12

WSTEPNA OCENA WLASCIWOSCI
STRUKTURALNO-ELEKTRYCZNYCH
W ZAKRESIE NISKICH CZESTOTLI-
-WOSCI BIOMATERIALOWEGO
MODELU DOSWIADCZALNEGO
KOSCI DLUGICH W STANIE
PATOLOGICZNYM

RyszarD UkLEJEWSKI"?*, Tomasz Czapski', MARIusz WINIECKI'2

1 ZakeAD PobpsTaw BloiNzyNIERI MEDYCZNEJ, INSTYTUT TECHNIKI,
UNIWERSYTET KazIMIERZA WIELKIEGO W ByDGoszczy,

uL. KaroLa CHobkiewicza 30, 85-064 Bybcoszcz

2 ZesPOt INZYNIERI BIOPROCESOW | BIOMATERIALOW MEDYCZNYCH,
ZAKLAD INZYNIERI PROCESOWEJ, INSTYTUT TECHNOLOGII

I INzyNIERII CHEMICZNEJ, POLITECHNIKA POZNANSKA,

PL. MaRIl SkropowskIEJ-CURIE 2, 60-965 PoznAN

* E-MAIL: UKLEJEW(@UKW.EDU.PL

Streszczenie

Przedstawiono wyniki doswiadczalnych badan
poréwnawczych dotyczgcych metod wytworzenia
biomateriatowego modelu kosci dtugich w stanie pa-
tologicznym, tj. nie w petni zmineralizowanych (stan
osteomalacji) oraz o obnizonym kos$ciotworzeniu
(stan osteoporotyczny), otrzymanego na bazie wofo-
wych kosci udowych, z wykorzystaniem stosowanych
w inzynierii biomateriatbw metod czesciowego odbiat-
czania i czeSciowego odwapniania. Ten biomateriatowy
model koSci dtugich jest niezbedny do prowadzenia
doswiadczalnych badan wtasciwo$ci strukturalno-
-elektrycznych kosci dtugich w celu zbudowania pro-
totypowego systemu pomiarowo-obliczeniowego do
wyznaczania gestosci i parametrow porosprezystych
koSci dtugich prawidtowych i osteoporotycznych orygi-
nalng nieinwazyjng metodg elektroosteodensytometrii
(zgtoszenie patentowe krajowe i miedzynarodowe).
Proces odbiatczania prowadzono poréwnawczo z uzy-
ciem roztworow NaOClI, H,0,, KOH i NaOH, natomiast
proces odwapniania probek ko$ci wotowych prowa-
dzono poréwnawczo z uzyciem roztworéow HNO,, HCI
i EDTA oraz w mieszaninie roztworéw HNO, i HCHO.
Zbadano kinetyke przeprowadzonych proceséw, moni-
torujgc stezenia biatka oraz wapnia w zastosowanych
roztworach w funkcji czasu. Na podstawie zbadanych
przebiegébw proceséw mozemy obecnie zarekomen-
dowac do wytworzenia biomateriatowych modeli do-
Swiadczalnych kosci dfugich w stanie patologicznym:
0 obnizonym koSciotworzeniu — odbiatczanie z uzy-
ciem 7% roztworu nadtlenku wodoru (H,0,), a dla nie
w petni zmineralizowanych — odwapnianie z uzyciem
0,5 M roztworu kwasu solnego (HCI). Przedstawiono
pilotazowe wyniki do$wiadczalnej analizy wtasciwo$ci
strukturalno-elektrycznych biomateriatowego modelu
koSci dtugiej w stanie obnizonego koS$ciotworzenia
(badano trzy czesciowo odbiatczone kosci udowe woto-
we) z wypetnieniem porow modelu wieloelektrolitowym
ptynem fizjologicznym Ringera, w zakresie niskich
czestotliwo$ci (od 20 Hz do 10 kHz) i w zaleznosci od
lokalizacji badanej probki wzdtuz trzonu ko$ci dtugiej.
Stwierdzono, ze: 1) warto$ci modutu impedancji elek-
trycznej jednostkowej |Z,| [/cm] trzonu modelowej
koSci diugiej osteoporotycznej malejg bardzo wyraznie
w funkcji czestotliwosci w zakresie od 20 Hz do 500 Hz;

PRELIMINARY STUDY OF
STRUCTURAL-ELECTRICAL
PROPERTIES IN THE LOW
FREQUENCY RANGE OF
EXPERIMENTAL BIOMATERIAL
MODELS OF LONG BONES

IN A PATHOLOGICAL STATE

RyszarD UkLEJEWSKI"?*, TomAsz Czapski', MARIUsz WINIECKI'2

1 DEPARTMENT OF MEDICAL BIOENGINEERING FUNDAMENTALS,
INSTITUTE OF TECHNOLOGY, CASIMIR THE GREAT UNIVERSITY,
KaroLA CHopkiEwiczA 30, 85-064 Bypcoszcz, PoLAND

2 | ABORATORY OF MEDICAL BIOMATERIALS AND BIOPROCESS
ENGINEERING, DEPARTMENT OF PROCESS ENGINEERING,
INSTITUTE OF TECHNOLOGY AND CHEMICAL ENGINEERING,
PoznAaN UNIVERSITY OF TECHNOLOGY,

MARII SkLobowskIEJ-CURIE 2, 60-965 PoznaN, PoLAND,

* E-MAIL: UKLEJEW(@UKW.EDU.PL

Abstract

We present the results of a comparative experimen-
tal study on methods considered for the manufacture
of a biomaterial model of long bones in a pathological
state, i.e. insufficiently mineralized bone (osteoma-
lacia) and reduced osteogenesis (osteoporosis),
obtained from bovine femoral bone, using methods
applied in the engineering of biomaterials such as
partial deproteinization and partial demineralization.
The biomaterial model is required for experimental
research into the structural-electrical properties of long
bones, which will be carried out to build a prototype
for a measurement system for the evaluation of bone
densitometry and poroelastic properties with the use of
an original and non-invasive method of electroosseo-
densitometry (Polish and international patent applica-
tions). The kinetics of chemical bone deproteinization
processes in NaOCl, H,0,, KOH and NaOH solutions
and chemical bone demineralization processes in
HNO,, HCI, EDTA solutions and in a mixture of HNO,
and HCHO were comparatively studied and the protein
and calcium contents were monitored as a function of
time. On the basis of the functional graphs obtained
from the observed processes, we can currently re-
commend the following conditions for manufacturing
a biomaterial model of long bones in a pathological
state: deproteinization using a 7% solution of hydro-
gen peroxide (H,0,) to produce a model of bone in
a state of reduced osteogenesis and decalcification
with 0.5 M hydrochloric acid (HCI) to produce a mo-
del of insufficiently mineralized bone. The results of
a pilot experimental analysis of the structural-electrical
properties of the biomaterial model of long bones
are presented for a state of reduced bone formation
(osteoporotic; three partially deproteinized bovine
femurs were examined). The bone pores of the model
were filled with physiological multielectrolyte Ringer’s
saline and assessed in a low frequency range (20 Hz
to 10 kHz) as a function of the location of bone shaft
samples along the diaphysis. It was found that:
1) values of the modulus of the unit electrical impedan-
ce |Z,| [Ycm] of the bone shaft of the model osteopo-
rotic long bone decreased very clearly as a function
of frequency in the range from 20 Hz to ca. 500 kHz;
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od czestotliwosci 500 Hz do 2 kHz zmiany wartosci |Z,|
sg niewielkie, a powyzej czestotliwo$ci 2 kHz warto$¢
modutu impedancji jednostkowej |Z,| praktycznie nie
zalezy od zmian czestotliwosci; 2) $rednia warto$¢
modutu impedancji elektrycznej jednostkowej |Z,|
trzonu modelowej koSci dtugiej osteoporotycznej oka-
zata sie wzglednie stata wzdtuz dtugosci trzonu kosSci
i wynosita ok. 670 Q/cm dla czestotliwosci 100 Hz oraz
ok. 630 Q/cm dla czestotliwosci 10 kHz. Otrzymane pi-
lotazowe wyniki pomiarow parametrow elektrycznych
okreslajgcych wiasciwosci strukturalno-elektryczne
kosci dtugich osteoporotycznych wymagajg potwier-
dzenia na wigkszej liczbie probek trzonowo-kostnych
czesciowo odbiatczanych; planujemy tez poszerzenie
analizy doSwiadczalnej wtasciwosci strukturalno-
-elektrycznych kosci dtugich o obnizonej mineralizacji
(czeSciowo odwapnionych).

Stowa kluczowe: wtasciwosci elektryczne kosci
dtugich, osteoporoza, osteomalacja, biomateriatowy
model doswiadczalny kosci, odbiatczanie ko$ci,
odwapnianie kosci

[Inzynieria Biomateriatow 126 (2014) 12-22]

Wprowadzenie

Kos$¢ jako tkanka zmineralizowana stanowi jeden
z naturalnych biomateriatébw kompozytowych, sktadajgcy
sie z macierzy organicznej (ok. 90% to kolagen typu [)
i nieorganicznego fosforanowo-wapniowego mineratu kost-
nego (hydroksyapatyt, HA). Fundamentalnym procesem
fizjologicznym zachodzgcym w porosprezystych kosciach
jest zjawisko elektrokinetycznego przeptywu jonowego
ptynu $rédkostnego w przestrzeni porowej, wywotane me-
chanicznym obcigzaniem kosci (load induced bone fluid
flow) podczas codziennej aktywnosci fizycznej organizmu
i zwigzane z tym przeptywem generowanie elektrycznych
osteopotencjatow, ktore stymulujg komorki tkanki kostnej
(poprzez tzw. voltage-gated calcium Ca?* channels obecne
w btonach komérkowych komoérek kostnych [1]) do odpo-
wiedzi biologicznej prowadzacej do proceséw regeneracji
i przebudowy kosci [2]. Badaniem biernych wtasciwosci
elektrycznych kosci korowej i kosci ggbczastej zajmowato
sie wielu autoréw [3-13]. Brak jednak, jak dotad, badan
doswiadczalnych wiasciwosci elektrycznych catych ele-
mentow kostnych uktadu kostno-stawowego ludzkiego, jak
i zwierzat doswiadczalnych. Praca stanowi kontynuacje
wczesniejszych prac teoretycznych [14-19] i pierwszy
etap zaplanowanych prac do$wiadczalnych, dotyczacych
opracowanej metody nieinwazyjnego okreslania gestosci
i parametrow porosprezystych kosci dtugich prawidtowych
i osteoporotycznych, bedgcej przedmiotem zgtoszenia
patentowego w UP RP i Euro-PCT [20,21].

Celem tej pracy jest wytworzenie biomateriatowego
modelu doswiadczalnego kosci dtugich w stanie patolo-
gicznym i przeprowadzenie wstepnej oceny wiasciwosci
elektrycznych probek modelowej kosci ditugiej, ktére sg
funkcjg biostruktury i sktadu chemicznego kosci. Lgczymy
w jednej pracy wytworzenie biomateriatowego modelu
doswiadczalnego kosci dtugich w stanie patologicznym
i przeprowadzenie wstepnych badan wtasciwosci elektrycz-
nych probek trzonowo-kostnych modelowej kosci diugiej
w stanie patologicznym, gdyz opracowana przez nas meto-
da wyznaczania parametréw strukturalno-mechanicznych
(zaleznych od zawartosci biatka oraz od zawartosci wapnia
w kosci) kosci diugich w stanie patologicznym bazuje na
pomiarze wtasciwosci elektrycznych kosci dtugie;j.

from a frequency of 500 Hz to 2 kHz, the changes in
the |Z,| value were small, and above 2 kHz, the |Z,| va-
lue practically did not depend on frequency changes.
2) The mean value of the modulus of the unit electrical
impedance |Z,| of the bone shaft of the model osteo-
porotic long bone was found to be relatively constant
along the length of the bone shaft and was about
670 Q/cm for a frequency of 100 Hz and about
630 O/cm for a frequency of 10 kHz. The results of the
preliminary study on the structural-electrical properties
of long bone shafts in a pathological (osteoporotic)
state require confirmation in a full experimental study
on a larger number of model osteoporotic long bones;
we are also planning to extend the experimental analy-
sis to the structural-electrical properties of long bones
with impaired mineralization (partially decalcified).

Keywords: electrical properties of long bones, osteo-
porosis, osteomalacia, experimental biomaterial model
of long bones, deproteinization, decalcification

[Engineering of Biomaterials 126 (2014) 12-22]

Introduction

Bone, as a mineralized tissue, is a composite biomate-
rial built of an organic matrix (ca. 90% composed of type
| collagen) and inorganic calcium phosphate bone mineral
(hydroxyapatite, HA). The fundamental physiological pro-
cess occurring in poroelastic bones is the electrokinetic
phenomenon of intraosseous ionic fluid flow induced by
mechanical bone loading (i.e. load induced bone fluid flow)
arising from daily physiological activity in a living organ-
ism. This intraosseous ionic fluid flow generates electrical
potentials in the bone, which can stimulate — via voltage-
gated calcium Ca?" channels in bone cell membranes [1]
— the biological response of regeneration and remodeling
in bone cells [2]. The passive electrical properties of corti-
cal bone and cancellous bone have been investigated by
several authors [3-13]. However, to date, there has been no
experimental research on the electrical properties of whole
bone elements of the human skeleton or of an experimental
animal skeleton. This paper is a continuation of our earlier
theoretical works [14-19] and the first stage of planned
experimental research regarding the development of a non-
invasive method to determine the density and poroelastic
properties of normal and pathological long bones, which is
the subject of our patent applications to Euro-PCT [20,21].

The major goal of this study was to produce an experi-
mental biomaterial model of long bones in a pathological
state and a preliminary evaluation of the electrical proper-
ties of samples of this long bone model which are a func-
tion of the biostructure and chemical composition of bone.
We combine in one paper the production of the experimen-
tal biomaterial model of long bones in a pathological state
and preliminary studies on the electrical properties of bone
shaft samples of the biomaterial model of long bones in
a pathological state. The method developed by us for the
determination of the structural-mechanical parameters of
long bones in a pathological state (depending on the protein
content and the calcium content of the bone) is based on
the measurement of the electrical properties of long bone.
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WYTWORZENIE BIOMATERIALOWEGO MODELU
KOSCI W STANIE PATOLOGICZNYM —
DOSWIADCZALNA ANALIZA POROWNAWCZA
KINETYKI PROCESOW PREPARATYKI KOSCI

Gtéwnym celem prowadzonych badan dotyczacych
zaprojektowania i wytworzenia odpowiednich biomateria-
towych modeli doswiadczalnych kosci diugich w stanie
patologicznym, tj. nie w petni zmineralizowanych (stan
osteomalacji) oraz o obnizonym kosciotworzeniu (stan
osteoporotyczny), jest poréwnawcza analiza przebiegu
réznych procesow odbiatczania [22-26] oraz odwapniania
[23,24,27-33] wotowej kosci korowej trzondw kosci diugich,
pod katem mozliwosci zaprojektowania i wytworzenia takich
biomateriatowych modeli doswiadczalnych.

Materialy i metody

Badania kinetyki oSmiu mozliwych proceséw chemicznej
preparatyki kosci, w tym czterech proceséw odbiatczania
oraz czterech proceséw odwapniania, prowadzono na
probkach wotowej kosci korowej pobranych z trzonéw osmiu
kosci udowych; wykorzystano kosci wotowe pozyskane
z lokalnej ubojni. Kosci udowe pozbawiono obu nasad,
a trzony oczyszczono mechanicznie z tkanek miekkich,
okostnej i srodkostnej, szpiku kostnego, a nastepnie pre-
cyzyjnie pocieto na pierscienie kostne o wysokosci 5 mm.
Dalej pierscienie kostne podzielono uzywajgc recznej pity na
segmenty kostne, z ktérych precyzyjnie wycieto szescienne
probki o wymiarach 5 mm x 5 mm x 5 mm. Precyzyjne ciecie
kosci na pierscienie kostne oraz ciecie segmentéw kostnych
na szescienne probki kostne zrealizowano w warunkach cig-
gtego chtodzenia wodg na precyzyjnej przecinarce wyposa-
zonej w tarcze diamentowg (IsoMet™ 4000 Linear Precision
Saw, Buehler, Germany). Przygotowano 400 szesciennych
probek kosci korowej, po 50 sztuk na kazdy z badanych
procesow chemicznej preparatyki. Kosci oraz probki kostne
na wszystkich etapach przygotowania byty przechowywane
w 0,9% roztworze chlorku sodu (NaCl) w temperaturze 4°C.

Przed procesem odbiatczania prébki kosci korowej
z trzondw kosci dtugich zostaty odwodnione w szeregu alko-
holi o rosngcym stezeniu (70%, 95%, 99,8% etanolu; dwie
zmiany roztworu na kazde stezenie, roztwory zmieniano co
24 h), oraz odttuszczone w acetonie w kgpieli o stezeniach
90% i 99,8%, po dwie zmiany roztworu na kazde stezenie
(roztwory zmieniano co 24 h). Nastepnie probki kostne zo-
staly osuszone w laboratoryjnej suszarce komorowej SML
42/250/M (Zelmed, Polska) w temperaturze 60°C przez 24 h.

Grupy po 50 probek kosci korowej z trzondw kosci dtugich
odbiatczano w temperaturze 37°C przez 14 dni z codzienng
wymiang roztwordw, zanurzajgc kazdg z grup probek od-
powiednio w: 2,6% roztworze podchlorynu sodu (NaOCI),
7% roztworze nadtlenku wodoru (H,0O,), 1N roztworze wo-
dorotlenku potasu (KOH) oraz 1N roztworze wodorotlenku
sodu (NaOH). W trakcie procesu odbiatczania probki kostne
kazdej z grup byly umieszczone w 10 naczyniach z roz-
tworem odbiatczajgcym (po 5 prébek w kazdym z naczyn)
i poddane wytrzgsaniu na wytrzgsarce wielozadaniowe;j
ORBIT 1000 (Labnet, USA) w celu uzyskania optymalnej
kinetyki procesu.

Prowadzono okresowg kontrole przebiegu procesu odbiat-
czania probek kostnych (w 1, 2, 3, 5, 7 i 14 dniu) i okreslono
koncowy punkt odbiatczania stosujac metode Lowry’ego [34].
W tym celu, przed rozpoczeciem procesu, jak réwniez
w trakcie jego trwania pobierano z kazdego z odbiatczaja-
cych roztworéw probki kontrolne. Zawartos¢ biatka w tych
probkach okreslano za pomocg spektrofotometru Shimadzu
UV-2401 UV-VIS (Shimadzu Corporation, Japonia).

MANUFACTURING THE BIOMATERIAL MODEL

OF PATHOLOGICAL BONE —- COMPARATIVE STUDY
OF THE KINETICS OF VARIOUS RESPECTIVE
BONE PREPARATION PROCESSES

The major goal of this comparative study was to investi-
gate the process progress of various deproteinization [22-26]
and decalcification [23,24,27-33] procedures using bovine
cortical bone and to evaluate the effectiveness regarding the
design and manufacturing of suitable experimental models
of long bones in a pathological state, i.e. insufficiently min-
eralized bone (osteomalacia) and reduced osteogenesis
(osteoporosis).

Materials and methods

The kinetics of eight bone chemical treatment processes
were comparatively studied using bovine cortical bone
specimens taken from eight femur shafts, including four
bone deproteinization processes and four bone decalci-
fication processes; femoral bones were purchased from
alocal slaughterhouse. Both epiphyses of the femoral bones
were first cut off and the bone shafts were mechanically
cleaned of all soft tissues, periosteum, endosteum and
bone marrow. Afterwards, the bone shafts were precisely
cut into 5 mm thick bone rings. Then, from every ring, bone
segments were cut using a hacksaw and the segments were
precisely machined into cubes (5 mm x 5 mm x 5 mm).
The precise cutting of bone shafts into rings and afterward
into cubes was performed using a rotating diamond wheel
saw (IsoMet™ 4000 Linear Precision Saw, Buehler, Ger-
many) under constant water irrigation. A total number of
400 cortical bovine femur cubic specimens were prepared,
i.e. 50 for each chemical treatment process investigated.
Bones and fresh bone specimens after cutting were stored
in 0.9 wt% sodium chloride (NaCl) at 4°C.

Before deproteinization, fresh cortical bone specimens
from the femoral shaft were dehydrated in a series of alcohol
baths (70 wt%, 95 wt%, 99.8 wt% ethanol, with two changes
for each concentration and with the solvent refreshed daily),
and degreased in a series of acetone baths (90 wt% and
99.8 wt%, with two changes for each concentration and
the solvent refreshed daily). After that, the cortical bone
specimens were dried in a laboratory chamber dryer SML
42/250/M (Zalmed, Poland) at 60°C overnight.

The chemical deproteinization processes were accom-
plished in packets of 50 specimens of femoral shaft cortical
bone within 14 days at 37°C (the temperature was kept
constant using a water bath) with the solvents refreshed
daily. Each packet of bone specimens was immersed in:
2.6 wt% sodium hypochlorite (NaOCI), 7 wt% hydrogen per-
oxide (H,0,), 1N potassium hydroxide (KOH) or 1N sodium
hydroxide (NaOH). The process protocols were carried out
in 10 vessels (not more than five specimens per vessel)
that were constantly mixed using Orbit™ 300 Multipurpose
Digital Vortexer (Labnet, USA).

The periodical evaluation of the course of all deproteiniza-
tion processes was performed (after day 1, 2, 3, 4, 5, 7 and
14 of the process) and the completion of deproteinization
was verified using protein analysis according to Lowry’s
method [34]. For this purpose, directly before beginning the
deproteinization process, as well as during the process, the
control bone specimens were taken from each deprotein-
izing agent. The protein content in control specimens was
measured using a spectrophotometer (Shimadzu UV-2401
UV-VIS, Shimadzu Corporation, Japan).
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Przed procesem odwapniania probki kosci wotowej koro-
wej zostaty odttuszczone w acetonie w kgpieli o stezeniach
90% i 99,8%, po dwie zmiany roztworu na kazde stezenie
(roztwory zmieniano co 24 h). Po procesie odwapniania
probki kostne zostaty odwodnione w szeregu alkoholi (etanol)
o rosngcym stezeniu (70%, 95%, 99,8%; po dwie zmiany
roztworu na kazde stezenie, roztwory zmieniano co 24 h).

Grupy po 50 prébek kosci korowej z trzonéw kosci
dtugich odwapniano w temperaturze pokojowej zanurza-
jac kazda z grup prébek odpowiednio w: 0,5 M roztworze
kwasu solnego (HCI) oraz 10% roztworze kwasu azotowe-
go (HNO,) (roztwory zmieniano co dwie godziny), a takze
0,5 M roztworze wersenianu disodowego (EDTA) oraz mie-
szaninie 50/50% roztwordéw: 10% kwasu azotowego (HNO;)
i 40% formaldehydu (HCHO); roztwory zmieniano co 24 h.
W trakcie procesu odwapniania prébki kazdej z grup byty
umieszczone w 10 naczyniach z roztworem odwapniajgcym
(po 5 prébek w kazdym z naczyn) i poddane wytrzasaniu na
wytrzgsarce wielozadaniowej ORBIT 1000 (Labnet, USA)
w celu wytworzenia warunkéw dla uzyskania optymalnej
kinetyki procesu.

Prowadzono okresowg kontrole przebiegu procesow
odwapniania z zastosowaniem ilosciowej analizy chemicz-
nej, oznaczajgc kompleksometrycznie wapn znajdujgcy sie
w roztworze odwapniajgcym za pomocg roztworu mianowa-
nego EDTA w obecnosci wodorotlenku sodowego (NaOH)
i mureksydu (CgH;N;O4-NH,), petnigcego role wskaznika.
Koncowy punkt procesu odwapniania okreslono stosujgc
test chemiczny polegajgcy na neutralizacji ostatnich wymian
roztworu odwapniajgcego wodorotlenkiem amonu (NH,OH)
i dodaniu szczawianu amonu (C,H,N,O) [33,35]. Brak osadu
w probce roztworu odwapniajgcego oznaczat, ze nie ma
w nim jondéw wapnia.

Wyniki i dyskusja

RYS. 1 przedstawia krzywe spadku zawartosci biatka
w probkach kosci korowej z trzonéw kosci dtugich wotowych
poddanych odbiatczaniu w: 2,6% roztworze podchlorynu
sodu (NaOCl), 7% roztworze nadtlenku wodoru (H,0,), 1 N
roztworze wodorotlenku potasu (KOH) oraz 1 N roztworze
wodorotlenku sodu (NaOH). Na wykresie na RYS. 2 zapre-
zentowano krzywe spadku zawartosci wapnia w prébkach
kosci korowej z trzonow kosci dtugich wotowych poddanych
odbiatczaniu w: 0,5 M roztworze kwasu solnego (HCI),
10% roztworze kwasu azotowego (HNO;), 0,5 M roztworze
wersenianu disodowego (EDTA) oraz mieszaninie 50/50%
roztworéw 10% kwasu azotowego (HNO,) i 40% roztworu
formaldehydu (HCHO).

Procesy chemicznego odbiatczania prébek kosci
korowej z trzonéw kosci dtugich wotowych prowadzone
w 1 N roztworze wodorotlenku potasu (KOH) oraz w 1 N
roztworze wodorotlenku sodu (NaOH) przerwano po
7 dniach, poniewaz probki kostne zaczety stawaé sie
miekkie i nastepnie zaczety rozpuszczaé sie. Zawarto$¢
biatka w probkach po 7 dniu odbiatczania w tych roztworach
okreslona zostata na poziomie 35% i 39% w odniesieniu do
poczatkowej zawartosci biatka, odpowiednio dla roztworow
KOH i dla NaOH. Proces kontynuowano do 14 dnia dla
pojedynczych (najlepiej zachowanych) probek kostnych,
okreslajgc w nich kohcowg zawartos¢ biatka na poziomie
18% i 22% w odniesieniu do poczgtkowej zawartosci
biatka, odpowiednio dla roztworéw NaOH i KOH. Zawar-
to$¢ biatka w probkach odbiatczanych w 2,6% roztworze
podchlorynu sodu (NaOCI) i w 7% roztworze nadtlenku
wodoru (H,0,) po 7 dniu prowadzenia procesu okreslono
na poziomie 12% i 13% w odniesieniu do poczgtkowej za-
wartosci biatka, odpowiednio dla roztworéw NaOCI i H,0..

Before decalcification, the fresh femoral shaft cortical
bone specimens were degreased in a series of acetone
baths (90 wt% and 99.8 wt%, with two changes for each
concentration and the solvent refreshed daily). After decal-
cification, the cortical bone specimens were dehydrated in
a series of alcohol baths (70 wt%, 95 wt%, 100 wt% ethanol,
with two changes for each concentration and the solvent
refreshed daily).

The chemical decalcification processes were accom-
plished in packets of 50 specimens of femoral shaft cortical
bone at room temperature. Each packet of bone specimens
was immersed in: 0.5 M hydrochloric acid (HCI) or 10 wt%
nitric acid (HNO;), with the solvents refreshed every two
hours, and in: 0.5 M disodium versenate (EDTA) and a 50/50
mixture of 10 wt% nitric acid (HNO,) and 40 wt% formalde-
hyde (HCHO), with the solvents refreshed daily. The process
protocols were carried out in 10 vessels (not more than five
specimens per vessel) that were constantly mixed using
Orbit™ 300 Multipurpose Digital Vortexer (Labnet, USA).

The periodical evaluation of the course of all decalcifica-
tion processes was performed by determining the calcium
concentration in the solvents by complexometric titration of
the demineralization compound solution using a standard
volumetric EDTA solution in the presence of sodium hydrox-
ide (NaOH) and murexide (C4sHsNsO4°NH,) as indicators.
The end-point of decalcification was determined with the am-
monium oxalate test: the 5 ml samples of the final changes
of decalcifiers were neutralized by adding drops of ammo-
nium hydroxide (NH,OH) and when the solutions turned
litmus blue (pH above 7), the 5 ml of saturated aqueous
solution of ammonium oxalate (C,H,N,O about 3%; stable
stock solution) was added [33,35] to precipitate the Ca?*
from each of the decalcifying fluid. When no more Ca-
oxalate precipitate was seen in the most recent change of
decalcifying fluid, then the decalcification was completed.

Results and Discussion

FIG. 1 presents the curves of the kinetics of the protein
content decrease in bovine femoral shaft cortical bone
specimens during the deproteinization processes using
2.6 wt% sodium hypochlorite (NaOCI), 7 wt% hydrogen
peroxide (H,0,), 1 N potassium hydroxide (KOH) and 1 N
sodium hydroxide (NaOH). FIG. 2 shows the calcium
content decrease in the solvents during the decalcification
processes using 0.5 M hydrochloric acid (HCI), 10 wt%
nitric acid (HNO;), 0.5 M disodium versenate (EDTA) and
a 50/50 mixture of 10 wt% nitric acid (HNO;) and 40 wt%
formaldehyde (HCHO).

The processes of chemical deproteinization of bovine
cortical bone specimens in 1N potassium hydroxide (KOH)
solution and in 1N sodium hydroxide (NaOH) solution were
completed after 7 days, because majority of the specimens
had started to soften and dissolve. According to Lowry’s
method, the protein concentration in these bone speci-
mens were at circa 42% and 45% of protein content at the
beginning of the deproteinization process for KOH and
NaOH, respectively. For several isolated (well preserved)
specimens, the processes were continued until day 14
and the protein concentration assessed at this point was
18% and 22% of the protein content at the beginning of the
deproteinization process, for NaOH and KOH, respectively.
The protein concentration in bone specimens deprotein-
ized with 2.6 wt% sodium hypochlorite (NaOCI) and in
7 wt% hydrogen peroxide (H,0,) after day 7 were at 12%
and 13% of the protein content at the beginning of the de-
proteinization process, for NaOCIl and H,O,, respectively.
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RYS. 1. Charakterystyki spadku zawartosci biat-
ka w funkcji czasu w odbiatczanych chemicznie
probkach kosci korowej z trzonéw kosci diugich
wotowych w: 2,6% roztworze podchlorynu sodu
(NaOCl), 7% roztworze nadtlenku wodoru (H,0,),
1 N roztworze wodorotlenku potasu (KOH) oraz
1 N roztworze wodorotlenku sodu (NaOH).

FIG. 1. Diagram presenting the observed decrease
in protein content at various time intervals during
the process of chemical deproteinization of bovine
femoral shaft cortical bone specimens, with the
use of the following solutions: 2.6 wt% sodium
hypochlorite (NaOCI), 7 wt% hydrogen peroxide
(H,0,), 1 N potassium hydroxide (KOH) and 1 N
sodium hydroxide (NaOH).

Nie zaobserwowano istotnych zmian po 7 dniu prowadze-
nia procesu w 2,6% roztworze podchlorynu sodu (NaOCI),
poniewaz stezenie biatka w probkach kosci korowej po
kolejnych 7 dniach procesu zmniejszyto sie jedynie o 3%.
Zaobserwowano najwiekszg szybkos¢ przebiegu procesu
odbiatczania w 7% roztworze nadtlenku wodoru (H,0,),
dla ktérego zawartos¢ biatka w prébkach kosci korowej po
48 h trwania procesu spadta do 40% w odniesieniu do po-
czatkowej zawartosci biatka. Zawartos¢ biatka w probkach
odbiatczanych w 7% roztworze nadtlenku wodoru (H,0,)
po 14 dniach wynosita 5% w odniesieniu do poczatkowej
zawartosci biatka.

Procesy chemicznego odwapniania prowadzone w:
0,5 M roztworze kwasu solnego (HCI) oraz 10% roztwo-
rze kwasu azotowego (HNO,), oba zakonczone po 48 h,
przebiegaty wyraznie szybciej w porownaniu do procesow
prowadzonych w 0,5 M roztworze wersenianu disodowego
(EDTA) oraz w mieszaninie 50/50% roztworow 10% kwasu
azotowego (HNO;) i 40% formaldehydu (HCHO), ktére
zakonczyly sie odpowiednio po 5i 14 dniach. W przypadku
roztworu ETDA pierwsze efekty prowadzonego procesu
odwapniania mozna byto zaobserwowac¢ dopiero po 48 h.
W poczatkowej fazie trwania proceséw odwapniania pro-
wadzonych w 10% roztworze kwasu azotowego (HNO,)
oraz 0,5 M roztworze kwasu solnego (HCI), ich szybkosci
byly podobne, ale po 24 h proces prowadzony w 10%
roztworze kwasu azotowego (HNO;) wyraznie wyhamowat
w stosunku do procesu prowadzonego w 0,5 M roztworze
kwasu solnego (HCI), dla ktérego intensywnos¢ odwap-
niania prébek kostnych byta praktycznie stata przez caty
analizowany czas. Skutecznos$é proceséw odwapniania
w 0,5 M roztworze kwasu solnego (HCI) oraz w 10% roz-
tworze kwasu azotowego (HNO;) jest zblizona, poniewaz
w obu przypadkach po ok. 48 h prowadzenia procesu doszto
do praktycznie catkowitego odwapnienia probek.

RYS. 2. Charakterystyki spadku zawartosci wap-
nia w funkcji czasu w odwapnianych chemicznie
probek kosci korowej z trzonéw kosci dtugich
wotowych w: 0,5 M roztworze kwasu solnego
(HCI), 10% roztworze kwasu azotowego (HNO,),
0,5 M roztworze wersenianu disodowego (EDTA)
oraz mieszaninie 50/50% roztworéw 10% kwasu
azotowego (HNO,) i 40% roztworu formaldehydu
(HCHO).

FIG. 2. Diagram of the calcium content decrease
in solvents during the decalcification process us-
ing: 0.5 M hydrochloric acid (HCI), 10 wt% nitric
acid (HNO,), 0.5 M disodium versenate (EDTA) and
a 50/50 mixture of 10 wt% nitric acid (HNO,) and
40 wt% formaldehyde (HCHO).

The continuation of the deproteinization process carried out
in 2.6 wt% sodium hypochlorite (NaOCI) led to insignificant
changes after day 7, because after another 7 days of the
process, the protein concentration in the bone specimens
had decreased by only 3%. A high rate of the deproteiniza-
tion process was observed in the case of 7 wt% hydrogen
peroxide (H,0,), for which the protein contents after first 48 h
decreased up to 40% of the protein content at the beginning
of the deproteinization process. After day 14 of the process
carried out in 7 wt% hydrogen peroxide (H,O,), the protein
content in specimens was about 5% of the protein content
at the beginning of the deproteinization process.

The processes of chemical decalcification in 0.5 M hydro-
chloric acid (HCI), 10 wt% nitric acid (HNO;), both completed
after 48 h, had higher rates in comparison to the processes
of chemical decalcification in 0.5 M disodium versenate
(EDTA) and in a 50/50 mixture of 10 wt% nitric acid (HNO,)
and 40 wt% formaldehyde (HCHO), which were completed
after 5 and 14 days, respectively. In the case of the decal-
cification process in 0.5 M disodium versenate (EDTA), the
first effects of the process were observed only after 48 h.
In the initial phase of the decalcification process in 10 wt%
nitric acid (HNO;) and in 0.5 M hydrochloric acid (HCI),
the rates were similar, but after 24 h, the process carried
out in 10 wt% nitric acid (HNO,) was significantly slowed
down in comparison to the decalcification process carried
out in 0.5 M hydrochloric acid (HCI), for which the intensity
of decalcification was practically constant. The efficiency
of the decalcification processes in 0.5 M hydrochloric acid
(HCI) and 10 wt% nitric acid (HNO;) was similar, because
complete decalcification was attained in both cases after
48 h of the process.

Z ommm® 0000 000000000000 000000000600000000600000000

w0



Podsumowanie czesci badawczej |

Najlepszy efekt procesu odbiatczania prébek kosci koro-
wej z trzondw kosci dtugich wotowych uzyskano dla procesu
prowadzonego w 7% roztworze nadtlenku wodoru (H,0,),
dla ktérego proces ten przebiegat najbardziej intensywnie
— 60% biatka usunieto po 48 h prowadzenia procesu —
oraz najbardziej skutecznie — po 14 dniach z prébek kosci
korowej usuniete zostato do 95% biatka macierzy kostne;j
(gtéwnie kolagenu). Proces odbiatczania w 2,6% roztworze
podchlorynu sodu (NaOCI), charakteryzowat sie mniejszg
szybkoscig, ale po 7 dniach, jak wynika z otrzymanych cha-
rakterystyk kinetyki procesow zaprezentowanych na RYS. 1,
dla obu tych roztworéw uzyskano zblizony poziom odbiat-
czenia, okreslony procentowym spadkiem zawartosci biatka
w prébkach kontrolnych w odniesieniu do poczgtkowej jego
zawartosci. Ze wzgledu na zaobserwowane od ok. 6 dnia
trwania procesu mieknienie probek kostnych zanurzonych
w 1 N roztworze wodorotlenku potasu (KOH) orazw 1 N roz-
tworze wodorotlenku sodu (NaOH), a takze wyraznie mniejszg
predkos¢ przebiegu procesu i istotnie mniejszg skutecznos¢,
odbiatczanie w tych roztworach uznano za nieefektywne.

Najlepszy efekt odwapnienia probek kosci wotowej
uzyskano dla procesu prowadzonego w 0,5 M roztworze
kwasu solnego (HCI). W tym przypadku praktycznie stata
szybkos$¢ procesu odwapniania probek kostnych utatwia
zaprojektowanie biomateriatowego modelu kosci w stanie
patologicznym o zatozonym stopniu czesciowego odwap-
nienia. Procesy odwapniania w 0,5 M roztworze wersenianu
disodowego (EDTA) oraz mieszaninie 50/50 10% roztworu
HNO, i 40% roztworu formaldehydu (HCHO), ze wzgledu na
duzo mniejszg szybkos$¢ procesu nie byty rekomendowane
do wytworzenia biomateriatowych modeli doswiadczalnych
kosci dtugich w stanie patologicznym.

PILOTAZOWE BADANIA DOSWIADCZALNE
NISKOCZESTOTLIWOSCIOWYCH WEASCIWOSCI
STRUKTURALNO-ELEKTRYCZNYCH
BIOMATERIALOWEGO MODELU KOSCI DLUGICH
W STANIE PATOLOGICZNYM

Materialy i metody

Do pilotazowych badan wiasciwosci strukturalno-elek-
trycznych trzonéw koéci dtugich w stanie patologicznym
(kos$¢ osteoporotyczna) zastosowano biomateriatowy model
doswiadczalny kosci dtugich czesciowo odbiatczonych (ok.
10% odbiatczenia), wytworzony z zastosowaniem procesu
wytypowanego na podstawie przedstawionej w rozdziale 2
analizy porownawczej kinetyki przeprowadzonych proceséw
odbiatczania kosci. Po odcieciu nasad blizszej i dalszej,
(RYS. 3), z czesci srodkowej wotowej kosci udowej z za-
stosowaniem precyzyjnej przecinarki wyposazonej w tarcze
diamentowg (IsoMet™ 4000 Linear Precision Saw, Buehler,
Germany) wycieto prébki trzonowo-kostne w postaci pier-
Scieni o wysokosci 10 mm.

Concluding remarks from the research
part |

The best deproteinization effect in cortical bone speci-
mens taken from bovine femur shafts was observed for the
deproteinization process in 7 wt% hydrogen peroxide (H,0,),
for which the highest rate of the process was observed —
60% of bone proteins were removed in the first 48 h of the
process; this process was also the most efficient — 95%
of bone proteins were removed from bovine cortical bone
specimens. The deproteinization process in 2.6 wt% sodium
hypochlorite (NaOCI) had a slower rate in comparison to the
deproteinization process in 7 wt% hydrogen peroxide (H,0,),
but as it can be read from the diagram of the deproteinization
kinetics shown in FIG. 1, for both processes, the same level
of deproteinization was observed, as characterized by the
percentage protein decrease referring to the protein content
at the beginning of the deproteinization process. Because
of the softening and dissolving of most bone specimens
deproteinized in 1 N potassium hydroxide (KOH) and 1 N
sodium hydroxide (NaOH), as well as the distinctly lower
rate of the process and considerably reduced efficiency,
the deproteinization processes in these agents we judged
as ineffective.

The best decalcification effect in cortical bone specimens
was observed for the process carried out in 0.5 M hydrochlo-
ric acid (HCI). In this case, the practically constant rate of the
process facilitates the design of a biomaterial model of the
pathological bone to the desired level of partial decalcifica-
tion. Because of the significantly lower rate, the processes
of decalcification in 0.5 M disodium versenate (EDTA)
and in the 50/50 mixture of 10 wt% nitric acid (HNO,) and
40 wt% formaldehyde (HCHO) are not recommended for the
manufacture of a biomaterial model of pathological bone.

PRELIMINARY STUDY ON THE LOW-FREQUENCY
STRUCTURAL-ELECTRICAL PROPERTIES OF
BIOMATERIAL EXPERIMENTAL MODEL

OF LONG BONES IN A PATHOLOGICAL STATE

Material and methods

For the preliminary studies of the structural-electrical
properties of long bone shafts in a pathological (osteoporotic
bone) state, the biomaterial experimental model of partially
deproteinized bone (ca. 10% deproteinization) was used,
manufactured using the deproteinization process found to
be the most effective in the comparative study presented
above on the kinetics of various bone deproteinization pro-
cesses. After cutting off the proximal and distal epiphyses
(FIG. 3), 10 mm bone rings were cut out from the bone
shaft using a rotating diamond wheel saw (IsoMet™ 4000
Linear Precision Saw, Buehler, Germany) under constant
water irrigation.

Nasada blizsza
Proximal epiphysis

t—>

Nasada dalsza
Distal epiphysis
L —

RYS. 3. Schemat sposobu
ciecia badanej kosci diugiej
i numeracji cietych prébek
trzonowo-kostnych.

FIG. 3. A scheme of the man-
ner of cutting the tested long
bone and numbering of the
bone shaft samples.
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Prébki trzonowo-kostne zostaty zanurzone w wieloelek-

® o o o o o o trolitowym pilynie fizjologicznym Ringera i przechowywane

do nastepnego dnia w chtodziarce w temperaturze 4°C.
Bezposrednio przed pomiarem z kazdej probki zostat usu-
niety powierzchniowy nadmiar ptynu fizjologicznego. Czas
trwania pomiaru wartosci parametrow elektrycznych dla
poszczegoélnych prébek okreslano na podstawie osiggniecia
przez uktad pomiarowy stanu ustalonego.

Pomiary warto$ci wybranych parametrow elektrycznych
prébek trzonowo-kostnych biomateriatowego modelu kosci
dtugich osteoporotycznych wykonano metodg dwuelektro-
dowg z zastosowaniem precyzyjnego miernika RLC-821
(GYINSTEK, UK), ktéry umozliwit pomiar wartosci impe-
dancji elektrycznej w zakresie czestotliwosci: od 20 Hz do
10 kHz z btedem +0.03% oraz w zaleznosci od potozenia
(lokalizacji) badanej probki wzdtuz modelowego trzonu kost-
nego. Zmierzono warto$ci modutu impedancji elektrycznej
|Z| prébek trzonowo-kostnych oraz wyznaczono wartosci
modutu impedanc;ji elektrycznej kosci dtugiej na jednost-
ke dtugosci |Z,|, reaktancji na jednostke dtugosci X, oraz
rezystancji na jednostke ditugosci R,. Schemat stanowiska
pomiarowego zbudowanego do wyznaczania wartosci
parametrow elektrycznych prébek trzonowo-kostnych
biomateriatowgo modelu doswiadczalnego kosci dtugich
w stanie patologicznym przedstawiono na RYS. 4. Elektrody
pomiarowe o srednicy 30 mm i 40 mm wykonane ze stali
nierdzewnej (AISI 316L) zamocowano na izolowanym ele-
mencie mocujgco-obcigzajgcym (RYS. 4), umozliwiajgcym
dostosowanie odlegtosci miedzy elektrodami do rozmia-
réw badanych probek trzonowo-kostnych, i zastosowano
odpowiedni mechaniczny docisk (do ok. 20 N) elektrod do
powierzchni probek. W celu poprawy kontaktu pomiedzy
elektrodg a badang prébkg trzonowo-kostng zastosowano
paste przewodzgcg Ten20 Conductive (Weaver and Com-
pany, USA).

Wyniki i dyskusja

Przyktadowe wyniki przeprowadzonych pomiaréw war-
tosci modutu impedancji elektrycznej |Z| [Q] niektorych
pierscieniowych probek trzonowo-kostnych, pochodzacych
ze srodkowej czesci biomateriatowego modelu kosci dtugich
osteoporotycznych (ok. 10% odbiatczona kos¢) po odcieciu
obu czesci nasadowych, w funkcji czestotliwosci w zakresie
od 20 Hz do10 kHz, przedstawiono na RYS. 5. Numeracja
probek trzonowo-kostnych odpowiada ich lokalizacji okreslo-
nej kolejno wzgledem poczatku srodkowej czesci (1j. wzgle-
dem krancowego przekroju poprzecznego odcietej nasady
blizszej) badanego modelu doswiadczalnego kosci dtugie;j.

4 ¢
i ] i
v u v
L Mechanical pressure
0 (upto 20 N) .
Elektrody Mechaniczny docisk
Electrodes o (do 20 N)
%
Probka B
Sample - ;
—— Wejscie A
Input A
Input B
F - ﬂ Wejscie B
s | s |

Then, the long bone shaft specimens in the shape of
bone rings were immersed in multi-electrolyte Ringer’s
solution and stored until the next day at 4°C. Shortly before
the measurement of the electrical properties, the excess
physiological saline was removed from the surface of each
bone specimen. The duration of the measurement of elec-
trical parameters in individual samples was determined on
the basis of the time required for the measurement system
to reach a steady state.

The measurements of the chosen electrical parameters
of the bone shaft specimens from the biomaterial model
of osteoporotic long bone were performed by the double-
electrode method using a precision RLC-821 meter (GYIN-
STEK, UK) that allowed electrical impedance values to be
measured in the frequency range from 20 Hz to 10 kHz with
an error of 0.03%, and depending on the position (location)
of the sample along the model bone shaft. The values of the
electrical impedance modulus |Z| of long bone shaft rings
were measured, and the values of the electrical impedance
modulus of long bone per unit length |Z,|, the reactance per
unit length X; and the resistance per unit length R, were
determined. A scheme of the measurement system built
for the determination of the electrical parameters of bone
shaft specimens from an experimental biomaterial model
of long bones in a pathological state is presented in FIG. 4.
Measuring electrodes with a diameter of 30 mm and 40 mm
made of stainless steel (AISI 316L) were mounted on an
isolated fixing-loading element (FIG. 4), which allows for
the adjustment of the distance between the electrodes ac-
cording to the size of the tested long bone shaft samples.
Moreover, the appropriate mechanical load (up to 20 N) of
the electrodes on the surface of the samples was applied.
In order to improve the contact between electrodes and
the tested long bone shaft samples, the TEN20 Conductive
paste (Weaver and Company, USA) was used.

RYS. 4. Schemat stanowiska
pomiarowego do wyznaczania
wartosci parametréw elektrycz-
nych prébek trzonowo-kostnych
biomateriatowego modelu do-
swiadczalnego kosci ditugich
w stanie patologicznym.

FIG. 4. The scheme of the mea-
surement system for the determi-
nation of the electrical parameters
of bone shaft specimens of an
experimental biomaterial model
of long bones in a pathological
state.

Precyzyjny miemik
Precision RLC-821
meter

Results and discussion

The results of the measurements of the electrical imped-
ance modulus |Z| [Q] values of the ring-form bone shaft sam-
ples coming from the central part of the biomaterial model
of long osteoporotic bones (ca. 10% deproteinized) after
cutting off both bone epiphyses, in the frequency range from
20 Hz to 10 kHz, are presented in FIG. 5. The numbering
of the long bone samples corresponds to their location with
respect to the beginning of the middle part (i.e. with respect
to the limit cross-section of the cut off proximal epiphysis) of
the examined experimental model of long bone.
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RYS. 5. Wartosci modutu impedancji |Z| [Q] nie-
ktorych probek trzonowo-kostnych biomateriato-
wego modelu kosci diugich osteoporotycznych
(czesciowo odbiatczona kos¢, o ok. 10%) w funkcji
czestotliwosci w zakresie: A) od 20 Hz do 3 kHz
i B) od 20 Hz do 500 Hz (poczatkowy zakres cha-
rakterystyk w powiekszeniu).

FIG. 5. The values of electrical impedance |Z| [Q]
of some bone shaft samples from the biomaterial
model of osteoporotic long bone (partially depro-
teinized; about 10%) as a function of frequency,
ranging from: A) 20 Hz to 3 kHz and B) 20 Hz to 500 Hz
(initial range of the characteristics in the inset).

Na podstawie zmierzonych warto$ci modutu impedancji
elektrycznej [Z| prébek trzonowo-kostnych badanego mode-
lu doswiadczalnego mozna stwierdzié, ze wartosci modutu
impedanc;ji |Z| tych probek wyraznie maleja (tj. Srednio o ok.
140 Q) w zakresie czestotliwosciod 20 Hzdo 500 Hz (RYS. 5B).
W zakresie czestotliwosci od 500 Hz do 2 kHz zmiany
wartosci |Z,| sg niewielkie; powyzej czestotliwosci 2 kHz
wartosci modutu impedanciji elektrycznej |Z| praktycznie nie
zmieniajg sie. Oznacza to, ze warto$¢ reaktancji elektrycznej
X(w=2Trf) probek trzonowo-kostnych badanego modelu
doswiadczalnego jest w zakresie powyzej czestotliwosci
2 kHz praktycznie rowna zeru, a warto$¢ modutu impedancji
|Z| badanych prébek modelowej kosci diugiej w zakresie
czestotliwosci powyzej 2 kHz jest praktycznie rowna war-
tosci rezystancji R [Q] tych prébek (gdyz R nie jest funkcjg
czestotliwosci): R(w) = const = |Z| dla f =2 2 kHz.

Na wykresach (RYS. 6 Ai B) przedstawiono przyktadowe
wyniki pomiaréw wartosci modutu impedanc;ji elektrycznej
|Z| prébek trzonowo-kostnych badanego biomateriatowego
modelu kosci dtugich osteoporotycznych (modelowa ko$¢
odbiatczona o ok. 10%) po odcieciu obu czesci nasadowych,
w zaleznosci od lokalizacji badanej prébki oznaczonej nume-
racjg postepujgcg od krancowego przekroju poprzecznego
odcietej nasady blizszej kolejno wzdtuz dtugosci trzonu
kosci; wyniki dotyczg dwoch wybranych czestotliwosci:
100 Hz oraz 10 kHz.

RYS. 6. Wartosci modutu impedancji elektrycznej
|1Z] [Q] probek trzonowo-kostnych biomateriato-
wego modelu doswiadczalnego kosci diugich
osteoporotycznych (w ok. 10% odbiatczona
kos¢) po odcieciu obu czesci nasadowych,
w zaleznosci od lokalizacji badanej probki
wzdtuz dtugosci trzonu kosci, dla czestotliwosci:
A) 100 Hz oraz B) 10 kHz.

FIG. 6. The measured values of the electrical im-
pedance modulus |Z| [Q] of bone shaft samples of
the examined biomaterial model of osteoporotic
long bone (bone deproteinized by ca. 10%) after
cutting off both epiphyses, as a function of the
specimen location along the long bone shaft for
frequencies of A) 100 Hz and B) 10 kHz.

As it can be seen from the diagrams presented in FIG. 5,
the measured values of the electrical impedance |Z| [Q] of
long bone shaft samples from the investigated experimental
model of osteoporotic long bone decreased significantly
(averagely by 140 Q) in the frequency range from 20 Hz to
500 Hz (FIG. 4B). In the frequency range from 500 Hz to
2 kHz, the changes of the measured |Z| values were small;
above 2 kHz, the measured values of the electrical imped-
ance modulus |Z| practically did not change. This means
that the values of the electrical reactance X (w=2mf) of
bone shaft samples of the examined experimental model
are practically equal to zero in the range above 2 kHz, and
the value of the impedance modulus |Z| of these samples
in the frequency range above 2 kHz is practically equal to
their resistance R [Q] (since R is not a function of frequency):
R(w) = const = |Z| for f = 2kHz.

FIGs. 6 A and B present the results (for frequencies
100 Hz and 10 kHz) of measurements of the values of the
electrical impedance modulus |Z| of bone shaft samples of
the examined biomaterial model of osteoporotic long bones
(bone deproteinized by ca. 10%) as a function of the speci-
men position (location) along the long bone shaft, as counted
from the side of the cut off proximal epiphysis.
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Z przedstawionych na RYS. 6 wykreséw rozktadu wartosci

® o o o o o o modutu impedanciji elektrycznej |Z| wzdtuz dtugos$ci trzonu

badanej modelowej kosci dtugiej po odcieciu obu jej czesci
nasadowych, wynika wyraznie, ze wartosci modutu impe-
danciji |Z| probek kostnych odpowiadajgce czesci Srodkowej
trzonu badanej kosci réznig sie o ok. 40-50% od wartosci
odpowiadajgcym jej krancowym segmentom. Te krancowe
segmenty badanej srodkowej czesci modelowej kosci diugiej
odpowiadajg tzw. przynasadom koéci dtugiej, przy czym
przynasada blizsza znajduje sie pomiedzy nasadg blizszg
(tu odcietg) a trzonem kosci dtugiej, natomiast przynasada
dalsza — analogicznie: pomiedzy nasadg dalszg (tu odcietg)
atrzonem. Z obserwacji powyzszej wyptywa wniosek, ze je-
s$li chcemy otrzymac reprezentatywne wartosci modutu jed-
nostkowej impedanciji elektrycznej |Z,| [Q/cm] (ij. impedanc;i
odniesionej do jednostki dtugosci kosci) dla trzonu badanej
modelowej kosci dtugiej osteoporotycznej, to powinnismy
wzig¢ pod uwage wartosci modutu impedancji jednostko-
wej |Z,| [Q/cm] prébek trzonowo-kostnych, odpowiadajgce
czesci srodkowej badanej modelowej kosci dtugiej osteo-
porotycznej, przedstawione odpowiednio na RYS. 7 Ai B.

In FIG. 6, the distributions of the values of the electrical
impedance modulus |Z| along the length of the examined
biomaterial model of long bone are shown, and reveal that
the values of the electrical impedance modulus |Z| cor-
responding to the medial part of the examined long bone
shaft differ by about 40-50% from the values of the electrical
impedance modulus |Z| corresponding to the terminal seg-
ments. These terminal segments of the examined medial
part of long bone shaft were recognized (identified) as
the metaphyses of long bone; the proximal metaphysis is
located between the proximal epiphysis and the long bone
shaft, while the distal metaphysis is located between the
distal epiphysis and the long bone shaft. This allowed us to
conclude that, for the assessment of representative values
of the modulus of the unit electrical impedance |Z,| [Q/cm]
(i.e. referred to the unit of length of long bone) of the bone
shaft of the examined model of osteoporotic long bone, one
should take into account the results obtained for the bone
shaft specimens from the medial regions of the examined
shaft, as shown in FIGs. 7 A and B.
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RYS. 7. Wartosci modutu jednostkowej impedancji elektrycznej |Z,| [Q/cm] odpowiadajgce czesci srodkowej
badanej modelowej kosci dtugiej osteoporotycznej (w ok. 10% odbiatczona kos¢), w zaleznosci od lokalizacji
badanych proébek (o dt. 1cm) wzdtuz trzonu kosci dtugiej, przy czestotliwosci: A) 100 Hz oraz B) 10 kHz.

FIG. 7. The values of the modulus of the unit electrical impedance |Z,| [2/cm] corresponding with the medial
part of the examined model of osteoporotic long bone (deproteinized by about 10%), as a function of the bone
sample location along the long bone shaft; the results show frequencies of A) 100 Hz and B) 10 kHz.

Z przedstawionych na RYS. 7 wykresow rozktadu warto-
$ci modutu jednostkowej impedanciji elektrycznej |Z,| wzdtuz
dtugosci badanego modelu kosci dtugiej osteoporotycznej
oraz z wyznaczonych linii trendu wynika, ze:

1) $rednia warto$¢ modutu jednostkowej impedanc;ji
elektrycznej |Z,| [Q/cm] odpowiadajgca czesci srodkowej
badanej kosci dtugiej, wynosi ok. 670 Q/cm przy czesto-
tliwosci 100 Hz i jest wzglednie stata wzdtuz trzonu kosci;
zmiennosc¢ tej wartosci Sredniej wzdtuz trzonu badanej kosci
diugiej jest nieznaczna — ponizej 1%;

2) srednia warto$¢ modutu jednostkowej impedanc;ji
elektrycznej |Z,| [Q/cm] odpowiadajgca czesci srodkowej
badanej kosci diugiej wynosi ok. 630 Q/cm przy czestotli-
wosci 10 kHz, zmiennos¢ tej wartosci sredniej wzdtuz trzonu
badanej kosci dtugiej jest niewielka — ponizej 5%.

Lokalne obnizenie wartosci modutu jednostkowej impe-
dancji elektrycznej |Z,] w stosunku do linii trendu wyzna-
czajgcej wartos¢ srednig modutu tej impedanciji, widoczne
w $rodkowej czesci trzonu badanej modelowej kosci dtugiej
(udowej), wynika prawdopodobnie z istniejgcego w tym miej-
scu przyczepu miesnia przywodzgcego udo i catg konczyne
dolng (m. przywodziciel dtugi uda, m. adductor femoris lon-
gus) i aktywnosci tego miesnia. Pocigganie przez ten miesien
materiatu fazy statej kosci korowej w srodkowej czesci trzonu
kosci udowej moze prowadzi¢ do lokalnego poszerzenia prze-
strzeni porowej kosci, co skutkuje zmniejszeniem wartosci re-
zystancji i impedancji elektrycznej kosci w tym podobszarze.

FIG. 7 shows the distributions of the values of the modu-
lus of the unit electrical impedance |Z,| [QQ/cm] along the
length of the examined long bone biomaterial model. From
the plotted trend lines, it was found that:

1) The mean value of the modulus of the unit electrical
impedance |Z,| corresponding to the middle part of the
examined bone is approximately equal to 670 Q/cm at
a frequency of 100 Hz and is relatively constant along bone
shaft. The variability of this mean value along the examined
long bone shaft is negligible, i.e. less than 1%.

2) The mean value of the modulus of the unit electrical
impedance |Z,| corresponding to the middle part of the
examined bone is approximately equal to 630 Q/cm at a
frequency of 10 kHz; the variability of this mean value along
the examined long bone shaft is small, i.e. less than 5%.

The local decrease in the values of the unit electrical
impedance modulus |Z,]| relative to the trend line defining the
mean value of that impedance modulus, seen in the middle
part of shaft of the examined model long bone (femur), is
probably due to a muscle attachment existing in this location
and the activity of this muscle — it is the attachment of the
muscle adducting the thigh and the entire lower limb (mus-
culus adductor femoris longus). Stretching the solid phase
material of cortical bone by this muscle in the middle part
of femur shaft can lead to a local widening of the bone pore
space, which results in a decrease in the value of electrical
resistance and impedance of bone in this region.
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W celu weryfikacji postawionej wyzej roboczej hipotezy
badawczej planujemy przeprowadzenie petnego badania
doswiadczalnego wtasdciwosci strukturalno-elektrycznych
trzonéw kosci dtugich w stanie patologicznym (na wiekszej
liczbie modelowych trzonéw kosci diugich) obejmujace
réwniez bezposrednie badania struktury wewnetrznej pro-
bek trzonowo-kostnych, tj. okreslenie wzglednej objetosci
materiatu fazy statej tych prébek.

Znajomos¢ wartosci parametréw struktury wewnetrznej
badanych prébek trzonowo-kostnych umozliwi wtasciwe
zinterpretowanie otrzymanych wynikoéw pomiaréw wartosci
jednostkowej impedanciji elektrycznej trzondéw kosci dtu-
gich i pozwoli ilosciowo okresli¢ istniejgce uwarunkowanie
elektrycznych wiasciwosci trzonéw kosci dtugich poprzez
wartosci parametrow struktury kosci.

Whnioski

Na podstawie doswiadczalnej analizy porownawcze;j
kinetyki badanych proceséw preparatyki kosci zapropo-
nowano do wytworzenia biomaterialowych modeli do-
Swiadczalnych kosci dtugich w stanie patologicznym: 1)
odbiatczanie kosci z uzyciem 7% roztworu nadtlenku wodoru
(H,0,) — dla wytworzenia modelu doswiadczalnego kosci
w stanie obnizonego kosciotworzenia (ko$¢ osteoporotyczna),
2) odwapnianie kosci z uzyciem 0,5 M roztworu kwasu
solnego (HCI) — dla wytworzenia modelu doswiadczalnego
kosci w stanie obnizonej mineralizacji (stan osteomalacji).

W wyniku przeprowadzonej pilotazowej eksperymentalnej
oceny wiasciwosci strukturalno-elektrycznych trzonéw kosci
dtugich osteoporotycznych w zakresie niskich czestotliwosci
(20 Hz do 10 kHz) mozna stwierdzi¢, ze: 1) wartosci modutu
impedanc;ji elektrycznej jednostkowej |Z,| [Q/cm] trzonu
modelowej kosci dtugiej osteoporotycznej malejg bardzo
wyraznie w funkcji czestotliwosci w zakresie od 20 Hz do
ok. 500 Hz; od czestotliwosci 500 Hz do 2 kHz zmiany
wartosci [Z,| sg niewielkie, a powyzej czestotliwosci 2 kHz
wartos¢ modutu impedancji jednostkowej |Z,| praktycznie nie
zalezy od zmian czestotliwosci; 2) srednia wartos¢ modutu
impedanciji elektrycznej jednostkowej |Z,| trzonu modelowe;j
kosci dtugiej osteoporotycznej okazata sie wzglednie stata
wzdtuz dtugosci trzonu kosci i wynosita ok. 670 Q/cm dla
czestotliwosci 100 Hz oraz ok. 630 Q/cm dla czestotliwosci
10 kHz; lokalne odchylenie ponizej wartosci Sredniej modutu
tej impedancji moze by¢ spowodowane obecnoscig w tym
miejscu przyczepu miesnia szkieletowego oraz lokalnym roz-
cigganiem materiatu fazy statej kosci przez aktywny miesien,
co skutkuje lokalng zmiang wewnetrznej struktury kostne;j.

Otrzymane pilotazowe wyniki do$wiadczalnego badania
wiasciwosci strukturalno-elektrycznych trzondéw kosci dtugich
w stanie patologicznym wymagajg potwierdzenia w petnym
badaniu do$wiadczalnym na wigkszej ilosci modelowych ko-
$ci diugich osteoporotycznych (oraz nie w petni zmineralizo-
wanych), obejmujgcym réwniez ilosciowg ocene wewnetrznej
struktury badanych prébek trzonowo-kostnych (m.in. okre-
$lenie wzglednej objetosci materiatu fazy statej tych prébek,
ich porowatosci, itd.) w celu doswiadczalnego okreslenia
ilosciowej zaleznosci pomigedzy wtasciwosciami strukturalno-
-elektrycznymi trzonéw kosci diugich a ich gestoscia/poro-
watoscig — pod katem patentowanej nieinwazyjnej metody
wyznaczania gestosci i parametréow porosprezystych kosci
dhugich prawidtowych i osteoporotycznych [20,21].

Podziekowania

Praca finansowana w ramach badan statutowych Wy-
dziatu Matematyki, Fizyki i Techniki Uniwersytetu Kazimierza
Wielkiego w Bydgoszczy.

In order to verify the working research hypothesis stated
above, we are planning to carry out a full experimental study
of the structural-electrical properties of long bone shafts in
a pathological state (on a larger number of model long
bones), including also a direct examination of the internal
structure of bone shaft samples, i.e. a determination of the
relative volume of the solid phase material of these bone
samples.

With known values of the parameters of the internal
structure of bone shaft samples, it will be possible to ap-
propriately interpret the results of measurements of the unit
electrical impedance modulus values of long bone shafts.
This will allow us to quantitatively determine the existing
relationship between the electrical properties of long bone
shafts and the parameters of bone structure.

Final results

On the basis of an experimental comparative analysis
of the kinetics of bone preparation processes, we can pro-
pose biomaterial experimental models of the long bones in
a pathological stage: deproteinization using a 7% solution
of hydrogen peroxide (H,O,) to produce a model of bone
in a state of reduced osteogenesis and decalcification with
0.5 M hydrochloric acid (HCI) to produce a model of insuf-
ficiently mineralized bone.

Having concluded the pilot experimental evaluation of
the structural-electrical properties in a low frequency range
(20 Hz to 10 kHz) of the model long bone shafts in a patho-
logical (osteoporotic) state, it can be stated that:

1) The values of the modulus of the unit electrical imped-
ance |Z,| [Q/cm] of the bone shaft of the model osteoporotic
long bone decrease very clearly as a function of frequency
in the range from 20 Hz to ca. 2 kHz; from the frequency
500 Hz to 2 kHz, the changes in the |Z,| value are small,
and above 2 kHz the |Z,| value practically does not depend
on frequency changes.

2) The mean value of the modulus of the unit electrical im-
pedance |Z,| of the bone shaft of the model osteoporotic long
bone was found to be relatively constant along the length
of the bone shaft and was about 670 Q/cm at a frequency
of 100 Hz and about 630 Q/cm at a frequency of 10 kHz;
a local decrease below the mean value of the modulus of the
unit electrical impedance |Z,| of bone (femur) shaft may be
caused by the presence of the skeletal muscle attachment
at this site and the stretching of the solid phase material of
bone by this muscle, which results in a local change in the
bone’s internal structure.

The experimental results of the preliminary study on
the structural-electrical properties of long bone shafts in a
pathological (osteoporotic) state require confirmation in a full
experimental study performed on a larger number of model
osteoporotic long bones (and also on incompletely mineral-
ized bones), also including a quantitative assessment of the
internal structure of examined bone shaft samples (i.e. de-
termination of the relative volume of solid phase material in
bone shaft samples, their porosity, etc.) in order to determine
experimentally the quantitative relationship between the
structural-electrical properties of long bone shafts and their
density/porosity in the context of a patented non-invasive
method for the determination of the density and poroelastic
parameters of normal and osteoporotic long bones [20,21].
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