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Streszczenie

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

Stowo kluczowe: biomaterialy, polimery termo-
utwardzalne, kompozyt wegiel-zywica epoksydowa,
hydroksyapatyt, badania dos$wiadczalne, materialy
weglowe, elektronowy mikroskop skaningowy

Wprowadzenie

Dynamiczny rozwoj badan do$wiadczalnych i klinicz-
nych w ortopedii i traumatologii dorostych nad mozliwo-
sciami stosowania nowych biomateriatow tworzy nowe
mozliwoéci takze dla chirurgii dzieciecej [2,4,6,9]. Pozytyw-
ne wyniki doswiadczalne dotyczace implantow weglowych
zachecajg do stosowania podobnych kompozytow ale o
poprawionych wtasno$ciach mechanicznych [1,3,8,9].

W oparciu o wczesniej prowadzone badania doswiad-
czalne na kompozytach wegiel-wegiel procz szeregu ich
zalet stwierdzono, ze maja takze wady w postaci duzej kru-
chosci, tfamliwosci i tendencji do przedwczesnej fragmen-
tacji [1,5,8]. Problem ten nie wystepuje, jezeli wiokna we-
glowe wprowadzone sg do odpowiedniej osnowy stano-
wigcej element zbrojacy dla struktur organicznych, two-
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Abstract

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

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

Introduction

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

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

Cel pracy

1. Ocena przydatnosci kompozytu wegiel-zywica epoksy-
dowa pokrytych hydroksyapatytem dla celéw medycznych.
2. Okreslenie wptywu hydroksyapatytu naniesionego na
powierzchnig implantéw na aktywnosé biologiczng ich
powierzchni.

Materiat i metody

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

Po zalozonym okresie implantacji badane probki pod-
dano obserwacji w elektronowym mikroskopie skaningo-
wym. Szczegolng uwage zwrdcono na strefy rozdziatu im-
plantu C-ep-Hap, a tkankg kostng oraz na powierzchnie
boczng implantu. Obserwacje prowadzono w elektrono-
wym mikroskopie skaningowym DSM-900 firmy OPTON
w zakresie powiekszen 10 - 3000 x. Dla potrzeb realizacji
tego eksperymentu przygotowano przekroje poprzeczne
implantow tacznie z tkankg kostng. Poszczegodlne prébki
do badan cieto, ptukano a nastepnie suszono strumie-
niem cieplego powietrza.

Omowienie materialu

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

Obserwacje probek reprezentujgcych 14 i 18 tydzien po
implantacji materiatu wykazujg zblizony ich obraz. Zaryso-
wujg sig liczne szczeliny peknie¢ biegnace w kierunku
centralnym, a z powierzchni zostaty oderwane fragmenty
implantu. Swiadczy to o postepujacym procesie biodegra-
dacji i trwatym potaczeniu ze struktu-rami kosci zwierzecia
(RYS.4). Badania strefy rozdziatu implant - tkanka kostna

acceptable tolerance by a living organism. Unlike metallic

materials, this composite is not prone to corrosion.

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

additional improvement of the composite characteristics

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

a polymer constituting the matrix.

The aims of the project were the following:

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

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

Materials and methods

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

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

Results

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

RYS.5. Kompozyt wegiel-zywica
epoksydowa 2z naniesionym
elektroforetycznie hydroksyapaty-
tem, 14 tydzien po implantacji,
200x.

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

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

FIG.7. Carbon-epoxy resin
composite electrophoretically
coated with hydroxyapatite, 22
weeks after implantation, 100x.
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testifying to the
stimulating effect of
both the composite
and hydroxyapatite
(FIG.B). A signifi-
cant portion of the
implant was already
degraded and filled
with a new bone tis-
sue, boundaries be-
tween the compact
bone and outer part
of the implant
undergoing re-
structuring and
calcification as
well as still intact
inner part of the
composite were
clearly discernible.
Rapid develop-
ment of the new
bone tissue was
observed at high
magnification
around the
remaining single
carbon fibres
(FIG.7). The space
between the fibres
was tightly filled
with the new bone
tissue, which
constituted a
stable connection
between the fibres.
It was difficult to
find the outlines of
single carbon
fibres in the area of
massively prog
ressing bone
tissue regenera-
tion.



rysujace sie dwie granice; pomigdzy koscia zbita, a podlega-
jaca przebudowie i uwapnieniu czgscig obwodowa implantu
oraz jeszcze nienaruszong centralnie strukturg kompozytu.
Przy znacznym powiekszeniu obrazu zauwaza sie burzliwy
rozrost swiezej tkanki kostnej wokot zachowanych pojedyn-
czych widkien weglowych (RYS.7). Przestrzenie pomiedzy
wioknami sa $cisle wypetnione Swiezg tkankg kostna, ktora
trwale zespala poszczegodlne wiokna. W obrebie zachodza-
cych masywnie procesow odnowy tkanki kostnej zaledwie
udaje sie okreslic zarysy pojedynczych widkien weglowych.

Dyskusja

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

Badania w elektronowym mikroskopie skaningo-
wym sg swiadectwem powolnych proceséw biodegrada-
cji postepujacym od obwodu implantowanego materiatu.
Zapewnia to wigksza stabilizacje odlamoéw kostnych, przy
jednoczesnej odbudowie $wiezej kosci opartej na wtok-
nie weglowym. Obserwowano powolny proces pekania
struktury materiatu podazajgcy w gtab implantu. W stoso-
wanych kompozytach wegiel-wegiel te zjawiska zachodzi-
ty juz we wczesnych okresach doswiadczenia. Obserwuje
sie bardzo Sciste polaczenie uwolnionych wiokien kom-
pozytu z koscig zbitg zwierzecia. Mimo pojawiania sie Swie-
zej tkanki kostnej pomiedzy witoknami nadal zachowujg
one wyrazne granice i ksztalty. Przez diugi okres obserwa-
cji nie spostrzega sie fragmentacji wiokien, typowej dla
kompozytu wegiel-wegiel. Gwattowne osuszanie prepa-
ratéw nie powoduje ich obkurczania. Swiadczy to o Sci-
stym potgczeniu obwodowych warstw implantu z koscig,
jak réwniez diugo nienaruszanej struktury wewngtrz im-
plantu. W koncowej fazie doswiadczenia obserwuje sie
trwate potaczenie implantu z koscig zwierzecia, na ktorg
niewatpliwy wplyw wywiera obecnos¢ hydroksyapatytu.

Przeprowadzone obserwacje w elektronowym mikro-
skopie skaningowym wykazaly, ze kompozyt wegiel-zywi-
ca epoksydowa moze byc¢ przydatny w traumatologii dzie-
ciecej. Zastosowanie tego rodzaju materiatu kompozyto-
wego {gczy w sobie cechy wytrzymatosciowe materiatu z
wymaganiami biomechanicznymi rekonstruowanego na-
rzadu. Jednoczes$nie materiat ten zachowuje okreslong

-aktywnosc¢ biologiczng implantu, wspomagang poprzez
obecnos¢ na powierzchni hydroksyapatytu, stymulujaca
proces tworzenia tkanki kostnej [10,11].

Whnioski

1. Wyniki badan kompozytu wegiel-zywica epoksydowa z
warstwg hydroksyapatytu w elektronowym mikroskopie
skaningowym wskazujg na mozliwosc jego zastosowa-
nia w traumatologii dziecigcej.

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

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

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

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

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

Conclusions

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

2. Deposition of the hydroxyapatite coating on the surface
of implants made of the investigated composite stimulates
the process of new bone-tissue formation.
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Streszczenie

W pracy przedstawiono potgczenie dwéch metod
testowania biomateriatéw w uktadzie in vitro. W do-
Swiadczeniu wykorzystano osteoblasty i fibrobla-
sty ludzkie otrzymane z hodowli pierwotnych. Ko-
morki wysiano na powierzchnie prébek materiatow:
hydroksyapatytu, tlenku glinu i stali chirurgicznej.
Zbadano zywotnosc, liczbe i rozptaszczenie komo-
rek. Zywotnosé oznaczono w tescie XTT (ELISA).
Komorki poddano znakowaniu barwnikiem fluore-
scencyjnym Hoechst oraz barwieniu z uzyciem prze-
ciwciat anty-a-tubulinie metodg posrednig. Nastep-
nie probki obserwowano w mikroskopie fluorescen-
cyjnym. Liczbe i rozptaszczenie komadrek zmierzo-
no za pomocg programu do analizy obrazu Image-
ProPlus. Wyniki testow zywotnosci poréwnano z wy-
nikami pomiaréw rozpfaszczenia i liczby komérek.
ZauwaZono korelacje pomiedzy rozptaszczeniem |
zywotno$cig osteoblastow i fibroblastow hodowanych
na hydroksyapatycie, tlenku glinu i stali chirurgicz-
nej.

Stowa kluczowe: testowanie biomateriatéw, oste-
oblasty ludzkie, fibroblasty ludzkie, metody in vitro,
rozptaszczenie komdrek, analiza obrazu.

Wstep

Zaslosowanie metod in vitro do testowania biozgodno-
sci materialéw wszczepialnych umozliwia precyzyjne zba-
danie reakgji tkanek w kontakcie z implantem [1,2,3]. Warun-
ki doswiadczalne bardziej zblizone do sytuacji klinicznej moz-
na osiggnac wykorzystujac w badaniach hodowle pierwotne
komérek ludzkich [4,5]. Za pomocg metod in vitro mozna
miedzy innymi przeprowadzaé testy toksycznoséci, badania
przylegania, zywotnosci, czynnosci wydzielniczych i innych
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Abstract

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

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

Introduction

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

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