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w sktad komplekséw w osoczu. Procesowi tworzenia sie
skrzepu fibrynowego, czyli aktywacji krzepniecia, przeciw-
dziata proces uptynniania skrzepu, czyli aktywacja fibryno-
lizy. Aktywacja uktadu krzepniecia jest silniejsza w wyniku
obecnosci aprotyniny, inaktywatora plazminy, ktéra zwiek-
sza stabilnos¢ fibrynolizy.

Whioski

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

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

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

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

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




Celem pracy byta ocena biozgodnosci widkien z
dibutyrylochityny.Badania obejmowaty:

1. Badania biologiczne wyciggéw wodnych:

- Badania dziatania cytotoksycznego;

- Badania dziatania hemolitycznego;

- Badanie $rédskérnego dziatania draznigcego.

2. Badania implantacyjne:

- Badania odczynu tkanek po implantacji do jamy
otrzewnowej myszy;

- Oceng zmian w poziomie cytokin IL 14 IL 6

W plynie z jamy  otrzewnowej myszy  po
implantacji.

Na podstawie przeprowadzonych badar stwierdzo-
no, ze wiokna z dibutyrylochityny nie wykazujg dzia-
fania toksycznego, nie wywotujg zmian ogéinoustro-
Jowych oraz nie wywotujq istotnego wzrostu poziomu
cytokin IL-1 £i  IL-6 po implantacji wiékien z DBCH
na okres 7, 14, 21, 28 i 60 dni. Implantowane do
Jjamy otrzewnowej, wywotujg dosc nasilony odczyn
zapalny.

Stowa kluczowe: dibutyrylochityna, badania bio-
logiczne in vitro, badania implantacyjne, interleukina

14i 6.

Chityna szeroko rozpowszechniony w przyrodzie poli-
sacharyd, jest praktycznie nierozpuszczalnaw rozpuszczal-
nikach organicznych, w zwigzku z czym jej praktyczne za-
stosowanie jest bardzo utrudnione. W badaniach bioaktyw-
nosci chityny stwierdzono, ze migdzy innymi przyspiesza
ona gojenie ran nie wywotujac zadnych reakcji ubocznych
w organizmie ludzkim . Chityna bytaby idealnym materia-
tem opatrunkowym, gdyby istniat dogodny rozpuszczalnik
umozliwiajacy jej przetworstwo. Opracowana w Katedrze
Chemii Fizycznej Polimeréw metoda otrzymywania dibuty-
rylochityny posrednio rozwigzuje ten problem. Do syntezy
dibutyrylochityny zastosowano chityne krylowa produkgii In-
stytutu Morskiego i Rybackiego w Gdyni. Produkt wyjscio-
wy byt dodatkowo oczyszczony z pozostatosci weglanu wap-
nia poprzez 2-godzinng obrébke w 2 N wodnym roztworze
HCI w temperaturze pokojowej. Odtaczong chityne myto
woda, zobojetniano roztworem wodorotlenku amonu, myto
wodg i acetonem, odsgczano i suszono. Do butyrylizacji
uzyto chityne o stopniu acetylacji 0,983 lepkosci istotnej
(0znaczonej w roztworze N-metylopirolidonu + 5% LiCl) 18,0
dL/g). Jako medium estryfikacji chityny zastosowano mie-
szaning bezwodnika mastowego i 72% kwasu nadchloro-
wego. Reakcje prowadzono w warunkach heterogenicznych
[1-4]. Otrzymano oczyszczong DBCH w ilosci 92% produk-
tu estryfikacji chityny.

Analiza elementarna otrzymanego produktu estryfikacji,
wykazata, ze zawiera on:

C-5575%,H-7,50%iN -4,10%. Teoretyczna zawar-
tos¢ tych pierwiastkéw w molu podstawowym DBCH wyno-
si: C - 55,98%, H - 7,29% i N - 4,08%. Otrzymane wyniki
Swiadczg o tym, ze stopien butyrylizacji badanego polime-
ru wynosi 2. Budowe chemiczng DBCH potwierdzono réw-
niez analizg widm chityny i DBCH otrzymanych metodg
spektrofotometrii w podczerwieni (RYS.1). Widma IR reje-
strowano na spektrofotometrze Perkin-Elmer 2000 FT-IR
[2].

Szereg doskonatych wiasnosci dibutyrylochityny, takich
jak dobra rozpuszczalno$¢ w popularnych rozpuszczalni-
kach organicznych, bioaktywnos$¢, odporno$¢ na gamma
radiacje, zdolnos¢ tworzenia bton, mikrosfer i widkien czy-
nig z niej polimer o duzych mozliwosciach ewentualnego
zastosowania do celéw biomedycznych.

Widkna z DBCH uformowano metodg mokrego przedze-
nia z 16,3% roztworu polimeru w DMF na zwyklym zesta-
wie laboratoryjnym, stosowanym do przedzenia widkien
wiskozowych. Otrzymane widkno charakteryzowato sie

dibutyrylchitin fibres.

Our investigation included:

1. Biological properties of aqueous extracts:

- cytotoxicological effect;

- haemolytic effect;

- intracutaneous reactivity test.

2. Evaluation after implantation:

- evaluation of tissue reaction after mouse intraperi-
toneal implantation;

* assessment of the changes in the level of cytokines
IL 16 and IL 6 in the intraperitoneal liquids of mice
after implantation.

In the conclusion we can say that the dibutyrylchitin
fibres do not have any toxicological properties, they
give neither local nor all body reactions. They do not
cause significant increase in the level of interleukins
IL-14 or IL-6. After implantation into mouse perito-
neal cavity the fibres caused fairly intense inflamma-
tion.

Key words: dibutyryichityn, biological investigation
in vitro, evaluation after implantation, interleukin 14
and 6.

Chitin, a widespread natural polysaccharide, is practi-
cally insoluble in organic solvents, so that industrial appli-
cations are very troublesome. During the evaluation of the
chitin bioactivity it was found that it activated the process of
wound healing without any side reactions in the human body.
This natural polymer would be used as an ideal material
promoting wound healing if simple methods of preparation
of dressing materials from practically insoluble chitin were
known. To some extent this problem was solved by a new
procedure elaborated at the Department of Physical Chem-
istry of Polymers at Lodz Technical University. For the prepa-
ration of dibutyrylchitin, krill chitin - the product of The Sea
Fisheries Institute in Gdynia - was used. The initial product
was additionally purified by extraction of residual calcium
carbonate by treatment of chitin powder with 2N HCl over a
period of 2 h at room temperature. The chitin was next
washed with water, neutralised with ammonia solution,
washed again with water, acetone and dried.. Butyric anhy-
dride was used for esterification of chitin and 72 % perchloric
acid was used as a catalyst of reaction conducted in het-
erogeneous conditions [1-4].

The yield of DBCH dried in a hot-air stream was 92 %.
Elemental analysis of the obtained chitin ester gave
C -55.75%, H - 7.50% and N - 4.10%; theoretical values
calculated for dibutyrylchitin are: C -55.98%, H - 7.29% and
N - 4.08%. The obtained results suggested that the degree
of chitin butyrylation was equal to 2. Chemical structure of
DBCH was confirmed by infra-red (IR) spectroscopic inves-
tigations (FIG.1). IR spectra of DBCH and chitin were re-
corded from film samples using a Perkin-Elmer 2000 FT-IR
[2].

Excellent properties of dibutyrylchitin such as easy solu-
bility in common organic solvents, bioactivity, resistance to
gamma irradiation, ability to form films, fibres and
microspheres enable its wide application in medicine.

DBCH fibres were prepared using 16.3% solution of poly-
mer in DMF in a laboratory set-up. The obtained fibres had
titre value of 1.86 dtex, tenacity of 14.8 cN/tex (in dry state)
and elongation of 7.4% (in dry state) [3].
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masa liniowg 1,86 dtex, wytrzymatoscig wiasciwg w stanie
suchym 14,8 cN/tex i wydtuzeniem 7,4% [3].
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Metody badan

Badania wyciagow wodnych

Wyciagi wodne z badanych witdkien przygotowano w
oparciu 0 ogdlne wymagania z zachowaniem w proporcji 6
g wiokien na 100 ml wody badane widkna. podwdjnie de-
stylowanej. Préby inkubowano w temp. 343 K przez 24 h.
Do badan biologicznych wyciagi wodne doprowadzano do
izotonicznosci statym chlorkiem sodu. Jako roztwér kontro-
Iny zastosowano wode podwdjnie destylowang inkubowa-
ng w tych samych warunkach co badane proby [5-7].

Pomiary laboratoryjne wyciagow wodnych

Oznaczanie pH

Pomiar pH przeprowadzono w temperaturze 293 K z
zastosowaniem mikroprocesorowego miernika pH/ mVv°C
z automatyczng kompensacjg temperatury typ P-731 pro-
dukgji polskiej, stosujac typowa elektrode kombinowana typ
SAgP-301 W, krajowej produkgiji [8].

Oznaczenie przewodnosci elektrycznej wiasciwej

Oznaczenie przewodnosci elektrycznej wiasciwej wy-
konano przy uzyciu konduktometru typ N-572 produkgji
polskiej z elektroda typu PS-2Z. Przewodnos¢ elektryczng
wiasciwg wyciggéw wodnych (#S/cm) mierzono w tempe-
raturze 293 K [9].

Oznaczenie suchej pozostatosci

50 ml z kazdego wyciagu zlewano do tygla kwarcowego
wysuszonego do statej masy i odparowano na tazni wod-
nej. Tygiel wraz z otrzymanym osadem suszono w tempe-
raturze 378 K do chwili, gdy réznica przy kolejnym wazeniu
nie przekraczata 0,2 mg. Suchg pozostato$¢ po odparowa-
niu obliczono jako réznice miedzy probg badang ,a kontro-
Ing (wynik przeliczono na 100 cm? wyciggu) [10].

1. Widma IR blonek chityny (1) i DBCH (2).
iR‘-sp‘eg:"tr&'of c_hiﬁn 0 »and‘DBCH (z) films.

Methods

Aqueous extracts investigation

The aqueous extracts from the tested fibres were pre-
pared in accordance with a general procedure, the propor-
tions being 6 g of fibres per 100 mi of bidistilled water. The
samples were incubated at the temperature of 343 K for
24 h. For biological tests the aqueous extracts were made
isotonic by an addition of solid NaCl. The bidistilled water
incubated under the same conditions was used as a control
sample [5-7].

Laboratory measurements of aqueous extracts.

Assessment of pH

Measurements of pH were made at the temperature of
293 K with the use of microprocessor pH/mV°C-meter with
an automatic temperature compensation, model P-731,
made in Poland. Standard combined electrode, model
SAQP-301, of Polish make was used [8].

Electrical conductivity

The measurements of electrical conductivity were car-
ried out with a conductometer, model N-572, Polish make,
with an electrode model PS-2Z. The electrical conductivity
of aqueous extracts (4S/cm) was measured at the tempera-
ture of 293K [9].

Dry residue.

A 50ml sample of each aqueous extract was put into a
quartz crucible dried to constant weight and was evapo-
rated in a water bath. The crucible containing the residue
was dried at the temperature of 370K to the point when the
weighing difference did not exceed 0.2 mg. The dry resi-
due, after evaporation, was calculated as difference between
the tested and control sample and results were recalcu-

lated for 100 cm?® of the extract [10].
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Biological evaluation of aqueous extracts.
Haemolytic effect.

A

Badania biologiczne wyciagéw wodnych

~ Badanie dziatania hemolitycznego . : ;
- Ocene dziatania hemolityc)z,n egogwyci agéw wodnych The evaluation of haemolytic effect was carried out by
Lid : - assigning the haemolytic proportions. The 10% suspension
=7 przeprowadzono poprzez oznaczenie odsetka hemolizy: > :
= uzyto 10% zawiesiny erytrocytow, ktore inkubowano z wy- of erythrocytes, incubated together with the extracts at the

temperature of 310 K over the period of 24h, was used.
Absorbance was measured using the Marcel S 330 spec-
trophotometer [11].

ciagiem w temperaturze 310 K przez 24 h. Pomiary absor-
bancji wykonano w spektrofotometrze Marcel s 330 [11].
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Badanie dziatania toksycznego na plemniki buhaja

Badania przeprowadzono stosujac nasienie buhaja mro-
zone w ciektym azocie. 0,1 cm?(zawierajacy okoto 10 min
plemnikéw) mrozonego nasienia rozmrazano w 1 cm?® ba-
danego wyciagu wodnego i w 1 cm?roztworu kontrolnego
podgrzanych do temperatury 312 K [12]. Ocene przepro-
wadzono poréwnujac czas przezycia plemnikéw w prébie
badane;j i kontrolnej wedtug nastepujacej skali:

,~ brak dziatania toksycznego (réznica pomiedzy cza-
sem przezycia plemnikéw w prébie i kontroli réwna i mniej-
sza od 15%).

»+" mate dziatanie toksyczne (réznica pomiedzy czasem
przezycia plemnikéw w probie i kontroli wieksza od 15% i
rowna lub mniejsza od 20%).

,*+" duze dziatanie toksyczne (réznica pomiedzy cza-
sem przezycia plemnikéw w prébie i kontroli wieksza od
20%).

Badanie odczynowosci srédskornej

Badanie przeprowadzono na kroélikach rasy Albinos, o
wadze okoto 3kg . Uprzednio wydepilowanym na grzbiecie
zwierzgtom wstrzykiwano $rédskornie po lewej stronie kre-
gostupa w 5 miejscach po 0,2 ml badanego wyciggu wod-
nego, a po stronie prawej w 5 miejscach po 0,2 ml roztwo-
ru kontrolnego. Zmiany zabarwienia skory oraz wielko$é
odczynu w miejscach wstrzyknie¢ oceniano po 24, 4872
godzinach [13].

Badania implantacyjne

Badania odczynu tkanek i ocene poziomu cytokin po
implantaciji wiokien z dibutyrylochityny (sterylizacja - tlenek
etylenu) przeprowadzono w poréwnaniu do nici Maxon prod.
Davis+Geck .

Badanie odczynu tkanek

Operacje przeprowadzono na szesc¢dziesieciu - 10 ty-
godniowych myszach szczepu BALB/C, samicach o wadze
okoto 20 g. Zabiegi wykonywano w znieczuleniu eterowym.
Do jamy otrzewnowej implantowano wtékna DBCH i nici
chirurgiczne Maxon 4/0 w postaci petli o masie 0,13 g. Ba-
dania patomorfologiczne przeprowadzono po 7, 14, 21, 28
1 60 dniach po implantacji. Preparaty do oceny mikroskopo-
wej barwiono hematoksyling i eozyng [14].

Badanie poziomu cytokin IL-13 i IL-6

Poziom cytokin w ptynie z jamy otrzewnowej myszy oce-
niano 7, 14, 21, 28 i 60 dnia po implantacji wtékien z DBCH,
w poréwnaniu do zwierzat, ktérym implantowano nici Ma-
xon oraz do zwierzat poddanym zabiegowi otwarcia i za-
mknigcia jamy otrzewnowej bez implantacji materiatu oraz
do zwierzat zdrowych. Do oceny zastosowano test Endo-
gen Mouse Interleukin-143 i 6 Elisa [15].

Wyniki badan

Wyciagi wodne

Wyniki pomiaréw laboratoryjnych wyciagéw wod-
nych

Otrzymane wyciagi wodne byly bezbarwne, klarowne i
bez zapachu. Srednia wartos¢ pH wyciggow z DBCH byta
ponizej zakresu normy 5,5-7,5 jednostek pH. Srednia war-
tos¢ przewodnosci elektrycznej wiasciwej oraz suchej po-
zostatosci miescity sie w granicach normy. Wyniki pomia-
row laboratoryjnych wyciggéw wodnych przedstawiono w
TABELI 1.

Wyniki badan biologicznych

W badaniach biologicznych in vitro wyciggéw wodnych
nie stwierdzono ich dziatania hemolitycznego na erytrocyty
ludzkie oraz cytotoksycznego na spermatozoidy buhaja.
Wyniki badan przedstawiono w TABELI 2.

The evaluation of toxic influence on bull's
spermatozoons

The investigation was conducted with the use of the bull
sperm frozen in liquid nitrogen. The sample of 0,1 cm?® of
the semen (containing approx. 10 million of spermatozoons)
was defrozen in 1cm?® of tested extract and 1 cm?of control
extract, both wormed up to the temperature of 312K [12].
The evaluation was carried out by comparing the survival
times of spermatozoons in the tested and control samples
by assigning the following symbols:
(-) - lack of toxic effect (the difference in survival time did
not exceed 15%)
(+) - low toxic effect (the difference in survival time between
15% and 20%)
(++) - strong toxic effect (the difference in survival time higher
then 20%)

Intracutaneous reactivity test

This test was carried out on the albino rabbits of the av-
erage weight of 3 kg. The skin was prepared by hair depila-
tion and proper disinfecting.On the left side the intracuta-
neous injection of 0.2 ml of tested extract was made in five
points. The right side was used for the control injection in
the same way. The changes in skin colour and its reaction
in the injection places were estimated after 24, 48 and 72
hours [13].

Evaluation after implantation

Evaluation of the tissue reaction and the level of
interleukins after implantation of DBCH fibres (sterilised with
ethylene oxide) was done in comparison with the Maxon
sutures (D&G, Cyanamid Co., USA).

Evaluation of tissue reaction after implantation

The surgery was carried out on the 60 female mice of
the BALB/C breed at the age of 10 weeks and average
weight of 20g in general ether anaesthesia. Loops of DBCH
fibres and Maxon sutures weighing approx. 0.13g were im-
planted into peritoneal cavity. The pathomorphological evalu-
ation was done 7, 14, 21, 28 and 60 days after implanta-
tion. Specimens for microscopic studies were prepared with
the H&E method [14].

Assessment of interleukins IL 13 and IL 6

The level of interleukins in the mice intraperitoneal liquid
was determined 7, 14, 21, 28 and 60 days after the implan-
tation of DBCH fibres and compared with the results ob-
tained for animals after implantation of the Maxon sutures
and for the control animal group which underwent the same
surgical procedure without implantation and for the second
control group of healthy animals. The Endogen Mouse
Interleukin-18 and 6 Elisa tests were used in this study [15].

Results

Aqueous extracts

Results of laboratory measurements
The obtained aqueous extracts were colourless, clear and
odourless. The mean pH of aqueous extracts of DBCH
was under the standard range of 5.5-7.5 pH. The mean
values of electrical conductivity and dry residue were within
the standard limits. The results are shown in TABLE 1.

Results of biological evaluation

In the "in vitro" biological evaluation of aqueous extracts,
neither the haemolytic effect on human erythrocytes nor the
cytotoxic influence on bull spermatozoons was stated. The
results are shown in TABLE 2.

BI®MATERIALOW.



56

e o0 00e0e

A

TERIALOW

IOMA

Przew

Wyciag z DBCH
Extract from DBCH

Electrical conductivity
[uSem™]

Dry residue !
gl

0,0008

3 5,05

6,25

26,0 0,0033 ;
Srednia/mean 501 35,0 0,0036
kontrola/control

ABLE 1. Results of laboratory tests of aqueous extracts.

. .ziaiane 'cc 'a .plii ba‘ i3
Toxic influence on bull’s spermatozoons

Dziatanie

Wyciag hemolityczne

z DBCH

Extract Haemolytic effect

from DBCH
[%]
0,68

Czas przezycia w
probie

Survival time in the
sample

Réznica pomiedzy
czasem przezycia w
prébie i kontroli
Difference in
survival time

[%]

Stopien
toksycznosci

Toxicological level |

brak/lack

kontrola/control -

Wyniki badan odczynowosci srédskérnej

W miejscu iniekcji wyciggdéw z DBCH w dwdch miejscach
zaobserwowano tagodny rumien, ktory utrzymywat sie przez
48 godzin. Obliczony Wskaznik Pierwotnego Draznienia
wyciggow byt bez znaczenia. Iniekcja badanych wyciggéw
nie wywotywata stanoéw zapalnych skoéry. Wyniki badan

0,70 80 brak/lack
i 16 0,60 745 6,25 brak/lack
~ $rednia/mean 0,66 75 6,25 brak/lack
: 80

Wyniki badan biologicznych in vitro wyciagow

esults of biological tests in vitro of aqueous extracts.

nych.

Results of intradermal reactivity evaluation

At two injection sites of DBCH mild erythemas were ob-
served for 48 hours. The calculated WPD of the extracts
was of no importance. The injections of aqueous extracts
did not cause any inflammatory changes in the skin. The
results are shown in TABLE 3.

przedstawiono w TABELI 3.

Razem
punktow

I_Vli_ejscf Evaluation of intradermal reactions.
iniekc;ji ;
24 h
rumien obrzek
erythema oedema

48 h
rumien obrzek
erythema oedema

72h
rumien obrzek
erythema  oedema

Total
points

Injection
site

ik Pierwotnego Podraznienia = 4/ 15 = 0,26
irritation index = 4/15 = 0,26

. Wyniki badan odczynowosci $rédskérnej.

BLE 3. Résdlts of intradermal reactivity test.




Wyniki badan implantacyjnych

Badania makroskopowe

7 dni po implantacji wiokien z dibutyrylochityny, po otwar-
ciu jamy otrzewnowej u wszystkich sekcjonowanych my-
szy, stwierdzono do$¢ silne przekrwienie catej sieci i otrzew-
nej trzewnej. Widkna w postaci ktebuszka oklejone byty sie-
cia. 14 dnia po zabiegu w jamie otrzewnowej obserwowano
wieksza ilos¢ klarownego, czerwonego ptynu . 2160 dni
po operacji tkanka otaczajaca implant byta do$¢ gruba, sil-
nie przerastata wtokna i zawsze byta potagczona mostkiem
plazmatycznym z siecig. Pozostate narzady jamy brzusz-
nej jak jelita, watroba, zotadek, $ledziona nie wykazywaty
zmian o charakterze patologicznym (RYS.2).

RYS. 2. Obraz makrosko-
powy 60 dni po
implantacji witdkien
dibutyrylochityny do
jamy otrzewnowej
myszy. W centrum
widoczny wszczep po-
kryty biatorézowa
tkanka.

Results of evaluation after implantation

Macroscopic evaluation

7 days after the implantation of DBCH fibres in all sacri-
ficed mice there was significant congestion of omentum and
peritoneum wall. The fibre loops were covered with the
omentum. After 14 days greater volume of clear, reddish
liquid were found in the peritoneal cavity. On 21stday and
60" day the tissue surrounding the implants was thick,
strongly penetrated the filaments of the fibres and was con-
nected with omentum by plasmatic bridge. Other internal
organs and tissues of the sacrificed mice did show any
pathological changes (FIG.2).

FIG. 2. Macroscopic view
60 days after implan-
tation of DBCH fibres
into mice peritoneal
cavity. The implant is in
the middle covered with
a pinkish-white tissue.

U wszystkich zwierzat, ktérym implantowano ni¢ Maxon
stwierdzono, ze w odréznieniu od widkien z DBCH, lezata
ona luzno wsrod jelit i z fatwoscig dawata sie usungé. W 7
dniu w jamie otrzewnowej stwierdzono obecnos¢ krwisto-
surowiczego ptynu, a 14 dnia po zabiegu operacyjnym po-
wierzchnia nici Maxon pokryta byta miejscami biatawa,
przejrzystg bardzo cienka btonka. 21, 28 i 60 dniu wytwo-
rzona tkanka pokrywata catg powierzchnie nic, ktorg z fa-
twoscig mozna byto usuna¢ z jamy otrzewnowej. Narzady
jamy brzusznej nie wykazywaty zmian o charakterze pato-
ogicznym (RYS.3).

RYS. 3. Obraz makrosko-
powy 60 dni po
implantacji nici Maxon
do jamy otrzewnowej
myszy. Widoczny
fragment nici pokryty
przejrzysta, cienka
btonka.

Loops of the Maxon sutures found in the peritoneal cav-
ity were always loose and easy to remove. After 7 days the
presence of bloody liquid in the peritoneal cavity was ob-
served. After 14 days the Maxon sutures were partially cov-
ered with a transparent, very thin membrane. After longer
implantation periods the tissue covered all the surface of
the sutures. Other internal organs and tissues of the sacri-
ficed mice did show any pathological changes (FIG.3).

FIG. 3. Macroscopic view
60 days after implanta-
tion of the Maxon
sutures into mice
peritoneal cavity. The
suture is covered with a
thin transparent
membrane.

Badania mikroskopowe

W preparatach histologicznych barwionych hematoksy-
ling i eozyng wykonanych 7 i 14 dni po implantacji wtdkien z
DBCH, obserwowano ciemnorézowe skupiska bezposta-
ciowe, wokot ktorych widoczne byto duze nagromadzenie
makrofagow, jednojadrzastych komoérek typu limfocyta oraz
komorek plazmatycznych, gdzieniegdzie wystepowaty drob-
ne ogniska granulocytéow wieloptatowych obojetnochton-
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Microscopic evaluation

7 and 14 days after the implantation of DBCH fibres in
the histological specimens dyed by H&E method, there were
dark pink amorphic conglomerates surrounded by numer-
ous macrophages, mononuclear cells of lymphocyte type,
as well as the plasmatic cells. There were also places with
small quantity of polymorphonuclear neutrophiles. On the
edges of the sutures observed were capsules of young con-
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nych. Na obrzezach witékien widoczne byty fibroblasty oraz
pojedyncze fibrocyty tworzace mtodg torebke tgcznotkan-
kowa. W opisywanej tkance facznej wystepowaty wiosowa-
te naczynia krwionosne, wypetnione elementami morfotycz-
nymi krwi. Miedzy poszczegdlnymi widknami dibutyrylochi-
tyny obserwowano duze ilo$ci wytugowanych erytrocytow .
Brzezne partie implantu ulegaty resorpcji, a w ich miejscu
obserwowano puste wakuole, ograniczone przez fibrobla-
sty. W poblizu pustych przestrzeni widoczne byty liczne
komorki olbrzymie typu ciata obcego. W obserwacjach
pdzniejszych tj. 21. 28 i 60 dnia po zabiegu stwierdzono
pomnozenie tkanki tacznej yv miejscach po zresorbowanej
dibutyrylochitynie (RYS.4).

This connective tissue was overgrown with capillary ves-
sels. The DBCH fibres at the edges underwent resorption
and vacuoles formed instead, surrounded by fibroblasts and
some foreign-body-type cells. After longer observation pe-
riods (21, 28 and 60 days) at the sites of resorbed DBCH
there was found a proliferated connective tissue (FIG.4).

RYS. 4. Obraz mikrosko-
~powy 60 dni po
‘implantacji dibutyrylo-
chityny do jamy
otrzewnowej myszy.
-Widoczne miejsca po
zresorbowanych wiok-
nach wypetnione luzng
tkanka taczna
- (H&E, 140x).

7 i 14 dni po implantacji nici Maxon w preparatach wi-
doczne byty ogniskowe nagromadzenia komérek jednoja-
drzastych typu limfocyta oraz niewielkie ilo$ci wysieku wtdk-
nikowego.

21, 28 i 60 dnia widoczne byty przekroje nici otoczone cien-
kim pasmem tkanki tacznej, nie przekraczajacej 1 $rednicy
nici (RYS.5).

FIG. 4. Microscopic view
60 days after implanta-
tion of DBCH fibres into
mice peritoneal cavity.
The sites after absorbed
sutures are filled with
a connective tissue
(H&E, 140x).

In the specimens prepared 7 and 14 days after the Maxon
suture implantation there were local agglomerates of mono-
nuclear cells of lymphocyte type as well as small volumes
of fibrin exudate. After 21, 28 and 60 days the fibres were
surrounded by a thin layer of connective tissue, which thick-
ness did not exceed 1 suture diameter (FIG.5).

Interleukin levels in the liquid from mice peritoneum
cavity

'RYS. 5. Obraz mikrosko-
powy 60 dni po implanta-
cji nici Maxon. Przekrdj
nici otoczonej pasmem
tkanki tacznej
(H&E, 160x).

Wyniki badan poziomu cytokin

Wyniki badan poziomu cytokin w jamie otrzewnowej pod-
dano analizie statystycznej z zastosowaniem programu Sta-
tistica 5.0. Przyjeto poziom istotnosci p < 0,05.

Na podstawie badan przeprowadzonych 7 dnia po zabie-
gu nie stwierdzono istotnego wzrostu poziomu IL-18w gru-
pie zwierzat z implantowanymi wiéknami z DBCH i nié¢mi
Maxon w poréwnaniu do kontrolnej grupy operacyjnej. W

FIG. 5. Microscopic view
60 days after
implantation of the
Maxon suture. The
cross-section of the
suture covered with

a connective tissue is
seen (H&E, 160x).

The determined interleukin levels were statistically ana-
lysed with the use of programme Statistic 5.0. The adopted
significance level, p, was < 0.05.

The assessment done on 7th day did not show any sig-
nificant increase of the level of IL-18 in the animal group
with the implanted DBCH fibres or the Maxon sutures, in
comparison with the level observed in the control group af-
ter the surgery. An important increase of the IL-14 level was
stated after 14 and 21 days in both groups with implanted

14 i 21 dobie nastapit istotny wzrost poziomu IL-13 zaréw-
no w grupie z DBCH jak i w grupie z Maxonem. W termi-
nach pozniejszych poziom IL-14 nie roznit sie statystycznie
od grup kontrolnych.

DBCH fibres and Maxon sutures. After longer periods the
level of IL-18 was not statistically different from that of both
control groups.
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Poziom IL-6 w grupie zwierzat z niémi Maxon byt statystycz-
nie wyzszy niz w kontrolnej grupie operacyjnejw 7, 14 i 21
dobie po implantacji. W 28 i 60 dobie nastapit spadek po-
ziomu IL-6 i nie réznit sie on statystycznie od poziomu IL-6
w kontrolnej grupie operacyjnej. W grupie zwierzat z im-
plantowanymi wtéknami z DBCH istotny wzrost IL-6 stwier-
dzono 14, 2160 dnia po implantacji Wyniki badan przed-
stawionow TABELI 4 i 5.

Omoéwienie wynikéw badan

Korzystne wiasnosci fizyczne i chemiczne dibutyrylochity-
ny tj. wlasnosci btono- i widknotworcze, dobra rozpuszczal-
nos¢ w rozpuszczalnikach organicznych, bioaktywno$c i
odpornos¢ na gamma radiacje zachecita nas do przepro-
wadzenia badan biologicznych . Badania te miaty na celu
ocene przydatnosci dibutyrylochityny jako materiatu me-
dycznego.

W badaniach biologicznych wyciggéw wodnych wiékien z
DBCH stwierdzono, ze nie wywotujg one dziatania hemoli-
tycznego, cytotoksycznego i $rédskérnego dziatania draz-
nigcego.

W badaniach biodegradacji dibutyrylochityny w obecnosci
lizozymu stwierdzono, ze proces ten zachodzi na po-
wierzchni widkna z bardzo matq szybkoscia, a jej mecha-
nizm polega na odrywaniu krétkich tancuchéw od makro-
czasteczek polimeru [16]. Na tej podstawie do kontrol-
nych do badan implantacyjnych wybrano nici Maxon o przed-
fuzonym okresie resorpcji.

N badaniach poziomu interleukin IL-18 i IL-6 nie stwier-
dzono istotnych réznic pomiedzy grupami zwierzat z wtok-
nami z DBCH i ni¢émi Maxon. Jedynie utrzymujgca sie w 60
dobie po implantacji istotna réznica w poziomie IL-6, spo-
wodowana jest prawdopodobnie toczacym sie procesem
biodegradacji wiékien z DBCH.

/N badaniach patomorfologicznych stwierdzono réznice ilo-
sciowe ijakosciowe odczynu tkanek. Widkna z dibutyrylo-
chityny w okresie 60 dni po implantacji wywotywaty miej-
scowy, dos¢ nasilony, przewlekly, nieswoisty odczyn za-
palny. Charakteryzowat sie on wydtuzong fazg wysiekowo-
xomorkowg wystepujaca przez caty okres w poblizu nie-
zresorbowanych wiokien. Faza proliferacyjna rozpoczyna
sig juz w 7 dniu po implantacji i trwa przez caty okres ba-
dan. Powstata mioda tkanka taczna wypetniata miejsca po
nieréwnomiernie resorbujacej sie dibutyrylochitynie. W tkan-
ce tej oprécz fibroblastéw, fibrocytéw i ogniskowo nagro-
madzonych komérek zapalnych (granulocyty, makrofagi,
limfocyty) wystepuja w duzej ilosci komorki olbrzymie typu
ciata obcego. W odréznieniu od wtdkien z DBCH nici Ma-
xon wgajajg sie poprzez krétkotrwata i mato nasilong faze
wysiekowg trwajaca okoto 14 dni. W 14 dniu wytwarza sie
wokot nich cienka torebka tacznotkankowa, w ktérej nie
stwierdzono komérek zapalnych.

Tak istotne réznice w odczynie tkanek obu materiatéw, praw-
dopodobnie spowodowane sa réznym czasem i charakte-
rem resorpcji. Problem ten moze by¢ wyjasniony poprzez
przeprowadzenie badan odczynu innych tkanek w termi-
nach odlegtych, tj. dtuzszych niz 60 dni, az do momentu
catkowitej resorpcji widkien z dibutyrylochityny.

In general the levels of IL-6 in the animal group with im-
planted Maxon sutures were statistically higher than in the
control group after surgery, 7, 14 and 21 days after the im-
plantation. After 28 and 60 days the level of IL-6 decreased
and was not statistically different from that of the control
group after surgery.

The group of animals with implanted DBCH fibres showed
a significant increase in the IL-6 level 14, 21 and 60 days
after the implantation. The results are shown in TABLES 4
and 5.

Summary

The beneficial physical and chemical properties of
dibutyrylchitin, such as membrane and fibre inductivity, good
solubility in organic solvents, bioactivity and resistance to
gamma irradiation, have encouraged us to undertake its
biological evaluation. The aim of this investigation was to
assess the usefulness of dibutyrylchitin as a medical mate-
rial.

During the biological evaluation of aqueous extracts of
DBCH fibres we have confirmed that they give neither
haemolytic nor cytotoxic reaction nor intradermal irritation
effects.

In the initial evaluation of biodegradation of DBCH in pres-
ence of lysozyme it has been found that the degradation
process is slow and limited to the surface layer of the fibre.
It consists in separation of short chains from the macromol-
ecule of the polymer. Therefore the Maxon sutures charac-
terised by a prolonged resorption time were selected as
control samples for the implantation.

The levels of IL-18 and IL-6 did not show any significant
differences in the groups of animals with the implanted
DCBH fibres and Maxon sutures. The significant differences
in the level of IL-6 observed 60 days after the implantation
are probably caused by the biodegradation process.

In the pathomorphological evaluation some quantitative
and qualitative differences were stated in the tissue reac-
tion. After 60 days the DBCH fibres caused local non-spe-
cific prolonged inflammatory reaction. It was characterised
by a prolonged fibroplasia-proliferative phase, which lasted
all the time around the non-absorbed fibres. The prolifera-
tive phase started 7 days after the implantation and lasted
all the investigated time. The developed young connective
tissue filled the empty spaces after resorption of DBCH. In
this tissue, apart from fibrocytes and fibroblasts and con-
glomerates of inflammatory cells, there were numerous cells
of the foreign-body type. Unlike DBCH fibres, the Maxon
sutures healed through short and low-intensity exudative
phase, lasting 14 days. After that the sutures were sur-
rounded by a thin capsule of connective tissue which did
not contain any inflammatory cells.

The important differences in the reaction of tissues after
the implantation of both materials are probably caused by
different time and character of resorption. This hypothesis
can be verified in further studies of tissue reaction after time
intervals longer than 60 days up to complete resorption of
DBCH fibres.
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NA PRZYKLADZIE NORMY
1SO-10993: BIOLOGICZNA
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*ZAktAD CHIRURGII EKSPERYMENTALNEJ | BADANIA
BioMATERIALOW

Axapemil MEpycznes we WRoCEAWIU

**Porski KoMITET NORMALIZACYJINY, ZESPOL ZAGADNIEN
OGOLNYCH, OCHRONY ZDROWIA | SRODOWISKA W WARSZAWIE

W oparciu o ustawe z kwietnia 1993 roku, z dniem 1
stycznia 1994 roku wprowadzone zostaty zmiany w syste-
mie normalizacji w Polsce, zgodne z zaleceniami Unii Eu-
ropejskiej. Jednostkg podstawowsg stat sie Polski Komitet
Normalizacyjny (PKN), powotywany i nadzorowany przez
premiera. W ramach PKN ustanowione zostaty Normaliza-
cyjne Komisje Problemowe (NKP), ktérych zadaniem jest
prowadzenie bezposrednich prac normalizacyjnych w okre-
Slonej grupie tematycznej. Przyktadem takiej struktury jest
NKP nr 247 - zajmujgca sie materiatami medycznymi i bio-
materiatami. Aktualnie cztonkami tej komisji pozostaje 26
0s6b reprezentujacych rézne srodowiska naukowe z tere-
nu catego kraju.

POLISH STANDARISATION
PROCEDURES RELATED
TO BIOMATERIALS

ON THE PARTICULAR
EXAMPLE OF 1SO-10993:
BIOLOGICAL
EVALUATION OF
MEDICAL DEVICES

Leszek Soiski*, DanuTA PaLucH?®,
Leszek KrzywosiNskr**

*INSTITUTE OF EXPERIMENTAL SURGERY AND BIOMATERIALS
RESEARCH

WRocLAw UNIVERSITY OF MEDICINE

** PoLisH COMMITTEE FOR STANDARDIZATION,

DePT. oF HEALTH AND ENVIRONMENTAL PROTECTION

Following the law created by Polish Parliament in April
1993, since the 1st January 1994, a number of important
changes were introduced in standardisation procedures in
Poland, in accordance with the recommendations of EU.
The Polish Committee for Standardisation was established
under a direct supervision of the Prime Minister. Within this
general body there were established several sub-commit-
tees known also as working groups (NKP), each dealing
with one particular subject or a complex of related sub-
jects. The working group no 247 was established for bio-
medical devices and biomaterials. At present there are 26
active members of that body, representing different scien-
tific institutions from all over the country. The main target of
that workshop group is to translate, to adopt and to publish
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