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po jego alloplastyce (RYS.3). W tym zakresie przeprowa-
dzono analizê do�wiadczaln¹ odkszta³ceñ i przemieszczeñ
metodami: tensometrii oporowej w wybranych przekrojach,
elektronicznej interferometrii plamkowej i interferometrii
holograficznej w rejonie dna koszyka [4].
Na podstawie przeprowadzonej analizy stwierdzono, i¿
warto�ci przemieszczeñ i odkszta³ceñ koszyka mostkuj¹-
cego s¹ na poziomie akceptowanym zarówno ze wzglêdu
na wspó³pracê z pod³o¿em kostnym jak i na symulacjê
mechaniczn¹ otaczaj¹cych tkanek.

Uwagi koñcowe

Zastosowano nowe rozwi¹zania konstrukcyjne oraz prze-
prowadzono modernizacjê ju¿ istniej¹cych zagranicznych
stabilizatorów do przeszczepów allogennych przy wtórnej
alloplastyce stawu biodrowego. Opracowano technologiê
ich wytwarzania wraz z wykonaniem serii prototypowych

z biozgodnego tytanu technicznego. Dla wybranych sta-
bilizatorów - koszyków mostkuj¹cych przeprowadzono ba-
dania charakterystyki biomechanicznej uk³adu sztuczna
ko�æ - implant przy obci¹¿eniach modelowych oraz odnie-
siono wyniki badañ do rzeczywistych warunków obci¹¿e-
niowych w stawie biodrowym. Opracowano technologiê i
wykonano komplety instrumentarium specjalistycznych,
maj¹cych zastosowanie przy wtórnej alloplastyce biodra z
zastosowaniem przeszczepów kostnych i opracowanych
stabilizatorów.
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Streszczenie

Badaniu poddano serie próbek kompozytowych o

osnowie polimerowej (terpolimer PTFE-PVDF-PP),

- holographic interferometry (in the bottom area of the bas-
ket).
According to the analysis it was stated that the displace-
ment and strain values in the bridging basket are on the
acceptable level respecting both collaboration with the bone
base and mechanical simulation of the surrounding tissue.

Conclusions

Both the new constructional solutions and moderniza-
tion of the present foreign stabilizers, which are applied for
allogenic grafts during the second hip alloplasty, were made.
Production technology of the implants was elaborated.
Moreover, a prototype batch from biocompatible commer-
cially pure titanium was made. For the chosen stabilizers -
bridging baskets - biomechanical characteristics of the "ar-
tificial bone - implant" system working under the model load
were tested. The test results were compared with the real
load occurring in the hip joint. Both production technology
and sets of specialist instrumentarium, which is used dur-
ing the second hip alloplasty with the application of allo-
genic bone grafts and stabilizers, have been made.
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Abstract

The series of polymer matrix composites

(terpolymer PTFE-PVDF-PP) containing carbon fibers
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zawieraj¹cej w³ókna wêglowe. Próbki kompozytowe

ró¿ni³y siê sposobem rozprowadzenia w³ókien w osno-

wie. Badano cytotoksyczno�æ  polimeru  oraz utwo-

rzonych z niego materia³ów kompozytowych, na ludz-

kiej linii komórek nab³onkopodobnych raka p³uc (ATCC

CCL 185) - A549. Analizowano zmiany ilo�ciowe i

morfologiczne komórek.  W celu okre�lenia ilo�ci

martwych komórek zastosowano metodê barwienia

b³êkitem trypanu. Wykazano, ¿e zarówno polimer jak

i   jego kompozyty z w³óknem wêglowym, nie wykazu-

j¹ toksycznego wp³ywu na komórki linii A549.

[In¿ynieria Biomateria³ów, 54-55,(2006),15-18]

Wstêp

Postêp w dziedzinie in¿ynierii biomateria³ów, zwi¹zany
jest z poszukiwaniem materia³ów, które posiadaj¹ w³a�ci-
wo�ci pozwalaj¹ce na leczenie i uzupe³nianie chorych tka-
nek.  W leczeniu tkanki kostnej du¿e nadzieje wi¹¿e siê z
coraz szerszym wprowadzaniem do praktyki klinicznej, two-
rzyw kompozytowych. Stosowane powszechnie w dziedzi-
nie osteosyntezy stopy metali, oprócz szeregu dogodno�ci
uwalniaj¹ do tkanek toksyczne produkty degradacji, nato-
miast materia³y ceramiczne, oprócz udokumentowanej bio-
zgodno�ci z tkank¹ kostn¹ charakteryzuj¹ siê zbyt wyso-
kim modu³em sprê¿ysto�ci i nisk¹ odporno�ci¹ na kruche
pêkanie [1].

Jak wiadomo, optymalne warunki do regeneracji ko�ci
wystêpuj¹ jedynie w przypadku tworzyw implantacyjnych,
które zapewniaj¹ komórkom kostnym, zbli¿ony do fizjolo-
gicznego, transfer naprê¿eñ. Sytuacja taka ma miejsce, je-
dynie w przypadku tworzyw o parametrach mechanicznych,
zbli¿onych do tkanki kostnej oraz charakteryzuj¹cych siê
anizotropi¹ parametrów mechanicznych podobn¹ do ko�ci.
Dlatego w ostatnich latach, coraz wiêksz¹ uwagê po�wiêca
siê materia³om kompozytowym, które projektowane s¹ w
oparciu o mikrostrukturê tkanki kostnej [1-2]. Tkanka kost-
na jest kompozytem o wysokiej hierarchii  struktury, zbudo-
wanym z fazy organicznej i nieorganicznej. Kompozyty po-
limerowo- w³ókniste wydaj¹ siê byæ aktualnie najlepszymi
kandydatami, w�ród tworzyw stosowanych do leczenia tkan-
ki kostnej. Architektura zbroj¹ca kompozytu, utworzona z
w³ókien (np. wêglowych), pozwala na daleko id¹c¹ modyfi-
kacje parametrów mechanicznych oraz na uzyskanie bio-
mimetycznej anizotropii parametrów mechanicznych. £¹-
czenie ze sob¹ dwóch faz, takich jak polimer i w³ókna pro-
wadzi do otrzymania tworzywa o odmiennych parametrach
fizycznych i chemicznych, w porównaniu z wyj�ciowym po-
limerem. Od rozprowadzenia w³ókien w osnowie polimero-
wej zale¿¹ nie tylko parametry mechaniczne tworzywa ale
równie¿ w³a�ciwo�ci powierzchniowe, takie jak energia po-
wierzchniowa, chropowato�æ i inne. Wydaje siê zatem ko-
nieczne aby przed rozpoczêciem prac zwi¹zanych z opra-
cowywaniem nowych tworzyw kompozytowych dla zasto-
sowañ medycznych, poddaæ badaniom wp³yw jaki w³ókno
wywiera na osnowê polimerow¹ i okre�liæ czy kompozyty
tworzone z osnow¹ polimerowa s¹ materia³ami nie toksycz-
nymi dla ¿ywych komórek [3-5].

Celem pracy by³a analiza cytotoksyczno�ci  polimeru,
oraz utworzonych z niego kompozytów z w³óknem wêglo-
wym.

Materia³y i metody

Materia³y
Próbki do badañ przygotowano stosuj¹c terpolimer PP-

PVDF-PTFE (Aldrich Chemical Co., USA o gêsto�ci d=1600
oraz w³ókna wêglowe TORAYCA (1400)  W celu otrzyma-

have been examined. Composite samples had differ-

ent spatial distributions of carbon fibres in their matri-

ces. The cytotoxicity of polymer and its composites

was examined with use of human line of epithelium-

like cells of lung cancer (ATCC CCL 185) - A549.

Quantitative and morphological changes of cells have

been analyzed. The number of deceased cells was

determined using the trypan blue dyeing method. It

has been shown that neither polymer nor its compos-

ites have any toxic effects on cells of  A549 line.

[Engineering of Biomaterials, 54-55,(2006),15-18]

Introduction

The progress in biomaterials engineering is mostly re-
lated to research on new materials, with properties allowing
for curing and replenishment of diseased cells. In bone tis-
sue treatment serious expectations are connected to broader
application of composite materials to clinical practices. Metal
alloys commonly used in the field of osteosynthesis, be-
sides many advantages, have also drawbacks like the re-
lease of toxic degradation products. Ceramic materials
present well documented biocompatibility with osseous tis-
sue, however they have excessively high modulus of elas-
ticity, and low resistance to brittle fracture [1].

It is known now that optimal conditions for bone regen-
eration occur only in the case of application of implant ma-
terials which can provide osseous cells with load transfer
capability close to physiological values. Such situation may
appear only when using implant materials with mechanical
parameters similar to bone tissue and characterized by
anisotropy of mechanical parameters similar to that exist-
ing in the bone. For these reasons in recent years much
attention is given to composite materials designed on the
basis of microstructural pattern of osseous tissue [1-3]. Bone
tissue is a highly structured composite material made of
both organic and inorganic phases. Among all materials
used in osseous tissue treatment, fibrous polymer compos-
ites currently appear to be the best candidates. The rein-
forcing architecture of the composite made of fibers (e.g.
carbon) allows for broad modifications of mechanical pa-
rameters as well as for achieving the biomimetic anisotropy
of these parameters. Joining such two phases as polymer
and fibers leads to formation of a new material with chemi-
cal and physical parameters different from those of initial
polymer. The distribution of fibers in polymer matrix affects
not only its mechanical parameters, but also the surface
properties, such as surface energy, roughness, etc. It seems
necessary to examine the effects of fibers on polymer ma-
trix before commencing works on design of composite ma-
terials for medical applications. It is also important to define
whether composites based on polymer matrix would not be
toxic for living cells [4-6].

The aim of this work was the analysis of cytotoxicity of
polymer and of composites made on its basis with carbon
fibers.

Materials and methods

Materials
Samples for this study were made using the terpolimer

PP-PVDF-PTFE (Aldrich Chemical Co., USA with density
d=1600, and carbon fibres TORAYCA (1400). In order to
prepare the samples from initial polymer, the solution was
made consising of 5 g PTFE/PVDF/PP and 50 ml of ac-
etone (POCh SA. Gliwice, Poland, cat. no 102480111),
which was poured on Petri dishes and left for evaporation.
The same solution was used for preparation of two types of
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nia próbek z wyj�ciowego polimeru sporz¹dzono roztwór:
stosuj¹c 5 g PTFE/PVDF/PP na 50 ml acetonu  (POCh SA.
Gliwice, Polska, cat. no 102480111), który nastêpnie wyla-
no na szalkê Petriego i pozostawiono do odparowania. Taki
sam roztwór wykorzystano do wytworzenia dwóch rodza-
jów kompozytów o zró¿nicowanym u³o¿eniu w³ókien. W
przypadku kompozytu oznaczonego jako CP5, po³¹czono
tkaninê wêglow¹ z roztworem polimeru. Druga z próbek
kompozytowych powsta³a przez po³¹czenie roztworu poli-
meru z tym samym rodzajem w³ókien wêglowych, jednak-
¿e poddanych uprzednio fragmentacji (CP4).

Metody
Próbki polimerowe oraz kompozyty poddano badaniom

przy wykorzystaniu mikroskopu skaningowego, JSM - 5400,
Jeol.

Badania cytotoksyczno�ci wykonano w Instytucie Immu-
nologii i Terapii Do�wiadczalnej - PAN we Wroc³awiu zgod-
nie z   PN-EN ISO 10993-5 "Biologiczna  (POCh SA. Gliwi-
ce, Polska, cat. no 102480111) ocena wyrobów medycz-
nych - Czê�æ 5:''Badania cytotoksyczno�ci: metody - in vi-
tro". W tym celu wykorzystano liniê komórkow¹ A549 - linia
komórek nab³onkopodobnych ludzkiego raka p³uc (ATCC
CCL 185). Hodowlê komórek prowadzono w p³ynie hodow-
lanym Dulbecco z dodatkiem 10% inaktywowanej (30min,
56°C) surowicy cielêcej oraz 100 j/ml penicyliny,100µg/ml
streptomycyny i 2mM/ml L-glutaminy i inkubowano w tem-
peraturze 37°C, w atmosferze 5% CO2. Komórki przeszcze-
piano stosuj¹c roztwór 0,05% trypsyny z 0,02% EDTA w
PBS, o pH 7,2. Badania przeprowadzono metod¹ bezpo-
�redniego kontaktu biomateria³ów z jednowarstwow¹ ho-
dowl¹ komórek A549 przez 24 oraz 72 godzinach. Na p³yt-
ce 24-do³kowej firmy Costar zak³adano hodowlê komórek
A549 o gêsto�ci 1x106/ml i inkubowano 24 godzin w tempe-
raturze 37°C, w atmosferze 5% CO2. Po tym czasie usuwa-
no supernatant, a jednowarstwow¹ hodowlê komórek zale-
wano 1 ml p³ynem hodowlanym z dodatkiem 2% surowicy
cielêcej. Na tak przygotowan¹ hodowlê komórek na³o¿ono
próbki badanych materia³ów (w kszta³cie kr¹¿ków o �redni-
cy 9,6 mm ) i inkubowano 24, oraz 72 godziny w temperatu-
rze 37°C i atmosferze 5% CO2. Ka¿dy materia³ oceniano w
3 powtórzeniach ( po 3 na ka¿dy czas).

Wyniki

Na RYS. 1. przedstawiono obrazy mikroskopowe po-
wierzchni próbek. Próbka z czystego polimeru ma g³adk¹
powierzchniê, natomiast na powierzchniach materia³ów
kompozytowych wyra�nie widoczne s¹ w³ókna wêglowe,
pokryte warstw¹ polimeru. Jednak¿e mikrostruktura ka¿dej
z próbek jest odmienna, w pierwszej  (CP5) w³ókna tworz¹
regularny uk³ad wi¹zek  przenikaj¹cych siê pod k¹tem 900,
natomiast druga z nich (CP4) ma powierzchniê na której

composites with different spatial distribution of fibres. In the
case of composite designated K-1, carbon fabric was com-
bined with polymer solution. Second composite sample was
made with short carbon fibres in polymer matrix (K-2)

Cell cultures: A549 cells (ATCC CCL185).The human
adenocarcinoma lung cell line was maintained in Dulbecco's
modified Eagle's medium essential medium  (DMEM) sup-
plemented with 10% C.S., antibiotics (100U/ml penicillin and
100 µg/ml streptomycin ) and 2mM L-glutamine.

Methods
Polymer samples and composites were examined with

use of scanning electron microscope Jeol JSM - 5400
(FIG.1). The morphologies of A549 cells after contact with
biomaterials were observed in reversed phase-contrast
microscope (FIG.2) and compared with A549 culture with-
out materials tested.

Cytotoxicity assay
Cytotoxicicity of the samples was determined in the hu-

man cell line A549 For cytotoxicity test, the cells were seeded
in the 24-well plate (Costar) 1 ml of 1x106 cells/ml in the
culture medium Dulbecco's with 2% calf serum, penicillin
and streptomycin was deposited into each pleate. Samples
of the tested biomaterials were added to prepared cells,
which were then incubated for 24h, 72h at 37°C in the at-
mosphere of 5% CO2 in air. The degeneration of cells was
assessed using inverted microscopy at 400x magnification.

Results

FIG. 1. shows photomicrographs of the surfaces of ob-
served samples. The sample of pure polymer has smooth
surface (K-0), whereas on the surfaces of composite mate-
rials carbon fibres coated with polymer layer can be clearly
seen. The microstructure of each sample is different; in K-1
fibres form regular pattern of bundles crossing at 900, while
on K-2 surface randomly distributed fibres of varying length
can be observed.

The results of changes in cell morphologies after con-
tact with the examined samples, also the results of changes
in number of cells, are collected in TABLE 1. TABLE 1A
presents the results after 24 hours incubation of cells A549
with the examined materials, and Table 1B shows the re-
sults after 72 hours of cells contact with these biomaterials.
Performed experiments and the evaluation of biomaterials
cytotoxicity using the in vitro method show that none of these
materials presents cytotoxic behavior. The number of de-
ceased cells is very limited which, according to Standard
PN-EN ISO 10993-5, indicates that these materials are suit-
able for further experiments with living bodies.

RYS. 2. Morfologia komórek na powierzchniach
badanych materia³ów: K1-kompozyt tkanina
wêglowa/polimer, K2- kompozyt krótkie w³ókna
wêglowe/polimer, K0 folia polimerowa.
FIG. 2. Morphology of cells contacted with
biomaterial surface: K1-carbon fabric/polymer, K2-
short carbon fibrous/polymer, K0 - polymer foil.

RYS. 1. Mikrostruktura próbek poddanych
badaniom cytotoksyczno�ci K1-kompozyt tkanina
wêglowa/polimer, K2- kompozyt krótkie w³ókna
wêglowe/polimer, K0 folia polimerowa.
FIG. 1. Microstructure of composite samples: K1-
carbon fabric/polimer, K2- short carbon fibrous/
polimer, K0 - polymer foil.
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widoczne s¹  przypadkowo rozmieszczone w³ókna o zró¿-
nicowanych d³ugo�ciach.

Wyniki zmian morfologii komórek po kontakcie z bada-
nymi próbkami, a tak¿e wyniki zmian ilo�ci komórek zebra-
no w TABELI 1. W TABELI 1A znajduje siê zestawienie
wyników po 24 godzinnej inkubacji komórek A549 z bada-
nym materia³em, natomiast w tabeli nr 1B. po 72 godzin-
nym kontakcie komórek z tymi badanymi biomateria³ami.
Na podstawie przeprowadzonych  badañ, oceny cytotok-
syczno�ci  biomateria³ów metod¹ in vitro, wykazali�my, ¿e
ka¿dy z tych  materia³ów nie wykazuje dzia³ania cytotok-
sycznego. Ilo�æ martwych komórek jest  bardzo ma³a, co
wg  normy PN-EN ISO 10993-5 wskazuje, ¿e materia³y te
nadaj¹ siê do dalszych badañ kontaktu z ¿ywymi organi-
zmami. Morfologie komórek A549 po kontakcie z biomate-
ria³ami obserwowano w  porównaniu do hodowli A549 (bez
badanych materia³ów) w odwróconym, kontrastowo-fazo-
wym mikroskopie (RYS. 2).

Wnioski

Wszystkie próbki, zarówno polimer jak i utworzone z nie-
go kompozyty z w³óknem wêglowym nie wykazuj¹ dzia³a-
nie cytotoksycznego. Komórki linii A549 maj¹  prawid³ow¹
morfologiê (tzn. wrzecionowaty, wyd³u¿ony kszta³t oraz jed-
norodn¹ cytoplazmê), przylegaj¹ do pod³o¿a w postaci rów-
nomiernej warstwy .

Conclusions

None of the materials examined, neither polymer nor its
composites with carbon fibers, show cytotoxic behavior.
Cells of A549 line have correct morphology (extended fusi-
form and homogenous cyto-plasma), and they adhere to
substrate surface as a uniform and even layer.

TAB. 1. Zmiany morfologii komórek A549 na
powierzchni materia³ów kompozytowych (K1 i K2)
oraz foli polimerowej (K0), po 24 godzinach (a) i
po 72 godzinach (b).
TAB. 1. Performance of fibrous composite
materials for humane cells A549.

samples Change of 
morphology  

Number of dead cells 
[%]  

Number of live 
cells [%] 

Totalny number 
of cells 

Toxic 
degree 

a) Cytotoxicity assessment of biomaterials contact with cells A549 after 24 hour  

K0 no effect 1 99 5,1x10
6
 no effect 

K1 no effect 0 100 6,3 x10
6
 no effect 

K2 no effect 0 100 6,5 x10
6
 no effect 

kontrola  0 100 7,2 x10
6
 no effect 

b) Cytotoxicity assessment of biomaterials contact with cells A549 after 72 hour  

K0 no effect 3 97 5,4x10
6
 no effect 

K1 no effect 7 93 4,9 x10
6
 no effect 

K2 no effect 5 95 5,8 x10
6
 o effect 

kontrola  0 100 7,5 x10
6
 no effect 
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