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ABSTRACT

Bone fractures are a global public health concern, with an annual incidence of over 179 million
new fractures. A large number of these bone fractures are treated with internal fixation implants,
which are preferred among young and elderly patients. Most fracture-fixing implants are
permanent and made of cobalt alloys, stainless steel, titanium, and its alloys. These materials are
chosen due to their high mechanical strength, corrosion resistance, and proven biocompatibility.
However, after the fracture has healed, a secondary surgical procedure is required to remove the
implants. This increases discomfort for patients and healthcare costs, in addition to possible
complications such as interference with skeletal growth in children, the stress shielding effect,
and foreign body reactions.

To overcome these disadvantages, absorbable metals such as magnesium (Mg) and its alloys
have recently gained attention for their use in the orthopedic field. These absorbable metals are
considered an alternative for internal fixation implants because they possess mechanical
properties close to human cortical bone. Nevertheless, the unpredictable corrosion rate of Mg-
based devices, which could compromise their mechanical stability before fracture repair, has
restricted their wide clinical use.

Therefore, this doctoral thesis seeks to gather information using high-resolution imaging
techniques on Mg-based specimens, focusing on understanding the bone-implant interface's
composition, structure, topography, and properties through in vitro and in vivo investigations. The
goal is to gain an insight into the corrosion mechanisms that take place throughout the
degradation of Mg-based implants.

To accomplish the overall objective of this thesis and validate the following hypothesis: 1) The
composition of the corrosion layer on Mg-based materials is significantly affected by cell
viability, proliferation, and cell adhesion under in vitro conditions, and ii) The composition of
corrosion layers on implants varies according to their in vivo location, the research approaches

were divided into three subprojects, each with its specific objectives:

Objective 1: Provide a baseline information of the as received Mg-based implants;



The surface properties and microstructure of the as-received Mg-implants were characterized by
the importance of the surface integrating with the surrounding tissues and evaluating the influence

of the manufacturing methods on the corrosion resistance of these medical implants.

Objective 2: Determine the corrosion rate of Mg-based devices without and with the presence
of osteoblast (OB) and osteoclast (OC) cells. Additionally, analyze the kinetic changes in the

composition of the degradation products as the corrosion of the Mg materials proceeds.

By performing in vitro tests under physiological conditions, the impact of the Mg degradation
on pH and osmolality changes in the surrounding in vifro environment was investigated.
Similarly, the Mg-cell interface was analyzed to evaluate the extent to which bone cells influence

the corrosion behavior of Mg implants and their corrosion layers’composition.

Objective 3: Characterize the corrosion layers formed at the implant-tissue interfaces when
using Mg-based devices from in vivo research to assess the corrosion performance in various

tissue compartments.

This section of the thesis focuses on analyzing retrieved implants from small and large animal
studies. The aim was to investigate the dynamic changes that occurred in the protective corrosion
layers as the Mg implants degraded. Additionally, the research seeks to understand the dynamic
and highly complex interface changes, which are crucial for bone ingrowth and remodeling.

In conclusion, the multimodal approach to the study of the Mg implants demonstrated that the
investigated Mg medical implants meet the threshold necessary for biodegradable implants to
have an appropriate lifespan, with corrosion rates in vivo below 0.5 mm/year. The Mg implants
exhibited smooth, anisotropic, and free of contaminant surfaces as received, highlighting the
importance of proper cleaning, sterilization, packaging, and storage to maintain the surface
qualities of the Mg implants for therapeutic purposes. In addition, the corrosion products that
formed in vitro exhibited a similar elemental composition (including O, Mg, P, and Ca) to what
was observed in vivo. However, the thickness of the corrosion layer and the distribution of
elements were Mg-substrate dependent, varied in the presence of OB and OC cells, and were
implantation site dependent. This emphasizes the significance of comprehending the factors that
contribute to the discrepancy between the in vitro and in vivo corrosion rates. The multicellular
and multimodal in vifro model aims to mimic the outcomes from in vivo research while
minimizing the need for animal testing. However, for biological relevance, animal studies are still

required not only to obtain regulatory approval for medical use but also to provide insights into



the behavior of the Mg material within physiological environments and the tissue response as the

Mg material degrades.
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STRESZCZENIE

Ztamania kos$ci sa globalnym problemem zdrowia publicznego, z roczng czgstos$cig
wystepowania ponad 179 milionéw nowych ztaman. Duza liczba tych ztaman kosci jest leczona
za pomocg implantow do stabilizacji wewngetrznej, ktore sg preferowane wsrod mtodych i
starszych pacjentow. Wigkszo$¢ implantéw mocujacych ztamania jest trwata i wykonana ze
stopow kobaltu, stali nierdzewnej, tytanu i jego stopéw. Materialy te s wybierane ze wzgledu
na ich wysoka wytrzymatos¢ mechaniczng, odpornos¢ na korozje 1 sprawdzong
biokompatybilnos¢. Jednak po zagojeniu si¢ ztamania wymagana jest dodatkowa procedura
chirurgiczna w celu usunigcia implantow. Zwigksza to dyskomfort pacjentow i koszty opieki
zdrowotnej, a takze mozliwe powiktania, takie jak zaktdcenie wzrostu szkieletu u dzieci, efekt

ekranowania naprezen i reakcje na ciala obce.

Aby przezwycigzy¢ te wady, wchianialne metale, takie jak magnez (Mg) i jego stopy,
zyskaly ostatnio uwage ze wzgledu na ich zastosowanie w dziedzinie ortopedii. Te
absorbowalne metale s3 uwazane za alternatywe dla wewnetrznych implantéw mocujacych,
poniewaz posiadajg wlasciwosci mechaniczne zblizone do ludzkiej kosci korowej. Niemniej
jednak, duzym ograniczeniem stosowania Mg 1 jego stopow na implanty jest ich

nieprzewidywalna szybko$¢ korozji, poprzez co, implant moze utraci¢ stabilno§¢ mechaniczng.

W zwigzku z tym niniejsza praca doktorska ma na celu zebranie kompleksowych informacji
na temat zachowania si¢ Mg i jego stopéw w trakcie implantacji przy uzyciu technik
obrazowania o wysokiej rozdzielczo$ci. Nacisk ktadziony jest na zrozumienie sktadu i struktury
produktéw korozji, topografii 1 wtasciwosci interfejsu kos¢-implant po badaniach in vitro 1 in
vivo. Celem jest uzyskanie wiedzy o mechanizmach korozyjnych zachodzgcych podczas

degradacji implantow na bazie Mg.

Aby osiggna¢ gtowny cel niniejszej rozprawy 1 zweryfikowac nastgpujace hipotezy: i) Na
sktad warstwy korozyjnej na materiatach na bazie Mg znaczaco wplywa obecnos¢ komorek,
proliferacja i adhezja komoérek w warunkach in vitro, oraz ii) Sktad warstw korozyjnych na
implantach r6zni si¢ w zaleznosci od ich lokalizacji in vivo, podejscia badawcze zostaty

podzielone na trzy czgsci, dla ktoérych okreslono nastepujace cele badawcze:
Cel 1: Dostarczenie podstawowych informacji o badanych implantach na bazie Mg.

Wiasciwosci powierzchni 1 mikrostruktura badanych implantéw magnezowych zostaty
scharakteryzowane pod katem znaczenia integracji powierzchni z otaczajacymi tkankami oraz

oceny wptywu metod produkcji na odpornos¢ tych implantow na korozje.



Cel 2: Okreslenie szybkosci korozji implantow na bazie Mg bez i z obecnoscig komodrek
osteoblastow (OB) i osteoklastow (OC). Analiza zmian kinetycznych w sktadzie produktéw

degradacji w miar¢ postepu korozji materialu Mg;

Przeprowadzajac testy in vitro w warunkach fizjologicznych, zbadano wptyw degradacji
Mg na zmiany pH iosmolalno$ci w otaczajacym S$rodowisku in vitro. Podobnie
przeanalizowano interfejs Mg-komorka, aby oceni¢ zakres, w jakim komorki kostne wptywaja

na zachowanie korozyjne implantéw Mg i ich sktad warstw korozyjnych.

Cel 3: Scharakteryzowanie interfejsu tkanka-warstwa korozyjna-implant Mg przy uzyciu

badan in vivo w celu oceny dziatania korozyjnego w réznych obszarach tkankowych.

Ta czg$¢ rozprawy koncentruje si¢ na analizie odzyskanych implantow z badan na matych i
duzych zwierzgtach. Celem bylo zbadanie dynamicznych zmian zachodzacych w warstwach
korozyjnych w trakcie degradacji implantéw Mg. Ponadto badania majg na celu zrozumienie
dynamicznych 1 wysoce ztozonych zmian interfejsu, ktore sa kluczowe dla wrastania i

przebudowy kosci.

Podsumowujac, kompleksowe podejscie do badania implantéw Mg wykazato, ze badane
implanty Mg speiniaja wymagania niezb¢dne dla biodegradowalnych implantow; posiadaja
odpowiednia zywotno$¢, oraz szybko$¢ korozji in vivo ponizej 0,5 mm/rok. Implanty Mg
wykazywaty gladkie, anizotropowe i wolne od zanieczyszczen powierzchnie, co podkresla
znaczenie wlasciwego czyszczenia, sterylizacji, pakowania i przechowywania w celu
utrzymania jako$ci powierzchni implantéw Mg do celéw terapeutycznych. Produkty koroz;ji,
ktére powstaly in vitro, wykazywaty podobny sktad chemiczny (w tym O, Mg, P 1 Ca) do sktadu
produktow powstalych w trakcie badan in vivo. Grubo$¢ warstwy korozyjnej i rozklad
pierwiastkoéw byly zalezne od podioza Mg, r6znity si¢ w zaleznosci od obecnosci komoérek OB
1 OC oraz byty zalezne od miejsca implantacji. Podkresla to znaczenie zrozumienia czynnikow,
ktore przyczyniaja si¢ do rozbiezno$ci migdzy szybkoscia korozji in vitro i in vivo.
Wielokomorkowy i1 kompleksowy model in vitro ma na celu nasladowanie wynikow badan in
vivo przy jednoczesnym zminimalizowaniu potrzeby przeprowadzania testow na zwierzetach.
Jednak ze wzgledu na znaczenie biologiczne, badania na zwierzetach sg nadal wymagane nie
tylko w celu uzyskania zgody organow regulacyjnych na zastosowanie implantéw, ale takze w
celu zapewnienia wgladu w zachowanie Mg w §rodowisku fizjologicznym i reakcje tkanki, gdy

materiat ulega degradacji.

Stowa kluczowe: Stopy magnezu, metale biodegradowalne, implanty ortopedyczne, interfejs

implant-tkanka, zachowanie korozyjne, osteoblasty (OB), osteoklasty (OC), in vitro, in vivo.
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