WEOKNA

Z REGENEROWANEJ
CHITYNY. BADANIA
BIOLOGICZNE

*DanuTa PaLucH, *Stanistaw PieLka, **Lipia SzosLanp,
- *JoLanta Staniszewska-Kus,
*Maria Szymonowicz, *Leszek Sovski, *Bocustawa ZYWICKA

*Zakead CHIRURGH EKSPERYMENTALNES | BaDANIA BIOMATERIA-
row KaTebRy CHIRURGH Urazowed | CHIRURGH REKI AkADEMII
Meovcznes we WRockAwIU

** KaTEDRA CHEMI Fizyczne) POLIMEROW POLITECHNIKI

b opzKIE]

Streszczenie

Celem pracy byfa ocena biozgodnosci wiokien z
chityny. Badania obejmowaly: badania biologiczne wy-
ciggow wodnych, badania dziatania cytotoksyczne-
go, badania dziatania hemolitycznego, badanie sréd-
skérnego dziatania draznigcego oraz badania implan-
tacyjne.

Na postawie przeprowadzonych badan nie stwier-
dzono dziatania hemolitycznego, cytoloksycznego i
$rédskornego dziatania draznigcego. Proces wgaja-
nia przebiegat z krotkotrwatg fazg wysigkowg o ma-
fym stopniu nasilenia, ktora okofo 14 dnia przecho-
dzita w faze proliferacyjng prowadzgcg do wytworze-
nia torebki tacznotkankowe;.

Stowa kiuczowe: regenerowana chityna, cytotok-
sycznosé. dziatanie draznigce, miejscowa reakcfa
tkankowa.

Pochodne chityny charakteryzuje sige szeregiem specy-
ficznych wiasciwosci, takich jak: bioaktywnosc, odpornosc
na sterylizacje radiacyjna, biodegradowalnos$é, zdolnosc do
tworzenia bton i widkien , zdolnos¢ do mieszania z innymi
polimerami [2, 6-11]. Wymienione wlasciwosci pozwalajg
sgdzi¢, ze polimery te moga znalezé zastosowania me-
dyczne jako materiaty opatrunkowe, nosniki lekdw, implan-
ty do kontaktu z tkanka kostna i tkankami migkkimi oraz
krwia, a takze jako surowce do modyfikacji innych biomate-
riatow.

Celem badan byta ocena biologiczna wiokien z regene-
rowanej chityny oraz ich przydatnosé do zastosowan me-
dycznych. Przeprowadzono nastepujace badania:

- oznaczenia laboratoryjne wyciggow wodnych,

- badania dziatania hemolitycznego wyciagow wodnych,
- badania dziatania cytotoksycznego,

- badania $rédskornego dziatania draznigcego,

- badania miejscowej reakcji po implantaciji.

Materiat

Ocenie biologicznej poddano witkna chitynowe otrzy-
mane z wiokien z dibutyrylochityny.

Wiokna DBCH poddano alkalicznej obrébce 5% wodnym
roztworem NaOH w temperaturze okoto 90°C, podczas kié-
rej zachodzita reakcja hydrolizy grup estrowych i regenera-
cja grup hydroksylowych w makroczasteczkach polimeru.
Otrzymano widkna chitynowe bez destrukcjiich makrostruk-
tury z wartoscig lepkosci istotnej chityny 8.52 dL/g. Widma
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Abstract

The main purpose of this investigation was the bjo-
logical evaluation of the regenerated chitin fibres and
their usability in medicine. Our investigation included
laboratory tests of the aqueous extracts, haemolytic
effects of the aqueous extracts, the cytotoxicity tests,
intracutaneous reactivity test and the local reaction
after implantation.

In the conclusion we say that the fibres of regener-
ated chitin do not cause the haemolysis, cytoloxicity
or intracutaneous irritation. The healing process of
both types of fibres involved a short exudative phase,
which after 14 days was followed by a proliferative
phase. The latter ended with the development of a
connective tissue capsule.

Key words: regenerated chitin, cytotoxicity,
haemolytic effect, local tissue reaction.

Derivatives of chitin are characterised by such specific
properties as: high bioactivity, good tolerance for radiative
sterilisation, biocompatibility, good biodegradation and

" formability (fibres, foils) and misciblity with other polymers

[15].

All these properties give good reasons to undertake the
evaluation of dibutyrylchitin and other derivatives of chitin
as biomaterials for such medical applications as dressing
materials, drug carriers, implants in contact with bones, soft
tissues or blood, or as modifiers of other biomaterials [2, 6-
111.

The main target of this investigation was the biologi-
cal evaluation of the regenerated chitin fibres and their us-
ability in medicine. Our investigation included:

- laboratory tests of the aqueous extracts,

- haemolytic effects of the aqueous extracts,
- cytotoxicity tests,

- intracutaneous reactivity test,

- local reaction after implantation.

Material

The chitin fibres obtained from dibutyrylchitin underwent
the biological evaluation.

A part of DBCH fibres was used for the preparation of
chitin fibres. For this purpose the DBCH fibres were treated
for 20 min with a 5% NaOH water solution at 90°C, which
brought about hydrolysis of the ester groups and regenera-
tion of hydroxyl groups in the in the DBCH macromolecules
[20]. The product of hydrolysis was washed several times
with distilled water to remove traces of the side product -
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w podczerwieni, zarejestro-
wane na spektrometrze Per-
kin-Elmer 2000 FT-IR dla
btonek z DBCH (1) i otrzyma-
nej chityny regenerowanej sg
przedstawione na RYS. 1.
Catkowity zanik w widmie 2
pasma absorpcji przy 1740
cm”', odpowiadajgcego drga-
niom w grupie karbonylowej
C=0, obecnej w widmie
DBCH, oraz pojawienie sie
absorpcji w obszarze 3500
cm”, odpowiadajgcej drga-
niom wodoru w grupach hy-
droksylowych, obecnych w
chitynie, $wiadczy o catkowi-
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RYS. 1. Widma IR dla blonek: DBCH (1), otrzymanej z
chityny krylowej, oraz chityny regenerowanej (2),
otrzymanej w wyniku zasadowej hydrolizy wiokien z

sodium butyrate - and excess
of NaOH. The obtained chitin
fibres had undamaged mac-
rostructure and intrinsic vis-
cosity of 8.52 dL/g (solvent -
DMAC/5%LiCl, 25°C). IR
spectra of the polymer films
formed from the DBCH fibres
(spectrum 1) and the regen-
erated chitin fibres (spectrum
2) are shown in FIG. 1. Infra-
red spectra were recorded
using the Perkin-Elmer 2000
FT-IR instrument.

Lack of absorption at 1740
cm™ in spectrum 2, which is
characteristic of the esters of

tej hydrolizie makroczaste-
czek DBCH i transformacji
ich w chityne [7-11].

Przed przystapieniem do
badan wiokna sterylizowano
tlenkiem etylenu - w steryli-
zatorze gazowym.

DBECH.

Metody i wyniki badan

Wszystkie badania przeprowadzono zgodnie z zalece-
niami PrPN-EN 1SO 10993 "Badania biologiczne materia-
tow medycznych" [3, 4].

Oznaczenia laboratoryjne wyciggéw wodnych

Wyciagi wodne przygotowano w proporcji 3 g prébki na
50ml wody do iniekcji. Materiat wraz ze srodkiem ekstrak-
cyjnym inkubowano w temperaturze 37°C przez 72 h.

Przeprowadzono nastepujgce pomiary: pH, przewodnosé
elektrycznag wlasciwa, suchg pozostato$é po odparowaniu
oraz oznaczono wskaznik wchianialnosci.

Wyniki pomiaréw laboratoryjnych wyciggéw wodnych
przedstawiono w TABELI 1. Podano $rednie wartosci obli-

FIG. 1. IR spectra of DBCH (1) obtained from krill chitin
and regenerated chitin (2) obtained after alkaline
treatment applied to DBCH fibres.

saturated fatty acids like that
in spectrum 1 for DBCH (car-
bonyl, C=0 groups), and
strong absorption at 3500
cm' due to hydroxyl groups,
indicates complete hydroly-
sis of the DBCH macromol-
ecules and their transformation into chitin [7-11].

Both types of fibres before the investigation were steri-
lised with gaseous ethylene oxide.

Methods and results

All the tests were carried out in accordance with the Eu-
ropean standard PrPN-EN ISO 10993: "Biological evalua-
tion of medical devices".

Laboratory tests of the aqueous extracts

The aqueous extracts from the tested fibres were pre-
pared in the proportion of 3 g of fibres per 50 ml of water for
injection. The samples were incubated at the temperature
of 37°C for 72 hours. Our investigations included assess-

czone z trzech wyciagow dla kazdej praby.

ment of pH, electrical conductivity, dry residue and absorp-

bezbarwny / colourless

brak / lack

ngtrl‘s ! 12 Klarowny / clear 6.7 16 0,0075 16
staby / slight
bezbarwny / colourless
Kontrola / 100 klarowny /clear 5,9 1,3 - -
Control

Wszystkie oznaczane parametry byly w granicach normy i byly porownywaine z wartosciami dia tego typu biomateriatow.

TABELA 1. Wyniki badan laboratoryjnych wyciagéw wodnych.
TABLE 1. The results of laboratory measurements of the aqueous extracts.

Badanie dziatania hemolitycznego wyciagéw wodnych

Wyciagi wodne do badan dziatania hemolitycznego do-
prowadzano do izotonicznosci statym chlorkiem sodu.

Badania przeprowadzono z zastosowaniem erytrocytow
ludzkich otrzymanych z krwi cytrynianowej grupy O Rh+.
Wyciagi inkubowano z erytrocytami przez 24 godziny w cie-
plarce, w temperaturze 37°C. Po opadnigciu erytrocytow i
po odwirowaniu (220 g/10 minut) mierzono fotometrycznie
absorpcje ptynu znad osadu na spektrofotometrze MAR-
CEL s330 przy diugosci fali 540nm. Jako odnosnik uzyto
150 mmol/l roztworu NaCl,

Sredni procent hemolizy obliczono z 3 préh. Wyciagi z

tion index.

The results of the laboratory tests for the aqueous ex-
tracts are given in TABLE 1. They represent average val-
ues calculated from three extracts for each tested sample.

The mean values of electrical conductivity and dry resi-
due were comparable with those obtained for biomaterials
of the same type.

Assessment of haemolytic effects of the aqueous ex-
tracts

The aqueous extract was prepared in the same way as
for general laboratory assessment and was made isotonic
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widkien z chityny nie wykazywaly dzialania hemolityczne-
go Procent hemolizy wyniost 0,86 i nie przekroczyt warto-
$ci dopuszczalnej przez norme, czyli 1% [1].

Badanie dziatania cytotoksycznego

Badania przeprowadzono na referencyjnej linii komor-
kowej, fibroblastach mysich 3T3/Balb. Komorki byty prze-
chowywane w cieklym azocie, w temperaturze -173°C z
dodatkiem okoto 10% DMSO. Po rozmrozeniu komarki byty
dwukrotnie pasazowane przy uzyciu roztworu o sktadzie:
0,05% trypsyny + 0,02% EDTAw PBS ,opH 7,2

Badanie przeprowadzono metodg posrednig po kontak-
cie z wyciggiem, na warstwie komorek w ilosci 2,5x105.

Jako srodka ekstrakcyjnego uzyto pozywki hodowlanej
z surowicg o identycznym skfadzie jak stosowana do ho-
dowli macierzystej. W warunkach aseptycznych, kazdy ro-
dzaj widkien o masie 1,5 g pocieto na kawatki diugosci
okoto 1cm i zalano 25 ml pozywki hodowlanej. Proby lekko
wstrzgsano na mikrowstrzasarce i inkubowano przez 24h
w temperaturze 37°C. Po tym czasie ekstrakty dodano do
hodowli komoérek i inkubowano w 37°C
Ocenie poddano nastepujace hodowle:
- hodowla kontrolna - hodowla macierzysta z pozywka nie
poddana inkubacji,
- proba slepa - hodowla z pozywka inkubowang w 37°C
przez 24 h ,
- préba badana - hodowla z wyciggiem z wiokien z chityny.
Ocene zmian cytotoksycznych przeprowadzono po 48 h i
72h.

Srednie wyniki badan dla trzech wyciggow z kazdej pro-
by przedstawiono w TABELI 2.

We wszystkich terminach w badanych hodowlach komor-
ki miaty prawidlowe cechy morfologiczne. Nie stwierdzono
aglutynacji, wakuolizacji i lizy bton komarkowych.

by an addition of a solid NaCl.

The erythrocytes were obtained from the citrated human
bloed, group 0 Rh+. The aqueous extracts with the erythro-
cytes were incubated for 24 hours at the temperature of
37°C. After the sedimentation of erythrocytes and their cen-
trifugation (at 220g/10 minutes) the absorption of the
liguid from above the sedimented erythrocytes was meas-
ured by a photometric method at the wavelength of 540nm,
using the spectrophotometer MARCEL s330. Itis accepted
that the tested materials do not give haemolytic effects if
the mean percentage of haemolysis does not exceed 1%
[1].

The mean percentage of haemolysis was calculated from
3 samples. The extracts from the chitin fibres did not show
any haemolytic effects. The percentage of haemolysis was
0,86% and thus it did not exceed the value of 1% given by
the standard.

Cytotoxicity

The evaluation was carried out on the referenced cell
series of the mouse fibroblasts 3T3/Balb. The cells were
kept in liquid nitrogen at the temperature of -173°C with a
10% addition of DMSO. After unfreezing the cells were
twice subjected to passage with a solution of 0,05% tripsin
+0,02% EDTA in PBS of the general ph value of 7,2.

The assessment was made by indirect method after the
contact with the extract, on the cells growing in the shape of
so called "monolayer”.

The culture medium with added serum, of the same con-
tent as the maternal (native) culture was used as the ex-
tract agent. Under the aseptic conditions the fibres of the
4.5 weight were cut off for the pieces of ca. 1em long and
were put into three containers at ca. 1,5g in each. These

Zmi:ny Oddzielenie od — ionionaiColls Zmiany Oddzielenie od rﬂomérk:! Calls
lom?czﬂ:a ; podtozal Zywel | Martwe/ | morfo- podioza/ Zywel | Martwe/
M g hol Separation from Live Death logiczne/ Separation from Live Death
orp c;o- the Morpho- the
chgal:::a == culture base logical culture base
g [%] [x10°] [%] changes [%] [x10°] [%]
Hodowla
kontrolna/
Control culture 0 15 ad i g 3 Sl 3
Préba
slepa/ 2
Blind 0 1-2 3,76 4 0 3 9.4 6
culture
Hodowla
+wyciag z chityny/ ke
Culture with the 0 12 Bife 7 0 3 7.0 2
chitin extract

TABELA 2. Zmiany cytotoksyczne w hodowlach fibroblastéw mysich.
TABLE 2. The assessment of the cytoxicological changes in culture of mause fibroblast.

Po 48 godzinach zarowno w probach badanych jak i
kontrolnych liczba komoérek oddzielonych od podioza byta
identyczna i wynosita 1-2%. Liczba martwych komorek w
prébie z wyciagiem z chityny byla wieksza niz w probie
slepej i kontrolnej i wynosita 7% . Liczba komorek zywych
w hodowlach z wyciggami z badanych prob wzrosta lecz
byta nieco mnigjsza niz w prébie kontrolnej i slepej.

Po 72h liczba komérek oddzielonych od podioza w pro-
bach badanych byta identyczna jak w probie kontrolnej i
$lepej | wynosita 3 %. Liczba komdrek martwych w hodowli
zwyciagami z chityny zmalata do 5%. Po 72h nastapit pra-
wie dwukrotny wzrost liczby zywych komorek w hodowlach

e 00008 0000000000000 000C0000C000000RC0F00ODOC@S

probes were flooded by 25ml each of the breeding culture.
As the blind probe the culture medium with added serum
was used. All probes were lightly shaked at the microshaker
and incubated for 24h at the temperature of 37°C. After that
the extracts were added to the cell culture, which later were
incubated in the temperature of 37°C.

The following culture were assessed:

- as the control culture: the maternal culture medium, which
was not incubated;

- as the blind probe: the culture medium incubated at 37°C
for 24h;

- the tested probe: the culture with added extract of the chitin
fibres.
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z wyciagami z badanych prob, lecz byto ich mniej niz w
prébie kontrolnej i lepe;.

Badanie srédskornego dziatania draznigcego

Badania przeprowadzono poprzez ocene dziatania draz-
nigcego wyciagow przygotowanych z zastosowaniem soli
fizjologicznej - wyciag polarny oraz z zastosowaniem oleju
sezamowego - wyciag niepolarny.

Wyciagi przygotowano z zachowaniem nastepujacych
parameftrow:

- ilos¢ probki - 1,5g,

- rozdrobnienie probki - widkna dlugosci okoto 1 cm,

- srodek ekstrakeyjny - 25ml soli fizjologicznej lub oleju se-
Zamowego,

- warunki ekstrakeji - 37°C przez 72h,

Proby slepe stanowity sol fizjologiczna i olej sezamowy in-
kubowane w tych samych warunkach co wyciagi z materia-
tem.

Ocene srédskornego dziatania draznigcego kazdej pro-
by przeprowadzono na 3 krélikach albinosach, rasy nowo-
zelandzkiej, obojga pici, o wadze od 2,8 kg do 3,2 kg. Ba-
danie przeprowadzono wstrzykujac srodskérnie po 0,2ml
wyciagow polarnych i niepolarnych z badanych materiatow
oraz prob kontrolnych.

Zmiany skérne w miejscach wstrzyknieé oceniano bez-
posrednio po iniekcji oraz po uplywie 24, 48 | 72h.

Bezposrednio po iniekcji wyciagow polarnych i niepolar-
nych z chityny u Zadnego ze zwierzat nie stwierdzono zmian
typu zaczerwienienia i obrzeku. Po iniekcji wyciagow polar-
nych z chityny nie obserwowano zmian skornych po 24,
48 1 72h. Natomiast po iniekcji wyciagow niepolarnych z
chityny stwierdzono u jednego zwierzecia w jednym miej-
scu wstrzykniecia lekkie zaczerwienienie skory. Po 48 i
72h zmiany skorne ustapity.

Na podstawie uzyskanych wynikow dla kazdego mate-
riatu obliczono wskaznik pierwotnego podraznienia - WPP.
Wskaznik Pierwotnego Podraznienia dla chityny wynosit:
1/30 = 0,033 i byt bez znaczenia.

Badanie miejscowej reakcji po implantacji

Badania przeprowadzono na 40 szczurach rasy Wistar,
samcach, o masie ciata 180 g, w wieku okoto 2 miesiecy.
Badane proby implantowano w miesnie posladkowe szczura

(5]

s -

RYS. 2. Obraz mikroskopowy 7 dni po implantacji
widkien z chityny. Implant otoczony pasmem
tkanki ziarninowej. W centrum ognisko
granulocytéw wieloptatowych obhojetnochton-
nych (Van Gieson, 140x).

FIG. 2. The microscopic view of chitin fibres 7
days after the implantation. The implanted fibres
are surrounded by a layer of granulation tissue;
in the middle - a focus of multilobar neutrophilic
granulocytes (Van Gieson, 140x).

The assessment of the cytotoxicity was evaluated after
48 and 72h.

The means results for the three extracts of each probe
are shown in the TABLE no. 2 .

For all the assessment periods the cells culture under
evaluation were all of proper morphological characters.
There were no any visible agglutination, vacuolisation nor
lysis of cells’ walls.

After 48h in the tested probes as well as in control ones,
the number of the cells separated from the culture's base
were similar and figured 1-2%. The number of the dead
cells in the probe containing the extracts from chitin was
higher then in the blind probe and figured 7%. The number
of the living cells in the cultures containing the extracts of
the tested probes slightly increased but still was lower then
the number of cells in the control and blind probes.

After 72h in the tested probes as well as in control ones,
the number of the cells separated from the culture's base
were similar and figured 3%. The number of the dead cells
in the probe containing the extracts from chitin decreased
up to 5%. After 72h the number of the living cells increased
twice in the cultures containing the extracts of the tested
probes, but still being lower then the number of cells in the
control and blind probes.

The irritation test
For the purposes of this assessment the polar extract
with saline and nonpolar extract with the sesame oil were
prepared.
The prepared extracts are characterised as follows:
- the weight of the probe - 1,6 g
- the granulation of the probe - the fibres of ca. 1cm long
- the extract agent - 25 ml of saline or sezame oil
- the condition of extraction - in 37°C for 72h.

The blind probes were made of saline and sezame oil
and were incubated under the same condition as for the
probes with tested material.

The assessment of the intracutaneous irritation of each
extracts sample was evaluated on three albino rabbits, of
the New Zealand breed of both sexes, weighing between
2,8 and 3,2 kg.

The changes on the skin in the sites of injections were
evaluated right after the injections were made and after 24,
48 and 72 hours.

Directly after the injection of polar and nonpolar extracts
of the chitin, as far as the erythema and oedema were con-
cerned, there were no changes noted even on single ani-
mal. After the injection of polar extracts of the chitin there
were no any changes observed after 24, 48 nor 72 hours.
After the injection of nonpolar extracts of the chitin one ani-
mals showed at one injection site the light erythema of the
skin. This reaction retreated after 48 hours.

The Index of Primary Irritation for the chitin figured 1/30
= 0,333 and in general assessment was of no importance.

The assessment of the local reaction after implantation

The surgery was carried out on 40 male, albino rats of
Vistar breed, weighing ca.180g and being 2 months old each.
The tested fibres material was inserted parallel to the mus-
cle fibres of the gluteal muscles using the typical surgical
needle [5].

The histopathological slides were dyed by HE method.
After 7 days since the implantation in the microscopic view
there were seen cross sections of the implanted fibres sur-
rounded by the fibrinous exudate reach in cell. The chitin
fibres had oval shape with slightly opalescent edges. The
cell-fibrin exudate visibly penetrated between the filaments
of the chitin fibres, and had two distinct layers. At the edges
of the implanted fibre, close to the surrounded muscles there

000000099 OQeESRO S0 00000000 OCEODOO 00080 0ORROSO00



RYS. 3. Obraz mikroskopowy 90 dni po
implantacji wiokien z chityny. Peczek
widokien poprzerastany tkanka {gczng
wioknista. Wokol widkien widoczne
komorki olbrzymie typu ciala obcego
(H&E, 140x).

FIG. 3. The microscopic view 90 days after
the implantation of the chitin fibres. A
bundle of fibres is overgrown by a fibrous
connective tissue. Around the fibres there
are giant cells of the foreign-body type
(H&E, 140x).

Badania makroskopowe i mikroskopowe przeprowadzo-
no 7, 14, 30, 90, 150 i 180 dni po implantacji.

7 i 14 dnia po implantacji, w obrazie mikroskopowym
preparatow histologicznych barwionych hematoksyling i
eozyng widoczne byly przekroje poprzeczne wiokien z chi-
tyny, otoczone wysiekiem komorkowo-widknikowym. VWiok-
na chityny miaty ksztalt owalny o lekko opalizujacych kon-
turach. W wysieku widknikowo-komaorkowym, ktory wnikat
pomiedzy wiokna i ograniczony byl do obszaru implantu,
mozna byto wyroznic dwie warstwy. Na obwodzie implantu
w poblizu migsni wystepowaly przede wszystkim fibrobla-
sty, fibrocyty i pojedyncze jednojadrzaste komaorki typu lim-
focyta. W centrum implantu widoczne byly natomiast dosc
liczne rozlane ogniska granulocytow wieloptatowych obo-
jetnochtonnych (RYS. 2).

30 dni po implantacji wiokna chityny byly poprzerastane
bogatokomérkowa tkanka laczng z przewagag fibroblastow i
fibrocytow. Gdzieniegdzie wystepowaty pojedyncze komorki
typu limfocyta oraz pojedyncze komaorki olbrzymie typu cia-
ta obcego. Caly peczek widkien oddzielata od miesni cien-
ka - 1 szerokosci widkna miesnia poprzecznie prazkowa-
nego - tkanka taczna z licznymi wtdknami klejorodnymi.

90 dni po implantacji w preparatach histologicznych bar-
wionych metodami HE i van Gieson stwierdzono, ze po-
szczegolne widkna z chityny przerastata i otaczata tkanka
taczna wioknista. W bezposrednim sasiedztwie wiokien wi-
doczne byly liczne komorki olbrzymie typu ciata obcego
(RYS. 3).

150 i 180 dni po implantacji obraz mikroskopowy byt
podobny. Widkna chityny o niezmienionej ilosci, gesto ulo-
zone, otaczata i przerastata tkanka taczna. Kolor wiokien
ulegt zmianie z szaro-opalizujgcego na kolor rézowo-fiole-
towy, co moze sugerowac¢ poczaiek resorpcji wiokien z
chityny (RYS. 4).

Omowienie wynikow badan

Na postawie przeprowadzonych badan laboratoryjnych
wyciagow wodnych z chityny i dibutyrylochityny obejmuja-
cych pomiar pH, przewodnosci elektrycznej wiasciwej i su-
chej pozostatosci po odparowaniu stwierdzono, ze uzyska-

RYS. 4. Obraz mikroskopowy 150 dni po
implantacji wiokien z chityny. Wiokna z
chityny otoczone i przerosniete tkankg
widknistg (Van Gieson, 140x).

FIG. 4. The microscopic view 150 days
after the implantation of the chitin fibres.
The chitin fibres are overgrown by a
connective tissue (Van Gieson, 140x).

were find mainly fibroblasts, fibrocytes and single mononu-
clear cell of lymphocyte type. In the centre of the implanted
fibre were numerous diffuse focuses of multilobulus
neutrophiles (FIG. 2).

The chitin fibres after 14 days since their implantation
were surrounded by the layer of connective tissue, which
separated the chitin itself from the transverse striated mus-
cles.

The chitin fibres after 30 days since their implantation
were overgrown by the reach-cell connective tissue with
the fibroblasts and fibrocytes. Disspersly were find also cells
of lymphocyte type and great cells of the foreign-body type.
The fibres were separated from the muscles by the thin layer
of the tissue (measured 1/4 of the muscle fibre) with nu-
merous collagenous fibres.

In the histopathological samples which were dyed by HE
and Van Gieson, after 90 days since the implantation was
performed, it was observed that the single fibres of the chitin
were overgrown and surrounded by the fibrous connective
tissue. Very close to the fibres there were abundant great
cells of the foreign bady type (FIG. 3).

After 150 and 180 days since the implantation of the chitin
fibres the microscopic view was similar to that one men-
tioned above. The chitin fibres in the same number were
densely arranged and surrounded by the connective tissue.
The changes in the colour of the fibres might suggest that
the resorption process has just begun (FIG. 4).

Summary

On the basis of carried laboratory tests of the aqueous
extracts, such as pH evaluation, electric conductivity and
dry residue assessment we can stated that the obtained
results are within the limits of the standards and are com-
parable to these given for similar kinds of medical devices,
e.g. for Dexan sutures: pH - 6,10; electric conductivity - 31
puScm; dry residue after evaporation - 0,0014 g/100 cm?®.

The mean percentage of hemolysis counted from the
three samples made for chitin extracts was 0,86% and did
not exceed the value of 1% which is accepted by the stand-
ards.
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ne wyniki miescity sig w granicach normy i byly poréwny-
walne z wynikami otrzymanymi dla wyciagéw wodnych dia
nici chirurgicznych Dexon: pH - 6,10; przewodnosc elek-
tryczna wiasciwa - 31 mSem' ; sucha pozostato$é po od-
parowaniu - 0,0014 g/100 cm?®,

Sredni procent hemolizy obliczony z 3 prob dla wycia-
gow z chityny wynosit - 0,86%, a procent hemolizy dla nici
Dexon-0,64 i nie przekroczyt wartosci dopuszczalnej przez
narme.

W badaniach dziatania cytotoksycznego, przeprowadzo-
nych na fibroblastach mysich, stwierdzono prawidiowe ce-
chy morfologiczne. Nie obserwowano aglutynaciji, wakuoli-
zacji i lizy bton komorkowych. llos¢ komdrek oddzielo-
nych od podioza byta identyczna jak w hodowlach kontro-
Inych. Nieco wigksza ilod¢ komérek martwych i mniejszy
przyrost komorek w hodowlach z wyciggami z chityny jest
prawdopodabnie spowodowany pozostatoscig tlenku ety-
lenu zastosowanego do sterylizacji widkien.

Badanie odczynowosci érodskornej wyciagdw z chityny
wykazato brak dziatania draznigcego, a wskaznik pierwot-
nego podraznienia byt bez znaczenia.

W przeprowadzonych badaniach patomorfologicznych
obejmujacych wyniki badar makroskopowych i mikrosko-
powych po implantacii, stwierdzono duzego stopnia biozgod-
nos¢ wiokien z regenerowanej chityny. Proces wgajania
przebiegat z krotkotrwatg fazq wysiekowa o matym stopniu
nasilenia, ktora okoto 14 dnia przechodzita w faze prolifera-
cyjna prowadzaca do wytworzenia torebki tacznotkankowej
szerokosci 1 $rednicy implantu. W terminach pézniejszych
fj. 30 do 180 dni po implantacji wytworzona torebka byta
cienka, a jej szerokosc nie przekraczata 0,5 - 1 szerokosci
widkna migsnego poprzecznie prazkowanego. Odczyn
tkankowy po implantacji widkien z chityny mozna uznac za
minimalny.

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze
widkna z regenerowanej chityny spetniaja podstawowe
wymagania biologiczne dla wyrobow medycznych zawarte
w PrPN-EN I1SO 10993 "Biologiczna ocena wyrobow me-
dycznych"
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In the assessment of the cytotoxicity which was carried
out on the mouse fibroblasts, the proper morphological char-
acter was stated. Aglutination, vacuolisation, nor cells mem-
brane lysis were not observed. The number of cells sepa-
rated from the matrix were identical as in the control cul-
tures. The increased number of the dead cells and de-
creased proliferation of the cells in the cultures containing
the chitin extracts, were probably due to the ethylene oxide
residues, which was used for sterilisation of the fibres.

The assessment of the intracutaneous reactivity of the
chitin extracts showed the lack of the irritation influence and
the index of primary irritation was of no importance at all.

The pathomorphological findings, included macroscopic
and microscopic assessment after implantation of chitin and
dibutyrylchitin fibres, showed the very good biocompatibility.
The healing process of both kind of fibres, included the short
exudative phase, which after 14 days was followed by the
proliferative phase. This last phase ended with the devel-
opment of the connective tissue capsule, thickness of which
was ca. 1 of the fibre diameter. After longer assessment
periods ( between 30 to 180 days since implantation) the
connective tissue capsule around both kinds of fibres was
thin, being the same thickness as single muscle fibre.

On the basis of these findings and all assessment pro-
cedure, it is stated that both kinds of fibres: chitin and
dibutyrylchitin, fuffill the basic requirements set up for medi-
cal devices by EN ISO 10993 (Biological evaluation of medi-
cal devices).
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