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Badania biologiczne in-vivo i in-vitro
implantow ICX

Zgodnie z ustawg o wyrobach medycznych (Medizinproduktegesetz, MPG), produkty medyczne muszg zosta¢ poddane
licznym badaniom przed ich wprowadzeniem na rynek w celu ochrony pacjentéw. Jednym z koniecznych badan jest
udowodnienie biokompatybilnosci, niezaleznie od tego, czy wyréb medyczny jest przeznaczony do krétkotrwatego,
dtugotrwatego czy statego kontaktu z ciatem. Oprécz kompatybilnosci strukturalnej, czyli dopasowania sie struktury
implantu do mechanicznego zachowania tkanki biorcy, nadrzedne znaczenie ma kompatybilno$¢ powierzchni (che-
miczna, fizyczna, biologiczna i morfologiczna). W celu zapewnienia wysokiego poziomu jakosci przeprowadzamy

regularne kontrole jakosci wszystkich naszych produktéw.

Zakres kontroli obejmuje m. in.:

1. Fachowa ocene z biologicznego punktu widzenia zgodnie z norma DIN EN ISO 10993.

2. Rutynowe okreslanie obcigzenia biologicznego i walidacja ustalonej ilosci zarazkédw zgodnie z norma DIN EN
ISO 11737-1 w zakresie mikrobiologicznego potwierdzenia czystosci biologiczne;j.

3. Testy laboratoryjne przeprowadzane w celu stwierdzenia obecnosci endotoksyn zgodnie z Farmakopea Euro-
pejska (Ph. Eur.) i wedtug wytycznych USP i FDA (Food and Drug Administration).

4. Ustalenie wytrzymatosci na ztamanie i zmeczenie zgodnie z norma DIN EN ISO 14801 i korozyjnosci wedtug
normy DIN EN ISO 13927.
5. Jakosciowa i ilosciowa analiza chemicznych ubytkéw w powierzchni za pomocg spektroskopii fotoelektronow

promieniami rentgenowskimi (XPS) i EDX (Energy Dispersive X-Ray Fluorescence) w celu zapewnienia odpowiedniej

czystosci powierzchni.

6. Pomiar mikroszczelin.

7. Rutynowe sprawdzanie tolerancji produkcyjnej.

8. Regularne kontrole dostawcéw.

9. Stata wymiana doswiadczen w kregach specjalistéw i uniwersyteckich instytucji dla uzyskania bezposrednich

informacji zwrotnych z zakresu uzytkowania

Wszystkie wyzej wymienione punkty sg uwzgledniane przez medentis podczas regularnych kontroli. Kontrola jakosci
naszych produktéw jest przeprowadzana w laboratoriach, ktére s3 wyposazone w najnowoczesniejsze urzadzenia
miernicze i badawcze posiadajace certyfikaty ISO 9001 i akredytacje do badan. Poprzez kontrole jakosci, ulepszenia i
optymalizacje jesteSmy w stanie realizowac jeszcze lepiej nasz wspodlny cel, ktérym jest Panstwa zadowolenie i dobro
pacjentow.

W dalszej czesci zostang przyblizone punkty od 1 do 3. Informacje odnosnie do punktéw od 3 do 9 znajdg Panstwo w

naszych kolejnych broszurach.

1. Biokompatybilnos¢

Fachowa ocena z biologicznego punktu widzenia jest warunkiem do uzyskania pewnosci, ze wyroby medyczne moga
byc¢ stosowane bezpiecznie i bez niepozadanych skutkéw ubocznych. Norma DIN EN ISO 10993 (zharmonizowana norma
europejska 2009) zapewnia warunki ramowe, w obrebie ktérych powinno zostac zaplanowane postepowanie oceniajace z
biologicznego punktu widzenia, aby zminimalizowa¢ liczbe i obcigzenie zwierzat doswiadczalnych. Norma opisuje ogdlne
zasady, ktére obowiazuja przy ocenie wyrobéw medycznych z biologicznego punktu widzenia. Wytyczne zawierajg podziat
wyrobéw medycznych na czas kontaktu (Tab. 1) i miejsce aplikacji, jak réwniez dobér dostosowanych postepowan kontrol-

nych.
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Tab. 1. Badania, np. wyrobéw medycznych wszczepianych na state (czas kontaktu > 30 dni), przeprowadzane w celu dokona-

nia zasadniczej oceny biokompatybilnosci, ktéra musi zostaé wzieta pod uwage zgodnie z norma DIN EN ISO 10993

Podziat Efekt biologiczny
KO.ntJfakt Ekrfskt Pog:zn" Toksycznos¢
Z Clatem ontaktu & -
> 30 Cytotok- lub Tolfsycznosc podprze Genotok- Wszcze- Hemokom
: syczno$¢ | Uczulenie | doskérna ogdlnoustro- wlekia sycznosc pienie patybilnos¢
dni) reak- jowa (ostra) (podostra)
tywnos¢
Tkanka/ X X X X X X X
Kosci
Krew X X X X X X X X

Na podstawie norm ISO 10993-3, 4,5,6,10i 11 Sichuan Testing Center for Biomaterials and Medical Devices przepro-
wadgzito badanie tytanu IV stopnia i reprezentatywnego implantu ICX-templant (zob. Tab. 2). Wyniki badania nie wyka-
zaty zadnych odstepstw i pozostaty bez zmian. Dodatkowo w akredytowanych niemieckich laboratoriach badawczych
przeprowadzone zostaty testy zgodnie z normami ISO 10993-3, 5i 18 w, aby potwierdzi¢ wyniki Sichuan Testing Center
(zob. Rys. 2 iRys. 3). Oryginalne dane znajduja sie w aktach.

Cytotoksycznosc zgodnie z normq ISO 10993-5

W celu unikniecia i ograniczenia badan in-vivo, najpierw nastepuje sprawdzenie mozliwych toksycznych efektéow w
badaniach hodowli komdrkowych. Tzw. badania cytotoksyczne sa przeprowadzane zgodnie z przepisami norm ISO
10993-5 przez akredytowane laboratoria. W ich trakcie konfrontuje sie komérki ssakéw zdefiniowanych typoéw z wy-
robem medycznym, po czym sprawdza sie ilo$¢ i witalnos$¢ lub zdolnosci wzrostu badanych komérek. Wynik testu jest
pozytywny tylko wtedy, gdy stwierdzona zostanie wysoka zdolno$¢ do przezycia komérek testowych na poziomie min.
70% lub gdy zahamowanie wzrostu wyniesie ponizej 30% (Rys. 1). Badanie cytotoksycznosci dostarcza danych ilos-

ciowych, ktére pozwalajg na bezposrednie poréwnanie wyrobu medycznego z innymi produktami (Rys. 1).
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Figure 1 Test zahamowania wzrostu (n=10) do okresle- (Fig.1)
nia cytotoksycznosci Implantéw ICX. Trzy identyczne 100 -

ekstrakcje tego samego materiatu (Implanty ICX) zostang 90 -

przeprowadzone w standaryzowanych warunkach

przy temperaturze 37°C (+1°C). Ekstrakty produkuje sie NS 80+

przez inkubacje implantéw IXC w pozywce do hodowli g 704

komoérek. Czas trwania ekstrakcji wynosi co najmniej = 60 -

24 godziny. W trakcie opisywanego testu sprawdza sie 2 50 -

tak otrzymane oryginalne ekstrakty na subkonfluentnej c 40 -

warstwie komérek pod katem ich potencjatu do ha- f,

mowania wzrostu (cytotoksyczne). Proliferacja hodowli g 30

komoérkowej jest okreslana ilosciowo. G 20 4

Na podstawie przeprowadzonych kontroli zostaje oblic- 10 -

zona ilos¢ komorek i okreslony potencjat do hamowania 0-

wzrostu. W celu zbadania poziomu istotnosci przepro- Positiv Test Extract

wadzono jednoczynnikowg analize wariancji (Graph Pad Control 100%

Prism 6.0) (wycigg ze badania dotyczagcego hamowania *** p < 0.001 positive control vs. Test Extract
wzrostu przeprowadzonego w 2014 roku przez BSL n=10 independentexperiments (each in triplicates)

Bioserv, Planegg, Niemcy, kierownik badania dr dypl. biol.

Benjamin Hoy. Oryginalne dane znajduja sie w aktach
medentis).

Badanie na genotoksycznos¢, dziatania rakotworcze i toksycznos¢ reprodukcyjnosci
za pomocq testu AMESA zgodnie znormq ISO 10993-3

Test Amesa jest testem na rewersje mutacji z zastosowaniem bakterii do udowodnienia mutagennych wiasciwosci
sprawdzanej substancji. Test jest przeprowadzany podobnie jak test cytotoksycznosci in-vitro w akredytowanym labo-
ratorium zgodnie z norma EN ISO 10993-3 (Rys. 1).

Za pomoca ekstraktow wykonuje sie test na rewersje mutacji (test Amesa) w celu ustalenia genotoksycznosci (wad
genetycznych). Ekstrakty sa produkowane poprzez inkubacje implantéw ICX w roztworach rozpuszczalnych (Rys. 2a) i

nierozpuszczalnych (Rys. 2b). Jako organizmy testowe stosuje sie szczepy bakteryjne (T98, TA100, TA1537 i TA 1535 i TA
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102), ktére za sprawa specjalnej mutacji nie rosng na podfozu z minimalng pozywka. Aby zasymulowaé metabolizm
organizmu ssaka, do niektérych prébek dodaje sie mikrosomy watroby (np. TA 98 59). Zasada testu polega na tym, ze w
obecnosci szkodliwie dziatajacych na genom substancji wystepuja odwrotne mutacje. Dzieki nim mozliwy jest rozwdj
bakterii nawet na podtozu z minimalng pozywka. Kolonie bakteryjne moga zostac policzone i dzieki temu zostaja
wyciagniete wnioski dotyczace ewentualnych szkodliwych dziatart na genom prébek. n = 1 (w tryplikatach) srednia +
SD ANOVA, przeanalizowana w Graph Pad Prism Vers. 6 (wycigg ze badania dotyczacego toksycznosci genowej prze-
prowadzonej w 2014 roku przez BSL Bioserv, Planegg, Niemcy, kierownik badania dypl. biol. Anja Holz, oryginalne dane

znajduja sie w aktach w siedzibie medentis).
2. Test obciqgzenia biologicznego

W trakcie testu obcigzenia biologicznego obserwowano populacje zdolnych do zycia mikroorganizmoéw na produkcie i/lub
w jego opakowaniu. Regularne ustalanie obcigzenia biologicznego na produkcie (zdiagnozowania skazenia przygotowanych
do sterylizacji produktow) wskazuje na,higiene podczas produkgji”i jest niezbedne do zaswiadczenia o wolnym od zaraz-
kéw procesie wytwarzania. Wartos¢ graniczna wynosi maksymalnie 5 CFU (jednostka tworzaca kolonig)/Obiekt (DIN EN ISO
11737:1).

3. Test UPS pirogenu i test LAL na endotoksyny bakteryjne

Endotoksyny bakterii Gram-ujemnych naleza do najsilniejszych znanych pirogenéw. Substancje te sg w stanie
wywotywac u ludzi gorgczke. One sg odporne na wysokie temperatury, a konwencjonalne metody czyszczenia nie za-
bijaja ich. Test pirogeniczny in-vitro, zgodnie z wytycznymi UPS 151, ma catkowicie zastapi¢ badania na brak pirogenéw
w inicjujgcych wyrobach medycznych testowanych na zwierzetach. Zamiast wykrywaé gorgczke w organizmie ssaka,
sprawdza sie reakcje goraczkowe w probdéwece: podczas testu pirogenicznego in-vitro wykrywa sie sygnaty goraczkowe
(endogeniczne molekuty goraczkowe) in-vitro w ludzkiej krwi. W trakcie testu LAL stosuje sie Limulus Amoebocyte Ly-
sat (LAL) z oczyszczonego amebocytu skrzyptocza (Limulus polyphemus). Test opiera sie na fakcie wywotywania przez
bakteryjne endotoksyny tatwo zauwazalnego zmetnienia i zzelowania w LAL. Test LAL przedstawia metode potwierd-
zenia jakosciowego, a test pirogeniczny metode na potwierdzenie ilosciowe endotoksyn (pirogen). Warto$¢ graniczna
endotoksyn dla sterylnych produktéw medycznych wynosi wedtug norm UPS jedynie 20EU/Device (Ph. Eur. 6, 2.6.14).
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Tab. 2.: W celu sprawdzenia biokompatybilnosci implantu ICX-templant tytan IV stopnia przeprowadzone zostaly wymienione w Tab. 1 tes:

ty biokompatybilnosci, ktére wykonano na systemach ICX-templant w oparciu o norme DIN EN ISO 10993 i OECD lub inne wytyczne:

Test na uczulenie
skory

OECD 406

uczulenia

Ryzyko biologiczne Norma/Wytyczna Test Wynik Uwagi
EN ISO 10993-5, DIN Test na zahamowanie | Brak zahamowania
Cvtotoksycznosé ENISO 1174, USP 30 wzrostu ! wzrostu
y y <87>, AS 2696 App. C.
BS 5736 Part 10
DIN EN ISO 10993-3, Test mutacji wstecznej | Non genotoxic Bakterie
OECD 471 (Test Amesa)
123
Genotoksycznose DIN EN ISO 10993-3, Mutacja genu TK Brak genotoksycznosci | Komérki ssakow
y OECD 476 (Mouse Lymphoma
Assay) 3
DIN EN ISO 10993-3, Test aberracji chromo- | Brak genotoksycznosci | Komérki ssakow
OECD 473 somowe;j '
DINENISO 10993-11 | Ostra toksycznos¢ 3 Brak wskazan na ostra | Badanie 28-dniowe
OECD 473 toksycznos¢
Toksycznos¢ DINENISO 10993-11 | Toksycznos¢podchro- | Brak wskazan na pod- | Badanie 90-dniowe
OECD 473 niczna? chroniczna lub chro-
niczng toksycznos¢
DIN ENISO 10993-10 | Srodskérny 3 Brak podraznienia lub

DIN EN ISO 10993-10
OECD 406

Nadwrazliwos¢ 3

Brak podraznienia lub
uczulenia

Wszczepienie

nach DIN EN ISO

Wszczepienie

Brak miejscowych zmi-

Badanie 12-dniowe

10993-6 podskdrne 3 an po wszczepieniu
nach DIN EN ISO Wszczepieniekostne 3 | Brak miejscowych zmi- | Badanie 26-dniowe
10993-6 an po wszczepieniu

Extractables & Le-
achables

tables) i migracji (Le-
achables) substangji ®

Hemokompaty- DIN EN ISO 10993-4 Hemoliza 3 Brak zmian hemolity-
bilnos¢ cznych
Test pirogeniczny/ Ph. Eur.6,2.6.14 LAL, Pirogen (MAT) # Bez zmian
Endo-toksyczny Ph. Eur. 6, 2.6.8
Okreslenie populacji | DINEN ISO 11737:1 Obciazenie biologicz- | Bez zmian
mikroorganizmoéw ne*
zdolnych do przezy-
cia na produkcie

DIN EN ISO 10993-18 | Test ekstrakcji (Extrac- | Bez zmian

1) Test zostat wykonany w 2014 roku przez BSL Bioserv, Planegg, Niemcy, kierownik badania dr dypl. biol. Benjamin Hoy, 2) Test zostat

wykonany przez BSL Bioserv, Planegg, Niemcy, kierownik badania dr dypl. biol. Anja Huber, 3) Test zostat wykonany w 2014 roku przez

Sichuan Testing Center for Biomaterials and Medical Devices, Sichuan, Chiny, kierownik badania biol. Lie Liang, 4) Test zostat wykonany

w 2014 roku przez Laboratorium Zwisler, Konstanz, Niemcy, kierownik badania dr dypl. biol. Christian Drainig, 5) Test zostat wykonany w

2014 roku przez BSL Bioserv, Planegg, Niemcy, kierownik badania dypl. inz (Wyzszej Szkoty Zawodowej) Ingrid Bierl
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