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Streszczenie

Praca przedstawia wyniki badan cementéw
wapniowofosforanowych otrzymanych z komponentu
o sktadzie o TCP-DCPD i ptynow do jego zarabiania
w postaci wody lub wodnych roztworéw polimerow
naturalnych lub innych substancji organicznych.
Okreslono wtasciwo$ci fizyczne cementdéw jak czas
wigzania, wytrzymatosS¢ na Sciskanie, jak i oceniono
ich zarabialno$c¢, podatnosc na iniekcje i integralnosc¢
w SBF. Przeprowadzono badania cytotoksycznoSci
w bezposrednim kontakcie z fibroblastami mysimi.
Wykazano istotny wptyw ptynéw na witasciwosci fizy-
czne i biozgodno$c¢ otrzymanych cementow.

[Inzynieria Biomateriatow, 58-60,(2006),241-245]

Wprowadzenie

Konieczno$¢ zastgpienia utraconej tkanki kostnej z
powodu choréb uktadu kostnego takich jak reumatyzm i
osteoporoza oraz tworzenia sie cyst i nowotworéw lub tez
urazow, wymaga stosowania materiatow syntetycznych.
Przedmiotem szczegdlnego zastosowania sg cementy
wapniowofosforanowe, ktore taczg wysokg biozgodnos¢ i
bioaktywno$¢ z mozliwoscig szczelnego wypetnienia ubyt-
koéw o nieregularnych ksztattach [1,2,3].

W ISiC opracowano szereg cementow wapniowofosfora-
nowych otrzymanych na bazie fosforanéw krystalicznych
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Abstract

The paper presents results of research on cal-
cium-phosphate cements obtained from o.TCP-DCPD
component and liquids used in cement mixing, such
as water or aqueous solutions of natural polymers
or other organic substances. Physical properties of
cements such as: setting time, compressive strength
have been determined and also their workability, in-
Jectability and integrity in SBF. Analysis of cytotoxicity
in immediate contact with mouse fibroblasts has been
performed. It was demonstrated that liquids signifi-
cantly affect physical properties and biocompatibility
of the obtained cements.

[Engineering of Biomaterials, 58-60,(2006),241-245]

Introduction

In case of replacement of tissue lost as a result of the
skeletal system illnesses, such as rheumatism and oste-
oporosis, and in case of cysts and tumours or injuries, it is
necessary to use synthetic materials. Application of calcium
phosphate cements is of significant importance as they
combine biocompatibility and bioactivity with the possibility
to fill tightly irregularly shaped defects [1,2,3]. In ISiC many
calcium-phosphate cements were obtained on the basis of
crystalline phosphates, produced in high-temperature proc-
esses, as well as in precipitation from aqueous solutions.
From among many cements developed from various powder
components and with different liquids applied, we have cho-
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uzyskanych w procesach wysokotemperaturowych, jak i w
procesach stracania z roztworéw wodnych. Sposrod wielu
cementéw opracowanych z ré6znych komponentéw prosz-
kowych, jak i przy zastosowaniu réznych ptynéw wybrano
osiem, ktore zostaty poddane badaniom cytotoksycznosci w
Akademii Medycznej we Wroctawiu. Wiekszo$¢ badanych
cementéw nie wykazywata dziatania cytotoksycznego na fi-
broblasty mysie3T3 Balb/C zaréwno po 24 h, 48h, jak po 72h.
Natomiast cement C otrzymany z komponentu o TCP-DCPD
zarabianego roztworem wodnym cytrynianu sodu wykazywat
po 72h stabe do umiarkowanego dziatanie cytotoksyczne.
Celem prezentowanych badan byta ocena mozliwosci
poprawy biozgodnosci cementu uzyskanego z w/w kompo-
nentu poprzez zastosowanie jako ptynu do jego zarabiania
wody lub wodnych roztworéw polimeréw naturalnych jak i
wodnych roztworéw innych substancji organicznych pocho-
dzenia naturalnego.

Materiat

Przygotowano komponent proszkowy o sktadzie a-TCP
90%wag. i DCPD 10%wag. Gtéwnym sktadnikiem byta wiec
odmiana wysokotemperaturowa tréjwapniowego fosforanu
/aTCP/ otrzymana w warunkach ISiC w wyniku spiekania
mieszaniny CaHPO, i CaCO, w stosunku molowym Ca/
P=1,5. W celu identyfikacji faz otrzymanego produktu spie-
kania wykonano badania dyfrakcji rentgenowskiej. Ponadto
komponent proszkowy cementu zawierat dwuwapniowy
fosforan dwuwodny /DCPD/.

Do zarabiania komponentu o TCP-DCPD w proporcji 3g
proszku/1ml ptynu zostaty zastosowane ptyny przedsta-
wione w Tabeli 1.

Metody

Czas wigzania cementéw

Koncowy czas wigzania byt mierzony technikg igtowg w
temperaturze 37°C.
Wytrzymatos¢ na sciskanie cementow

Po zwigzaniu cementy byty przetrzymywane w roztworze
Ringera. Po uptywie 24 h prébki cementéw o srednicy 4 mm
i wysokosci 6 mm poddano $ciskaniu przy uzyciu uniwersal-
nej maszyny wytrzymatosciowej (Lloyd LR 10K) z szybko-
$cig posuwu gtowicy 0,7mm/min az do zniszczenia.
Wytrzymato$c¢ na $ciskanie, C, w megapaskalach, obliczono
stosujac réwnanie:

4P
C=—:
md
gdzie: P - maksymalna przytozona sita, w niutonach;

d - zmierzona $rednica probki, w milimetrach.

Ocena zarabialnosci cementéw oraz ich podatnos¢ na
iniekcje i integralnos¢ w srodowisku symulowanego
ptynu fizjologicznego (SBF)

Ocene podatnosci na podawanie iniekcyjne cementow wy-
konywano bezposrednio po ich zarobieniu. Cementy prze-
noszono z ptytki szklanej do odpowiednich strzykawek, z
ktérych wyttaczano je pod naciskiem recznym. Kazdorazowo
wyjsciowa objeto$¢ cementdéw poddawanych iniekcji wyno-
sita 2 ml. Swiezo zarobione cementy podawano iniekcyjnie
do szalek Petriego z ptynem SBF i poddawano materiat
ocenie wizualnej pod katem integralnosci.

Badania cytotoksycznosci metoda bezposredniego
kontaktu cementéw z fibroblastami mysimi

Prébki do badania cytotoksycznosci byly przygotowane
w formie krazkéw o $rednicy 10mm i wysokosci 1,5 mm

sen eight, which were subjected to cytotoxic evaluation in
the Medical University in Wroctaw. Most of the investigated
cements did not show cytotoxic effect on 3T3 Balb/C mouse
fibroblasts after 24, 48 and 72 hours. However, cement C,
obtained from o TCP-DCPD component mixed with aqueous
solution of sodium citrate, showed after 72 hours weak to
moderate cytotoxicity.

The aim of the presented research was to assess pos-
sibilities of improving biocompatibility of cement obtained
from the above mentioned component, mixed with water or
aqueous solutions of natural polymers and other organic
substances.

Materials

A powder component was prepared, for which mass
fraction of a-TCP was 90% and of DCPD - 10%. Thus, the
main component was a high-temperature form of tricalcium
phosphate /a-TCP/, obtained in ISiC conditions as a result
of sintering of CaHPO, and CaCO, in a Ca/P=1.5 mole ratio.
To identify phases of the obtained product of sintering, an
X-ray diffraction has been performed. In addition, the pow-
der component of cement contained dicalcium phosphate
dihydrate /DCPD/.

The liquids, which are presented in Table 1, have been
used to mix component aTCP-DCPD in 3g powder/1 ml
liquid ratio.

Methods

Setting times of cements

The final setting time was measured by needle technique
at a temperature of 37°C.
Compressive strength of cements

After setting, cements have been stored in Ringer’s solu-
tion. After 24 hours cement samples of 4 mm in diameter
and 6 mm high were compressed with mechanical testing
apparatus (Lloyd LR 10K) with head feed rate of 0.7mm/min
until fracture. Compressive strength, C in megapascals, has
been calculated using the equation:

_ 4P
nd’
where: P - maximum applied force, in newtons
d - measured diameter of the sample, in millime-

tres

Evaluation of cement workability and injectability and
integrity in simulated body fluid (SBF)

Evaluation of cement injectability was performed imme-
diately after mixing them. Cements have been transferred
from glass plates to appropriate syringes, from which they
have been pumped out by hand. Every time, the initial vol-
ume of cements injected was 2 ml. Freshly mixed cements
have been injected onto Petrie plates with SBF liquid and
the integrity of the material was visually evaluated.

Test for cytotoxicity by means of immediate contact of
cements with mouse fibroblasts

Samples for analysis of cytotoxicity were prepared as disks
of 10 mm in diameter and 1.5 mm high and were subjected to
radiation sterilization. Test was carried out in the Department
of Experimental Surgery and Biomaterials Research MU in
Wroctaw in accordance with PN-EN ISO 10993 “Biological
evaluation of medical products” Part 5: Tests for in vitro cyto-
toxicity. Test was carried out by means of immediate contact
of cement samples with monolayer culture of cells, on 3T3/
Balb mouse fibroblasts received form the Bank of Tissues
of the Institute of Immunology and Experimental Therapy in



i poddane sterylizacji radiacyjnej. Badania wykonano w
Zaktadzie Chirurgii Eksperymentalnej i Badania Bioma-
teriatbw AM we Wroctawiu zgodnie z PN-EN 1ISO 10993
,Biologiczna ocena wyrobéw medycznych. Part 5: Badania
in vitro cytotoksycznosci”. Badania przeprowadzono przez
bezposredni kontakt probek cementéw z jednowarstwowg
hodowlg komorek fibroblastéw mysich 3T3/Balb otrzy-
manych z Banku Tkanek, Instytutu Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu. Hodowle komérek
prowadzono w ptynie hodowlanym Eagle’a z dodatkiem
10% inaktywowanej (30 min, 56°C) surowicy cielecej oraz
100 j/ml penicyliny, 100ug/ml streptomycyny i 2mM/ml L-
glutaminy w temp. 37°C, w atmosferze 5% CO,. Komorki
przeszczepiano stosujac roztwor 0,05% trypsyny z 0,02%
EDTA w PBS, o pH 7,2. Komorki fibroblastéw mysich zo-
staty zatozone na ptytkach Petriego, w ilosci 0,5 x 10 na
kazdej. Po 24 godzinach komorki przykleity sie do podtoza i
podzielity, pokrywajac okoto 60% powierzchni ptytki. Po tym
czasie pozywke hodowlang usunieto, a do kazdego z naczyn
dodano nowe medium. Na hodowle komérkowe natozono
probki materiatéow i inkubowano w temp. 37°C, w atmosferze
5% CO,. Kazdy materiat oceniano w 3 powtdrzeniach.
Zmiany ilosciowe i morfologiczne, po kontakcie z badanymi
materiatami oceniono po 24, 48 i 72 h w odwrdéconym mi-
kroskopie kontrastowo-fazowym. W celu okreslenia ilosci
martwych komérek zastosowano barwienie btekitem trypa-
nu. Stopien toksycznosci badanych cementéw oceniono na
podstawie zmian w morfologii komérek, ich przezywalnosci
i zdolnosci do proliferaciji.

Wyniki i dyskusja

Wyniki oznaczania czasu wigzania, wytrzymatosci na
Sciskanie i ocene zarabialnosci, podatnosci na iniekcje
cementéw otrzymanych na bazie komponentu proszko-
wego aTCP-DCPD do ptynu SBF oraz integralnosci w tym
Srodowisku przedstawia TABELA 1.

Na ich podstawie mozna stwierdzi¢, ze zastosowanie
roztworow wodnych alginianu sodu znaczgco wydituza czas
wigzania otrzymanych cementdw, co notuje sie szczegodlnie
dla tych zarabianych roztworami 0,3 - 0,5% m/m alginianu
sodu. Jednoczesnie notuje sie spadek wytrzymatosci na Sci-
skanie. Podobng zaleznosc¢, jesli chodzi o wytrzymatosé na
Sciskanie, zauwaza sie dla cementow zarabianych wodnymi
roztworami dekstranu sodu. Im wyzsze jest stezenie dekstra-
nu sodu, tym nizsza jest wytrzymatos¢ na Sciskanie. Tym

. (071 Wytrzymato$¢
Stezenie,

wigzania  na $ciskanie

Rodzaj ptynu

Concen- ) .
Setting  Compression
Type of liquid tration,

time, resistance,
[% m/m]

[min] [MPa]

Wroctaw. The cells had been kept in Eagle’s medium with
additional 10% of inactivated (30 min, 56°C) calf serum
and 100j/ml of penicillin, 100 pg/ml of streptomycin and 2
mM/ml of L-glutamine at 37°C, in 5% concentration of CO,.
Cells had been grafted using 0.05% solution of trypsin with
0.02% EDTAIin PBS, 7.2 pH. The cells of mouse fibroblasts
had been put on Petrie plates, 0,5 x 10¢ on each. After 24
hours cells sticked to the substrate and divided, covering
approximately 60% of plate surface. After this time, culture
medium was removed, and new medium was added to each
plate. Samples of material were put on cells cultures and
incubated at 37°C, in 5% concentration of CO,. Evaluation
of each material was performed 3 times.

Changes in quantity and morphology, after contact with the
investigated materials, were evaluated after 24, 48 and 72
hours by reversed contrast phase microscope. To determine
quantity of dead cells, we used trypan blue. Determination
of toxicity level of the investigated cements was based on
changes in cell morphology, their survival rate and prolifera-
tion abilities.

Results and discussion

Results of determination of setting time, compressive

strength and evaluation of workability, injectability and integ-
rity of cements based on powder component a TCP-DCPD
in SBF liquid are presented in TABLE 1.
On the basis of the above results, it can be concluded that
application of solutions of sodium alginate considerably
extends setting time of the obtained cements, which was
noted especially in case of these obtained from 0.3 — 0.5
% m/m solutions of sodium alginate. At the same time,
decrease in compressive strength is observed. A similar
relation, in regard to compressive strength, was noticed for
cements mixed with aqueous solutions of sodium dextrane.
The higher the concentration of sodium dextrane, the lower
compressive strength. This time, however, the setting time
is shorter. Comparable correlations, as with solutions of so-
dium alginate, were noted for cements mixed with aqueous
solutions of chitosan lactate. Along with higher concentration
of this substance in solution, longer setting time of cement
and lower compressive strength is observed. Particular
attention was given to cements obtained from 0.1% m/m
aqueous solution of glycerine. Longer setting time was noted
in comparison to cement mixed with water, and at the same
time compressive strength stayed on the same level.

Uwagi o zarabianiu i podawaniu iniekcyjnym cementu do SBF
Remarks to mixing and injection of cement into SBF.

Roztwér wodny cytrynianu 00 T i tatwa zarabialno$¢ i podatnosé na iniekcje
Agqueous solution of sodium citrate ! : Easy workability, after pumping out, washes out in SBF
H,0 11°00” 53.50 Easy workability and injectability
Po wymieszaniu sktadnikéw bardzo ptynny cement
0.50 >60 41.76 L phynny
After mixing of components, very easily flowing cement
Roztwory wodne alginianu sodu Po wymieszaniu sktadnikéw bardzo ptynny cement
0.30 33'00” 46.01
Aqueous solution of sodium alginate After mixing of components very easily flowing cement
0.05 25'10” 47.22 Cement nie rozlewa sie / After mixing of components does not spread
0.01 22'00” 54.75 tatwa zarabialno$¢ / Easy workability
Roztwory wodne dekstranu sodu 10,0 17°40” 40.70 Cement zbyt ptynny / Very easy workability
A It £ sodium dext 2,0 19'00” 48.84 Bardzo fatwa zarabialno$¢ / Easily flowing cement
queous solution of sodium dextrane 0.01 20'30” 61.50 Bardzo tatwa zarabialno$¢ i podatno$¢ na iniekcje / Very easy workability and injectability
Roztwory wodne mleczanu chitozanu 0.050 45'00" 47.47 tatwa zarabialno$¢ / Easy workability
A uti £ chi | 0.025 40'00” 57.90 tatwa zarabialno$¢ / Easy workability
GUEELS SEIMHE @i GlliEsER (EEES 0.010 2520 5092 Eatwa zarabialnosé / Easy workability
Roztwory wodne gliceryny 1.0 34'00” 59.10 Latwa zarabialno$¢ / Easy workability
Aqueous solution of glycerine 0.1 21°20” 54.93 tatwa zarabialnos¢ i podatno$é¢ na iniekcje / Easy workability and injectability

TABELA 1: Wiasciwosci fizyczne cementéw otrzymanych z komponentu o.TCP-DCPD z r6znymi ptynami.
TABLE 1: Physical properties of cements obtained from o TCP-DCPD with different liquids.
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a4

Czas

IR badania,

Cement
C-w

RTETGHET Test time, h

Control

Symbol badanego materiatu Tested material symbol

Cement
C-0,1¢gl

n £’

Control

Cement
C

Control

Zmiany
morfo-

logiczne

strefa zahamowania wzrostu, komorki obkurczone wokot

probki

Zone of inhibited growth, contracted cells around the

sample

Changes in

morphology

strefa zahamowania wzrostu, komorki obkurczone wokot
probki
Zone of inhibited growth, contracted cells around the

sample

15% komorek obkurczonych, odkle-
jonych od podtoza, aglutynacja
15% of cells contracted, coming unstuck

off substrate, agglutination

0,740,03

0,72+0,01

0,66+0,04

0,72£0,01

0,74£0,03 0,76+0,03

Gestosé 0,86+0,02

1,120,17

0,76+0,017

1,1£0,17

1,240,1 1,2420,15

komorek
Cell density
ml x 10°

1,1£0,1 1,3£0,1

0,98+0,04*

1,3£0,1 1,9+0,05 2,0+0,07

Komorki

martwe
Dead cells
%

Stopien
toksy-

cznosci
Cytotoxicity

TABELA 2. Zmiany cytotoksyczne w hodowli fibroblastow mysich 3T3Balb/C — po 24, 48 i 72 h w kontakcie z prébkami
cementow C -w, C-0,1 gl i C n.s. *- nie stwierdzono, # - istotna réznica dla p<0.05, #- istotna réznica dla p<0.01

TABLE 2. Cytotoxic changes in 3T3Balb/C mouse fibroblasts culture — after 24, 48 and 72 hours in contact with
cement C, C-w and C-0,1 gl samples. n. f." - not found, # - significant difference for p<0.05, # - significant difference

for p<0.01

razem jednakze skraca sie czas wigzania. Podobne korelacje
jak z roztworami alginianu sodu stwierdzono dla cementéw
zarabianych roztworami wodnymi mleczanu chitozanu. Wraz
ze wzrostem stezenia tej substancji w roztworze notuje sie
wydtuzenie czasu wigzania cementéw i spadek wytrzymatosci
na $ciskanie. Szczegdlng uwage zwrécono na cementy uzy-
skane z 0,1% m/m roztworem wodnym gliceryny. Zanotowano
dtuzszy czas wigzania w stosunku do cementu zarabianego
wodag, a jednoczesnie wytrzymatos¢ na sciskanie utrzymuje
sie na wysokim poziomie.

Badaniom cytotoksycznosci poddano cement zarabiany
wodg oznaczony jako C-w i cement zarabiany wodnym
roztworem gliceryny oznaczony jako C-0,1 gl. Istotnym
czynnikiem decydujgcym o wyborze cementéw do badan cy-
totoksycznosci sposrod wszystkich otrzymanych cementéw
byt fakt uzyskania cementéw
o0 czasie wigzania akcepto-
walnym przez klinicystow, jak
i o stosunkowo wysokiej wy-
trzymatosci na Sciskanie oraz
akceptowalnym zachowaniu
sie tych cementow podczas
zarabiania i iniekcji.

Test for cytotoxicity was performed on cement mixed with
water, labelled C-w, cement mixed with aqueous solution of
glycerine 0,1% m/m labelled C-0,1 gl and cement C mixed
with aqueous solution of sodium citrate 30 % m/m. The
crucial factor, taken into account in choosing cements for
cytotoxic test from among all the obtained cements, was the
fact that we obtained cements with setting time acceptable to
clinicians as well as with relatively high compression strength
and acceptable workability and injectability.

TAB.2 and FIG.1-4 presented cytotoxic changes in 3T3Balb/
C mouse fibroblasts culture — after 24, 48 and 72 hours in
contact with cement C, C-w and C-0,1 gl samples.

In cultures after 24 hour contact with the C-w, C-0,1 gl
and C cements, and in control cultures, cells sticked to the
substrate and their morphology was proper. No agglutina-
tion, vacuolization, detachment
from the substrate nor lysis of cell
membranes was observed. Cell
proliferation in cultures after con-
tact with the examined cements,
at all investigation times, was
insignificantly lower than when
compared to control cultures.

TABELA 2 i RYSUNKI 1-4
przedstawiajg zmiany cytotok-

RYS.1. Kontrola hodowli RYS.2. Hodowla fibro-

In cultures with the C cement,
after 72 hours, contracted,

syczne w hodowli fibroblastow
mysich 3T3Balb/C — po 24, 48
i 72 h w kontakcie z probkami
cementow C -w, C-0,1gli C.

W hodowlach po kontakcie 24h
z cementem C-w, C-0,1gliC
oraz w hodowlach kontrolnych
komorki przylegaty do podtoza
i miaty prawidtowe cechy mor-
fologiczne. Nie stwierdzono
aglutynacji, wakuolizacji, od-
dzielania od podtoza ani lizy
bton komérkowych. Proliferacja

fibroblastéw mysich 3T3
Balb/C po 48 h.

FIG.1. Control culture of
3T3 Balb/C mouse fibro-
blasts after 48 h.

blastow mysich 3T3
Balb/C po kontakcie
48 h z cementem C w
bezposrednim kontak-
cie z prébka. Widoczne
drobiny cementu.
FIG.2. Culture of 3T3
Balb/C mouse fibro-
blasts after contact 48 h
with cement C in proxi-
mity of sample. Sample
particles were visible.

detached from the substrate,
agglutinated cells and higher
percent of dead cells, when
compared to the culture with the
C-w cement, were found. Cyto-
toxicity after 72 hours was 1/2
for the cement C, whereas it was
0 for the cement C-w. Taking
into account the above, it can
be stated it was sensible to use
distilled water — instead of sodium
citrate solution — to mix powder
consisting of a TCP-DCPD.



komoérek w hodowlach po kontakcie z badanymi cementami,
we wszystkich czasach badania, byta nieistotnie nizsza w
poréwnaniu do hodowli kontrolnych.

W hodowlach z cementem C po 72 h stwierdzono komarki
obkurczone, odklejone od podtoza, ktére ulegty aglutynacji
oraz wyzszy odsetek komorek martwych w poréwnaniu do
hodowli z cementem C-w. Stopien toksycznosci po 72 h
dla cementu C wyniost 1/2, zas dla cementu C-w 0. Na tej
podstawie mozna stwierdzi¢, ze celowe byto zastosowanie
- zamiast roztworu cytrynianu sodu - wody destylowanej do
zarabiania proszku o sktadzie o« TCP-DCPD.

W przypadku cementu C - 0,1 gl w hodowlach po 24 h nie
stwierdzono zmian morfologicznych komérek. Jednak po
4872 h, w bezposrednim kontakcie z prébka, stwierdzono
toksyczne oddziatywanie cementu. Nieliczne komorki w sa-
siedztwie materiatu byty obkurczone i odklejone od podtoza.
Komorki w dalszej odlegtosci od prébki nie wykazywaty zmian
morfologicznych. W ptynie hodowlanym stwierdzono bardzo
duzo drobin materiatu. Proliferacja komérek w hodowlach
po kontakcie z badanymi probkami, we wszystkich czasach
badania byla nizsza w poréwnaniu do kontroli, a gestos¢
komorek po 4872 h byta istotnie mniejsza od gestosci komo-
rek w hodowlach kontrolnych. Po 48 h kontaktu z badanymi
probami stwierdzono 5% komaérek martwych, a 12% po 72
h. Na podstawie przedstawionych danych mozna stwierdzi¢,
ze zastosowanie roztworu gliceryny jako ptynu do zarabiania
cementu spowodowato nasilenie zmian cytotoksycznych.

Podsumowanie

Przedstawione wyniki wykazujg jak istotny wptyw
poza sktadem komponentu proszkowego na wiasciwosci
uzyskiwanych cementéow wapniowofosforanowych majg
zastosowane ptyny do ich zarabiania. Przeprowadzone
badania cytotoksycznos$ci wykazaty, ze zastosowanie dla
cementu C-w, zamiast roztworu wodnego cytrynianu sodu
30% wag. jako ptynu do zarabiania komponentu aTCP-
DCPD wody ogranicza jego cytotoksycznos$¢. Natomiast
z roztworem wodnym gliceryny uzyskano cement C-0,1
gl o wyzszej kohezji, lecz stwierdzono po 72 h kontaktu
tego cementu z fibroblastami mysimi toksyczno$c¢ stopnia
2. Poza poddanymi badaniom cementami C, C-w i C-0,1
gl. na szczegdlng uwage zastugujg cementy otrzymane
z aTCP-DCPD z roztworami wodnymi alginianu sodu,
dekstranu sodu lub mleczanu chitozanu. Celowe jest wiec
dalsze kontynuowanie tych badan dla wyboru cementéw
wapniowofosforanowych spetniajgcych rézne wymogi w
zaleznosci od ich przeznaczenia klinicznego.

Podziekowanie

Praca sfinansowana przez Ministerstwo Nauki i Szkolni-
ctwa Wyzszego (projekt nr 4 TO8D 024 25).
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RYS.3. Hodowla fibro-
blastow mysich 3T3
Balb/C po kontakcie 48
h z cementem C-w.

FIG.3. Culture of 3T3
Balb/C mouse fibro-
blasts after contact 48
h with cement C-w.

RYS.4. Hodowla fibro-
blastow mysich 3T3
Balb/C po kontakcie 48
h zcementem C-0,1 gl w
bezposrednim kontak-
cie z probka.

FIG.4. Culture of 3T3
Balb/C mouse fibro-

blasts after contact 48
h with cement C-0,1 gl in
proximity of sample.

In case of the C-0,1 gl cement, no changes in morphology
were observed in cultures after 24 hours. However, after
48 and 72 hours in immediate contact with the sample, the
cement was found toxic. Few cells in proximity of material
were contracted and detached from the substrate. More
distant cells from the sample did not change their morphol-
ogy. A lot of material particles were found in the nutrient
mixture. Cell proliferation in cultures after contact with the
investigated samples, at all investigation times, was lower
when compared to control, and cell density after 48 and 72
hours was vitally lower than cell density in control cultures.
After 48 hour contact with the examined sample, 5% of cells
were dead, and 12% after 72 hours. Based on the presented
data, it can be stated that application of glycerine solution
as the mixing liquid, increased cytotoxic changes.

Summary

The presented results show how important, apart form
composition of the powder component, is the influence of
mixing liquids on properties of the obtained calcium phos-
phate cements. The conducted test for cytotoxicity showed
that replacing 30% by mass aqueous solution of sodium
citrate as mixing liquid for the a TCP-DCPD component with
water, induces limited cytotoxicity of cement C-w. With an
aqueous solution of glycerine, however, we obtained cement
of higher cohesion, but of 2nd degree cytotoxicity, which
was observed after 72 hour long contact of this cement with
mouse fibroblasts. Apart from the examined C, C-w and
C-0,1 gl cements, aTCP-DCPD based cements obtained
with aqueous solutions of sodium alginate, sodium dextrane
or chitosan lactate deserve special attention. Thus, further
research for selection of calcium phosphate cements, meet-
ing different requirements, which depend on their clinical
intended use, are worth continuing.
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