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odfamoéw kostnych, znajdujacych sie w warunkach elektro-
stymulacji metodg pojemnosciowa, pomiary grawitometycz-
ne nie ujawnity zmiany ich masy. Obserwacje powierzchni
wkretow kostnych z warstwg weglowg z wykorzystaniem
mikroskopu elektronowego, skaningowego nie ujawnity
zadnych uszkodzen korozyjnych.

Whioski

Na podstawie przeprowadzonych mozna stwierdzic:

1. warunki elektrostymulacji zrostu kostnego u krélikéw
metodg pétinwazyjng, z wykorzystaniem pradu impulso-
wego bez sktadowej statej nie inicjujg korozji implantow ze
stali Cr-Mo-Ni z warstwami weglowa. Nieliczne wytrawienia
zlokalizowane na powierzchni pasywnej wkretéw kostnych,
wykorzystywanych jako katody w pétinwazyjnej metodzie
elektrostymulacji, majg charakter lokalny i nie powodujg
mierzalnych z doktadnoscig 5*10% g zmian masy,

2. warunki elektrostymulacji zrostu kostnego u krolikow
metodg pojemnosciowg z wykorzystaniem pradu prosto-
katnego, dwufazowego, symetrycznego o czestotliwosci
60kHz i amplitudzie 2,0mA, modulowanego przebiegiem
sinusoidalnym o czestotliwosci 1Hz nie inicjujg korozji im-
plantéw ze stali Cr-Mo-Ni z warstwa weglowa,

3. uzyskane wyniki sg zgodne z wynikami uzyskanymi w
badaniach wptywu ré6znych metod i parametréw elektrosty-
mulacji in vitro w ptynie fizjologicznym Tyroda [7].
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with the carbon layer (used in the capacitively coupled
electrical field method) did not reveal significant mass
changes. Observations of the bone screws coated with the
passive-carbon layer carried out in the scanning electron
microscope did not reveal any corrosion damage.

Conclusions

On the basis of the results it can concluded that:
1. electrostimulation of bone union in rabbits with the use
of the semi-invasive method (the pulse current without con-
stant component) does not initiate corrosion of the stainless
steel implants coated with the passive and passive-carbon
layer. Sparse etchings observed on the bone screw with the
passive layer applied as the cathode in the semi-invasive
method are local and do not cause the significant changes
of mass.
2. electrostimulation of bone union in rabbits with the use
of the capacitively coupled electrical field method (the rec-
tangular, symmetric, diphase current of the frequency equal
to 60kHz and the amplitude equal to 2,0mA, modulated
with the sinusoidal run of the frequency of 1Hz) does not
initiate corrosion of the stainless steel implants coated with
the carbon layer.
3. the obtained results are compatible with the results ob-
tained from the tests carried out in the Tyrode physiological
solution [7].
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Streszczenie

W pracy przedstawiono ocene dziatania hemoli-
tycznego i hemostatycznego matryc zelatynowo-al-
ginianowych oraz matryc sieciowanych mleczanem
wapnia po czasowym kontakcie z krwig w badaniach
in vitro. Na podstawie uzyskanych wynikow badan
stwierdzono, ze matryce nie wywotujq istotnych zmian
w wartosciach odsetka hemolizy i stezenie hemoglo-
biny osoczowej. Powodujgq aktywacje uktadu krzep-
niecia, skrocenie czasu rekalcynacji krwi i wydtuzenie
APTT. Warto$ci pomiarowe mieszczq sie w zakresie
wartosci referencyjnych oznaczonych parametrow.

Stowa kluczowe: matryce zelatynowo-alginia-
nowe, dziatanie hemolityczne, aktywacja uktadu
krzepniecia

[Inzynieria Biomateriatow, 69-72, (2007), 76-81]

Wprowadzenie

Materiaty polimerowe sg stosowane w medycynie jako
opatrunki oraz materiaty hemostatyczne [1,2]. Zastosowanie
polimerowych nosnikéw lekéw w postaci implantéw pozwala
na uzyskanie przedtuzonego w czasie uwalniania sub-
stancji leczniczej w Scisle okreslonym miejscu. Natomiast
uzycie do ich otrzymania polimeréw biodegradowalnych
oraz resorbowalnych umozliwia uzyskanie postaci leku
nie wymagajacej ponownej interwencji chirurgicznej. Od
dawna sg znane zalety miejscowego podawania substancji
leczniczej w opatrunkach z polimeroéw bioresorbowalnych,
takich jak zelatyna i alginiany. Stwierdzono, ze zelatyna
w preparatach do podania parenteralnego powodowata
spowolnienie uwalniania leku [3]. Na bazie wyzej opisanych
polimerow opracowano technologie wytwarzania porowatej
matrycy zelatynowo-alginianowej, jako no$nika dla substan-
cji leczniczej, ktéra tak jak zastosowane polimery powinna
odznaczac sie biologiczng obojetnoscig [4-7]. Badania
w kontakcie z krwig matryc zelatynowo-alginianowych po-
zwolg na okresleniu wzajemnych oddziatywan pomiedzy
matryca, a elementami morfotycznymi i biatkami krwi.

Celem pracy byla ocena wptywu matryc zelatynowo-
alginianowych na elementy morfotyczne i biatka krwi
w warunkach in vitro w ukfadzie statycznym.

Materiat

Do badan uzyto dwoch rodzajéw matryc zelatynowo-al-
ginianowych o strukturze gabki przygotowanych w Katedrze
Technologii Leku AM we Wroctawiu. Gabki uzyskano po-
przez spienienie mieszaniny jatowych roztworéw zelatyny
(20%), alginianu sodu (4%) w stosunku 8:2 i glicerolu
w ilosci 3% masy zelatyny. Dodatkowo jedna z serii poddano
sieciowaniu za pomocg 4% roztworu mleczanu wapnia.
Uzyskane spienione mieszaniny liofilizowano przez 24 h.
Otrzymano suche jatowe matryce w postaci ggbek w ksztat-
cie walca o srednicy okoto 8,5mm i wysokosci okoto 3cm
o masie okoto 0,0250+0,0069.

Metody

Badania cech farmaceutycznych

Dla wytworzonych, gabek wykonano badania cech far-
maceutycznych: oznaczenie sredniej gestosci teoretycznej
zdolnosci sorpcyjnych [4-7].

Abstract

The paper presents an evaluation of hemolytic ® ®© © © ® ¢ ®

and hemostatic activity of gelatin-alginate matrixes
and cross-linking of the matrix with calcium ions after
contact with human blood in vitro studies. In view of
the results in has been reported that a matrix does not
cause important quantitative changes in the percenta-
ge of hemolysis and free hemoglobin concentration.
In the plasma coagulation system evaluation blood
recalcyfication time was shortened and activated
partial thromboplastin time (APTT) was prolonged.
That suggested that coagulation processes were
activated.

Keywords: gelatin-alginate matrixes, hemolytic
action, coagulation system activation

[Engineering of Biomaterials, 69-72, (2007), 76-81]

Introduction

Polymeric materials are used in medicine as dressings
and hemostatic materials [1,2]. Use of polymeric carriers of
drugs in the form of implants will allow to obtain release of
therapeutic substance in precisely defined place prolonged
in time. On the other hand the achievement of the form of
drug not requiring a new surgical intervention is enabled
by their use to obtain biodegradable polymers. The values
of local application of therapeutic substance in dressings
from bioresorbable polymers such as gelatin, alginates have
been known for a long time. It was observed that gelatin in
preparations for parenteral application caused slowness
of drug release [3]. On the basis of the above described
polymers the technology of production of porous gelatin-
alginate matrix as a carrier for therapeutic substance was
worked out which should show, similarly as the used poly-
mers, biological neutrality [4-7]. Studies of gelatin-alginate
matrixes in contact with blood will allow to determine mutual
reactions between the matrix and the morphotic elements
and blood proteins.

The purpose of the work was evaluation of the influence
of gelatin-alginate matrixes on the morphotic elements and
blood proteins in conditions in vitro in the static system.

Material

Two kinds of gelatin-alginate matrixes with the sponge
structure prepared in Department of Drug Form Technology
in Wroclaw Medical University were used. Sponges were
obtained through foaming of a mixture of sterile solutions
of gelatin (20%), sodium alginate (4%) in relation 8:2 and
glycerol in quantity of 3% gelatin mass. Additionally, one of
the series was cross-linked with the help of 4% solution of
calcium lactate. The obtained mixtures were lyophilized over
24 hours. Dry sterile matrixes in the form of sponges, shape
of a cylinder, with diameter about 8.5mm and height about
3cm, with mass about 0.0250+ 0.006g were obtained.

Methods

Pharmaceutic features studies

Determination of mean theoretical density [4-7] and sorp-
tion ability were performed for the obtained sponges.
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Badania krwi

Badania w kontakcie z krwig wykonano w Zaktadzie
Chirurgii Eksperymentalnej i badania biomateriatow AM we
Wroctawiu. Doswiadczenia przeprowadzono na krwi ludz-
kiej pobranej na cytrynian sodu (1:10,V:V) oraz na osoczu
ubogoptytkowym. Proporcje materiatu do krwi dobrano
doswiadczalnie [8—15]].

Badanie dzialania hemolitycznego

Oznaczenie odsetka hemolizy

Roztwor chlorku sodu z gabka (0,020+0,006g/5ml) oraz
bez materiatu inkubowano przez 24 h w temp. 37°C. Nastep-
nie dodano zgeszczonych erytrocytéw (20ul) i wstawiono do
temp. 37°C na okres 4 h. Z oznaczenia absorbancji w prébie
badanej i kontroli obliczono odsetek hemolizy [10,12].

Oznaczenie hemoglobiny pozakrwinkowej

Krew cytrynianowa z ggbkg zelatynowa (0,0108+0,004g
/2ml) oraz bez materiatu (kontrola) inkubowano przez 24h w
temp. 37°C. Nastepnie krew wirowano i w osoczu oznaczono
stezenie hemoglobiny pozakrwinkowej, osoczowg, metodg
Drabkina [10,12-14].

Ocena morfologiczna sktadnikow krwi

Ocenie poddano barwione rozmazy z krwi kontrolne;j i
po kontakcie z gabkami w ktorych okreslono morfologie
erytrocytéw, granulocytéw, monocytow, limfocytéw jak i
krwinek ptytkowych. Rozmazy barwiono metodg Maya,
Grunwalda and Giemsy i oceniono pod imersjg w mikro-
skopie [10,12-14].

Badania dziatania hemostatycznego

Oznaczenie czasu krzepniecia (rekalcynacji) petnej krwi

Ludzka krew cytrynianowa inkubowano z probkg mate-
riatu (0,0025+0,007g g/0,5ml) przez 15, 30, 60 i 120 min. w
temp. 37°C. Nastepnie dodano rowng objetos¢ r-ru chlorku
wapniowego i mierzono czas krzepniecia krwi. Pomiar
zakonczono w momencie pojawienia sie pierwszych nitek
fibryny. Réwnolegle wykonano pomiary dla krwi kontrolnej,
bez materiatu [10,12,15].

Oznaczenie czasu krzepniecia osocza cytrynianowego

Osocze cytrynianowe wraz z probka materiatu
(0.0072+0,005¢g/1,4ml) oraz bez materiatu (kontrola) inku-
bowano przez 15, 30, 60, 120 min w temp. 37°C. W osoczu
oznaczono czas czesciowej tromboplastyny po aktywac;ji
(PTT), aktywnos$c¢ czynnika XlI, czas protrombinowy (PT),
czas trombinowy (TT) i stezenie fibrynogenu (Fb). Pomiary
wykonano na koagulometrze Coag Crom 3003, firmy Bio-
Ksel [12,16,17,18,19].

Analiza statystyczna

Wyniki badan poddano analizie statystycznej. Obliczono
wartosci srednie i odchylenie standardowe. Istotne roznice
w $rednich wartosciach okreslono testem T dla préb zalez-
nych. Przyjeto, ze wspotczynniki korelacji sg istotne przy
*p <0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

Wyniki

Srednia gesto$é teoretyczna gabek zelatynowo-alginia-
mowych byta dwukrotnie mniejsza niz ggbek modyfikowa-
nych mleczanem wapnia (0,262+0,032g/cm?®). Charakteryzo-

Blood studies

Studies in contact with blood were performed in Depart-
ment of Experimental Surgery and Biomaterials of Wroclaw
Medical University. The experiments were performed on
human blood taken for sodium citrate (1:10, V:V) and on
average-platelet-rich plasma. The proportions of the material
to blood were chosen experimentally [8—15].

Hemolytic studies

Determination of hemolysis percentage

Solution of sodium chloride with sponge (0.020+0,006g/5ml)
and without material was incubated over 24hours at temper-
ature 37°C. Next, condensed erythrocytes (20ul) were added
and put into temperature 37° C for the period of 24 hours The
percentage of hemolysis was calculated from the determina-
tion of absorbance in the tested sample and control [10,12].

Determination of extracellular hemoglobin

Citrate blood with gelatin sponge (0.0108+0,008g/2ml) and
without material /control/ was incubated over 24 hours at tem-
perature 37° C. Next, the blood was centrifuged and the con-
centration of extracellular, plasmatic hemoglobin was deter-
mined in plasma with cyanomethemoglobin method [10,12-14].

Morphological evaluation of blood elements

Stained smears of blood were evaluated; morphology of
erythrocytes, granulocytes, monocytes, lymphocytes as well
as thrombocytes were determined. Smears of control blood
and after contact with sponges were stained with Maya,
Grunwalda and Giemsy methods.The smears were observed
in immersive magnification a light microscope [10,12-14].

Hemostatic action studies

Determination of recalcification time

Human citrate blood was incubated with material sample
(0.0025+0,007g/0.5ml) over 15, 30, 60 and 120 minutes. at
temperature 37°C. Next, an equal volume of calcium chloride
was added and recalcification time of blood was measured.
The measurement was finished with appearance of first
threads of fibrin. Simultaneously, measurement was made
for control blood, without material [10, 12, 15].

Determination of coagulation time of citrate plasma
Citrate plasma with material sample (0.0072+0,005g/1.4ml)
and without material (control) was incubated over 15, 30, 60
and 120 min. at temp. 37°C. In the plasma were assessed:
activated partial thromboplastin time (APTT), factor XlI
activity (FXII), prothrombin time (PT),thrombin time (TT)
and fibrinogen concentration (Fb). The measurements were
performed at +37°C using coagulometer Coag. Crom 3003
by Bio-Ksel, Poland [12,16,17,18,19].

Statistic analysis

The results were subjected to statistical analysis. Arith-
metical mean and standard deviation were counted. Impor-
tant differences in mean values were estimated by the test T
for dependent samples. It was assumed that correlation co-
efficients were essential at: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

Results

Mean theoretical density of gelatin-alginate sponges
was twice lower then sponges modified with calcium lactate

Z—..........................................
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Gestos¢
“ Zdolnosci sorpcyjne
teoretyczna ) )
Matryca Theoretical Sorption capacity
Matrix densit (1g water of absorbed by 1 g
. of matrix)
[g/cm?]
Zel/Alg/Mlecz Ca | 0,262 £ 0,032 3,461+0,481
|| ZellAlg 0,142 + 0,007 4,740 + 0,444 ||

TABELA 1. Wiasciwosci farmaceutyczne matryc
zelatynowo-alginianowych (Zel/Alg) i modyfikowa-
nych mleczanem wapnia (Zel/Alg/Mlecz Ca)
TABLE 1. Pharmaceutic properties of gelatin-
alginate matrixes (Zel/Alg) and modified calcium
lactate (Zel/Alg/Mlecz Ca).
walty sie tez lepszymi zdolno$ciami sorpcyjnymi, pochtaniaty
one bowiem blisko 5g wody na 1g gabki podczas gdy matry-
ce sieciowane pochfaniaty okoto 3,5 gram wody na 1gram
gabki (TAB.1). W badaniach dziatania hemolitycznego z
uzyciem zageszczonych krwinek czerwonych nie stwierdzo-
no istotnych réznic w wartosciach odsetka hemolizy (TAB.2).

Matryca H Hb

Matrix [%] [g/mlI]
ZellAlg/Mlecz Ca 0,88 +0,10 38,47 £1,83
|| ZellAlg 0,99 £ 0,11 31,03 £ 3,14 ||

TABELA 2. Wartosci odsetka hemolizy (%H) i ste-
zenie hemoglobiny (Hb) w osoczu po kontakcie z
matrycami zelatynowo-alginianowymi (Zel/Alg)
i modyfikowanych mleczanem wapnia (Zel/Alg/
Mlecz Ca)

TABLE 2. Hemolysis percentage and extracellular
hemoglobin concentration in plasma after contact
with (the) gelatin-alginate matrixes (Zel/Alg) and
modified calcium lactate (Zel/Alg/Mlecz Ca)

(0.262+0.032g/cm?). They were also characterized with bet-
ter sorption abilities because they absorbed almost 5g of
water for 1g of sponge while cross-linking matrixes absorbed
about 3.5 grams of water for 1 gram of sponge (TAB.1). Es-
sential differences in the values of hemolysis percentage
were not observed in studies of hemolytic action with use of
condensed erythrocytes (TAB.2). The mean value of hemoly-
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Srednia warto$¢ od-
setka hemolizy, bez
wzgledu na rodzaj
uzytego materiatu,
nie przekroczyta
dopuszczalnej war-
tosci (3%). Stezenie

Wydiuzenie APTT sis percentage, no matter

w poréwnaniu do kontroli what kind of material was
e e | used, did not exceed the
Prolonged APTT permissible value (3%).

in comparsion with control Concentration of Hb in
ROl Pl | plasma for non-modified
[%] sponges was similar to

Skrécenie CT
w poréwnaniu do kontroli
15 min 30 min 60 min 120 min
Shortened CT

Matryca
[ET
Czas kontaktu

in comparsion with control
15 min 30 min 60 min 120 min
[%]

Contact time

Hb w osoczu dla ga- || zeyaigiiecz ca 42 39 43 49 75 70 45 47 |[the control value (27.44
bek nie modyfikowa- - +1.23) and the value
nych byta zblizona || ZeliAlg BB 98 8 oy e | for modified ones was

do wartoéci kontrol-
nej (27,44+1,23), a
dla modyfikowanych
warto$¢ byta zwiek-
szona. Stwierdzone
wartosci stezenia
hemoglobiny oso-
czowej nie przekro-

increased. The observed
values of plasmatic he-
moglobin concentration
did not exceed 40 mg/
dl of the correct value
(TAB.2). No essential
changes were observed
in the morphological pic-

TABELA 3. Wartosci czasu rekalcynacji krwi (CT) i czasu czescio-
wej tromboplastyny po aktywacji osocza po kontakcie z ggbkami
zelatynowo-alginianowymi (Zel/Alg) i modyfikowanych mleczanem
wapnia (Zel/Alg/Mlecz Ca) w funkcji czasu.

TABLE 3. Recalcyfication shortened percentage (CT) and activated
partial thromboplastin time prolonged percentage after contact with
gelatin-alginate matrixes (Zel/Alg) and modified calcium lactate
(ZellAlg/Mlecz Ca) in time function.

Matryca Czas APTT FXII PT TT Fb
Matrix Time Aktywnos¢ / Activiy

[min] [s] [%] [s] [s] [9/1]
15 56,03+4,62 *** 7,66+1,53*** 13,25+0,15* 11,76£0,10** | 4,61+0,03
Zel/AlgiMiecz Ca 30 54,43+4,62 *** 5,33+1,54*** 13,52+0,21** 11,53+0,05** | 4,62+0,03
60 46,63+£1,10 *** 5,66+2,01*** 13,38+0,14*** | 11,78+0,16** | 4,56+0,08
120 47,021,563 *** 5,53+1,89*** 13,24+0,21*** | 11,86+0,10** | 4,56+0,07
15 31,92+ 0,29 100,00+2,51 12,90+0,14 11,10+£0,20 | 4,65+0,02
Kontrola 30 32,02+ 0,30 99,00+2,64 12,82+0,24 11,08+0,13 | 4,63+0,09
60 32,13+0,26 95,00+2,47 12,73+0,19 11,16£0,10 | 4,70+0,04
120 32,22+0,34 98,00+2,78 12,60+0,16 11,86+£0,10 | 4,67+0,05
15 37,16+0,47** 6,27+1,33*** 12,60+0,20 10,96+0,31 4,51+£0,05
ZellAlg 30 40,37+0,16*** 4,78+2,22*** 12,47+0,15 11,40+£0,26 | 4,36+0,08
60 42.07+0,35*** 4,53+1,85*** 13,20+0,13 10,70+0,26 | 4,39+0,03
120 42,50+0,11*** 4,49+1,90*** 13,40+0,10 10,60+0,22 | 4,37+0,04
15 33,27+0,74 100,00+2,51 12,47+0,16 10,83+0,15 | 4,48+0,07
30 33,76+0,65 99,00+2,64 12,17+0,15 11,03+£0,15 | 4,30+0,05
Kontrola 60 35,50+0,20 95,00+2,47 12,46+0,15 10,07+0,31 4,33+0,06
120 35,56+0,25 98,00+2,78 12,56+0,15 10,03+0,25 | 4,49+0,08

*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 roznica istotna w poréwnaniu do kontroli
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 differences of statistic importance in relation to the control

TABELA 4. Wartosci czasu czesciowej tromboplastyny po aktywacji (APTT), czasu protrombinowego (PT) czasu
trombinowego (TT) i stezenie fibrynogenu (Fb) w osoczu kontrolnym i po kontakcie z matrycami zelatynowo-
alginianowymi (Zel/Al) i modyfikowanych mleczanem wapnia (Zel/Alg/Mlecz Ca) w funkcji czasu

TABLE 4. Activated partial thromboplastin time (APTT), factor Xl activity, prothrombin time (PT), thrombin time
(TT) and fibrinogen concentration (Fb) in the control plasma and after contact with the gelatin-alginate matrixes
(Zel/Alg) and modified calcium lactate (Zel/Alg/Mlecz Ca) in time function.
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czyty 40 mg/dl wartosci prawidtowej (TAB.2). Po kontakcie
krwi z ggbkami nie stwierdzono istotnych zmian w obrazie
morfologicznym sktadnikdw krwi. Krwinki czerwone miaty
postac¢ echinocyta. Krwinki biate byty prawidtowego ksztattu
nie obserwowano zmian w obrazie jgdra komérkowego.
Krwinki ptytkowe byly utozone luzno oraz w zlepach po
kilka i kilkanascie komérek. W osoczu po kontakcie z
gabkami stwierdzono istotne wydtuzenie APTT (p<0,001)
w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Dla ggbek modyfiko-
wanych wartosci APTT byly przedtuzone w poréwnaniu do
niemodyfikowanych. Aktywnos$¢ czynnika XII byta zmniej-
szona istotnie (p<0,001) od wartosci kontrolnej. Dla gabek
modyfikowanych wartosci PT i TT byly réwniez istotnie
wydtuzony (p<0,01), natomiast stezenie fibrynogenu we
wszystkich czasach pomiaru byto na poréwnywalnym po-
ziomie i nie réznito sie od wartosci kontrolnej. Oceniane
gabki istotnie (p<0,001) skracajg czas krzepniecia krwi
cytrynianowej po uwapnieniu(TAB.3,4). Czas rekalcynaciji
dla gabek modyfikowanych jest zmniejszony w poréwnaniu
do niemodyfikowanych (TAB.3).

Omowienie

Matryce zelatynowo-alginianowe oraz modyfikowane
mleczanem wapnia poddano czasowemu kontaktowi z
krwig celem okresleniu wzajemnych oddziatywan pomiedzy
materiatem a elementami morfotycznymi oraz biatkami krwi.
Matryce w kontakcie z krwig ulegaty przejsciu w zel. Ma-
tryce modyfikowane jonami wapnia posiadaty zageszczong
strukture prawdopodobnie w wyniku usieciowania kwasu
alginowego, a co za tym idzie zmniejsza mozliwos¢ wigzania
wody w porach matrycy. Zmniejszenie zdolnosci sorpcyjnych
jest takze wynikiem powstawania alginianu wapnia, ktéry w
wodzie jest nierozpuszczalny i nie ulega pecznieniu w takim
stopniu jak sol sodowa [7]. Réznice w oznaczanych war-
tosciach parametrow farmaceutycznych mogg miec istotny
wptyw podczas kontaktu z tkankami. Dziatanie hemolityczne
matryc okreslone poprzez pomiar stopnia hemolizy erytrocy-
téw, stezenia hemoglobiny osoczowej i oceny morfologicznej
elementéw krwi. Badania wykonano na petnej krwi cytrynia-
nowej. Srednia warto$¢ odsetka hemolizy, bez wzgledu na
rodzaj uzytego materiatu, nie przekroczyta dopuszczalnej
wartosci 3%. Stezenie Hb w osoczu byto ponizej wartosci
40 mg/dl, bedaca goérng wartoscig zakresu normy [12].
Dziatania hemostatyczne matryc oceniono w oparciu o
pomiar czasOw krzepniecia krwi i osocza cytrynianowego.
Aktywacje ukfadu krzepniecia, zaleznego od czynnikéw
kontaktu (uktad wewnatrzpochodny), oceniono testem
APTT oraz poprzez oznaczenie aktywnosci czynnika XII.
Aktywacje ukfadu krzepniecia, zalezng od tromboplastyny
tkankowej (uktad zewnatrzpochodny), oceniono testem
PT. Pomiarem taczacym obydwa uktady byt test TT- czas
trombinowy, ktéry wyznacza konwersje fibrynogenu w
fibryne i zalezy od ilosci fibrynogenu. Analiza zmian w war-
tosciach parametréw krzepniecia postuzyta do okreslenia
stopnia aktywacji osoczowego uktadu krzepniecia przez
badane matryce. Gabki zelatynowo-alginianowe skracajg
czas krzepniecia krwi cytrynianowej po uwapnieniu oraz
wydtuzajg APTT i zmniejszajg aktywnosé czynnika XII.
Matryca zelatynowo-alginianowa modyfikowana mleczanem
wapnia szybciej aktywuje krzepniecie krwi (skrocone CT),
oraz znaczgco wptywa na warto$¢ APPT. Czas kontaktu
tych gabek z osoczem miat wptyw na oznaczenie. Po 15 i
30 minutach kontaktu stwierdzone wydtuzenie, ktére byto
zwiekszone w poréwnaniu do wartosci po 60 i 120 minu-
tach. Roéznice te mogg by¢ zwigzane z przejscia postaci
gabki w zel, powodujac lepszy kontakt z biatkami osocza
jak rowniez ze sktadnikami odczynnika APTT (glinka krze-

ture of blood elements after contact with sponges. Eryth-
rocytes had the form of echinocyte. Leukocytes had the
correct shape and no changes were observed in the picture
of cell nucleus. Thrombocytes were set loosely in clumps
containing several or more then ten cells.

Essential prolongation APTT (p<0.001) was observed in
plasma after contact with sponges in comparison with
control. For modified sponges the values APTT were pro-
longated in comparison with non-modified ones. Activity
of factor Xll was essentially decreased (p<0.001) than the
control value. For modified sponges values PT and TT were
also essentially prolongated (p<0.01), however fibrinogen
concentration in all measurement times was on a compara-
ble level and was not different from control. The evaluated
sponges essentially (p<0.001) shorten coagulation time of
citrate blood after calcification (TAB.3,4). Recalcification
time for modified sponges is decreased in comparison with
non-modified ones (TAB.3).

Discussion

In the studies of density and sorption ability gelatin-algi-
nate sponges show that an addition of substance for flexibil-
ity (glycerol) and cross-linking factor (calcium lactate) influ-
ences the change of physicochemical parameters of matrix.
Matrixes modified with calcium ions possessed condensed
structure (stiffened) obtained, probably, as the result of
cross-linking of alginate acid which decreases water binding
in matrix pores. The decrease of sorption abilities is also
the result of appearance of calcium alginate which is not
soluble in water and does not swell as much as sodium salt
[7] Differences in the determined values of pharmaceutical
parameters may have an essential influence in contact with
tissues. Gelatin-alginate matrixes and those modified with
calcium lactate were subjected to temporal contact with
blood in order to determine mutual reactions between the
material and morphotic elements and proteins of blood.
The matrixes in contact with blood changed into gel. The
hemolytic action of matrixes was determined through
measurement of the degree of hemolysis of erythrocytes,
plasmatic hemoglobin and morphological evaluation of blood
elements. The studies were performed on full citrate blood.
The mean value of hemolysis percentage, no matter what
kind of material was used, did not exceed the permissible
value 3%. Concentration of Hb in plasma was below value
40 mg/dl which is the upper value of standard range [12].
The hemostatic action of matrixes was evaluated on the
basis of measurement of recalcification time of blood and
citrate plasma. The activation of coagulation system, de-
pendent on the contact factors (endogenous system), was
evaluated with test APTT and through determination of the
activity of factor XlI. The activation of coagulation system,
dependent on tissue thromboplastin (exogenous system) ,
was evaluated with test PT. Test TT — thrombin time which
determines conversion of fibrinogen into fibrin and depends
on the amount of fibrinogen is the measurement connect-
ing both systems. The analysis of changes in the values of
coagulation parameters was used to determine the level of
activation of plasmatic coagulation system by the studied
matrixes. Gelatin-alginate sponges shorten coagulation time
of citrate blood after calcification and prolongate APTT and
decrease the activity of factor XIl. Gelatin-alginate matrix
modified with calcium lactate more quickly activates blood
coagulation (shortened CT) and significantly influences the
value of APTT. The contact time of those sponges with plas-
ma influenced the determination. After 15 and 30 minutes of
contact, prolongation was observed which was increased in
comparison with the value after 60 and 120 minutes. Those
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mionkowa i chlorek wapnia). Zmiana postaci gabki (zel)
najprawdopodobniej spowodowata zmniejszenie czynnika
Xll jest zwigzane z jego inaktywacja, wywotang kontaktem
ze sktadnikami gabki zelatynowo-alginianowej. Wydtuzaja,
one rowniez na wartosci PT i TT bez wptywu na zmiane
stezenia fibrynogenu. Stwierdzone zmiany w osoczowym
ukfadzie krzepniecia dla ocenianych matryc nie przekraczajg
zakresu wartosci referencyjnych oznaczonych wskaznikéw
(PT:10,6-13,2-15,8s), (TT: 10,3-12,5-15,5), (Fb:0,3-6,0g/1).
Natomiast stwierdzone wartosci APTT dla ggbek modyfi-
kowanych nieznacznie przekraczata zakres normy (29,2-
36,5-43,8s).

Na podstawie przeprowadzonych badan i uzyskanych wyni-
kéw mozna stwierdzi¢, ze oceniane matryce zalatynowo-al-
ginianowych przyspieszaja proces krzepniecia krwi. Matryca
modyfikowana w wigekszym stopniu powoduje aktywacje
w wewnatrz- i zewnatrzpochodnym ukfadzie krzepniecia
(przedtuzony APTT i PT) bez wplywu na zmiane stezenia
fibrynogenu. Stwierdzone zmiany wartosci parametrow nie
przekraczajq istotnie zakresu wartosci referencyjnych dla
tych wskaznikéw, ma to znaczenie diagnostyczne.

Whioski

1. Matryce Zelatynowo-alginianowe nie wywotujg dziatania
hemolitycznego.

2. Matryce zelatynowo-alginianowe aktywujg ukfad krzep-
niecia.

3. Matryce zelatynowo-alginianowe modyfikowane mlecza-
nem wapnia w wiekszym stopniu oddziatywujg na elementy
morfotyczne i biatka krwi.

Podziekowania

Praca wykonana w ramach projektu badawczego nr 1260
Akademii Medycznej we Wroctawiu
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nych — czes¢4 Wybor badan interakcji z krwig.

[11] Szymonowicz M., towkis B: In vitro testing method of po-
lymers candidate destined for contact with blood. Polym Med 20,
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[12] Szymonowicz M., Pielka S., Owczarek A, Haznar D., Pluta D.:
Study on influence of gelatin-alginate matrixes on the coagulation
system and morphotic blood elements, Macromolecular Symposia
253, (2007), 71-76.

differences can be connected with transformation of the
sponge form into gel causing a better contact with plasma
proteins as well as with the elements of factor APTT (silicon
bole and calcium chloride). The change of the sponge form
(gel) most probably caused decrease of factor Xll and is
connected with its inactivation caused by contact with the
elements of gelatin-alginate sponge. They also prolongate
on values PT and TT without influence on the change of fi-
brinogen concentration. The observed changes in plasmatic
coagulation system for the evaluated matrixes do not exceed
the range of referential values of the determined indexes
(PT:10.6-13,2-15.8s), (TT:10.3-12,5-15.5), (Fb 0.3-6.0g/1).
But the observed values APTT for modified sponges slightly
exceeded the range of standard (29.2-36,5-43.8s).

On the basis of the carried out studies and obtained results
it can be assumed that the evaluated gelatin-alginate ma-
trixes quicken the process of blood coagulation. Modified
matrix causes activation in endo- and exogenous coagula-
tion system (prolonged APTT and PT) in a larger extend
without influence on the change of fibrinogen concentration.
He observed changes of parameters values do not exceed
essentially the range of referential values for those indexes,
it has a diagnostic significance.

Conclusions

1. Gelatin-alginate matrixes do not cause hemolytic action.
2. Gelatin-alginate matrixes activate coagulation system.
3. Gelatin-alginate matrixes modified with calcium lactate
react on morphotic elements and blood proteins

in a larger extent.
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