aktywnosci ruchowej stwierdza sie lepsza ekonomike pra-
cy miesni.

4. Intensywna rekreacja ruchowa wplywa korzystnie na obie
koriczyny, (cho¢ nieco silniej na aktywnosé bioelektryczna
konczyny zdrowej), powodujac efektywniejsza prace mie-
sni w przypadku zwiekszajacej sie intensywnosci wysitku.
9. Istnieje koniecznosc poréwnania uzyskanych wynikéw z
wynikami chorych, ktdrych przerwane $ciegna Achillesa
tgczono innymi materiatami.

6. Otrzymane wyniki badan nie zawsze potwierdzaly indy-
widualne odczucia badanych, co do stanu funkcjonalnego
operowanej konczyny.

7. Koniecznym jest objecie dalszymi badaniami oséb bez-
posrednio po usunieciu unieruchomienia, celem monitoro-
wania uktadu ruchu w poczatkowym okresie rehabilitacii.
Okres ten moze charakteryzowac sie najbardziej dynamicz-
nymi, korzystnymi dla kornczyny zmianami.
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effort intensity.

5. Itis necessary to compare the obtained results with other
cases when the ruptured Achilles tendon was repaired with
different materials.

6. The obtained results were not always in agreement with
individual feelings of patients about functioning of the oper-
ated limb.

7. It is necessary to include in the tested group patients
directly after removal of the immobilising dressing in order
to monitor the motor system at the initial stage of rehabilita-
tion. This early period may be characterised by the most
dynamic changes advantageous for the limb.
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Streszczenie

Przedstawiono wyniki badan biotolerancji implan-
tow metalicznych ze stali AISI 316L uszlachetnionych
warstwami pasywnymi i pasywno - diamentowymi w
doswiadczeniach na modelach zwierzecych jakim byly

BIOTOLERANCE OF
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PASSIVE - DIAMOND
COATINGS
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Abstract

Results of biotolerance investigations are pre-
sented of the metallic implants from the AISI 316L
steel improved with the passive and passive-diamond
coatings in experiments on the animal models fea-
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Swinki morskie. Badania miafy na celu wykazanie przy-
datnosci tego materiafu dla chirurgii urazowo - orto-
pedycznej i szczekowo - twarzowsj. Doswiadczenia
przeprowadzono wedfu zaleceri normy ASTM 981-86.
Implanty wszczepiono do tkanek podskornych, mie-
Sniowych i kostnych zwierzat. Obserwacje histopato-
logiczne tkanek zwierzat grupy kontrolnej i doswiad-
czalnej prowadzono po okresach 12, 26 | 52 tygodni.
Oprécz badar tkanek okofowszczepowych prowadzo-
no takze badania histopatologiczne tkanek migzszo-
wych organow detoksykacyjnych.

Na podstawie przeprowadzonych badar mozna
stwierdzic, ze warstwy pasywne i pasywno - diamen-
fowe, wytworzone sposobem opracowanym w Zakta-
dzie Materialow Biomedycznych Politechniki Slaskiej
oraz Zaktadzie Materiafow Cienkowarstwowych Poli-
techniki £odzkiej cechujg dobre wiasciwosci zaporo-
we. Blokujg skutecznie inicjacje i rozwoj korozji im-
plantéw, a w konsekwencji infiltracje jonow metalicz-
nych do tkanek. Uzyskane wyniki sq wiec obiecujgce
do zastosowar wymienionych biomateriatéw metalicz-
nych dla praktyki klinicznej w chirurgii rekonstrukcyj-
nej, a w szczegolnosci urazowo - ortopedycznej oraz
szczekowo - twarzowey.

Stowa kluczowe: biomaterialy metaliczne, stal
austenityczna, badania doswiadczalne, histopatolo-
gfa, biotolerancja.

Wprowadzenie

Stal austenityczna Cr-Ni-Mo jest pospolitym biomateria-
tem metalicznym stosowanym na implanty krotkotrwate w
chirurgii rekonstrukcyjnej (traumatologii, ortopedii, torako-
chirurgii, szczekowo - twarzowej, kardiologii zabiegowej)
oraz protetyce stomatologicznej i ortodoncji. Jest najtan-
szym biomateriatem metalicznym lecz jej odpornosé koro-
zyjna nie jest w petni zadowalajgca [1-4]. Sktad chemiczny
tej stali zostat ustalony na podstawie diugoletnich obser-
wacji klinicznych, a przede wszystkim oceny biotolerancji
w Srodowisku tkanek i ptynéw ustrojowych [4]. W zakresie
przyjetej toleranciji pierwiastkow stopowych, ktore wystepuja
w stali zagwarantowana jest struktura austenityczna, para-
magnetyczna, a zespol wiasnosci mechanicznych w petni
dla réznych stanéw umocnienia, gwarantuje zespét wiasno-
sci uzytkowych (wytrzymatosciowych i ciggliwosci) dla
wszelkich postaci implantow i techniki operacyjnej stoso-
wanej w chirurgii rekonstrukcyjnej [5]. Problemem wciaz po-
zostaje niezadowalajgca biotolerancja, ktérej nie mozna
zwiekszy¢ przez modyfikacje sktadu chemicznego i fazo-
wego stali. Biotolerancje implantow z tej stali, ktora jest sci-
sle zwigzana z odpornoscig korozyjng mozna zwigkszyc
poprzez uszlachetnianie ich powierzchni warstwami o do-
brej adhezji, odpornosci korozyjnej i podatnymi do odksztat-
cania [6]. Kwestig tg zajmuja sie liczne osrodki inzynierii
powierzchni. Szczegdlnie korzystnie prezentujg sie wyniki
badan uzyskane w zakresie implantéw uszlachetnionych
powlokami pasywnymi i pasywno - diamentowymi. Wielo-
krotnie badania prowadzone w Instytucie Materiatow Inzy-
nierskich i Biomedycznych Politechniki Slaskiej wykazaly
prawie trzy krotny wzrost odpornosci implantow z tej stali
pokrytej wymienionymi warstwami na korozje wzerowq ,
dobrg odpornosé na korozje szczelinows i naprezeniowa
[7-9]. Kolejna faza badan oceny jakosci tych biomateriatéw
wymaga wiec badan biotolerancji w tkankach zwierzat do-
swiadczalnych, co stanowito cel kolejnych badan.

tured by guinea-pigs. The purpose was to demonstrate
their applicability in the traumatic-orthopaedic and
maxillofacial surgery. The experiments were cartied
out according to the ASTM 981-86 standard. The im-
plants were inserted into the subcutaneous, muscu-
lar, and osseous tissues of the animals. Histopatho-
logical observations of tissues of the animals from the
control and experimental groups were carried out af-
ter 12, 26 and 52 weeks. Apart from examination of
the peri-implant tissues, the histopathological exami-
nations were also made of the parenchymatous tis-
sues of the detoxication organs.

Basing on these experiments, one can state that
the passive and passive-diamond coatings deposited
according to the method developed in the Division of
Biomedical Materials Engineering of the Silestan Uni-
versity of Technology and in the Division of Thin-Layer
Materials of the Technical University of £6dz have
good barrier properties. They effectively block the ini-
tiation and development of the implant corrosion, and
in consequence, infiltration of metal ions into the tis-
sues. The obtained results are thus promising for ap-
plication of the aforementioned metallic biomaterials
in the clinical practice for the reconstructive surgery,
and particularly for the traumatic-orthopaedic and
maxillofacial surgery.

Key words: metallic biomaterials, austenitic steel,
experimental investigations, histopathology,
biotolerance.

Introduction

The Cr-Ni-Mo austenitic steel is a common metallic bioma-
terial used for the short-term implants in the reconstructive
surgery (traumatology, orthopaedics, thoracosurgery, max-
illofacial surgery, operative cardiology) and in the dental
prosthetics and orthodontics. It is the least expensive me-
tallic biomaterial, however its corrosion resistance is not
fully satisfactory [1-4]. The chemical composition of this steel
has been established basing on long-term clinical observa-
tions, and first of all on the evaluation of its biotolerance in
the environment of body tissues and fluids [4]. Within the
accepted tolerance range of alloying elements, the auste-
nitic paramagnetic structure of the steel is guaranteed, and
its mechanical properties at various strengthening states
ensure good useful properties (strength and ductility) for all
types of implants and operation technigues used in the
reconstructive surgery [5]. There is one problem however,
i.e. inadequate biotolerance, that cannot be improved by
modification of chemical and phase composition.
Biotolerance of implants made of this steel, which is closely
connected with the corrosion resistance, can be improved
by surface modification with coatings having good adhe-
sion, corrosion resistance and deformability [6]. This prob-
lem has been studied in many laboratories dealing with
surface engineering. The results of investigations obtained
in the area of implants improved by passive and passive-
diamond coatings are particularly advantageous. Multiple
investigations carried out at the Institute of Engineering
Materials and Biomaterials of the Silesian University of Tech-
nology demonstrated a nearly tripled pitting corrosion re-
sistance of implants coated with the above-mentioned lay-
ers, as well as good crevice and stress corrosion resist-
ance [7-9]. The next phase of evaluation of these
biomaterials, i.e. biotolerance tests in the experimental ani-
mal tissues, was the goal of the present investigations.
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Materiat i metodyka

Badano biotolerancje implantéw wykonanych za stali AISI
316 L, pochodzgeych z losowo wybranego wytopu o skia-
dzie chemicznym i strukturze oraz wiasnosciach mecha-
nicznych zgodnych z wymaganiami normy PN - ISO 5832-
T

Badaniom poddano implanty w postaci krazkow o sred-
nicy 5,0 mm i grubosci 1,0 mm, o masie 0,750 + 0,010 g.
Krazki wycinano z pretoéw o srednicy 6,0 mm. Krazki byty
polerowane elektrolitycznie i spasywowane chemicznie dla
grupy zwierzat kontrolnych, a dla grupy zwierzat badaw-
czych dodatkowo pokryte zostaty warstwa nanokrystalicz-
nego wegla. Metoda polerowania elektrolitycznego i pasy-
wacji zostala opracowana w Zakfadzie Inzynierii Biomate-
rialow Politechniki Slaskiej. Do polerowania elektrochemicz-
nego zastosowano elektrolit odmienny od powszechnie sto-
sowanego kwasu ortofosforowego i bezwodnika kwasu chro-
mowego. Warunki polerowania elektrochemicznego i pa-
sywacji chemicznej zdecydowanie zwiekszyly potencjaty
przebicia warstwy pasywnej [9]. Z kolei warstwa diamento-
wa nanoszona byta metodg RFPCVD opracowanag w Za-
ktadzie Materiatow Cienkowarstwowych Politechniki £.odz-
kiej. Ogolnie metoda wytwarzania warstwy pasywno - dia-
mentowe]j zastrzezona zostata patentem [10].

Do badan uzyto swinek morskich, a wiec zwierzat, wy-
kazujacych podobng reaktywnos¢ w zakresie odczynow tok-
sykologicznych i alergicznych do czlowieka [11-13]. W gru-
pie kontrolnej i badawczej uzyto po 12 swinek morskich, po
potowie samcow i samic w kazdej grupie. Zwierzeta pocho-
dzity z hodowli Centralnej Zwierzetarni Slaskiej Akademii
Medycznej. Przecietny wiek zwierzat wynosit 6 miesiecy, a
przecietna waga zwierzecia ok. 400 g. Zwierzeta podzielo-
ne zostaty na grupy TABELA A
U wszystkich == o
zwierzgt, na |-
ktorych wyko- §
nanc zabieg ||
przeprowa- =
dzono pre- §i-

Materials and methods

Biotolerance was investigated on implants made ofthe e ® e e @ 8 9,

AlSI 316L steel, from randomly selected melt, with the
chemical composition and structure, as well as mechanical
properties, conforming to the PN-ISO 5832-1 standard.
Experiments were made with implants in the form of disks,
5.0 mm in diameter and 1.0 mm thick, with 0.750+0.010 g
mass. The disks were cut from steel rods, 6.0 mm in diam-
eter. The disks were electrolytically polished and chemi-
cally passivated for the control group of animals, and for
the experimental group of animals they were in addition
coated with a layer of nanocrystalline carbon. The method
of electrolytic polishing and passivation was developed in
the Division of Biomedical Materials Engineering of the
Silesian University of Technology. For the electrolytic pol-
ishing, another electrolyte was used, not the common
orthophosphoric acid and chromic acid anhydride. Condi-
tions of the electrachemical polishing and chemical
passivation raised significantly the breakdown potentials of
the passive coating [9]. Next, a diamond coating was de-
posited by the RFPCDV method developed in the Division
of Thin-Layer Materials of the Technical University of L.adz.
The method of manufacturing the passive-diamond coating
has been patented [10].
Guinea pigs were used in the experiments, as animals dis-
playing similar reactivity in respect to toxicological and al-
lergic reactions as that of humans [11-13]. Twelve guinea
pigs were used in each group, the control and experimental
one, with half males and females in each group. The ani-
mals came from the Central Animal Farm of the Silesian
Medical Academy. The average age of these animals was
6 months and their average weight was about 400 g. The
animals were divided into the groups as listed in TABLE 1.
- 3 Premedica-
tion was car-
| ried outonall
| animals on
1| which opera-

. tion was

medykacje, fi
podajac im

| done, by in-
| tramuscular

domiesniowo

| administer-

katamine, a I ing of
nastepnie catamine,
uspiono je  TABELA 1. Liczba zwierzat kontrolnych i doswiadczainych. and after-
eterem. TABLE 1. Number of control and experimental animals wards they
Przed wyko- were anaes-
naniem za- thetised with

biegu dokfadnie ogolono skére w migjscu wykonania na-
ciecia. Zabieg przeprowadzono dwoma zestawami jatowy-
mi narzedzi po uprzednim przemyciu skory benzyng i od-
kazeniem jej jodalkoholem. Pierwszym zestawem przeci-
nano skére i miesnie u wszystkich zwierzat, a drugim wpro-
wadzono po 2 krazki do tkanki podskérnej w okolicy mie-
dzylopadkowej i do miesni piersiowych.

Wszczepienie jednego krazka do kosci piszczelowe] wy-
konano w nastepujacy sposab : z ciecia prostego nad przed-
nig krawedzig piszczeli odsunieto do boku grupe miesni
strzatkowo - piszczelowych i odstonigto od strony strzatko-
wej blizszg nasade kosci piszczelowej. Wiertlem stomato-
logicznym wykonano rynne w kosci diugosci 5-6 mm, sze-
rokosci 1 mm, obejmujaca czesc zbitg | ggbczastg kosci.
Do przygotowanej rynny wkladano krazek metalowy,
umieszczajac go czesciowo w kanale szplkowym jak i w
czesci zbite] kosci.

Przez caly okres doswiadczenia prowadzono obserwa-
cje kliniczne zwierzat, a przed ich usmierceniem wykona-
no w znieczuleniu ogélnym radiogramy swinek morskich z
wszczepionymi krgzkami. Zwierzeta wszystkich grup po za-

ether. The skin in the incision area was shaved carefully
before the operation. The operation was done using two
sets of sterile instruments after washing the skin with ben-
zin and disinfecting it with iodine. The first set of instruments
was used for cutting the skin and muscles of all animals,
and the second one was used for inserting 2 discs into the
subcutaneous tissue in the interscapular zone and into the
pectoral muscles.

Implantation of one disc into the tibial bone was made in
the following way: from the straight cut over the front edge
of the tibial bone, the group of the fibular and tibial muscles
was moved aside and the proximal epiphysis of the tibial
bone was exposed. The dental drill was used for making a
groove in the bone, about 5-6 mm long, and 1 mm wide,
encompassing the compact and spongy bone parts. The
metal disc was inserted into the prepared groove, and placed
partly in the marrow cavity and partly in the compact part of
the bone.

Clinical observations of the animals were carried out for
the entire time span of the investigations, and before their
sacrificing, in general anaesthesia the radiograms were
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korficzonym okresie obserwacji uémiercano przez skrwa-
wienie z tetnic biodrowych w oszolomieniu eterowym. Z
miejsc operowanych pobierano wycinki do badan histopa-
tologicznych. Usunigto réwniez wszczepione krazki i prze-
kazano je do badan metalograficznych celem obserwacji
uszkodzen korozyjnych. Dodatkowo pobrano wycinki z na-
stepujgcych organow wewnetrznych: watroby, nerek, ptuc i
sledziony. Wycinki z kosci poddano demineralizacji w 7%
roztworze kwasu azotowego przez 14 dni. Pozostate wy-
cinki utrwalono w 10% roztworze formaliny. Caty material
opracowano metoda parafinowg , krojgc na mikrotomie
skrawki o grubosci 6 um, ktdére nastepnie zabarwiono me-
todg rutynowa. Preparaty obserwowano na mikroskopie
$wietlnym skaningowym i mikroanalizatorze rentgenowskim.
Badania histopatologiczne przeprowadzono w Zakladzie i
Katedrze Patomorfologii Slaskiej Akademii Medycznej w
Zabrzu.

Wyniki badan

Po wykonaniu zabiegu operacyjnego zwierzeta pozosta-
wiono do wybudzenia. U zadnego zwierzecia w obserwa-
cjach codziennych nie stwierdzono procesu zakazenia po-
operacyjnego rany. W grupach: kontrolnej i badanej nie
stwierdzono réznic w zachowaniu sie zwierzat.

Badania radiologiczne wykazaly prawidtowe wstawienie
krgzkéw. Nie stwierdzono rowniez odczynéw ani zmian w
obrazie rig wokot krazkéw. Po uplywie jednego miesigca
stwierdzono catkowitg przebudowe utkania w wykonanych
rynnach kostnych. Badania histopatologiczne prowadzone
dla zwierzat grupy kontrolnej i badawczej po 12, 26 i 52
tygodniach zgodnie z zaleceniami normy ASTM 981-86 [14].

W grupie kontrolnej po 12 tygodniach w badaniach hi-
stopatologicznych w podskornej tkance ttuszczowej stwier-
dzono wokét wszczepow cienka torebke facznotkankowa.
W warstwie zewnetrznej wyrézniono liczne fibroblasty, a
takze nieliczne widkna kolagenowe. Zewnetrzna warstwa
natomiast zawierata szkliwiejace ogniskowo wiokna kola-
genowe.

Po 26 tygodniach wokot wszczepow wytworzyta sie dobrze
wyksztatcona torebka tacznotkankowa zbudowana z licz-
nych widkien kolagenowych oraz fibrocytow. '
Po 52 tygodniach wokdt wszezepdw wytworzyla sie gruba
torebka tgcznotkankowa z cechami szkliwienia widkien ko-
lagenowych bez zmian morfologicznych w obszarze tka-
nek otaczajacych torebke - RYS. 1.

W miegsniach po 12 tygodniach w tkankach wokét wszcze-
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taken of the guinea pigs with the implanted disks. The ani-
mals from all groups were sacrificed after completion of the
observation period by exsanguination from the iliac artery
in the light ether anaesthesia. Specimens were taken from
the operated places for histopathological examinations. Im-
planted disks were removed alse and passed to
metallographic examination of corrosion damages. In addi-
tion, specimens of the following internal organs were taken:
liver, kidneys, lungs, and spleen. The bone specimens were
demineralized in a 7% nitric acid solution for 14 days. Other
specimens were fixed in 10% formalin solution. The entire
material was worked out using the paraffin method, slicing
the microtome sections 6 «m thick and routine staining. The
specimens were examined by means of light scanning mi-
croscope and in the X-ray micro-analyser.

The histopathological examinations were made in the Divi-
sion and Chair of Pathomorphology of the Medical Acad-
emy in Zabrze.

Results

After the operation the animals were left for awakening.
In the daily observations no animal revealed postoperative
infecting of the wound. No differences were noticed in be-
haviour of animals in the control and experimental groups.

The radiological examination revealed correct insertion
of the discs. No reactions or lesions were found either in
the X-ray image around the discs. After one month, total
texture restructuring was observed in the grooves. The his-
topathological examinations were carried out on animals
from the control and experimental groups alike after 12, 26
and 52 weeks, according to the recommendations of the
ASTM 981-86 standard [14].

In the control group after 12 weeks, in the histopatho-
logical examinations, a thin connective tissue capsule in
the subcutaneous fatty tissue was found around the im-
plants. In the outer layer, numerous fibroblasts were found,
and also some collagen fibres. The outer layer, however,
contained the focally hyalinising collagen fibres.

After 26 weeks, a properly developed connective tissue
capsule formed, composed of multiple collagen fibres and
fibrocytes.

After 52 weeks, a thick connecting tissue capsule devel-
oped around the implants, with traits of hyalinising collagen
fibres and no morphological changes in the area of tissues
surrounding the capsules - FIG. 1.

In muscles, after 12 weeks, in tissues around the implants,

AtOW

RYS. 1. Tkanka podskérna. Struktura scianki
‘torebki. Wszczep spasywowany po 52 tygodniach
“uzytkowania (H&E, 400x).

RYS. 2. Tkanka podskorna. Struktura sScianki
torebki. Wszczep spasywowany po 52 tygodniach
uzytkowania (H&E, 400x).
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FIG. 2. Subcutaneous tissue. Structure of the
capsule wall. Implant with the passive layer after
52 weeks of using (H&E, 400x).

 FIG. 1. Subcutaneous tissue. Structure of the
‘capsule wall. Implant with the passive layer after
52 weeks of using (H&E, 400x).
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pow wytworzyla sie wyrazna torebka tgcznotkankowa za-
wierajgca liczne komérki o cechach dojrzatych fibrocytow z
nielicznymi widknami kolagenowymi utozonymi podtuznie.
Nie stwierdzono zmian morfologicznych w otaczajacych
torebki migsniach. Po 26 tygodniach w otoczeniu wszcze-
pow stwierdzono $rednio grube torebki tacznotkankowe
zawierajgce liczne widkna kolagenowe i nieliczne fibrocyty.
Nie stwierdzono takze zmian morfologicznych w otaczaja-
cych torebki migsniach.

Po 52 tygodniach z kolei wokét wszczepéw stwierdzono
cienkie i zeszkliwione torebki tacznotkankowe bez zmian w
otaczajacych miesniach - RYS. 2.

W tkance kostnej po 12 tygodniach wokot wszezepow wy-
tworzyly sie grube torebki tacznotkankowe zawierajace po-
diuznie przebiegajace wiokna kolagenowe i fibrocyty o du-
zych jadrach komdrkowych. W tkankach kostnych, gabcza-
stych wyrézniono cechy odbudowy.

Po 26 tygodniach w otoczniach wszczepow wykazano obec-
nos¢ grubych i nieregularnych torebek ziozonych z bardzo
licznych fibrocytéw i nielicznych widkien kolagenowych, W
ich skladzie stwierdzono takze dojrzate tkanki kostne.

Po 52 tygodniach w poblizu wszczepéw stwierdzono cien-
kie torebki tgcznotkankowe przylegajgce scisle do przebu-
dowanych kosci - RYS. 3. Torebki zbudowane byly z nie-
licznych fibrocytéw i delikatnych, podiuznych wiékien kola-
genowych. W strukturach kosci wyrézniono grube beleczki
kostne zawierajgce dos¢ liczne osteocyty i niewielkie, owal-

RYS. 3. Kos¢. Cienka torebka tacznotkankowa
przylegajaca do kosci. Wszczep spasywowany po
52 tygodniach uzytkowania (H&E, 100x).

FIG. 3. Bone. Thin connective tissue capsule
adjacent to the bone. Implant with the passive
layer after 52 weeks of using (H&E, 100x).

ne przestrzenie miedzy beleczkowe z licznymi, drobnymi
naczyniami.

W grupie badanej po 12 tygodniach w tkance podskornej,
tuszczowej tkance tacznej wytworzyly sie wokdt wszcze-
pow dosc grube torebki tacznotkankowe zbudowane z deli-
katnej tkanki tacznej. Warstwa wewnetrzna zawierata licz-
ne fibroblasty i fibrocyty oraz mniej liczne wiékna kolageno-
we. Natomiast w warstwach zewnetrznych obserwowano
grube, ogniskowo szkliwiejace widkna kolagenowe.

Po 26 tygodniach utworzone w tkankach podskérnych to-
rebki tgcznotkankowe byly dobrze wyksztatcone i ztozone
z licznych widkien kolagenowych i fibrocytéw. W tkankach
znajdujacych sie w otoczeniu tkanek tluszczowych nie
stwierdzono zmian.

Po 52 tygodniach w otoczeniu wszczepow wyrdzniono gru-
be, dobrze wyksztatcone torebki tacznotkankowe z cecha-
mi szkliwienia widkien kolagenowych - RYS. 4. Poza toreb-

there developed a distinct connective tissue capsule con-
taining numerous cells of mature fibrocyte character, with a
few collagen fibres arranged longitudinally. No morphologi-
cal changes were found in muscles surrounding the cap-
sules.

After 26 weeks, in the vicinity of implants the medium-thick
connective tissue capsules were found containing numer-
ous collagen fibres and some fibrocytes. No morphological
changes were found in muscles surrounding the capsules.
After 52 weeks, thin and hyalinised connective tissue cap-
sules were found around implants with no changes in the
surrounding muscles - FIG. 2.

In the osseous tissue, after 12 weeks, thick connective tis-
sue capsules developed, containing the longitudinally ar-
ranged collagen fibres and fibrocytes with large cell nuclei.
Reconstruction traits were found in the spongy bone tis-
sues.

After 26 weeks, in the vicinity of implants thick and irregular
capsules were revealed, composed of multiple fibrocytes
and a few collagen fibres. Mature osseous tissues were
also found.

After 52 weeks, in the vicinity of implants, thin connective
tissue capsules were found adhering closely to the recon-
structed bones - FIG. 3. The capsules were built of few
fibrocytes and delicate longitudinal collagen fibres. Thick
osseous beams were revealed in the bone structures, con-
taining rather numerous osteocytes and small oval inter-

RYS. 4. Tkanka podskorna. Gruba torebka
facznotkankowa z cechami szkliwienia widkien
kolagenowych. Wszczep pokryty nanokrysta-
licznym diamentem po 52 tygodniach uzytkowania
(H&E, 100x).

FIG. 4. Subcutaneous tissue. Thick connective
tissue capsule with hyalinization collagen fibres
features. Implant with the nanocrystalline
diamond layer after 52 weeks of using (H&E, 100x).

beam spaces with numerous fine vessels.

In the experimental group, after 12 weeks, in the subcuta-
neous tissue, fatty connective tissue, rather thick connec-
tive tissue capsules developed around implants, built of a
delicate connective tissue. The inner layer contained nu-
merous fibroblasts and fibrocytes, and less numerous col-
lagen fibres. In the outer layers, however, thick, focally
hyalinising collagen fibres were observed.

After 26 weeks, the connective tissue capsules originated
in the subcutaneous tissues were well developed and con-
sisting of many collagen fibres and fibrocytes. No changes
were found in tissues surrounding the fatty tissues. -
After 52 weeks, well-developed thick connective tissue cap-
sules were found in the vicinity of implants, with traits of
hyalinising of the collagen fibres - FIG. 4. No changes were
found apart from the capsules in the fatty tissues.

In muscles in turn, after 12 weeks, the implants were sur-
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kami w tkankach ttuszczowych nie stwierdzono zmian mor-
fologicznych.

W migsniach z kolei po 12 tygodniach wszczepy byly oto-
czone dobrze wyksztatconymi torebkami tgcznotkankowy-
mi. Zawieraty liczne liniowo utozone komorki typu dojrza-
tych fibrocytow z nielicznymi widknami kolagenowymi o
podtuznym przebiegu. Przylegajaca do torebek tkanka mie-
$niowa nie wykazywata zmian.

Po 26 tygodniach w utkaniu miesni znaleziono w otoczeniu
niezbyt grube torebki {gcznotkankowe o strukturze licznych
widkien kolagenowych i nielicznych fibrocytow. W tkankach
przylegajacych do miesni widoczne byly przekroje drobnych
naczyn krwionosnych. W miesniach w otoczeniu torebek
nie stwierdzono zmian.

Po 52 tygodniach wszczepy otaczaty cienkie i zeszkliwione
torebki facznotkankowe. Utkanie przylegajgcych miesni nie
wykazywalo zmian - RYS. 5.

W kosciach po 12 tygodniach w otoczeniach wszczepow
wytworzyty sie grube torebki tgcznotkankowe, kiore zbudo-
wane byty z licznych widkien kolagenowych o podiuznym
przebiegu oraz regularnie zlokalizowanych fibrocytéw, cha-
rakteryzujgcych sie wydtuZzonymi wrzecionowato jadrami
komadrkowymi. Sasiadujace z torebkami tkanki kostne o
budowie tkanki ggbczastej wykazywaly cechy zywej odbu-
dowy na co wskazywata obecnos¢ utozonych sznuréw ko-
morek osteoblastycznych, wyscielajgcych beleczki kostne
od strony przestrzeni miedzybeleczkowych.

Po 26 tygodniach w otoczeniu wszczepow znajdowaly sie
grube, nieregularne torebki lacznotkankowe ztozone z bar-
dzo licznych fibrocytow i mniej licznych witokien kolageno-
wych. Ogniskowo wechodzity w ich skiad dojrzate tkanki kost-
ne pokryte cienkimi warstwami tkanki faczne;.

Po 52 tygodniach w tkance kostnej w otoczeniu wszcze-
pow wytworzyly sie grube torebki ztozone od strony we-
wnetrznej z tkanek tgcznych, widknistych, a od zewnatrz z
dojrzatych, uwapnionych tkanek kostnych. W warstwach
tacznotkankowych obserwowano zgrupowanie licznych fi-
broblastow. Tu widkna kolagenowe byly mniej liczne - RYS.,

" RYS. 5. Migsieri. Cienka, zeszkliwiona torebka
~ lgcznotkankowa. Wszczep pokryty nanokrystali-
_cznym diamentem po 52 tygodniach uzytkowania

FIG. 5. Muscle. Thin, hyalinized connective tissue
.capsule. Implant with the nanocrystalline diamond
- layer after 52 weeks of using (H&E, 100x).

W utkaniu narzadow wewnetrznych, gtéwnie watroby i ne-
rek u wszystkich badanych zwierzat nie stwierdzono zmian
patomorfologicznych. Narzady te mialy prawidtowe utkanie
niezaleznie od czasu uzytkowania wszczepu - RYS. 7 i 8.
Wyniki badan patomorfologicznych zestawiono w tablicach.

rounded by well-developed connective tissue capsules. They
contained numerous linearly arranged cells of the mature
fibrocyte type, with a few collagen fibres aligned longitudi-
nally. The muscle tissue adhering to the capsules revealed
no changes.

After 26 weeks, moderately thick connective tissue capsules
were found in the muscle texture in the implant vicinity, with
a structure of multiple collagen fibres and a few fibrocytes.
Sections of fine blood vessels were visible in tissues adher-
ing to muscles. No changes were found in muscles in the
vicinity of capsules.

Adfter 52 weeks, the implants were surrounded by thin and
hyalinised connective tissue capsules. Texture of the ad-
hering muscles revealed no changes - FIG. 5.

In bones, after 12 weeks, in the vicinity of implants, thick
connective tissue capsules developed, built of numerous
collagen fibres arranged longitudinally and regularly distrib-
uted fibrocytes, characterised by elongated fusiform cellu-
larnuclei. The osseous tissues with spongy bone structure,
neighbouring with the capsules, revealed traits of ongoing
reconstruction, which was indicated by the presence of the
arranged osteoblastic cell funicula, lining the bone beams
from the inter-beam spaces side.

After 26 weeks, thick irregular connective tissue capsules
were found in the vicinity of implants, consisting of abun-
dantfibrocytes and a smaller amount of collagen fibres. They
were composed of mature osseous tissues arranged fo-
cally, layered with thin connective tissue coatings.

After 52 weeks, thick irregular connective tissue capsules
developed in the vicinity of implants, consisting of fibrous
connective tissues on the inner side, and of the mature cal-
cified osseous tissues on the outer side. Grouping of nu-
merous fibroblasts was observed in the connective tissue
layers. The collagen fibres were less numerous here - FIG.6.
No pathomarphological lesions were revealed in texture of
internal organs, mastly liver and kidneys, of all examined
animals. These organs had the correct texture, independ-
ent of the implant use period - FIGS. 7 and 8. The results of
the pathomorphological examinations are given in tables.

RYS. 6. Kos¢. Gruba torebka zlozona czgsciowo
z tkanki wioknistej oraz dojrzatej i uwapnionej
tkanki kostnej. Wszczep pokryty nanokrystali-
cznym diamentem po 52 tygodniach uzytkowania
(H&E, 100x).

FIG. 6. Bone. Thick capsule partly composed of
the fibrous tissue as well as mature and calcified
bone tissue. Implant with the nanocrystalline
diamond after 52 weeks of using (H&E, 100x).

The "-" mark denotes no observable qualitative changes. In
turn "+" denotes observed qualitative changes of different
intensity (from + to +++).
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RYS. 7. Nerka. Obraz prawidlowy tkanek. Wszczep RYS. 8. Watroba. Obraz prawidlowy tkanek.
pokryty nanokrystalicznym diamentem po 52 Wszczep pokryty nanokrystalicznym diamentem
tygodniach uzytkowania (H&E, 100x). - po 52 tygodniach uzytkowania (H&E, 100x).

FIG. 7. Kidney. Tissue correct image. Implant with FIG. 8. Liver. Tissue correct image. Implant with
the nanocrystalline diamond after 52 weeks of the nanocrystalline diamond after 52 weeks of
using (H&E, 100x). using (H&E, 100x).

Znak " - " oznacza brak zauwazalnych zmian jakosciowych.
Z kolei " + " oznacza obserwowane zmiany jakosciowe o
zréznicowanym nasileniu (od + do +++).

Torebka / Capsule
Fibroblasty / Fibroblasts ot E - + = 5 z z o
Fibrocyty / Fibrocytes ++ ++ + o+ + + ++ e 7
Wiokna kolagenowe / Collagen fibres + ++ b + ++ + e ++ ++
Szkliwienie / Hyalinising + P ot z = +++ = = i
Metaplazja kostna / Cementification - - - = = = + ++ +
Otocze q; to ‘g ki SR S YR 1:;" 3 7":_-4‘-#"""‘- Sl ] JC- i H,fii I
e i 2 2 TOUNGLNG S \.é? ‘1‘ - ¥ = LB oy o & A l &
Tkanka ttuszczowa / Fatty tissue = - - - - g = 5 i
Miesien / Muscle - - = - 2 : = = 2
Kosc / Bone = - _ = 0 ¥ = = o

TABELA 2. Wyniki badar histopatologicznych tkanek $winek morskich po implantacji wszczepéw ze stali AISI
316 L polerowanych elektrolitycznie i spasywowanych.

TABLE 2. Results of the histopathological examinations of guinea pigs tissues after inserting the AISI 316L
steel implants, electrolytically polished and passivated.

iTorebka / Capsule

Fibroblasty / Fibroblasts

Fibrocyty / Fibrocytes

Wiokna kolagenowe / Collagen fibres
Szkliwienie / Hyalinising

Metaplazja kostna / Cementification

Koé / Bone - = = 5 = - = 5 2

TABELA 3. Wyniki badan histopatologicznych tkanek swinek morskich po implantaciji wszczepow ze stali AISI
316 L pokrytych warstwa pasywno - weglowa.

TABLE 3. Results of the histopathological examinations of guinea pigs tissues after inserting the AIS] 316L
steel implants, coated with the passive-carbon layer.
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Oméwienie wynikéw badan

Wprowadzenie implantu metalowego do $rodowiska tka-
nek jak wiadomo moze spowodowac oprocz zakazenia bak-
teryjnego takze reakcje toksykologiczne i alergiczne [1 6.
W przeprowadzonym cyklu badan uwzgledniajacym zale-
cenia normy ASTM 981 - 86 [14] stwierdzono, Ze zabieg
byt wykonywany w warunkach sterylnych, gdyz nie obser-
wowano procesu zakazenia pooperacyjnego rany.

Badania radiologiczne wykonane po zakoriczeniu 12, 26
i 52 tygodniowej obserwacji nie wykazaty rowniez zadnych
zmian odczynowych wokét wszczepéw, a catkowita prze-
budowa kosci w wykonywanych rynnach w kosci piszcze-
lowej nastgpita po ok. 4 tygodniach.

W badaniach histopatologicznych zwierzat grupy kontrol-
nej proces gojenia w tkance podskaérnej, migsniach i kost-
nej zakonczyt sie wytworzeniem wokét wszczepdw torebki
tacznotkankowej, zbudowanej z fibrocytéw i widkien kola-
genowych. W Scianach torebek nie obserwowano odczynu
fagocytarnego ani obecnosci produktéw korozji.

Narzady wewnetrzne tej grupy zwierzat nie wykazywaty
zadnych zmian, co wskazywato na dobry stan zdrowia uzy-
tych do doswiadczen swinek morskich. Jest to szczegdinie
wazne w odniesieniu do watroby i nerek, gdyz narzady te
biorg czynny udziat w przemianie soli wapnia i potasu, de-
cydujgeych o stanie uktadu kostnego. Badania biochemicz-
ne i morfologiczne ukfadu kostnego u chorych na watrobe i
nerki wykazaty zmiany w kosciach spowodowane przewa-
ga procesdw resorpeyjnych nad regeneracyjnymi [15, 16].
Catos$¢ obrazu patomorfologicznego wskazywata na bar-
dzo dobrg biotolerancje wszczepionych biomateriatéw me-
talicznych, a takze ich odpornos¢ na korozje w $rodowisku
tkanek i plynow ustrojowych. Wykazana zostata takze we
wczesniejszych badaniach Marciniaka [11] i ocenach kli-
nicznych innych autorow.

W odniesieniu do grupy zwierzat kontrolnych, ktorym wsz-
czepiano krazki z dodatkowo naniesiong warstwa nanokry-
stalicznego wegla juz po trzech miesigcach obserwagcji
stwierdzono wokdt wszczepow torebke tacznotkankows,
ktorej skiad tkankowy zmieniat sie stosownie do czasu trwa-
nia eksperymentu. Na ogot wystepowata tendencja do po-
grubiania torebki, zwiekszenia udziatu fibrocytow kosztem
fibroblastow, ciagty wzrost liczby widkien kolagenowych i
wreszcie po 12 miesigcach pojawity sie cechy szkliwienia
torebki. Obserwowano wyrazne réznice grubosci torebki w
szczepach domigéniowych, w ktérych $cienienie torebki
mogto by¢ spowodowane efektem draznienia miesnia
grzbietowego, przyczyniajac sie do zakidcenia prawidtowego
rozwoju torebki fgcznotkankowej. W koficowym okresie
obserwacji w torebkach tacznotkankowych pojawita sie
metaplazja kostna zewngtrznej warstwy torebki, co prowa-
dzito do pelnego zespolenia torebki z tkanka kostna.
Oceniajac biotolerancje wszczepow ze stali AISI 316 L po-
krytych warstwg pasywno - diamentowg nalezy stwierdzié
na podstawie wynikéw badan, ze cechowaly je bardzo do-
bre wiasciwosci zaporowe, blokujace skutecznie przed roz-
wajem korozji i infiltracji jonow metalicznych do tkanek. U
zadnego zwierzgcia nie stwierdzono produktéw korozji w
torebee i otaczajgcych jg tkankach (w tkance ttuszczowej,
miesniowej i kostnej), w ktorych nie ujawniono zauwazal-
nych zmian strukturalnych, do ktérych dochodzi w toku tok-
sycznego oddziatywania na ustréj metali w wyniku rozwoju
metalozy.

W podsumowaniu mozna stwierdzi¢, ze wszczepy ze stali
AlSI 316 L uszlachetnione warstwa pasywna lub kompozy-
towg pasywno - diamentowg cechuje bardzo dobra biotole-
rancja wykazana w eksperymencie wykonanym przez Za-
kfad i Klinike Patomorfologii Slgskiej Akademii Medycznej
zgodnie z zaleceniami obowigzujgcych przepiséw norma-
tywnych wydanych przez Komitet Medyczny ASTM. Wpro-

Discussion

As it is known, introducing a metalli implant into the tis-
sue environment may cause, apart from the bacterial infec-
tion, also toxicological and allergic reactions [1, 6]. It was
found out, in the cycle of experiments obeying the recom-
mendations of the ASTM 981-86 standard [14], that the
operation was carried out in the sterile conditions, as no
postoperative infection process of the wound was noticed.

Radiological examinations after 12, 26, and 52 weeks
Ifrom operation, did not reveal any reactions around the
implants, and total bone reconstruction in the grooves made
in the tibial bone occurred after about 4 weeks.

In the histopathological examination of animals from the
control group, the healing process in the subcutaneous tis-
sue, muscles, and osseous tissue ended up in developing
the connective tissue capsule around the implants, built of
fibrocytes and collagen fibres. Neither phagocytic reaction
nor corrosion products were observed in the capsule walls.

The internal organs of animals from this group did not
reveal any changes, which indicated good health of the
guinea pigs used for the experiments. Itis especially impor-
tantin regard to the liver and kidneys, as these organs par-
ticipate actively in the metabolism of calcium and potas-
sium salts, deciding about the condition of the osseous Sys-
tem. Biochemical and morphological examinations of the
osseous system of animals with liver and kidneys disease
revealed changes in bones caused by the prevalence of
resorption processes over the regeneration ones [15,16].
The overall patomorphological picture indicated very good
biotolerance of the inserted metallic implants, and also their
corrosion resistance in the environment of tissues and body
fluids. The same was also stated in previous investigations
by Marciniak [11] and clinical evaluations reported by other
authors,

As regards the control group of animals, to which the
discs with the additionally deposited nanocrystalline car-
bon coating were implanted, already after three months of
observation the connective tissue capsule was revealed
around the implants, the tissue composition changing with
the duration of experiment. Generally, the capsule grew
thicker, the fibrocyte portion increased at the cost of
fibroblasts, the number of collagen fibres continuously in-
creased, and, finally, after 12 months, the traits of capsule
hyalinising appeared. Distinct differences in capsule thick-
ness were observed in the intramuscular implants, in which
thinning of the capsule might have been caused by irrita-
tion of the dorsum muscle, that disturbed correct develop-
ment of connective tissue. At the final period of observa-
tion, cementification occurred in the outer capsule layer,
which led to the complete union of the capsule with the os-
seous tissue.

Evaluating the biotolerance of implants from the AISI
316L steel coated with the passive-diamond layer, one has
to state that they were characterised by very good barrier
properties, blocking effectively corrosion and infiltration of
metal ions into the tissues. Corrasion products were never
revealed in the capsule and surrounding tissues (in the fatty,
muscular, and osseous tissues) and no observable struc-
tural changes of these tissues were found, which might have
occurred due to toxic effect of metals on the organism, i.e.
development of metalosis.

In conclusion, one may state that implants from the AIS!
316L steel, improved by the passive or composite passive-
diamond coatings are characterised by very good
biotolerance revealed in the experiment carried out in the
Division and Chair of Pathomorphology of the Medical Acad-
emy in Zabrze, according to standard requlations issued by
the Medical Committee of ASTM. The implants introduced
into the tissue environment of the experimental animals did
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wadzone do Srodowiska tkankowego zwierzat doswiadczal-
nych implanty nie wywotaty zmian patogennych w otacza-
jacych tkankach (podskarnej tkance tluszczowej, miesnio-
wej i kostnej) oraz nie wywarly takze wplywu toksycznego
na narzady migzszowe (watrobe, nerki, $ledzione i pluca).
Zastosowana technika wytwarzania implantow ze stali AISI
316 L, uszlachetnionych warstwami pasywna lub pasywno
- diamentowa jest obiecujgca i perspektywiczna dla chirur-
gii kostnej.

Pismiennictwo

[1] Ungenthin M., Winkler - Gniewek W.: Toxykologie der Metalle
und Biokempatibilitat metallischer Implantwekstoffe. Z.Orthop., 122,
(1984), 99-105.

[2] Marciniak J.: Niektére aspekty uszkodzen korozyjnych plytek i
whkretaw kostnych  implantowanych do kosci. Arch. Techn. Bud.
Maszyn PAN 8, (1990), 55-61.

[3] Zitter H.: Schadensfalle an chirurgischen Implantaten und ihre
Ursachen. Werkstoffe und Korros., 42, (1991), 455-466.

[4] Marciniak J.: Perspectives of employning of the metallic bioma-
terials in the reconstruction surgery. Inzynieria Biomateriatow 1,
(1997), 12-19.

[5] Marciniak J.: Biomateriaty w chirurgii kostnej. Wydawnictwo
Politechniki Slgskiej, Gliwice 1992, 193 -210.

[6] Marciniak J.: Biotolerancja implantow metalicznych w srodowi-
sku tkanek i plynéw ustrojowych. Il Sympozjum nt. “Inzynieria Orto-
pedyczna i Protetyczna - 10P, 99", Bialystok, 213 - 219.

[7] Niedzielski P., Mitura S., Paszenda Z., Marciniak J.: Diamond
coated implants for medicine. 8th International Scientific Conferen-
ce "Achievements in Mechanical and Materials Engineering", Ry-
dzyna 1999, 569 -574.

[8] Mitura S., Marciniak J., Niedzielski P., Paszenda Z.: Diamond
coatings on implants for fraumatology. International Conference of
Biomaterials, Krakow 1999, Enginneering of Biomaterials 7 - 8,
(1999), 65-72. .

2200000900008 20 0000000000000 00608 @00

not develop any lesions in the surrounding tissues (in the
subcutaneous fatty tissue, muscular, and osseous ones),
and did not have any toxic effect on the parenchymal or-
gans (liver, kidneys, spleen, and lungs). The technique of
implant manufacturing from the AISI 316L steel improved
with the passive or passive-diamond coating is promising
for future application in the bone surgery.
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