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

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

Dyskusja

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

Discussion

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

References

[3]. Sterna J. Protezowanie koriczyn tylnych u kozy domo-
wej z uzyciem biomateriatéw weglowych. Opis przypadku.
Biom. w med. i wet. Krakéw 1997.

BADANIE WPLYWU
MATRIALOW
HEMOSTATYCZNYCH
NA PARAMETRY
UKLADU KRZEPNIECIA
| FIBRYNOLIZE

MARIA SzymoNowicz*, JAKuB KRATOCHWIL**,
RomaN Rutowski*, JOLANTA StaNIszEwsKA-Kus*,
DanuTtA PaLucH*, LEszEk SoLski*, BogustAwA Zywicka*

*ZAKtAD CHIRURGI EKSPERYMENTALNEJ | BADANIA
BiomATERIALOW KATEDRY CHIRURGIH URAZOWEJ
AKaDEMII MEDYCZNES WE WROCEAWIU
**Okrecowy SzriTaL KoLeJowy we WRoctAWIU

Streszczenie

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

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

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

Wprowadzenie

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

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

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

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

Materiat i metodyka

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

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

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

Introduction

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

‘unnecessary. According to the in vivo tests the shortest

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

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

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

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

Material and methods

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

The tests were conducted on human citrated plasma 0

Rh +, centrifuged in 1500g for 10 minutes. In sterile test

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

evaluated material and gently mixed. The contact time at

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

tion and fibrinolysis parameters were checked before and

after the contact with the tested materials.

Several parameters were determined:

- APTT with Silimat (bioMerieux),

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

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

- recalcination time (CT) [5]

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

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

- soluble complexes of fibrin monomers (SCFM),
paracoagulation Godal test [5],
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i siateczke z widkniny kolagenowej pokrytej klejem fibryno-
wym TachoComb - firmy Hafslund Nycodem Ag Austria.
Doswiadczenie wykonano na osoczu cytrynianowym

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

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

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

minut. Do jatowych probéwek plastykowych z korkiem za-

wierajgcych po 0.0098g ocenianego, materiatu odmierzo-

no po 1.4 cm spulowanego , doktadnie wymieszanego ubo-

goptytkowego osocza cytrynianowego. Préby delikatnie mie-

szano ruchem wahadtowym. Czas kontaktu materiatu z oso-

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

nut. Osocze przed i po kontakcie z materiatami pobrano do

badania uktadu krzepnigcia i fibrynolizy.

Oznaczono nastepujace parametry:

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

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

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

- czas rekalcynacji(CT) [5],

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

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

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

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

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

jac poziom istotnosci p < 0.05.

Wyniki badan

Srednie warto$ci parametréw uktadu krzepnigcia i fibrynoli-
zy osocza przed (grupa kontrolna) i po kontakcie z materia-
tem Spongostan, Surgicel oraz TachoComb podano
w TABELI 1.

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

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

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

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

Clotting time was measured with Fibrintimer coagulometer

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

ware, atp <0,05.

Results

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

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

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

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

Discussion

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

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

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

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

Spongostan because of its porous structure has great
ability to absorb plasma (FIGS.1-3). Temporary contact of
Spongostan with plasma doesn't change its pH and has no
influence on parameters of coagulation and fibrinolysis.
Gelatine sponge in direct contact with the low-platelet
plasma doesn't activate proteins of clotting and fibrinolysis
systems.
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APTT TT
kor

Material APTT

Material

Préba Godala
Godal’s test

Test lateksowy
Latex test

1 ujemna ujemny 4
+£0,72 £027 | +007 | +046 +744 £0,15 £931 F+0,16 negative negative |
S 34,45 10,85 0,98 16,22 110,72 3,07 159,16 1,90 ujemna ujemny i
Spongostan +0,54 + 0,21 + 0,03 F10;17 +8,31 +0,08 £919 +0,10 negative negative |
15 35,30 11,06 1,01 16,26 114,63 2,93 158,33 1,86 ujemna ujemny |
n=6 +0,49 + 0,30 + 0,03 £ 00D £5512 +0,12 +9,31 +0,13 negative negative ‘
30 34,98 11,02 1,01 15,85 115,23 2,94 160,0 1,83 ujemna ujemny é
+041 + 0,17 + 0,02 +0,21 + 3,86 + 0,09 +7,07 +0,11 negative negative |
60 35,05 10,98 1,00 16,06 114,70 2,86 116,60 1577 ujemna ujemny L

+0,34 +£40,29 + 0,03 + 0,28 +4.,53 +0,10 + 10,65 +0,19 negative negative

0 36,56 36,27 12,73 1,15 16,25 16,33 109,05 272 161,66 0,91 ujemna ujemny
+.0,06 7+ 1,25 + 0,21 +0,02 +0,27 +0,31 +6,11 +0,07 +10.32 +0,10 negative negative
3 >200 53735 18,16%*4 1,40%*% 22,70%*4 2,65 skrzep | > 0,55 ujemna ujemny 11‘
Surgicel +781 | +077 | +005 >200 | 1g47 >200 | 4100 clot | +0,02 negative negative
15 >200 54,77%* 18,58%*% 1,44%*4 25,93%4 2,61* skrzep | > 0,54 ujemna ujemny f
=6 +801 | 061 | +0,04 2200 ] 41,01 >200 | 40,08 clot | +0,02 negative negative |
30 >200 57,50%* | 20,48*%%  1,56**4 27.27%*H 2,54% skrzep | > 0,53 ujemna ujemny 1
4831 | + 1,10 | +0,08 2200 | +o0s8 2200 | 40,15 ot |+£003 negative negative
60 >200 S8I53XE D093 HeN 61 28,50**4 2,52**% | skrzep |>0,52 ujemna ujemny f
+841 | +104 | +008 >200 | 1069 >200 | 1011 clot | +0.02 negative negative
0 35,48 10,80 0,99 16,06 107,28 2,76 147,5 1,87 ujemna ujemny .:
+ 0,62 + 0,02 +0,01 +0,31 +8,59 +0,11 +6,12 + 0,05 negative negative |
TachoComb 5 35,52 10,56 0,98 18,95%%4 97,0* 2,74 skrzep | > 0,57 dodatnia dodatni i
£0,55 +0,21 +0,02 +0,85 +1,46 +0.14 clot +0,02 positive positive |
n=6 15 35,80 10,53 0,97 19,56%*4 92,62* 272 skrzep | > 0,55 dodatnia dodatni |
+ 0,62 0,22 +0,03 + 0,50 +4,39 +0,09 clot +0,02 positive positive ]
30 35,43 10,60 0,98 19,98**4 86,82**4 2,66 skrzep > 0,55 dodatnia dodatni
+ 0,60 +0,17 +0,01 + 0,56 +5,0 +0,07 clot + 0,02 positive positive
60 35.61 10,65 0,99 20,25%*4 85,38%%4 2,63 skrzep | >0,55 dodatnia dodatni |
+0,61 +0,23 +0,03 + 0,68 +3,69 + 0,08 clot + 0,02 positive positive .‘

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

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

RYS. 2. Spongostan - po
umieszczeniu w osoczu.

RYS. 1. Spongostan.

RYS. 3. Spongostan - po 5 min.

FIG. 1. Spongostan. FIG. 3. Spongostan - after 5 min.

FIG. 2. Spongostan after
contact with plasma.
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30 jak i 60 minutach. Obserwacje czasu lizy skrzepu wyko- Surgicel is made of the oxidised cellulose. After a short con-
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nane do 480 minut wykazaty, Zze nie ulega on w tym czasie
uptynnieniu. Brak aglutynacji osocza stwierdzono w probie
lateksowej oraz brak zelowania w prébie Godala.

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

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



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

Omowienie

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

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

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

Obserwowano zmniejszenie stezenia fibrynogenu. Utwo-
rzony skrzep euglobulin osocza nie ulegt lizie w przewidzia-
nym czasie badania. W osoczu nie stwierdzono zwigkszo-
nej ilodci rozpuszczalnych komplekséw monomeréw fibry-
ny (test Godala, ujemny )oraz produktu degradacii fibryny,
Dimeru-D ( ujemny test lateksowy). Zaobserwowane wy-
dtuzenie czaséw moze sugerowac o tym, ze w wyniku kon-

The presence of Surgicel in plasma and its decomposition
decrease the pH value from 7.4 - 7.8 to 6.0 - 6.5 which is
probably the reason for the accelerated transformation of
zol to gel (FIGS. 4 - 8). The observed change of the coagu-
lation parameters may suggest that the contact of Surgicel

RYS. 4. Surgicel.

FIG. 4. Surgicel.

RYS. 5. Surgicel -
po umieszczeniu w
osoczu.

FIG. 5. Surgicel -
after contact with
plasma .

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

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

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

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

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

some components accelerating coagulation of blood. In
contact with blood TachoComb changed its form.

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

Na aktywno$¢ biatek uktadu krzepniecia oprocz sktadu

RYS. 7. Surgicel -
widoczna postaé

materiatu rowniez miata wptyw zmniejszona warto$é pH ‘l'(vc.alorldor\‘l:‘a_ pr:y po; '
osocza . Zmniejszenie wartosci pH osocza mogto przyczy- pc;eszn‘:in R

ni¢ sie do inaktywacji biatek, obnizenie ich wtasnosci biolo-
gicznych. Stwierdzone zmniejszenie stezenia fibrynogenu
nie ma znaczenia diagnostycznego, poniewaz miesci siew
zakresie wartosci prawidtowych dla osocza kontrolnego
wynoszacych od 2-5 g/l [10].

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

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

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

FIG. 8. Surgicel -
gel form after 5 min.
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RYS. 10. TachoComb -

~RYS. 9. TachoComb. RYS.11. TachoComb —

__E CERRE ~ po umieszczeniu w usuniety z osocza razem

LLJ FIG. 9. TachoComb. osoczu. ze skrzepem fibryno-
ZI— Bl e wym.

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

FIG. 10. TachoComb -
after contact with
plasma .
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Oceniajac uktad krzepniecia, stwierdzono prawidtowy APTT
i PT, $wiadczy to o nie zmienionej aktywnosci sktadnikow
0socza W zewnatrz- i wewnatrzpochodnym uktadzie krzep-
nigcia. Zmiany w warto$ciach czasu wapniowego- skréco-
ny CT nie maja znaczenia diagnostycznego i moga suge-
rowac o nieznacznej aktywacji sktadnikéw w uktadzie ze-
wnatrzpochodnym, bez ich zuzycia. Dodatni test Godala,
Swiadczy o zwigkszonej ilosci w osoczu rozpuszczalnych
kompleksow monomeréw fibryny (SCFM). Wykazany do-
datni test lateksowy wskazuje na obecno$é w osoczu pro-
duktu degradacii fibryny stabilizowanej, Dimeru-D w steze-
niu przekraczajgcym prog czutos$ci proby(500 ug/ml)
[11].Zmniejszenie stgzenia fibrynogenu w osoczu przy diuz-
szym kontakcie z opatrunkiem moze by¢ wynikiem dziata-
nia na niego trombiny pochodzgcej z materiatu jak réwniez
tworzeniem komplekséw z monomerami fibryny. Zmniejsze-
nie stezenia nie ma znaczenia diagnostycznego, poniewaz
miesci sie w zakresie wartosci objetych norma [10]. Zaob-
serwowane wydtuzenie TT przy prawidtowym stezeniu fi-
brynogenu, moze by¢ zwigzane z unieczynnieniem trombi-
ny przez obecne w osoczu kompleksy rozpuszczalne mo-
nomerow fibryny gtéwnie FDP. Produkty rozpadu fibryno-
genu - FDP powstaty pod wptywem dziatania enzymu pla-
zminy na fibrynogen, ale nie osoczowy, lecz pochodzacy z
warstwy kleju fibrynowego materiatu [11].

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

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

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

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

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

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

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

monomers from plasma together with Ca?* ions and factor °

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

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

Conclusions

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

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

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

Whioski

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

2. Surgicel w kontakcie z osoczem ubogoptytkowym ulega
natychmiastowej degradacji i inaktywuje sktadniki osocza,
co wywotuje ilosciowe zmiany parametrow uktadu krzep-
niecia i fibrynolizy. Dziatajac jako inhibitor wykazuje w ten
spos6b wiasciwosci antykoagulacyjne.

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

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

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




