym),
tj. bez normowania ich historii termicznej oraz oszacowac
parametry rozktadu tej cechy w poszczegoélnych popula-
cjach probek. Badanie to miato ustali¢ czy stopien krysta-
licznosci PE w panewkach przedwczesnie zuzytych jest
réwny czy rozny od stopnia krystalicznosci PE w panew-
kach nowych.

Materiat i metodyka

Zbadano 130 probek PE o wadze 5 mg, pobranych z 48
nowych panewek polietylenowych podczas ich pierwotnej
implantacji chirurgicznej oraz 38 probek PE, o tej samej
wadze, pochodzacych z 14 przedwczesnie zuzytych pane-
wek polietylenowych, usunietych od chorych podczas ope-
racji rewizyjnych stawu biodrowego. Okres implantacji
badanych panewek polietylenowych wynosit od 10 mie-
siecy do 4 lat. Wszystkie badane panewki wykonane byly z
polietylenu o bardzo wysokim ciezarze czgsteczkowym
UHMWPE Chirulen, DIN 58834.

Aparatura

Stosowano roznicowy kalorymetr skaningowy DSC-30
w systemie termoanalitycznym Mettler TA-4000. Tempe-
raturowg i cieplng kalibracje przyrzadu przeprowadzano
standardowo, wg zalecen producenta i kontrolowano ba-
dajgc, w ww. warunkach pomiarowych, topnienie indu
(T,=156,6°C, Ah, = 28,45 J/g).
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the patients at the time of revision surgery.
The results of this research are presented below.

Working assumptions

Generally, the cup may fail in the construction and/or in
the material. Experimental verification of the hypothesis of
PE (material) failure as the reason for premature wear of
the cup is based on examination of the material from the
worn out cup. The characteristics of the polymer can be
specified on the grounds of:

- retrospective conclusion on the condition of original PE
material, based on the condition of PE material retrieved
from the prematurely worn out cups,

- comparison of the properties of PE from new cups and
from the prematurely worn out ones.

Before the investigation we took into account:

- the fact that examination of PE from the cups worn out
'correctly’ was impossible, due to unavailability of such
material, -

- properties and characteristics of PE possible to determine
by methods and measuring techniques applicable in the
examination of small samples of PE.

One of the physical properties of polymers, possible to
determine in small samples, without any preparation, is
the degree of crystallinity, especially in the cases where
calorimetric methods are used, such as DSC [4]. The
degree of crystallinity is then defined as a ratio of the melting
heat of the polymer sample, ?ht, to the melting heat of the
polymer crystalline phase, ?ht,c (determined in the same
temperature range):

Ah

!

1|'Vc.h =

EC (1)

The authors decided to find, by DSC, the degree of
crystallinity of PE samples from the prematurely worn out
cups and from the new, as received ones, i.e. without
standardising their thermal history, and to evaluate
distribution parameters of that characteristics in the
specific sample populations. The objective of this work
was to find out whether or not the degree of crystallinity of
PE in the prematurely worn out cups is equal to that of PE
in the new ones.

Materials and methods

130 samples of PE, each single piece of about 5 mg,
taken from 48 new PE cups at the time of their surgical
implantation and 38 samples of PE (of the same weight)
taken from 14 prematurely worn out cups retrieved from
the patients at the time of the revision operations. The
periods of implantation of the retrieved cups were from 10
months to 4 years. All the cups were made of Chirulen
HDPE up to DIN 58834.

Apparatus

The Mettler DSC-30 differential scanning calorimeter
coupled with Mettler TA-4000 Thermal Analysis System
was used. The apparatus was calibrated in terms of
temperature and heat in a standard manner following
manufacturer's instructions, and was controlled by melting
of indium in the specified conditions (T, = 156.6°C, Ah, =
28,45 J/g).

Method to measure the degree of crystallinity
A sample of PE (single piece of about 5 mg) was
weighed (with an accuracy of 11g) in a standard aluminium
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Metodyka pomiaru stopnia krystalicznosci

Prébke PE (w jednym kawatku, o masie okofo 5 mg) od-
wazano w standardowym tygielku aluminiowym (z doktad-
noscig do 1ug), ktory kapslowano przykrywka z malym otwor-
kiem. Probke ogrzewano w roznicowym kalorymetrze ska-
ningowym z szybkoscig ogrzewania f = 6°Cmin-', w zakre-
sie temperatur od 30 do 170°C, w dynamicznej atmosferze
gazu obojetnego (argonu lub azotu). Ciepto topnienia probki
PE okreslano catkujac endotermiczny pik krzywej DSC ("pik
topnienia") w zakresie temperatur 60+55°C, w stosunku do
linii prostej taczacej punkty graniczne na krzywej DSC. Sto-
pien krystalicznoéci polimeru obliczano wedtug wzoru (1),
przyjmujac Ah, . =290 J/g.

Wyniki

Na podstawie szczegdtowej analizy statystycznej wyni-
kow pierwotnych, ktorych statystyki pozycyjne przedstawio-
no w TABELI 1, stwierdzono, ze stopien krystalicznoéci
ma w obu populacjach probek PE rozktad normalny o para-
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RYS.1. Stopien krystalicznosci polietylenu z
nowych panewek.

FIG.1. Degree of crystallinity of PE from new cups
samples.
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RYS.2. Stopien krystalicznosci polietylenu z
uszkodzonych panewek.

FIG.2. Degree of crystallinity of PE from retrieved
cups samples.

metrach: N{54.9; 5.37} dla panewek nowych (RYS.1)i N{68.3;
6.87} dla panewek zuzytych - (RYS.2).

Analiza stopnia krystaliczno$ci polietylenu pochodzgcego
z panewek nowych i z panewek uzywanych wykazuje, ze
$rednia wartos¢ stopnia krystalicznosci w panewkach przed-
wczesnie zuzytych, usunietych od chorych podczas opera-
cji rewizyjnych, wynoszaca 68,33 jest wyzsza niz w panew-
kach nowych, gdzie wynosi 54,86 (TAB.1).

pan covered with a cap having a small hole in it. The sample
was heated in DSC at a rate # = 6°C min", in the tempera-
ture range from 30 to 170°C, in a dynamic atmosphere (flow-
ing nitrogen or argon). Melting heat of the PE sample was
found by integration of the endothermic peak on a DSC curve
("melting peak”) in the temperature range 60+155°C, in rela-
tion to a straight line connecting the limiting points in the DSC
line. The degree of crystallinity of the polymer was found from
formula (1), assuming Ah,. = 290 Jg*.

Results

Based on detailed statistic analysis of the original
results (of which the positional statistics is shown in
TABLE1), it was found that the degree of crystallinity in
both populations of PE samples had normal distribution
with the parameters: N{54.9; 5.37} for the new cups (FIG.1)
and N{68.3; 6.87} for the prematurely worn out ones (FIG.2).

It was found that average values of crystallinity degree
for the population of PE samples retrieved from the
damaged cups, 68.33 wt%, were clearly higher than those
for PE samples from the new cups, 54.86 wt% (TABLE 1).

For both PE sample populations, the distribution of
values of crystallinity degree was found to be extraordinarily
high: ~ 37.8 + 9.2 wt% and ~ 54.5 + 83.0 wt% for the new
cups and the damaged ones, respectively (TABLE 1).

Discussion

Mechanical damage of the hip joint endoprosthesis is
regarded as a serious complication in total arthroplasty of
the hip joint. It destroys the effects of the hip joint operation
and entails the necessity to reoperate on the patient.
Obviously, the occurrence of such complications makes it
necessary to look for the causes which perhaps might be
eliminated in order to reduce the probability of further
failures.

On examining the cases of premature wear of PE cups,
incorrect implantation, traumas, and/or patient's excessive
physical activity were ruled out as the causes of the cup
damage. On the other hand, it was found that average
values of crystallinity of the population of PE samples
retrieved from the damaged cups (68.3 wt%) were clearly
higher than those for PE samples from the new cups (54.9
wt%). The hypothesis that the average values for both
populations are equal was rejected already at a
significance level @ = 1:107°, based on one-sided "t" test.

It should be also emphasised that the distribution of
values representing the degree of crystallinity of PE from
the new PE cups was found to be exceptionally high
(~ 37.8 + 69.2 wt%) which means that polyethylene used
in manufacturing of the cups is not a homogeneous
material.

The obtained results show that the most probable
cause of the premature damage of the PE cups was
diversified internal crystalline structure of polyethylene
used in their manufacturing.

Conclusions

1. In the light of the results reported herein, the hypothesis
of material failure of PE as the reason for premature wear
of the implants must not be rejected.

2. Significant differences in crystallinity degrees of PE in
new implants (above 30 wt%) suggest that further
improvements are necessary in the manufacturing of PE
and its processing.
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TABELA 1. Wyniki pomiaréw stopnia krystalicznosci PE.

TABLE 1. The results of the measurements of the PE crystallinity.

Dla obu populacji probek stwierdzono nadspodziewanie
duzy rozrzut wartosci badanej cechy (stopnia krystaliczno-
ci): 37,8 + 69,2 %wt. w przypadku panewek nowych i 54 |5
+ 83,0 %wt. w przypadku panewek przedwczesnie zuzytych
(TAB.1).

Omowienie

Mechaniczne uszkodzenie endoprotezy stawu biodro-
wego stanowi powazne powikianie alloplastyki catkowitej
tego stawu, gdyz niweczy efekty wykonanej operacjii wigze
sie z koniecznoscig reoperacji chorego. Pojawienie sie ta-
kiego powiktania skfania zawsze do poszukiwania jego przy-
czyn, aby przez ich eliminacje zmniejszy¢ prawdopodobien-
stwo wystapienia podobnych powiktan w przyszlosci.

Analizujac omawiane przypadki przedwczesnego zuzy-
cia panewek polietylenowych wykluczyliémy, jako przyczy-
ny ich uszkodzen, wadliwg implantacje endoprotez, urazy,
jak rowniez zbyt intensywna eksploatacje implantowanych
stawow. Stwierdzilismy natomiast wyraznie wyzszg Sred-
nig wartos¢ stopnia krystalicznoéci populacji prébek PE
pobranych z panewek, ktore ulegly uszkodzeniu (68,3
%wt.), w stosunku do wartosci $redniej stopnia krystalicz-
nosci populacji probek PE z panewek nowych (54,9 %wt.).
Hipoteze o réwnosci érednich obu poréwnywanych popu-
lacji odrzucilismy, na podstawie jednostronnego testu "t",
juz na poziomie istotnoscia = 1107,

Warto rowniez zwrocic uwage na nadspodziewanie duzy
rozrzut wartosci badanej cechy (stopnia krystalicznosci): ~
37,8 + 69,2 %wt. w przypadku panewek nowych swiadcza-
cy o duzej niejednorodnosci materiatu stosowanego w
panewkach polietylenowych endoprotez stawu biodrowe-
go.

Uzyskane wyniki pozwalajg na stwierdzenie, ze najbar-
dziej prawdopodobnag przyczyng przedwczesnego zuzycia
badanych panewek endoprotez stawéw biodrowych byla
zmiana wewnetrznej struktury krystalicznej polietylenu uzy-
tego do ich produkcji.

Whioski

1. W swietle wynikow referowanych badan hipoteza o wa-
dzie materiatowej PE, jako przyczynie nadmiernie szybkie-
go zuzywania sie panewek nie moze by¢ odrzucona.

2. Duzy rozrzut stopnia krystalicznosci PE w nowych pa-
newkach (zakres > 30 %wt.) sugeruje koniecznos¢ do-
skonalenia proceséw wytwarzania polimeru i technologii
(techniki) jego przetwérstwa.
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Streszczenie

Polietylen jest obecnie powszechnie stosowanym
matariatem implantacyjnym w chirurgii ortopedycz-
nej. Pojawiajace sie ostatnio coraz liczniej donie-
sienia przedstawiajgce problemy zwigzane z jego
dfugotrwatg implantacjg swiadczg o tym, Zze mate-
riat ten obok swych niewatpliwych zalet nie jest row-
niez pozbawiony wad. Do tych ostatnich nalezg:
nadmiernie szybkie zuzycie niektorych panewek
polietylenowych, odwarstwienia i ztuszczenia po-
wierzchni nosnej panewek, ztamania i rozkawatko-
wania panewek polietylenowych oraz wywofywanie
niekorzystnych reakcji biologicznych ustroju wokot
implantowanych endoprotez stawow biodrowych.
Niestabilnos¢ struktury wewnetrznej polietylenu i
wzrost stopnia krystalicznosci panewek polietyleno-
wych moga powodowaé zmiane ich wlasciwosci
mechanicznych i stanowic¢ Zrodio powikfan po allo-
plastykach stawow biodrowych

Sfowa kluczowe: endoprotezy stawu biodrowe-
go, panewki polietylenowe, zuzycie, niepowodze-
nia alloplastyki stawow biodrowych.

Polietylen jest obecnie powszechnie stosowanym ma-
tariatem implantacyjnym w chirurgii substytucyjnej sta-
wow. Przed laty, kiedy byt wprowadzany do endoprotezo-
plastyki wydawato sie, ze dzieki jego dobrej tolerancji bio-
logicznej, duzej wytrzymatosci mechanicznej i niskiej ce-
nie spemni wszystkie wymagania stawiane biomateriatom.
Pojawiajace sie jednak coraz czesciej doniesienia wska-
zuja, ze obok swych niewatpliwych zalet materiat ten po-
siada tez powazne wady, ktdre ujawniaja sie dopiero w
trakcie jego diuzszej eksploatacji w organizmie. Liczne
obserwacje wykazuja, ze panewki polietylenowe endopro-
tez stawu biodrowego ulegajg z czasem widocznym zmia-
nom makroskopowym [16,32] w postaci: zmian zabarwie-
nia i zmian struktury ich powierzchni nonej, postepujace-
go wycierania ich $cian [10] oraz pojawiania sie pekniec i
ubytkéw powierzchni nosnej, doprowadzajgcych do znacz-
nego ostabienia materiatu [5,7,15,24,26,29]. Nie bez zna-
czenia sg rowniez odczynowe reakcje biologiczne tkanek
wokot implantowanych panewek polietylenowych |, ktore
moga doprowadzac do rozlegtej osteolizy powodujace;j
obluzowanie endoprotezy. U podioza opisywanych uszko-
dzen mechanicznych i przedwczesnego zuzywania sie
panewek endoprotez lezg niewatpliwie zmiany wewnetrz-
nej struktury przestrzennej polimeru. Jak wiadomo, stoso-
wany w chirurgii ortopedycznej polietylen o wysokiej ge-
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Abstract

Polyethylene is commonly used as a component
in the majority of hip joint prostheses. Growing
number of information regarding failures of the
polyethylene due to its long-term implantation shows
that this material, besides obvious advantages, has
also many disadvantages. The latter are
undoubtedly: excessive wear of some polyethylene
cups, delamination and peeling of the bearing
surfaces of the cups, fracture and fragmentation of
the cups and ability to cause harmful biological
reactions. Unstable internal structure of the
polyethylene and varying crystallinity of the
polyethylene cups may cause changes in the
mechanical properties of the cups with consequent
failure of the hip arthroplasty.

Key words: hip prosthesis, polyethylene
acetabular cups, wear, failures in hip arthoplasty

Polyethylene is nowadays a commonly used
implantation material in joint replacement surgery. Years
ago, when it was first introduced to orthopaedic surgery, it
seemed that, due to its good biological tolerance, high
mechanical strength, and low price, it would meet all the
requirements imposed on biomaterials. However,
increasing number of reports indicated that in addition to
the undisputed advantages, this material also had some
serious drawbacks, which appeared only in the course of
its long-term exploitation in the organism. Numerous
observations have shown that polyethylene acetabular
cups undergo visible macroscopic changes with time
[16,32], these being changes in colour and structure of the
bearing surfaces, progressive erosion of their walls [10],
and the appearance of cracks and cavities on the bearing
surface, leading to significant weakening of the material
[5,7,15,24,26,29]. Biological reactions in the tissue around
the implanted polyethylene acetabular cups are also of
significance, and may become a source of failure after a
completed alloplasty.

Mechanical damages and premature wear of the
polyethylene cups are undoubtedly caused by changes in
the internal structure of the polymer itself. It is well known
that the high density polyethylene - UHDPE - used in
orthopaedic operations has a two-phase structure, which
consists of a crystalline phase and an amorphic one. The
quantitative proportion of these two phases is decisive for

.

stosci UHDPE charakreryzuje sie dwufazowa struktura, the mechanical characteristics of the material, and should
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na ktorg sktadajg sie: faza krystaliczna i faza amorficzna.
Stosunek ilosciowy obu tych faz decyduje w duzej mierze o
cechach mechanicznych materiatu i powinien byc wielko$cig
~ miare statg [2]. Niestety nie jest to tatwe w realizacji, gdyz
wiele czynnikow ubocznych moze mie¢ wplyw na zmiane
stopnia Krystalicznoéci polietylenu. Zmiany takie mogg by¢
wynikiem dziatania czynnikéw fizycznych i chemicznych
zwigzanych z samym procesem produkcji polimeru. Niewta-
sciwe warunki wytwarzania polietylenu moga spowodowac,
ze juz we wstepnej fazie produkgji , w wyniku nieprawidtowej
polimeryzacji i krystalizacji, struktura wewnetrzna panewki
moze ulec niekorzystnej zmianie. Naktadac sie nato mogg
czynniki zwiazane z dalszg obrébkg i koncowym modelo-
waniem panewek a zwlaszcza przeprowadzana w ostatnim
etapie produkcji sterylizacja radiacyjna [7].

O niejednorodnosci struktury wewnetrznej polietylenu
swiadczg opublikowane wyniki badan termoanalitycznych
probek polietylenu pochodzagcych z nowych, nieuzywanych
dotad panewek [16,17]. Badaniate wykazaly znaczne roz-
nice w stopniu krystalicznosci poszczegolnych probek,
nawet tych pobranych z roznych miejsc tej samej panewki.
Rowniez materiat pobrany z panewek uzywanych, usunie-
tych z powodu ich obluzowania lub innych powiktarn wy-
magajgcych wymiany endoprotezy, wykazywat znaczne roz-
nice w stopniu krystalicznosci poszczegoélnych probek. Co
wiecej ,stopien krystalicznosci tych probek wyraznie wzra-
stat po dluzszym okresie implantacji, co moze sugero-
wac, ze implanowany polietylen zmienia swoja strukture
«rystaliczng pod wplywem dziatania czynnikéw biologicz-
nych [17].

Zmiany struktury wewnetrznej polietylenu doprowadza-
Jac do obnizenia jego wytrzymatosci mechanicznej mogg
sie stac przyczyng przedwczesnego, szybko postepujgce-
go zuzycia panewek endoprotez stawéw biodrowych
[13.21,22]. Prowadzi¢ to moze do wystgpienia bardzo po-
waznego powikfania alloplastyki stawow, jakim jest asep-
tyczne obluzowanie endoprotezy, ktére niweczy efekt wy-
konanej operacji i wigze sie z koniecznoscig reoperacji
chorego.

Istnieja trzy rozne formy aseptycznego obluzowania
endoprotez zwigzane z nadmiernym i przedwczesnym zu-
zyciem polietylenu:

1. obluzowanie wybuchowe bedgce wynikiem postepu-
jacej szybko zmiany struktury wewnetrznej polietylenu, ktéra
moze doprowadzi¢ do tak duzego ostabienia materiatu, ze
staje sie on bardzo podatny na uszkodzenia. Moze wtedy
tatwo dojs¢, nawet pod wplywem niewielkiego urazu, do
ztamania panewki polietylenowej a nawet jej rozkawatko-
wania, co jest bardzo powaznym powiktaniem wymagajg-
cym szybkiej interwencji operacyjnej i wymiany uszkodzo-
nej endoprotezy [5,15,24,26,29,30,31]. Sytuacje takie, na
szczesScie rzadkie, nalezy wigzac raczej z wadg materialo-
wa powstalg jeszcze przed implantacjg protezy, w proce-
sie produkcji i podczas sterylizacji elementow polietyleno-
wych.

2. obluzowanie zmeczeniowe bedgce wynikiem stopnio-
w0 narastajacej zmiany struktury wewnetrznej polietylenu
na powierzchni tracej panewki oraz w lezacej bezposred-
nio pod nig warstwie podpowierzchniowej. Zmiany te po-
wodujg znaczne obnizenie wytrzymatosci mechanicznej
materiatu i zwiekszaja podatnos$¢ powierzchni nosnej pa-
newki na scieranie. Cooper i inni  [6] wyrdzniajg dwa od-
mienne mechanizmy prowadzace do $cierania powierzchni
panewki polietylenowej - jeden nazwany przez nich Scie-
raniem mikroskopowym - drugi nazwany $cieraniem
makroskopowym. Pierwszy jest wynikiem tarcia, jakie za-
chodzi podczas ruchow sztucznego stawu, powodujgce-
go wycieranie i odrywanie sie od powierzchni tracej poli-
etylenu drobnych , mikroskopijnych nieréwnosci, ktére prze-
dostajg sie do przestrzeni okotostawowej. Drugi mechanizm,
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be relatively stable [2]. Changes in the crystalline structure
of polyethylene may be due to some physical and chemical
factors associated with the production of polymer which is
a complex and multistage process. Improper conditions
of the polymer manufacturing imply improper
polymerisation and crystallisation which may bring about
unfavourable changes in the internal structure of the cup
even at the initial stage of production. These may be
enhanced by factors associated with further processing
and modelling of the acetabular cup, and especially with
the final production stage being radiation sterilisation [7].

The non-uniform internal structure of polyethylene was
clearly indicated in the reported results of thermoanalytical
tests on the polyethylene from new, unused acetabular
cups [16,17]. These tests showed significant differences
in the degree of crystallisation of particular samples, even
those taken from different places on the same cup.
Similarly, samples taken from the used cups, removed
because of loosening or other complications requiring
replacement of the prosthesis, show significant differences
in the degree of crystallisation. [17]. Moreover, crystallinity
of these samples clearly increases after a longer period
of implantation, which may suggest that the implanted
polyethylene changes its structure under the influence of
biological factors.

Changes in the internal structure of polyethylene
leading to deterioration of its mechanical strength may
become a reason of premature and quickly-progressing
wear of acetabular cups in the hip prostheses [13, 21,22].
This in turn may lead to very serious complications in the
joint alloplasty, such as aseptic loosening of the
prosthesis, which cancels out the effect of operation and
makes it necessary to reoperate on the patient.

There are three different forms of aseptic loosening of
prostheses, which are caused by structural changes in
polyethylene and the associated excessive wear of the
material:

1. explosive loosening - which is a result of rapidly
progressing changes in the internal structure of
polyethylene, leading to such weakening of the material
that it becomes very prone to damages. At that point, even
a slight injury, may cause fracture of the polyethylene cup,
or its fragmentation, which is a very serious complication
requiring quick surgical intervention and replacement of
the damaged prosthesis [5, 15, 24, 26, 29, 30, 31]. Such
situations, which are fortunately rather rare, should be
accounted for by material defects developed prior to
implantation of the prosthesis, i.e. in production or
sterilisation of the polyethylene elements.

2. fatigue loosening, which is a result of changes,
increasing with time, in the internal structure of the friction
face of the acetabular cup and in the subjacent layer. These
changes cause significant reduction of the mechanical
strength of the material, and increase the susceptibility of
the bearing surface of the cup to abrasion. Cooper et al.
[6] distinguish two different mechanisms leading to
abrasion of the polyethylene acetabular cup: the first one
referred to as "microscopic abrasion”, and the second one
- "macroscopic abrasion.” The first mechanism is a result
of friction that occurs during the movements of the artificial
joint. Microscopic irregularities are rubbed away from the
working surface of the polyethylene, and accumulate in
the periarthrodial space. The second, more destructive
mechanism, is a joint effect of friction associated with
movement and cyclic loading of the bearing surface of
acetabular cup, caused by walking. The interrupted loading
of the polyethylene elements causes the appearance of
surface ruptures and cracks, which significantly reduce
mechanical strength. Under the influence of friction, large
fragments of the bearing surfaces may exfoliate and spall be
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bardziej destrukcyjny, jest wynikiem kumulacji tarcia zwigza-
nego z ruchem i cyklicznego obcigzenia powierzchni nosnej
panewki polietylenowej, do jakiego dochodzi podczas chodu.
Dziatajace w sposob przerywany obcigzenie polietylenu po-
woduje powstawanie podpowierzchniowych pekniec i szczelin
stanowiacych miejsca o znacznie zmniejszonej wytrzyma-
tosci mechanicznej. Pod wplywem tarcia, w miejscach tych
moze doj$¢ do ztuszczania i oddzielania sie duzych frag-
mentow powierzchni noénej, co prowadzi do narastajgce;j
deformacji wnetrza panewki. Obie te formy $cierania, sumu-
jac sie, powodujg stopniowe pogiebianie i odksztatcanie ca-
tej panewki, co doprowadza z czasem do pojawienia sie ob-
jawow inkongruencji obu elementow endoprotezy i stwarza
niekorzystne warunki biomechaniczne dla pracy sztucznego
stawu. W efekcie moze to doprowadzi¢ do obluzowania ca-
tej panewki wskutek nieprawidtowego rozktadu sit i punkto-
wych przecigzen w miejscu osadzenia protezy, prowadza-
cych do rozerwania poltgczen na granicy proteza - kos¢ lub
cement-kos¢.

3. obluzowanie biologiczne bedace wynikiem szkodliwe-
go dziatania Scieranych i uwalnianych z powierzchni pa-
newki czasteczek polietylenu i wywotanych przez nie reak-
cji tkankowych.[9,11,19,23,27,33]. Elementy kostne i tkan-
ki miekkie otaczajgce implantowang proteze stawu sg
bogato unaczynione i skionne do reagowania nasilonymi
i przewleklymi odczynami zapalnymi.Ponadto tkanki te nie
sg fizjologicznie i strukturalnie dostosowane do kontaktu z
ciatami obcymi. Powoduje to, ze reakcja zapalna wywota-
na przez ciggte draznienie okolicznych tkanek przez frag-
menty polietylenu jest zjawiskiem nieuniknionym. Wyeli-
minowanie tej reakcji jest praktycznie niemozliwe, gdyz
nawet materiaty takie jak polietylen, uwazane za biologicz-
nie obojetne sg w szczegdlnych warunkach otoczenia im-
plantu traktowane jak ciato obce. Tkanka taczna wchodza-
ca w kontakt z nieustannie naplywajacymi czasteczkami
polietylenu podejmuje czynnosci zmierzajgce do ich usu-
niecia na drodze fagocytozy, strawienia enzymatycznego
lub zmniejszenia ich koncentracji na drodze czynnego
transportu. Ulega ona przy tym przebudowie, ktdrej celem
jest specjalizacja do wykonania tych zadan. Wiedza na
temat mechanizmow rzadzacych reakcjg zapalng wokot
protezy jest bardzo skapa, stad mozliwosci skutecznego
zredukowania lokalnego zapalenia, badz modyfikacji jego
typu nie sg obecnie dostepne. Obraz histologiczny tkanek
okotoprotezowych usunietych w trakcie reoperacji cechu-
je znaczna zmienno$c¢ osobnicza o niejasnych przyczynach
[14,18,34]. Charakterystychne sg réznice zwigzane z ist-
nieniem osteolizy wokot endoprotezy oraz rdéznice zwigza-
ne z makroskopowo widocznym uszkodzeniem panewki
polietylenowej. Charakterystyczng zmiang w tkankach oko-
tlostawowych towarzyszgca uszkodzeniu kosci - osteolizie
- jest nasilony , limfocytarny odczyn zapalny oraz wyraZznie
wieksza ilos¢ fragmentdéw cementu kostnego. Przypadki,
w ktorych w trakcie reoperacji stwierdzono zniszczenie
panewki polietylenowej taczyly sie z bardziej nasilong re-
akcjg olbrzymiokomarkowg [23]. Z danych z pismiennic-
twa wiadomo , Ze reakcja ta moze by¢ wywotana bezpo-
$rednio przez czgstki polietylenu [33] i ze sama ma znacz-
ny potencjat niszczgcy [25], zamykajgc w ten sposob bted-
ne koto wiodgce do uszkodzenia tkanek wokét zaprotezo-
wanego stawu. Drugim zjawiskiem towarzyszacym zawsze
uszkodzeniu panewki polietylenowej jest rozlane szkliwie-
nie ziarniny tworzacej sie wokot stawu. W zeszkliwiatej tkan-
ce tacznej dochodzi do zaburzenia droznosci naczyn limfa-
tycznych, a co za tym idzie do uposledzenia drenazu dosta-
jacych sie w jej obreb ciat obcych. Efektywne usuwanie
fragmentéw polietylenu z ptynu stawowego i tkanek przy-
leglych do protezy jest wediug Willerta [33] istotne dla za-
chowania stabilnoéci uktadu proteza - kosé. Obserwowane
szkliwienie tkankitacznej moze byc¢ rozpatrywane jako czyn-

off, which leads to increasing deformation of the interior of
the cup. To sum up, both mentioned forms of abrasion
lead to gradual deepening and distortion of the entire
acetabular cup, followed by visible symptoms of
incongruence of the artificial hip elements, i.e. unfavourable
biomechanical conditions for the work of the artificial joint.
Finally, loosening of the entire cup may occur as a result of
incorrect distribution of forces and local overloads,
especially in the area of the prosthesis fixture, leading to
fractures at the prosthesis-bone or cement-bone
interfaces.

3. biological loosening, which is a result of tissue reactions
evoked by polyethylene material rubbed-off from the
surface of the cup [9,11,19,23,27,33]. The bone and soft
tissue surrounding the implanted joint prosthesis are richly
vascularized and susceptible to intense and chronic
inflammatory reactions. Moreover, these tissues are not
physiologically or structurally adapted to be in contact with
foreign bodies. This causes inflammatory reactions,
induced by constant irritation of the surrounding tissues
by polyethylene fragments. It is virtually impossible to
eliminate this reaction, since even such materials as
polyethylene, regarded as biologically neutral, are foreign
bodies in relation to the surrounding tissues. The
connective tissue, coming into contact with the constantly
increasing number of polyethylene fragments, tends to
remove them, by means of phagocytes, enzymatic
digestion, or to reduce their concentration through active
transport. For these specific tasks the connective tissue
undergoes some transformation. Our current knowledge
of the mechanisms governing the inflammatory reactions
around the prosthesis is not sufficient, and therefore
effective means of reducing local infections or its modifying
are not available. Histological picture of the periprosthetic
tissue removed in the course of reoperation is
characterised by significant individual variability of
uncertain aetiology [14,18,34]. There are characteristic
differences associated with osteolysis around the
prosthesis and with macroscopically visible damage to
the polyethylene cup. One of the characteristic changes in
periarthroidal tissues in the case of bone damage -
osteolysis - is an intense lymphocytic inflammatory reaction
and a markedly larger quantity of bone cement fragments.
Cases where destruction of acetabular cup was stated in
the course of reoperation were associated with a more
intensified gigantocellular reaction [23]. From the data in
the literature it can be inferred that this reaction may be
evoked directly by polyethylene [33], and that the reaction
itself has significant destructive potential [25], leading to
damage of the tissues surrounding the prosthetised joint.
The second phenomenon always accompanying
damages of the polyethylene acetabular cup is a diffuse
hyalinisation of the granulation around the joint. In the
hyalinised connective tissue the patency of lymphatic
vessels is disturbed, and so is the drainage of foreign
bodies that penetrate in the vicinity. Effective removal of
the polyethylene fragments from the joint fluid and the
tissues adjacent to the prosthesis is essential, according
to Willert [33], for the stability of the prosthesis-bone system.
The observed hyalinisation may be considered as a factor
causing disturbances of equilibrium between the inflow
and evacuation of polymer fragments. It is not impossible
that this is an essential factor that initiates accumulation
ofirritating polyethylene fragments in the immediate vicinity
of the prosthesis.

To summarise, we can say, that polyethylene used in joint
prostheses is a highly imperfect material. Its unstable inter-
nal structure, being a reason of excessive wear and tendency
to evoke undesirable biological reactions in the immediate
vicinity of the implanted prosthesis, are problems that should



nik wiodacy do zaburzenia rownowagi pomiedzy naptywem
a ewakuacja czastek polimeru. Nie wykluczone, Ze jest ono
istotnym zjawiskiem inicjujacym gromadzenie draznigcych
fragmentow polietylenu w bezposrednim otoczeniu protezy.

Podsumowujgc mozna powiedzie¢, ze polietylen stoso-
wany w endoprotezach stawu biodrowego jest materiatlem
dalece niedoskonatym. Niestabilno&¢ struktury wewnetrznej
umozliwiajaca nadmiernie szybkie zuzycie materiatu oraz
zdolno$¢ wywotywania niekorzystnych reakcji biologicznych
wokot wszeczepionych endoprotez to zasadnicze wady poli-
etylenu, ktdre powinny zosta¢ wyeliminowane. Miejmy nadzie-
je, ze trwajace od lat préby udoskonalenia polietylenu oraz
prowadzone poszukiwania trwalszych i bardziej obojetnych
biologicznie materialow przyniosg w koncu efekt i doprowa-
dza do zastgpienia polietylenu lepszym materiatem implan-
tacyjnym.
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eliminated. Perhaps the investigations going on for years to
improve the properties of polyethylene and to develop more
stable more biologically neutral materials will finally allow to
replace the currently used implant materials with better ones.
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PRZYDATNOSC

.+ 4%.. KOMPOZYTU WEGIEL-

ZYWICA EPOKSYDOWA
JAKO MATERIALU DO
ZESPOLEN KOSCI -
PRACA DOSWIADCZALNA

GRrzeEGORZ BaJOR*, ZBIGNIEW PAszENDA**

*Katepra | Oppziat Kuiniczny CHIRURGH DZIECIECES SLASKIEY
Akapemi Mepycznel w ByTomiu

**INSTYTUT MATERIALOW INZYNIERSKICH | BIOMEDYCZNYCH
POLITECHNIKI SLASKIES W GLIWICACH

Streszczenie

Badania przeprowadzono na osmiu krolikach,
ktorym wszczepiono do $wiatta kanatu szpikowego
grot z kompozytu wegiel-zywica epoksydowa po-
kryty hydroksyapatytem /C-ep-Hap/. Przeprowadzo-
no badania strefy rozdziatu pomiedzy implantem
C-ep-Hap, a tkanka kostng oraz powierzchni bocz-
nej implantu. Obserwacje przeprowadzono w elek-
tronowym mikroskopie skaningowym DSM-940 fir-
my OPTON. Dia potrzeb badan przygotowano prze-
kroje poprzeczne implantu facznie z tkankg kost-
ng. W przedstawianym materiale obserwowano bar-
dzo wolno postepujacg degradacje kompozytu od
obwodu implantu. Dopiero w koricowej fa-zie do-
sSwiadczenia widac masywne przyleganie nowej tkan-
ki kostnej do wolnych fragmentéw kompozytu. Na-
tomiast na przekroju poprzecznym implant sprawiaf
wraZenie nienaruszonego. Tak powolny proces bio-
degradacji kompozytu zapewnia samej uszko-
dzonej kosci silniejszg i difuzsza stabilizacje. Na
podstawie przeprowadzonych obserwacji uzyska-
no zachecajace wyniki stwarzajgce wieksze klinicz-
ne mozliwosci stosowania kompozytu C-ep-Hap niz
kompozytu wegiel-wegiel.

Sfowo kluczowe: biomateriaty, polimery termo-
utwardzalne, kompozyt wegiel-zywica epoksydowa,
hydroksyapatyt, badania do$wiadczalne, materiaty
weglowe, elektronowy mikroskop skaningowy

Wprowadzenie

Dynamiczny rozwoj badan doswiadczalnych i klinicz-
nych w ortopedii i traumatologii dorostych nad mozliwo-
sciami stosowania nowych biomateriatéw tworzy nowe
mozliwosci takze dla chirurgii dzieciecej [2,4,6,9]. Pozytyw-
ne wyniki doswiadczalne dotyczagce implantow weglowych
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Abstract

Investigations were carried out using eight rabbits,
which were inserted, into the marrow cavity, a pin
made of hydroxyapatite-coated carbon-epoxy resin
composite (C-ep-Hap). Examined was the C-ep-Hap
implant and bone tissue interphase, as well as the
lateral implant surface. Observations of the transverse
sections of the implant along with the bone tissue
under the OPTON DSM-940 scanning electron
microscope indicated very slow degradation of the
composite from the implant circumference. In the
final stage of the experiment, only massive adhesion
of the new bone tissue to the free composite
fragments was visible. However, the implant seemed
intact on its transverse section. The slow
biodegradation of the composite ensures the
damaged bone a stronger and longer stabilisation.
The obtained results are encouraging and indicate
better possibilities for clinical use of the C-ep-Hap
composites in comparison with the carbon-carbon
ones.

Keywords: biomaterials, thermosetting
polymers, carbon-epoxy resin composite,
hydroxyapatite, experimental research, carbon
materials, scanning electron microscope.

Introduction

Dynamic development of experimental and clinical
research in the area of application of new biomaterials in
orthopaedics and traumatology of adults gives also new
prospects for the paediatric surgery [2,4,6,9]. The positive
experimental results pertaining to the carbon composites
encourage employment of similar composites, but with
improved mechanical properties [1,3,8,9].

Basing on the results of previous research on the

I,_R

zachecajg do stosowania podobnych kompozytéw ale o
poprawionych wtasnosciach mechanicznych [1,3,8,9].

W oparciu 0 wczesniej prowadzone badania do$wiad-
czalne na kompozytach wegiel-wegiel procz szeregu ich
zalet stwierdzono, Ze majg takze wady w postaci duzej kru-
choéci, tamliwosci i tendencji do przedwczesnej fragmen-
tacji [1,5,8]. Problem ten nie wystepuje, jezeli widkna we-
glowe wprowadzone sg do odpowiedniej osnowy stano-
wigcej element zbrojacy dla struktur organicznych, two-

carbon-carbon composites, it has been stated that - apart
from many advantages - they have also some deficiencies,
such as significant brittleness, fragility, and tendency to
premature fragmentation [1,5,8]. This problem does not
occur when the carbon fibres are placed in a matrix, playing
a role of reinforcement for the organic structure, i.e. in the
case when homogenous composite material is formed
[3]. Owing to the development of carbon fibre - polymer
composites, suitable flexibility was obtained with
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rzgc lity materiat kompozytowy [3]. Wskutek wytworzenia
kompozytu wickno weglowe-polimer uzyskano odpowiednia
elastycznosc i nadal dobrg tolerancje przez organizm zywy.
Kompozyt ten nie ulega korozji takiej jak materiaty metalicz-
ne. Ponadto jest on lekki i przezroczysty dla promieniowania
rentgenowskiego. Dodatkowg poprawe wiasnosci tego kom-
pozytu uzyskano poprzez pokrycie go materiatem bioaktyw-
nym w postaci hydroksyapatytu [10,12]. Dla tych celow jako
polimeru tworzacego osnowe uzyto Zywicy epoksydowej
nalezgcej do grupy materiatdw termoutwardzalnych.

Cel pracy

1. Ocena przydatnosci kompozytu wegiel-zywica epoksy-
dowa pokrytych hydroksyapatytem dla celdw medycznych.
2. Okreslenie wpltywu hydroksyapatytu naniesionego na
powierzchnig implantéw na aktywnos$¢ biologiczng ich
powierzchni.

Materiat i metody

Przeprowadzono badania kompozytu wegiel-zywica
epoksydowa pokrytego hydroksyapatytem, ktéry wprowa-
dzono do swiatta kanatu szpikowego krolikow w okresie
wzrostu kostnego. Do eks-perymentu uzyto osiem kroli-
kow o masie ciata nie przekraczajacej 2500 g. Miejsce
eksperymentu oraz szczegotowe warunki przebywania
zwierzat po zabiegach operacyjnych zostaly okreslone w
poprzednich publikacjach. Czas obserwacji zwierzat do-
swiadczalnych obejmowat okresy 4, 14, 18, 20, 22 tygo-
dni.

Po zatozonym okresie implantacji badane probki pod-
dano obserwacji w elektronowym mikroskopie skaningo-
wym. Szczegolng uwage zwrocono na strefy rozdziatu im-
plantu C-ep-Hap, a tkankg kostng oraz na powierzchnie
boczng implantu. Obserwacje prowadzono w elektrono-
wym mikroskopie skaningowym DSM-900 firmy OPTON
w zakresie powiekszen 10 - 3000 x. Dla potrzeb realizacji
tego eksperymentu przygotowano przekroje poprzeczne
implantéw tgcznie z tkanka kostng. Poszczegdlne probki
do badan cieto, plukano a nastepnie suszono strumie-
niem cieptego powietrza.

Omowienie materiatu

Dokonane obserwacje w elektronowym mikroskopie
skanin-gowym na probkach zwierzat doswiadczalnych po
4 tygodniowym okresie implantacji wykazaty bardzo dys-
kretne zmiany w strukturze. Jednolita powierzchnia prze-
kroju implantu wypetniata jeszcze calg jame szpikowa.
Pomimo procesu osuszania nie doszto do pekania mate-
riatu implantowanego, co $wiadczytoby o jego nienaru-
szonej strukturze wewnetrznej (RYS.1). Jednak obserwacje
przy wigkszym powigkszeniu ujawnity na powierzchni implantu
rozluznienie struktury przy zachowanej niezmienionej struk-
turze centralnej. Obserwuje sie liczne, linijnie biegnace wiok-
na scisle przylegajace do wewnetrznej powierzchni kosci.
Sprawiajg wrazenia jakby byly odrywane od powierzchni im-
plantu (RYS.2). Ponadto zaobserwowano wnikanie $wiezej
tkanki kostnej, ktora pokrywa skupiska widkien weglowych.
Wolne widkna wystajace ze struktury kompozytu utracity juz
osnowe i ulegaja fragmentacji (RYS.3).

Obserwacje probek reprezentujgcych 14 i 18 tydzien po
implantacji materiatu wykazujg zblizony ich obraz. Zaryso-
wuja sie liczne szczeliny peknie¢ biegnace w kierunku
centralnym, a z powierzchni zostaly oderwane fragmenty
implantu. Swiadczy to o postepujgcym procesie biodegra-
dacji i trwatym potaczeniu ze struktu-rami kosci zwierzecia
(RYS.4). Badania strefy rozdziatu implant - tkanka kostna
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acceptable tolerance by a living organism. Unlike metallic

materials, this composite is not prone to corrosion.

Moreover, it is lightweight and transparent to X-rays. An

additional improvement of the composite characteristics

was obtained by coating it with hydroxyapatite - a bioactive
material [10,12]. Thermosetting epoxy resin was used as

a polymer constituting the matrix.

The aims of the project were the following:

1. Assessment of the applicability of the carbon-epoxy resin
composite, coated with hydroxyapatite, for medical pur-
poSes.

2. Determination of the effect of hydroxyapatite, deposited on
the surface of implants, on the biological activity of their
surface.

Materials and methods

The hydroxyapatite-coated carbon-epoxy resin
composite was introduced into the marrow cavity of rabbits
in their bone growth period. Eight rabbits were used for
the experiment with the body weight not exceeding 2500 g.
The examination site and the detailed conditions in which
the animals stayed after their operations were described
in previous papers. Observation periods of the test animals
were 4, 14, 18, 20, and 22 weeks.

The investigated samples were examined under the
scanning electron microscope after the planned
implantation periods. Particular attention was paid to the
C-ep-Hap implant and bone tissue contact zones, and to
the implant lateral surface. Examinations were carried out
using the OPTON DSM-900 scanning electron microscope
in the magnification range 10-3000 x. Cross-sections of
the implants along with the bone tissue were prepared for
the examination. Samples were cut, rinsed and dried in a
warm air stream.

Results

SEM examination of samples of the test animals after a
4-weeks-long implantation period revealed very subtle
structural changes. The uniform implant cross-section
surface still filled the entire marrow cavity. The implanted
material did not crack in spite of drying process, which
proved its internal integrity (FIG.1). However, observations
made at a higher magnification revealed some slackening
of the implant surface structure with yet unchanged bulk
structure. Multiple linear fibres were observed, adhering
closely to the inner surface of the bone. They gave the
impression of having been torn off the implant surface (FIG.2).
Moreover, penetration of a new bone tissue was observed,
coating the carbon-fibre clusters. Some loose fibres protrud-
ing from the composite structure underwent fragmentation
(FIG.3).

Examinations of samples 14 and 18 weeks after the
implantation revealed a similar picture. Multiple cracks
propagating inwards were visible, and the implant
fragments were torn away from the surface. This indicated
progress of biodegradation and stable connection with
the animal bone structures (FIG.4). Examinations of the im-
plant - bone tissue separation zone revealed damages of the
implant lateral surface, loose carbon fibre fragments covered
with a new bone tissue, and fibre fragments grown into the
inner surface of the marrow cavity (FIG.5).

Examinations of samples after 20 and 22 weeks of the
experiment, revealed similar SEM images. Degradation
in the form of loose carbon fibres detached from the implant
surface was observed. Filling of the free space with a new
bone tissue was clearly visible at the phase boundary,
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RYS.1. Kompozyt wegiel-zywica
epoksydowa z naniesionym
elektroforetycznie hydroksyapaty-
tem, 4 tydzien po implantacji, 20x.

FIG.1. Carbon-epoxy resin
composite electrophoretically
coated with hydroxyapatite, 4
weeks after implantation, 20x.

RYS.2. Kompozyt wegiel-zywica
epoksydowa z naniesionym
elektroforetycznie hydroksyapaty-
tem, 4 tydzien po implantacji, 100x.

FIG. 2. Carbon-epoxy resin
composite electrophoretically
coated with hydroxyapatite, 4
weeks after implantation, 100x.

RYS.3. Kompozyt wegiel-zywica
epoksydowa z naniesionym
elektroforetycznie hydroksyapaty-
tem, 4 tydzien po implantacji, 200x.

FIG.3. Carbon-epoxy resin
composite electrophoretically
coated with hydroxyapatite, 4
weeks after implantation, 200x.
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wykazaly narusze-
nie powierzchni
bocznej materiatu,
obecnos¢ wolnych
fragmentow widkien
weglowych oklejo-
nych $wiezg tkankg
kostng oraz wro-
snietych fragmen-
tow widkien w we-
wnetrzng po-
wierzchnie kanatu
szpikowego
(RYS.5).
Obserwacja
probek reprezentu-
jacych 20 i 22 ty-
dzien doswiadcze-
nia wykazuje po-
dobne obrazy w
mikroskopie ska-
ningowym. Na po-
wierzchni implantu
spostrzega sie de-
gradacje w posta-
ci uwalnianych po-
jedynczych wiokien
weglowych, ktére
odstajg od same-
go implantu. Na
granicy faz wyraz-
nie wida¢ wypet-
nienie wolnej prze-
strzeni  Swiezg
tkankg  kostng
$wiadczacy za sty-
mulujgcym oddzia-
tywaniem tak kom-
pozytu, jak i hydrok-
syapatytu (RYS.6).
Znaczna czesé im-
plantu ulegta juz de-
gradacji i wypenie-
niu swiezg tkankg
kostng, o czym
Swiadcza wyraznie

RYS.4. Kompozyt wegiel-zywica
epoksydowa z naniesionym
elektroforetycznie hydroksyapaty-
tem, 14 tydzien po implantacji, 50x.

FIG.4. Carbon-epoxy resin
composite electrophoretically
coated with hydroxyapatite, 14
weeks after implantation, 50x.

RYS.6. Kompozyt wegiel-zywica
epoksydowa z naniesionym
elektroforetycznie hydroksyapaty-
tem, 22 tydzien po implantacji, 20x.

FIG.6. Carbon-epoxy resin
composite electrophoretically
coated with hydroxyapatite, 22
weeks after implantation, 20x.

RYS.5. Kompozyt wegiel-zywica
epoksydowa z naniesionym
elektroforetycznie hydroksyapaty-
tem, 14 tydzien po implantacji,
200x.

FIG.5. Carbon-epoxy resin
composite electrophoretically
coated with hydroxyapatite, 14
weeks after implantation, 200x.

RYS.7. Kompozyt wegiel-zywica
epoksydowa z naniesionym
elektroforetycznie hydroksyapaty-
tem, 22 tydzien po implantacji,
100x.

FIG.7. Carbon-epoxy resin
composite electrophoretically
coated with hydroxyapatite, 22
weeks after implantation, 100x.

testifying to the
stimulating effect of
both the composite
and hydroxyapatite
(FIG.6). A signifi-
cant portion of the
implant was already
degraded and filled
with a new bone tis-
sue, boundaries be-
tween the compact
bone and outer part
of the implant
undergoing re-
structuring and
calcification as
well as still intact
inner part of the
composite were
clearly discernible.
Rapid develop-
ment of the new
bone tissue was
observed at high
magnification
around the
remaining single
carbon fibres
(FIG.7). The space
between the fibres
was tightly filled
with the new bone
tissue, which
constituted a
stable connection
between the fibres.
It was difficult to
find the outlines of
single carbon
fibres in the area of
massively prog
ressing bone
tissue regenera-
tion.
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rysujace sie dwie granice; pomiedzy koscig zbita, a podlega-
jaca przebudowie i uwapnieniu czeécig obwodowg implantu
oraz jeszcze nienaruszong centralnie strukturg kompozytu.
Przy znacznym powigkszeniu obrazu zauwaza sie burzliwy
rozrost swiezej tkanki kostnej wokot zachowanych pojedyn-
czych wiokien weglowych (RYS.7). Przestrzenie pomiedzy
wioknami sg Scisle wypetnione Swiezg tkankg kostna, ktdra
trwale zespala poszczegdlne widkna. W obrebie zachodzg-
cych masywnie procesow odnowy tkanki kostnej zaledwie
udaje sie okresli¢ zarysy pojedynczych wiokien weglowych.

Dyskusja

Dotychczas proponowane materiaty weglowe charak-
teryzowaty sie pozytywnymi cechami polegajacymi na
mozliwosci ich biodegradacji [1,2,7,9]. Niestety, znaczna
kruchos¢ tych materiatow zapoczatkowata poszukiwania i
proby dos$wiadczalne zmierzajagce w kierunku opracowa-
nia kompozytu o wyzszych walorach wytrzymato$ciowych
przy jednoczesnym zachowaniu wtasciwosci samego kom-
pozytu wegiel-wegiel [3,6,7,9,11]. Takie wymogi wydaje sie
spetnia¢ kompozyt wegiel-zywica epoksydowa.

Badania w elektronowym mikroskopie skaningo-
wym sa Swiadectwem powolnych procesow bicdegrada-
cji postepujgcym od obwodu implantowanego materiatu.
Zapewnia to wiekszg stabilizacje odtamow kostnych, przy
jednoczesnej odbudowie Swiezej kosci opartej na wiok-
nie weglowym. Obserwowano powolny proces pekania
struktury materialu podazajgcy w gtab implantu. W stoso-
wanych kompozytach wegiel-wegiel te zjawiska zachodzi-
ty juz we wczesnych okresach doswiadczenia. Obserwuje
sie bardzo $ciste polgczenie uwolnionych widkien kom-
pozytu z koscig zbitg zwierzecia. Mimo pojawiania sie swie-
zej tkanki kostnej pomiedzy widknami nadal zachowujg
one wyrazne granice i ksztalty. Przez diugi okres obserwa-
cji nie spostrzega sie fragmentacji wiokien, typowej dla
kompozytu wegiel-wegiel. Gwaltowne osuszanie prepa-
ratow nie powoduje ich obkurczania. Swiadczy to o Sci-
stym potaczeniu obwodowych warstw implantu z koscig,
jak réwniez dtugo nienaruszanej struktury wewnatrz im-
plantu. W koncowej fazie doswiadczenia obserwuje sie
trwate potaczenie implantu z koscig zwierzecia, na ktorg
niewatpliwy wplyw wywiera obecnosc hydroksyapatytu.

Przeprowadzone obserwacje w elektronowym mikro-
skopie skaningowym wykazaty, ze kompozyt wegiel-zywi-
ca epoksydowa moze byc¢ przydatny w traumatologii dzie-
ciecej. Zastosowanie tego rodzaju materiatu kompozyto-
wego tgczy w sobie cechy wytrzymatosciowe materiatu z
wymaganiami biomechanicznymi rekonstruowanego na-
rzadu. Jednoczes$nie materiat ten zachowuje okreslong
aktywnosc¢ biologiczng implantu, wspomagang poprzez
obecnos$¢ na powierzchni hydroksyapatytu, stymulujaca
proces tworzenia tkanki kostnej [10,11].

Whnioski

1. Wyniki badan kompozytu wegiel-zywica epoksydowa z
warstwg hydroksyapatytu w elektronowym mikroskopie
skaningowym wskazujg na mozliwos¢ jego zastosowa-
nia w traumatologii dzieciece;.

2. Naniesienie warstwy hydroksyapatytu na powierzchni
implantow wytworzonych z badanego kompozytu wptywa
stymulujaco na proces tworzenia nowej tkanki kostnej.

Discussion

Carbon materials proposed to date had the advantageof ® ® @ e @ @ ®

being biodegradable [1,2,7,9]. Unfortunately, their significant
brittleness was a drawback that required further research
aimed at the development of composite materials with better
mechanical properties, yet maintaining the properties of the
carbon-carbon composite [3,6,7,9,11]. It seems that the car-
bon-epoxy resin composite meets these requirements.

SEM examinations indicate low rate of biodegradation pro-
ceeding from the perimeter of the implanted material. This
ensures better stability of the fractured bone fragments, with
simultaneous regeneration of a new bone on a carbon-fibre
support. The observed crack formation and propagation into
the implant was slow. Similar phenomena occurred already
at the early stages of experiments with the carbon-carbon
composites. Very tight connection is formed between the re-
leased composite fibres and the compact bone of an animal.
In spite of the new bone tissue development between the fi-
bres, their boundaries and shapes are distinctly discernible.
No fragmentation of fibres, typical of the carbon-carbon com-
posites, is noticed after long observation times. Rapid drying
of the specimens does not cause shrinking, which indicates
tight connection of the outer layers of the implant with the
bone as well as preserved intact inner structure of the im-
plant. At the final stage of the experiment, permanent union of
the implant with the animal bone is observed, which is un-
doubtedly affected by the presence of hydroxyapatite.

SEM examinations demonstrated that the carbon-epoxy
resin composite might be useful in the paediatric
traumatology. Composite materials of this type have good
mechanical properties and satisfy the biomechanical
requirements of the reconstructed organ. Simultaneously,
they exhibit relevant biological activity due to the presence
of surface layer of hydroxyapatite, stimulating bone-tissue
formation [10,12].

Conclusions

1. Results of SEM examinations of the carbon-epoxy resin
composite with hydroxyapatite coating indicate a possibility
of its application in the paediatric traumatology.

2. Deposition of the hydroxyapatite coating on the surface
of implants made of the investigated composite stimulates
the process of new bone-tissue formation.
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POLACZENIE DWOCH
METOD TESTOWANIA
BIOMATERIALOW

IN VITRO

D. KubeLska-Mazur*, M. LEwaNDOWSKA-SzumiEL*, J. KoMEN-
DER*, G.BENKE**

*ZAkeAD TRANSPLANTOLOGIH | CENTRALNY Bank TKANEK, INSTYTUT
BiosTRUKTURY, Akapemia MEDYCZNA W WARSZAWIE.

**KaTEDRA | KLINIKA ORTOPEDYCZNA

AxapeMIl MEDYCZNES W WARSZAWIE.

Streszczenie

W pracy przedstawiono potaczenie dwdch metod

lestowania biomateriatow w uktadzie in vitro. W do-
swiadczeniu wykorzystano osteoblasty i fibrobla-
sty ludzkie otrzymane z hodowli pierwotnych. Ko-
morki wysiano na powierzchnie prébek materiatow:
hydroksyapatytu, tlenku glinu i stali chirurgiczney.
Zbadano zywotnosc, liczbe i rozptaszczenie komo-
rek. Zywotno$c oznaczono w tescie XTT (ELISA).
Komoérki poddano znakowaniu barwnikiem fluore-
scencyjnym Hoechst oraz barwieniu z uzyciem prze-
ciweial anty-a-tubulinie metoda posrednig. Nastep-
nie prébki obserwowano w mikroskopie fiuorescen-
cyjnym. Liczbe i rozptaszczenie komdrek zmierzo-
no za pomocq programu do analizy obrazu Image-
ProPlus. Wyniki testéw Zywotnosci poréwnano z wy-
nikami pomiaréw rozptaszczenia i liczby komodrek.

Zauwazono korelacje pomiedzy rozptaszczeniem i

zywotnoscig osteoblastéw i fibroblastow hodowanych
na hydroksyapatycie, tlenku glinu i stali chirurgicz-
nej.

Stowa kluczowe: testowanie biomateriatow, oste-

oblasty ludzkie, fibroblasty ludzkie, metody in vitro,
rozptaszczenie komdrek, analiza obrazu.

Wstep

Zaslosowanie metod in vitro do testowania biozgodno-

sci materiatow wszczepialnych umozliwia precyzyjne zba-
danie reakcji tkanek w kontakcie z implantem [1,2,3]. Warun-

ki doswiadczalne bardziej zblizone do sytuacji klinicznej moz-

na osiggna¢ wykorzystujac w badaniach hodowle pierwotne

komorek ludzkich [4,5]. Za pomocg metod in vitro mozna
migdzy innymi przeprowadzac testy toksycznosci, badania
przylegania, Zywotnosci, czynnosci wydzielniczych i innych
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Abstract

We present a combination of two methods of
biomaterial testing in vitro. Primary culture human
osteoblasts and fibroblasts seeded on the samples
of hydroxyapatite, alumina and surgical steel were
used in the experiments. Cell viability, number and
spreading were investigated. Viability was estimated
in XTT test (ELISA). Anti-a-tubulin antibodies were
used for indirect immunofiuorescent labelling of cells
and Hoechst fluorescent dye for staining of nuclei,
Subsequently the samples were observed in a
fluorescence microscope. Cell number and
spreading were measured by means of
ImageProPlus software. The results of viability test
were compared with calculations of cell number and
spreading. It was observed that correlation existed
between spreading and viability of osteoblasts and
fibroblasts cultured on hydroxyapatite, alumina and
surgical steel.

Keywords: biomaterial testing, human
osteoblasts, human fibroblasts, in vitro methods, cell
spreading, image analysis.

Introduction

In vitro methods in biocompatibility investigation of
implantable materials enable more precise evaluation of
tissue reaction in contact with the implant 23]
Application of human primary cell cultures makes the
experimental conditions closer to clinical situations [4,5].
In vitro investigations include toxicity testing, testing of cell
viability, adherence and other functions [6,7,8 ]. Especially
cell adherence and spreading seem to influence the
regeneration of tissues in contact with implants [ 9,10,11 ].

The purpose of this study was to establish an effective
quantitative method to assess cell adherence and



funkcji komorek [6,7,8]. Wydaje sie, ze szczegolnie przyle-
ganie i rozptaszczenie komorek ma wplyw na regeneracije
tkanek w kontakcie ze wszczepem [9,10,11].

Celem pracy bylo znalezienie efektywnej, ilosciowej me-
tody do oceny przylegania i rozptaszczenia komorek na po-
wierzchni wybranych biomateriatow. W badaniach okreslo-
no zywotnosg, liczbe, pole powierzchni i rozptaszczenie ko-
morek przylegajacych do powierzchni materiatéw implanta-
cyjnych. Nastepnie poréwnano wyniki poszczegolnych po-
miarow i sprawdzono czy istnieje korelacja pomiedzy zywot-
noscig komorek aich liczbg i rozptaszczeniem. W doswiad-
czeniach wykorzystano materialy, ktore znalazly juz zasto-
sowanie w klinice.

Materialy i metody

Badania wykonano na osteoblastach i fibroblastach
ludzkich pochodzacych z hodowli pierwotnych. Komorki
wyizolowano z materialu amputowanego podczas opera-
cji ortopedycznych. Osteoblasty izolowano z wykorzysta-
niem metody opisanej przez Gallager i wsp. [12]. Fibroblasty
otrzymano z fragmentdw torebki stawowej metoda trawienia
w kolagenazie. Zarowno fibroblasty, jak i osteoblasty hodo-
wano w Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) z do-
datkiem surowicy bydlecej (10%FBS), L-glutaminy, penicyli-
ny, streptomycyny i amfoterycyny B.

W doswiadczeniach uzyto nastepujgce materiaty: ge-
ste spiekane bioceramiki (hydroksyapatyt i tlenek glinu)
oraz stal chirurgiczng. Prébki materiatéw o Srednicy 6mm
wypolerowano i umieszczono na dnie studzienek w plytce
96-studzienkowej przeznaczonej do hodowli kemérkowych.
Materiaty poddano preinkubacji w pozywce hodowlanej
przez 24h.

Prébki podzielono na dwie grupy. Na pierwszg grupe
probek wysiano osteoblasty (15000 komorek/studzienke),
na drugg fibroblasty (10000 komdérek/studzienke). W stu-
dzienkach kontrolnych komaorki wysiano bezposrednio na
powierzchnie naczynia hodowlanego.

Po 24h hodowli wykonano test XTT (ELISA) [13] oraz
barwienie fluorescencyjne komorek. XTT jest testem ak-
tywnosci mitochondrialnej komorek stosowanym w toksy-
kologii do oceny zywotnosci i proliferacji komorek. Po in-
kubacji z substratem absorbancje supernatantu znad ho-
dowli zmierzono przy diugosci fali 450 nm.

Po utrwaleniu komérek wykonano barwienie fluorescen-
cyjne wiokien a-tubuliny za pomocg odpowiednich prze-
ciwciat i barwienie jader komorkowych (Hoechst). Nastep-
nie obserwowano probki w mikroskopie fluorescencyjnym
(Hoechst przy diugosci fali 495 nm, przeciwciata sprzezone
z fluorochromem przy 365 nm). Przeprowadzono analize
obrazu [14] z wykorzystaniem programu komputerowego
ImageProPlus. Okreslono liczbe jader komorkowych w po-
szczegolnych polach widzenia przy powierzchni poje-
dynczego pola widzenia rownej 22528 um?. Na kazdej ptytce
zbadano co najmniej 40 pdl widzenia. Pomiary powtérzono
trzykrotnie. W podobny sposéb zmierzono catkowite pole
powierzchni komorek. Obliczono $rednie pole pojedynczej
komarki (rozptaszczenie komorek) poprzez podzielenie cal-
kowitego pola powierzchni komarek przez liczbe komérek (ja-
der komorkowych).

Wyniki i dyskusja

Zywotnosé zaréwno osteoblastow, jak i fibroblastow
zmierzona w tescie XTT byta mniejsza na powierzchni stali
niz na materiatach ceramicznych. Osteoblasty na hydrok-
syapatycie i tlenku glinu wykazaty zywotnosc porownywal-
na z kontrolg. Zywotno$é fibroblastow na materiatach bio-
ceramicznych byla wyzsza niz w kentroli i na probkach sta-
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spreading on the surfaces of biomaterials. We determined
viability, number, surface area and spreading of cells adher-
ing to the samples of implantable materials. Subsequently
we compared the results in order to find out whether or not
any correlation existed between cell viability, number and
spreading. In order to focus on the method, in the experiments
we used materials already applied in the clinical practice.

Materials and methods

Human primary culture cells isolated from the material
amputated in orthopaedic operations were used in the
investigation: osteoblasts (from bone fragments) and
fibroblasts (from hip joint fibrous capsule). Human
osteoblasts were obtained from primary cultures according
to the method described by Gallager et al. [12]. Human
fibroblasts were isolated by etching of tissue fragments in
a collagenase solution. Both fibroblasts and osteoblasts
were cultured in DMEM containing 10%FBS, L-glutamine,
penicillin, streptomycin and amphotericin B.

The following materials were used in the experiments:
dense sintered bioceramics (hydroxyapatite and alumina)
and surgical steel. Samples, 68 mm in diameter, were
polished and placed on the bottom of 96-well culture
dishes. The samples were preincubated with culture
medium for 24h.

On one part of the material samples, human
osteoblasts were seeded and on the other part - human
fibroblasts. Cells seeded directly into the polystyrene wells
without any additional material served as control. The
number of osteoblasts was 15,000 cells/well and that of
fibroblasts - 10,000 cells/well in 0,2 ml culture medium.

. After 24 h, the XTT test (ELISA) [13] and fluorescent
staining of cells were performed.

XTT is a mitochondrial activity test (ELISA) used in
toxicology in vitro in order to assess cell viability and
proliferation. Following incubation with the substrate,
absorbance of culture medium was measured at a
wavelength of 450 nm.

After cell fixation, labelling of a-tubulin fibres and Hoechst
staining of nuclei were performed. Then the samples were
observed in a fluorescence microscope (Hoechst at 495 nm
wavelength and fluorochrome conjugated antibodies at 365
nm). The image was analysed [14] by means of ImageProPlus
software. The number of nuclei in a standardised area (22528
um?) was counted. There were at least 40 areas analysed on
each sample and measurements were performed in tripli-
cate. Total area of cells was determined in the same man-
ner. Afterwards, the average single cell area (cell spreading)
was calculated by dividing total area of cells by the number of
cells (number of nuclei).

Results and discussion

Viability of both osteoblasts and fibroblasts measured
by means of XTT test was lower on steel than on the surface
of bioceramics. Osteoblasts on hydroxyapatite and alumina
showed viability comparable with control samples.
Fibroblast viability on bioceramics was higher than in
control and steel samples (FIG.1).

The highest number of fibroblast nuclei was noted on
surgical steel, whereas on hydroxyapatite and alumina it
was similar. There were no differences between the
materials in the number of osteoblasts (FIG.2).

According to the microscopic observations, the cells
were spread regularly covering almost the entire surface
of the samples. Image analysis revealed that spreading
of fibroblasts was the greatest on hydroxyapatite whereas
on alumina and steel it was similar. Spreading of osteoblasts
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RYS.1. Wyniki testu XTT [absorbancja przy diugosci
fali 450 nm] dla osteoblastow i fibroblastéw
przedstawione jako procent wartosci kontroli (komérki
hodowane na polistyrenie); HA - hydroksyapatyt, AL,O,
- tlenek glinu, SS - stal chirurgiczna.

FIG.1. XTT test results [absorbance at 450 nm] for
osteoblasts and fibroblasts as percentage of control
value (cells cultured on polystyrene); HA -
hydroxyapatite, Al,O, - alumina, SS - surgical steel.
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RYS.3. Rozplaszczenie komérek zdefiniowane jako
srednie pole powierzchni pojedynczego osteoblastu
ifibroblastu - [procent powierzchni pola widzenia]; HA
- hydroksyapatyt, AL,O, - tlenek glinu, SS - stal
chirurgiczna.

FIG.3. Cell spreading defined as average area of a
single osteoblast and of a single fibroblast
[percentage of the standardised area]; HA -
hydroxyapatite, AL,O, - alumina, SS - surgical steel.

lowych (RYS.1).

Najwieksza liczbe jader fibroblastow stwierdzono na stali,
natomiast na hydroksyapatycie i na tlenku glinu liczba fibro-
blastow byta zblizona. Nie stwierdzono roznic pomiedzy licz-
ba osteoblastow na poszczegolnych materiatach (RYS.2).

Na podstawie obserwacji w mikroskopie fluorescencyjnym
stwierdzono, ze komarki byly rownomiernie rozptaszczone i
pokrywaty prawie catkowicie powierzchnie prébek. Analiza
obrazu dowiodta, ze rozptaszczenie fibroblastow byto naj-
wieksze na hydroksyapatycie; na tlenku glinu i na stali chirur-
gicznej byto zblizone. Rozptaszczenie osteoblastow byto niz-
sze na stali niz na bioceramikach; pomiedzy hydroksyapaty-
tem a tlenkiem glinu nie stwierdzono réznic (RYS.3).

Zauwazono, ze rozptaszczenie fibroblastow bylo okoto
dwukrotnie wieksze niz rozptaszczenie osteoblastow po 24h

RYS.2. Srednia liczba jader osteoblastéw i
fibroblastéw w pojedynczym polu widzenia na
powierzchni biomateriatéw; HA - hydroksyapatyt, AlLO,
- tlenek glinu, SS - stal chirurgiczna.

FIG.2. The average number of nuclei of osteoblasts
and fibroblasts in a single standardised area on the
surface of biomaterials; HA - hydroxyapatite, Al,O, -
alumina, SS - surgical steel.

was smaller on steel than on bioceramics but there were no
differences between alumina and hydroxyapatite (FIG.3).

It was noticed that spreading of fibroblasts was about two
times greater than spreading of osteoblasts after 24h (FIG.3).
Observations of control wells in the light microscope also
showed that fibroblasts began to spread earlier than
osteablasts.

Fibroblasts were seeded at a density by 1/3 lower than
osteoblasts but the results of XTT viability test for fibroblasts
were higher than for osteoblasts. This might result from
differences in proliferation rate and could indicate that the
number of fibroblasts increased faster during the
experiment so that after 24h it was markedly higher than
that of osteoblasts. On the other hand, the number of
osteoblasts counted after Hoechst staining was
approximately two times higher than that of fibroblasts.
Thus, lower number of cells showed higher viability in XTT
test. This means that the results of viability test were not
correlated with the number of cells.

Differences in spreading of osteoblasts on various
materials were not accompanied by changes in cell
number estimated by counting of the nuclei (FIGS.2,3). Os-
teoblast spreading was smaller on steel than on
hydroxyapatite and alumina whereas the number of cells
was similar on all the materials tested.

In the case of fibroblasts the lowest number of cells on
hydroxyapatite coincided with the greatest spreading of
cells on this material after 24h. Fibroblast spreading on
steel and on alumina was similar, whereas the numbers
of cells on these materials were different.

Comparison of the results of XTT test and image
analysis revealed that in the osteoblast culture the
influence of hydroxyapatite, alumina and surgical steel
surfaces on spreading and viability, measured by means
of XTT, was similar (FIGS.1,3). However, in the case of
fibroblasts there was no correlation of XTT results and cell
spreading on alumina and steel samples.

Hydroxyapatite appeared to be the best environment
for cell spreading in vitro compared with alumina and
surgical steel. This is consistent with clinical data on tissue
reaction with these materials.
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eksperymentu (RYS.3). Ponadto, obserwacje komorek w stu-
dzienkach kontrolnych w mikroskopie $wietinym wykazaty,
ze fibroblasty zaczely rozptaszczanie wczesniej niz osteobla-
sty.

Pomimo, ze fibroblasty wysiano w gestosci o 1/3 mniegj-
szej niz osteoblasty, wynik testu zywotnosci XTT byt wyzszy
w hodowli fibroblastdw niz osteoblastow. Moze to wynikaé
z roznic w tempie proliferacji i mogtoby oznaczac, ze liczba
fibroblastéw wzrosta bardziej w czasie trwania doswiad-
czenia i po 24h byta wyzsza niz liczba osteoblastow. Z dru-
giej strony, obliczenia wykonane po zabarwieniu jader ko-
morkowych (Hoechst) wykazaly, ze liczba osteoblastow
byta w przyblizeniu dwukrotnie wyzsza niz liczba fibrobla-
stow. Zatem mniejsza liczba komorek wykazata wiekszg
zywotnosc w tedcie XTT. Oznacza to, ze wyniki testu zywot-
nosci nie byty skorelowane z liczbg komérek.

RéZznicom w rozptaszczeniu osteoblastow na poszcze-
golnych materiatach nie towarzyszyly zmiany liczby komo-
rek, okreslonej przez policzenie jgder komorkowych
(RYS.2,3). Rozptaszczenie osteoblastow byto nizsze na stali
niz na hydroksyapatycie i tlenku glinu podczas, gdy liczba
osteoblastow na wszystkich materiatach byta zblizona. W
przypadku fibroblastow najnizszej liczbie komorek na hyrok-
syapatycie towarzyszylo najwieksze rozptaszczenie komo-
rek na tym materiale po 24h. Rozplaszczenie fibroblastow
na stali i na tlenku glinu byto zblizone, natomiast wystapity
roznice w liczbie komarek na tych materiatach.

Poréwnanie wynikéw testu XTT i analizy obrazu wykaza-
to, ze w hodowli osteoblastéw wptyw podioza na rozplasz-
czenie | zywotnos¢ okreslong w tescie XTT jest podobny
(RYS.1,3). Natomiast w przypadku fibroblastow stwierdzono
brak korelacji rozptaszczenia komorek i wynikow testu XTT
na probkach tlenku glinu i stali.

Hydroksyapatyt okazat sie najlepszym podiozem do
rozptaszczania komorek in vitro w poréwnaniu z tlenkiem
glinu i stalg chirurgiczng. Jest to zgodne z klinicznymi ob-
serwacjami oddzialywania tkanek z tymi materiatami.

Rozptaszczenie fibroblastow przylegajgcych do po-
wierzchni réznych biomateriatow jest wieksze niz rozptasz-
czenie osteoblastow.

Zywotno$é oznaczona za pomoca testu XTT nie korelu-
je z liczbg komérek na poszczegodlnych materiatach, dlate-
go nie mozna uznac tych dwadch testéw za rownowazne.

Zadna z powyzszych metod stosowana osobno nie daje
wystarczajacych informacji o interakcji pomiedzy komor-
kami a biomateriatami. Jednakze metody te mogg byé
wartosciowe, gdy beda stanowity cze$¢ zestawu testow
do badania biozgodnosci in vitro.
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Spreading of fibroblasts adhering to the surfaces of differ-
ent biomaterials is greater than that of osteoblasts.

Viability measured by means of XTT test does not
correspond with the number of cells counted on each
material so these two tests cannot be considered
equivalent.

Neither of the above methods when applied separately
provides enough information on interactions between cells
and biomaterials, however both may be useful in complex
biocompatibility testing in vitro.
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MATERIALY I PROCESY INSPIROWANE PRZEZ SYSTEMY ORGANICZNE I
EKOLOGIE

Roman Pampuch

Katedra Ceramiki Specjalnej Akademii Gorniczo-Hutniczej w Krakowie

Streszczenie

Artykut oparty jest na tre$ci wyktadu wygtoszonego z okazji przyznania autorowi tytutu
doktora honoris causa AGH. Przypomniano w nim kierunki i wyniki niektoérych badan autora
1jego wspdlpracownikow nad materiatami o budowie zainspirowanej przez systemy
organiczne oraz nad procesami stymulowanymi przez zagrozenia takie jak wyczerpywanie
si¢ nieodnawialnych zrodet energii 1 surowcow.

[Inzynieria Biomaterialow, 9, (2000), 3-8]

MATERIALS AND PROCESSING INSPIRED BY ORGANIC SYSTEMS AND
ECOLOGY

Roman Pampuch

Department of Advanced Ceramics University of Mining and Metallurgy, Cracow
[Engineering of Biomaterials, 9, (2000), 3-8]

PROBA SKONSTRUOWANIA HYDROZELOWYCH IMPLANTOW DYSKOW
MIEDZYKREGOWYCH- BADANIA EKSPERYMEN-TALNE [ NUMERYCZNE
Przemystaw Stasica*, Michat Ciach**, Maciej Radek***, Janusz M. Rosiak*
*Migdzyresortowy Instytut Techniki Radiacyjnej Politechniki £.odzkiej w Lodzi

** Zaktad Automatyki i Biomaechaniki Politechniki £.6dzkiej w Lodzi

*#* Klinika Neurochirurgii Wojskowej Akademii Medycznej w Lodzi

Streszczenie:

Celem badan byta proba opracowania implantu mogacego zastgpowac zdegenerowany dysk
miedzykregowy w kreggostupie cztowieka. Do budowy implantu wykorzystano biozgodne
hydro-Zele otrzymywane przy uzyciu techniki radiacyjnej z nastgpujacych monomeréw: VP
(N-winylopirolidon), HEMA (metakrylan 2-hydroksyetylu), MMA (metakrylan metylu) 1
przepuszczalng dla wody tkaning poliestrowa. Przeprowadzono testy wytrzymatosciowe
probek hydrozeli 1 prototypdéw implantow. Opracowano komputerowy model ledzwiowego
odcinka krggostupa, L2 - L3 z krggami separowanymi naturalnym dyskiem oraz z krggami
separowanymi para implantow. Przeprowadzono szereg eksperymentow obliczeniowych, w
ktérych symulowano osiowe obcigzanie badanego segmentu.

[Inzynieria Biomateriatow, 9, (2000), 9-14]

APPROACH TO CONSTRUCT HYDROGEL INTERVERTEBRAL DISC IMPLANTS -
EXPERIMENTAL AND NUMERICAL INVESTIGATIONS

Przemystaw Stasica*, Michat Ciach**, Maciej Radek***, Janusz M. Rosiak*

*Institute of Applied Radiation Chemistry Technical University of £.6dz

* * Division of Automatics and Biomechanics Technical University of £.6dz

*#* Neurosurgery Clinics Military Medical University

Abstract:

The objective of this study was to design a spinal intervertebral disc implant that could
substitute natural disc in a human vertebral column. Structure of the implant comprised
biocompatible hydrogel core obtained by irradiation of the following monomers: VP (N-vinyl
pyrrolidone), HEMA (2-hydroxyethyl methylacrylate), MMA (methyl methylacrylate) and
water permeable polyester fabric. Axial compression tests of hydrogel samples and implant
prototypes were performed. Advanced numerical model of L.2-L.3 spinal segment with
vertebrae separated with a natural disc and a pair of implants has been elaborated. In the series
of numerical experiments an axial load on the segment was simulated

[Engineering of Biomaterials, 9, (2000), 9-14]



ANALIZA PRZYCZYN PRZEDWCZESNEGO ZUZYCIA POLIETYLENOWYCH
PANEWEK ENDOPROTEZ STAWU BIODROWEGO

Wojciech Balcerowiak*®, Janusz Otfinowski** Andrzej Pawelec™**

*Laboratorium Termoanalityczne Instytutu Cigzkiej Syntezy Organicznej, Kedzierzyn-Kozle,
**Klinika Traumatologii , Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego, Krakow
*#%* Klinika Ortopedii , Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego, Krakow
Streszczenie

Metoda DSC badano stopien krystalicznos$ci polietylenu z nowych i przedwcze$nie
uszkodzonych panewek endoprotez stawow biodrowych. Stwierdzono, ze w panewkach
uszkodzonych jest on istotnie wyzszy.

Stowa kluczowe: Polietylen, stopief krystaliczno$ci, DSC, endoprotezy stawu biodrowego.
[Inzynieria Biomateriatow, 9, (2000), 14-17]

INQUIRY INTO THE REASONS FOR PREMATURE WEAR OF POLYETHYLENE
CUPS IN HIP PROSTHESES

Wojciech Balcerowiak*®, Janusz Otfinowski** Andrzej Pawelec™**

*Thermal Analysis Lab. of the Institute of Heavy Organic Synthesis, Kedzierzyn-Kozle,
** Traumatology Department of the Jagiellonian University Medical College, Krakow
***Orthopaedics Department of the Jagiellonian University Medical College, Krakéw
Abstract

DSC was employed to study crystallinity of PE from new and prematurely worn out cups of
hip prostheses. Much higher degrees of crystallinity were found in the worn out cups.
Keywords: Polyethylene, Degree of crystallinity, DSC, Hip joint prostheses.

[Engineering of Biomaterials, 9, (2000), 14-17]

NIEPOWODZENIA W ALLOPLASTYCE STAWU BIODROWEGO ZWIAZANE Z
POLIETYLENEM

Janusz Otfinowski*, Zbigniew Rudzki**, Andrzej Pawelec***, BogustawFranczuk*

* Klinika Traumatologii Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie

** Zaktad Patomorfologii Klinicznej 1 Doswiadczalnej

Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie

*#* Klinika Ortopedii Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie
Streszczenie

Polietylen jest obecnie powszechnie stosowanym materialem implantacyjnym w chirurgii
ortopedycznej. Pojawiajace sig ostatnio coraz liczniej doniesienia przedstawiajace problemy
zwiazane z jego dtugotrwata implantacja $wiadcza o tym, ze materiat ten obok swych
niewatpliwych zalet nie jest rowniez pozbawiony wad. Do tych ostatnich naleza: nadmiernie
szybkie zuzycie niektorych panewek polietylenowych, odwarstwienia i ztuszczenia
powierzchni no$nej panewek, ztamania i rozkawatkowania panewek polietylenowych oraz
wywotywanie niekorzystnych reakcji biologicznych ustroju wokét implantowanych
endoprotez stawow biodrowych. Niestabilno$¢ struktury wewngtrznej polietylenu i wzrost
stopnia krystalicznos$ci panewek polietylenowych moga powodowa¢ zmiang ich wlasciwosci
mechanicznych i stanowi¢ zrodlo powiktan po alloplastykach stawow biodrowych

Stowa kluczowe: endoprotezy stawu biodrowego, panewki polietylenowe, zuzycie,
niepowodzenia alloplastyki stawow biodrowych.

[Inzynieria Biomateriatow, 9, (2000), 18-21]

FAILURES IN TOTAL HIP ARTHROPLASTY CONNECTED WITH POLYETHYLENE
Janusz Otfinowski*, Zbigniew Rudzki**, Andrzej Pawelec***, BogustawFranczuk*
*Traumatology Department of the Jagiellonian University Medical College, Krakow

** Pathology Department of the Jagiellonian University Medical College, Krakow



*#% Orthopaedics Department of the Jagiellonian University Medical College, Krakow
Abstract

Polyethylene is commonly used as a component in the majority of hip joint prostheses.
Growing number of information regarding failures of the polyethylene due to its long-term
implantation shows that this material, besides obvious advantages, has also many
disadvantages. The latter are undoubtedly: excessive wear of some polyethylene cups,
delamination and peeling of the bearing surfaces of the cups, fracture and fragmentation of the
cups and ability to cause harmful biological reactions. Unstable internal structure of the
polyethylene and varying crystallinity of the polyethylene cups may cause changes in the
mechanical properties of the cups with consequent failure of the hip arthroplasty.

Key words: hip prosthesis, polyethylene acetabular cups, wear, failures in hip arthoplasty
[Engineering of biomaterials, 9, (2000), 18-21]

PRZYDATNOSC KOMPOZYTU WEGIEL-ZYWICA EPOKSYDOWA JAKO
MATERIALU DO ZESPOLEN KOSCI - PRACA DOSWIADCZALNA

Grzegorz Bajor*, Zbigniew Paszenda™*

*Katedra i Oddziat Kliniczny Chirurgii Dziecigcej Slaskiej Akademii Medycznej w Bytomiu
**Instytut Materiatow Inzynierskich i Biomedycznych

Politechniki Slaskiej w Gliwicach

Streszczenie

Badania przeprowadzono na o$miu kroélikach, ktérym wszczepiono do $wiatta kanatu
szpikowego grot z kompozytu wegiel-zywica epoksydowa pokryty hydroksyapatytem /C-ep-
Hap/. Przeprowadzono badania strefy rozdzialu pomigdzy implantem C-ep-Hap, a tkanka
kostng oraz powierzchni bocznej implantu. Obserwacje przeprowadzono w elektronowym
mikroskopie skaningowym DSM-940 firmy OPTON. Dla potrzeb badan przygotowano
przekroje poprzeczne implantu tacznie z tkanka kostna. W przedstawianym materiale
obserwowano bardzo wolno postepujaca degradacj¢ kompozytu od obwodu implantu.
Dopiero w koncowej fa-zie doswiadczenia wida¢ masywne przyleganie nowej tkanki kostnej
do wolnych fragmentow kompozytu. Natomiast na przekroju poprzecznym implant sprawial
wrazenie nienaruszonego. Tak powolny proces biodegradacji kompozytu zapewnia same;j
uszkodzonej kosci silniejsza i dtuzsza stabilizacjg. Na podstawie przeprowadzonych
obserwacji uzyskano zachecajace wyniki stwarzajace wigksze kliniczne mozliwosci
stosowania kompozytu C-ep-Hap niz kompozytu wegiel-wegiel.

Stowo kluczowe: biomateriaty, polimery termoutwardzalne, kompozyt wegiel-zywica
epoksydowa, hydroksyapatyt, badania do§wiadczalne, materiaty weglowe, elektronowy
mikroskop skaningowy

[Inzynieria Biomateriatow, 9, (2000), 22-26]

APPLICABILITY OF A CARBON-EPOXY RESIN COMPOSITE AS A MATERIAL FOR
OSTEOSYNTHESIS - EXPERIMENTAL APPROACH

Grzegorz Bajor*, Zbigniew Paszenda**

*Department of Paediatric Surgery in Bytom, Silesian Medical Academy in Katowice
**Institute of Engineering and Biomedical Materials, Silesian University of Technology in
Gliwice

Abstract

Investigations were carried out using eight rabbits, which were inserted, into the marrow
cavity, a pin made of hydroxyapatite-coated carbon-epoxy resin composite (C-ep-Hap).
Examined was the C-ep-Hap implant and bone tissue interphase, as well as the lateral implant
surface. Observations of the transverse sections of the implant along with the bone tissue
under the OPTON DSM-940 scanning electron microscope indicated very slow degradation
of the composite from the implant circumference. In the final stage of the experiment, only



massive adhesion of the new bone tissue to the free composite fragments was visible.
However, the implant seemed intact on its transverse section. The slow biodegradation of the
composite ensures the damaged bone a stronger and longer stabilisation. The obtained results
are encouraging and indicate better possibilities for clinical use of the C-ep-Hap composites in
comparison with the carbon-carbon ones.

Keywords: biomaterials, thermosetting polymers, carbon-epoxy resin composite,
hydroxyapatite, experimental research, carbon materials, scanning electron microscope.
[Engineering of Biomaterials, 9, (2000), 22-26]

POLACZENIE DWOCH METOD TESTOWANIA BIOMATERIALOW IN VITRO

D. Kudelska-Mazur*, M. Lewandowska-Szumiel*, J. Komender*, G.Benke**

*Zaktad Transplantologii i Centralny Bank Tkanek, Instytut Biostruktury, Akademia
Medyczna w Warszawie.

**Katedra 1 Klinika Ortopedyczna Akademii Medycznej w Warszawie.

Streszczenie

W pracy przedstawiono potaczenie dwoch metod testowania biomateriatdéw w uktadzie in
vitro. W doswiadczeniu wykorzystano osteoblasty i fibroblasty ludzkie otrzymane z hodowli
pierwotnych. Komdrki wysiano na powierzchni¢ probek materiatow: hydroksyapatytu, tlenku
glinu i stali chirurgicznej. Zbadano zywotno$é, liczbe i rozptaszczenie komorek. Zywotno$é
oznaczono w tescie XTT (ELISA). Komdrki poddano znakowaniu barwnikiem
fluorescencyjnym Hoechst oraz barwieniu z uzyciem przeciwcial anty-a-tubulinie metoda
posrednia. Nastgpnie probki obserwowano w mikroskopie fluorescencyjnym. Liczbe 1
rozplaszczenie komodrek zmierzono za pomoca programu do analizy obrazu ImageProPlus.
Wyniki testow zywotnosci porownano z wynikami pomiarow rozptaszczenia i liczby
komorek. Zauwazono korelacje pomigdzy rozptaszczeniem i zywotnos$cia osteoblastow i
fibroblastow hodowanych na hydroksyapatycie, tlenku glinu 1 stali chirurgiczne;.

Stowa kluczowe: testowanie biomateriatléw, osteoblasty ludzkie, fibroblasty ludzkie, metody
in vitro, rozptaszczenie komorek, analiza obrazu.

[Inzynieria Biomateriatow, 9, (2000), 26-29]

COMBINATION OF TWO METHODS FOR BIOMATERIAL TESTING IN VITRO

D. Kudelska-Mazur*, M. Lewandowska-Szumiel*, J. Komender*, G.Benke**

*Department of Transplantology and Central Tissue Bank, Institute of Biostructure, The
Medical University of Warsaw.

**Department of Orthopaedics, the Medical University of Warsaw.

Abstract

We present a combination of two methods of biomaterial testing in vitro. Primary culture
human osteoblasts and fibroblasts seeded on the samples of hydroxyapatite, alumina and
surgical steel were used in the experiments. Cell viability, number and spreading were
investigated. Viability was estimated in XTT test (ELISA). Anti-a-tubulin antibodies were
used for indirect immunofluorescent labelling of cells and Hoechst fluorescent dye for
staining of nuclei. Subsequently the samples were observed in a fluorescence microscope.
Cell number and spreading were measured by means of ImageProPlus software. The results of
viability test were compared with calculations of cell number and spreading. It was observed
that correlation existed between spreading and viability of osteoblasts and fibroblasts cultured
on hydroxyapatite, alumina and surgical steel.

Keywords: biomaterial testing, human osteoblasts, human fibroblasts, in vitro methods, cell
spreading, image analysis.

[Engineering of Biomateriakls, 9, (2000), 26-29]



