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Wprowadzenie

Wywodzace sie ze zrédet naturalnych materiaty implan-
tacyjne stosowane sg na szerokg skale w roznych specjal-
nosciach medycznych. Zalicza sie do nich bioaktywne pre-
paraty na bazie odbiatczonych kosci zwierzecych, w ktérych
catkowite usuniecie sktadnikow organicznych powoduje
zniesienie ich wiasciwosci immunogennych, co sprawia, ze
materiaty takie sg obojetne dla biorcéw i z powodzeniem
moga by¢ wykorzystywane do regeneracji ubytkéw kostnych
[1,2,3]. Swojg obecnoscig w organizmie niosa jednak ryzyko
przeniesienia niektérych choréb odzwierzecych, a ponadto
zbyt szybka ich resorpcja nie zawsze korzystnie wptywa
na odtworzenie prawidtowej struktury kostnej. Dlatego za-
stepowane sg coraz czesciej przez syntetyczne materiaty
bioaktywne oparte o ceramike hydroksyapatytowa, whit-
lockitowg czy bioszkto, ktdre to charakteryzujg sie duzym
podobienstwem chemicznym i mineralogicznym do zywych
tkanek ludzkich [4,5]. Niewatpliwie najkorzystniejsze bytoby
zastosowanie do celdow kosciozastepczych preparatu na
bazie odbiatczonej kosci ludzkiej, gdzie ryzyko odrzucenia
przez organizm i komplikacji pooperacyjnych bytoby zmi-
nimalizowane. Potaczenie dodatkowo takiegoz materiatu
z ceramikg bioaktywng mogtoby pozwoli¢ na stworzenie
nowego biomateriatu stymulujgcego proces osteogenezy.

Materiat i metody

Badaniom poddano mieszanine sktadajacq sie z odbiat-
czonej kosci ludzkiej, bioszkia i fosforanu tréjwapniowego
(TCP) w proporcji 70:15:15%wag.. Uzyte w mieszaninie
sktadniki byty w formie granulatu o $rednicy od 0,3 do
0,5mm. Preparat odbiatczonej kosci ludzkiej zostat zakupio-
ny w Regionalnym Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa
- Bank Tkanek w Katowicach. Bioszkfo zostato wytworzone
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Introduction

Grafting materials which originate from natural sources
are now being used on a large scale in various fields of
medicine. Among them are bioactive preparations based
on deproteinized animals bone, in which total removal of
organic components excludes theirimmunogenous proper-
ties, which makes such materials totally indifferent for the
recipients and they can be use to bone defects regenerations
[1,2,3]. Considering their absence in the human organism
presents a hazard of certain epizootic diseases transmis-
sion. Besides their too fast resorption does not influence
favorably on correct new bone tissue regeneration. That is
why they are often replaced with bioactive synthetic materi-
als on the basis of hydroxyapatite and whitelock ceramics or
bio-glass, which characterized much chemical and minera-
logical similarity to human tissues [4,5]. Undoubtedly using
a deproteinized human bone as a bone-replacing material
could be the most favorable, when the risk of little accept-
ance by human organism and post-operative complications
was minimized. Additionally connection of this material with
bioactive ceramic could allow to create a new biomaterials
which could stimulate osteogenesis process.

Material and methods

In the examination it was used a mixture which consist
of deproteinized human bone, bio-glass and tricalcium
phosphate (TCP) in proportions 70:15:15% weight ratio. The
components used in the mixture were in the form of granu-
late with the diameter from 0,3 to 0,5 mm. The preparation
of deproteinized human bone was bought in the Regional
Blood Donation and Blood Treatment Center — Tissue Bank
in Katowice. Bio-glass was made with the use of the zol-gel
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metodg zol-zel z uktadu CaO-SiO,—P,0, w laboratorium
Katedry Szkfa i Powlok Amorficznych AGH w Krakowie,
a TCP pozyskano z Katedry Technologii Ceramiki AGH
w Krakowie.

Doswiadczenie wykonano na 12 swinkach morskich,
w réwnej liczbie obojga ptci o wadze od 500 do 600g.
Wszystkie zabiegi przeprowadzono w Centralnej Zwierze-
tarni Do$wiadczalnej SAM w Katowicach za zgodg Komisji
Bioetycznej ds. Badanh na Zwierzetach.

W trzonie zuchwy po obu stronach gtowy zwierzat wy-
wiercono ubytki kostne o $rednicy 6mm i gtebokosci 3mm.
W tak przygotowane miejsca po stronie prawej wprowadzo-
no badang mieszanine - grupa doswiadczalna (grupa D).
Natomiast ubytki kostne po stronie lewej pozostawiono do
gojenia na bazie skrzepu krwi — grupa kontrolna (grupa K).

Pod wzgledem klinicznym obserwowano przebieg gojenia
ran zwierzat doswiadczalnych. Wykonano takze podstawo-
we badania krwi. Po ich zabiciu przeprowadzono badania
makroskopowe i radiologiczne w 7, 14 i 21 dobie oraz w 4,
8 i 12 tygodniu doswiadczenia. Dodatkowo, na podstawie
tomografii komputerowej i densytometrii rentgenowskiej,
we wszystkich okresach badawczych, oznaczano gestosc
kosci w miejscu wprowadzonego wszczepu oraz w jego
otoczeniu (5 i 10mm od ogniska). W dalszym etapie eks-
perymentu zaplanowano badania histopatologicznie oraz
histoenzymatyczne.

Wyniki badan

Obserwacje kliniczne przebiegu gojenia ran kostnych
wykazaty brak bolu pooperacyjnego zwierzat doswiad-
czalnych. Przejawiato sie to ich spokojnym zachowaniem.
Picie wody i przyjmowanie karmy rozpoczety w okresie od
2 — 6 godzin od zabiegu, a wraz z uptywem czasu stawaty
sie bardziej ruchliwe. Rany nie wykazywaty w obu grupach
oznak rozchodzenia sie. Miedzy 10 a 14 dobg eksperymentu
usunieto szwy.

Pod katem makroskopowym gojenie ran kostnych prze-
biegato w sposéb prawidtowy. Stwierdzono brak odczynéw
zapalnych czy objawoéw chetbotania. W grupie D wygojenie
ran kostnych nastgpito po 4 tygodniu badan, a w grupie K
nowo powstata tkanka kostna nie roznita sie od otoczenia
dopiero po 12 tygodniu eksperymentu.

Wskazniki oznaczone na podstawie pobranej od zwierzat
krwi miescity sie swymi wartosciami w granicach norm juz
od 14 doby eksperymentu. Wyjatek stanowity granulocyty,
ktore osiggnety prawidtowg liczbe we krwi dopiero po 8
tygodniu badan.

Z przeprowadzonych badan radiologicznych wynika, iz
pierwsze wyrazne oznaki kosciotworzenia byty widoczne
w grupie D juz po 14 dobach. Pojawity sie bowiem liczne
zacienienia w obrebie ubytku, ktérych obszar powiekszat
sie wraz z uptywem czasu. Po 8 tygodniach w miejscu rany
kostnej widoczne juz byto jednolite zacienienie, jedynie
obecnosc¢ punktowych przejasnien mogta swiadczyc¢ o nie-
zakonczonym jeszcze procesie odbudowy tkanki kostne;.
Dopiero po 12 tygodniach powierzchnia ubytku nie réznita
sie od otoczenia. W grupie K rozpoczecie tworzenia nowej
tkanki kostnej byto nieznacznie zauwazalne dopiero po 21
dobach badan, a jeszcze po 12 tygodniach w dalszym ciggu
ujawniaty sie miejsca nieuwapnione.

Wykonane przy uzyciu tomografii komputerowej pomiary
gestosci kosci (jednostki Hounsfielda) wykazaty juz w pierw-
szym okresie badan znacznie wieksza jej wartos¢ w grupie
D. Swiadczy to o0 szybszym procesie rozpoczecia tworzenia
sie nowej tkanki kostnej w miejscu ran kostnych w obecnosci
badanej mieszaniny. W okresach pomiedzy 14 dobg a 4
tygodniem badan réznice te nieco sie zatarty. Dopiero po 8

technology from the CaO-SiO,-P,O; in the laboratory of the
Glass and Amorphous Coatings Department of the AGH
Science and Technology University in Cracow and the TCP
was obtained from Department of Ceramic Technology the
AGH Science and Technology University in Cracow.

The examination was carried out on a group of 12 guinea
pigs, equal number of both genders, weighing from 500 to
600 grams. All the operations were performed at the Cen-
tral Experimental Animal Farm of the Silesian University in
Katowice and with the permission of the Bio-Ethical Board
for Experimental Animals.

On the both sides of each animal’s head, in the corpus
of the mandible, a defect was made (6mm in diameter and
3mm in depth). In such prepared places on the right side
the tested mixture was put in - experimental group (group
D). However the bone defects on the left side was filled with
blood clot — control group (group K).

All the animals underwent clinical observations of the
wound healing, as well as basic blood analyses. After the
sacrificing of the animals, macroscopic and radiological
examinations were performed, which was done on the 7th,
14th and 21st day, and in the 4th, 8th and 12th week of the
experiment. Additionally, in every period of the study, bone
density was determined in the bone graft site and its sur-
roundings (5 and 10 millimeters), with the use of computer
tomography and X-ray densitometer. In the next stage of the
experiment, histopathological examinations of the osseous
issue have been planned.

Results

No post-operative pain was observed during the clinical
observations of the wound healing process, which was
proved by the animals’ calm behaviour. They started to drink
water and eat fodder after 2 — 6 hours after the operation
and after a short period they became more active. In neither
groups did the wounds slacken. The stitches were removed
on the 10th—14th day of the experiment.

The macroscopic examination showed that the osseous
wounds healing process was proceeding in a normal way
in both groups. No inflammatory reactions and fluctuation
symptoms were observed. In group D after the 4th and in
group K after the 12th week of examination the osseous
wounds were healed.

The indices determined during the laboratory analysis
of the animals’ blood remained within the standards limits
starting from the 14th day of the experiment. An exception
was the number of granulocytes in the blood, which reached
its proper value after the 8th week of the experiment.

The radiological examination caused that first signs of
a new osseous tissue formation in group D were visible
already after 14th day of experiment. Because numerous
shades within bone defect appeared and its area enlarged
as the years went out. After 8 week a uniform shade was
visible in place of bone wound, only absence of punctual
clearing-ups could show about no finished osseous tissue
regeneration. Not until after 12th week of examination the
area of bone defect did not differ from surrounding tissues.
In group K the beginning of a new osseous tissue formation
was visible not before after 21st day of examination and
places without full mineralization were still visible after 12th
week of experiment.

Bone density measurements which were carried out with
the use of computer tomography (measured in Haunsfield
degrees) showed already in first period of examinations
more its value in group D. It is evidence of faster process
of regeneration of bone tissue in the place of bone wounds
in absence of the tested material. In the periods between
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tygodniu ponownie stwierdzono, iz powstajgca w grupie D
nowa tkanka miata duzo bardziej zbita strukture niz w gru-
pie K i byta bardziej zblizona wartoscig gestosci do tkanek
otaczajacych. Podobne wyniki uzyskano podczas pomiaréw
gestosci kosci przy uzyciu densytometru rentgenowskiego
(g/cm?). Ujawnity one dla grupy D wyzsze wartos$ci gestosci
kosci i wiekszg dynamike kosciotworzenia.

Whioski

Ze wstepnych badan doswiadczalnych wynika, iz mie-
szanina ztozona z odbiatczonej kosci ludzkiej, bioszkta i
TCP nie wywotuje zadnych negatywnych reakcji u badanych
zwierzat. Czas i efekt procesu gojenia tkanki kostnej w miej-
scach ubytkdow sg w petni zadawalajace. Potwierdzeniem
tego wniosku sg gtéwnie badania radiologiczne i badania
gestosci kosci, ktore wykazaty, iz odbudowa tkankg kostng,
miejsc wypetnionych badang mieszaning nastepowata
znacznie szybciej niz tych na bazie skrzepu krwi.
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14th day and 4th week of examinations these differences
slightly decreased. Just after 8th a new bone tissue in group
D had denser structure than in group K and its density was
more similar to density of surrounding tissues. During bone
density examinations with the use of X-ray densitometer
similar measurements were carried out. They showed for
group D higher values of bone density and higher dynamics
of a new bone regeneration.

Conclusion

The preliminary examinations show that the mixture
which consist of deproteinized human bone, bio-glass and
TCP do not cause any negative (harmful) effects with the
animals under examination. The time and effect of healing
of bone tissue in the places of bone defects are fully satisfy-
ing. Confirmation of this conclusion are mainly radiological
and bone density examinations, which showed that bone
tissue regeneration of places filled with the tested material
was progressed significantly faster than these based on
the blood clot.
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Streszczenie

Celem pracy byty wstepne badania nad wytwo-
rzeniem i scharakteryzowaniem biopolimerowego
materiatu, ktéry stanowitby jedng z faz modyfikujg-
cych resorbowalng osnowe. Tak wytworzony materiat
wykorzystany zostat do otrzymania kompozytowych
materiatow gradientowych réznigcych sie trwatoscig
w Srodowisku in vitro. Wyjsciowym materiatem byt
alginian sodu (NaAlg), ktéry poddawano kgpielom
formujgcym w roztworach soli: CaCl, lub ZnCl,.
W ten sposoéb otrzymano dwa rodzaje modyfikatora
réznigcego sie Srednicq (300-400um). Dla otrzyma-
nego materiatu okres$lono: skurcz (ds), czas resorpcji
(woda/37°C, ptyn Ringera/37°C) oraz morfologie po-
wierzchni (mikroskop stereoskopowy).W nastepnym
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Abstract

The aim of this study was estimation of production
a new biopolymeric material, which could be use as
a modification phase for resorbable matrix. Such
material was used to fabricate graded composites
with various durability in in vitro conditions. An initial
material was sodium alginate (NaAlg), which was
put into shaping bath in saline solutions such as:
CaCl, or ZnCl,. It allowed to produce two types of
modifiers in form of spheres with different diameters
(300-400um). For this material (air-dried) shrinkage
(ds), resorption time in different media (water/37°C,
Ringer solution/37°C) and the surface morphology
were examined (stereoscopic microscope). In the next
stage, biopolymeric material (alginate spheres with
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