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Przedstawiona praca dotyczy oceny biokompatybilnosci
w warunkach in vivo materialow zelowych o réznych skia-
dach chemicznych oznaczonych symbolami S2 (80%mol.
Si0,, 16%mal. Ca0, 4%mol. P,O;) i A2 (40%mol. SiO,,
54%mol. CaO, 6%mol. P,O.). Materialy te ofrzymano me-
toda zol-zel stosujgc jako substancje wyjsciowe nastepuja-
ce zwigzki: tetraetoksykrzemian (TEQS), fosforan (V) trie-
tylu (OP(OC,H.);), uwodniony azotan wapnia Ca(NO;), * 4
H,0O. Po wygrzewaniu zeli w odpowiednich temperaturach
(800°C dla A2, 700°C dla S2) materiat S2 byt amorficzny,
natomiast A2 stanowit szklo-krystaliczne tworzywo z hydrok-
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The purpose of these studies was to confirm in vivo
biocompatibility of two gel-derived materials with different
chemical composition designated as S2 (80%mol. SiO,,
16%mol. Ca0, 4%mol. P,O;) and A2 (40%mol. SiO,,
54%mol. Ca0, 6%mol. P,O;). These materials are obtained
by the sol-gel method, using TEOS, triethylophosphate
(OP(OC,H:)s), calcium nitrate Ca(NO,), * 4 H,0 as the start-
ing compunds. The maximum temperature of thermal treat-
ment is 700-800°C (it is about 500°C lower than in case of
conventional methods like melting and controlled crystalli-
sation). After heating to the relative temperatures (800°C

syapatytem jako giéwna faza krystalicz-
ng. Otrzymane materiaty miaty postac
granulek o srednicach 0,1-0,8 mm. Z
wczesniejszych badan in vitro wynika,
ze materiat A2 w postaci pastylek i spie-
kow charakteryzuje sie wysokg bioak-
tywnoscig i biozgodnoscig. W przypad-
ku materiatu S2 powyzsze cechy wyka-
zuja jedynie pastylki natomiast geste
spieki S2 stanowig tworzywo biozgod-
ne [1,2]. Widoczny jest zatem znaczny
wplyw formy materiatu, temperatury ob-
robki termicznej i porowatosci na wia-

for A2, 700°C for S2) the A2 material
contains glassy phase and hydroxyapa-
tite and wollastonite as crystalline
phases, S2 material was amorphous.
Biomaterials were obtained in the form
of granules of 0,1 - 0,8 mm dimension.
Our previous studies have shown that
A2 material in the form of pellet or dense
sinter was bioactive and biocompatible,
but dense sinter of S2 material was only
biocompatible (in vitro conditions), how-
| ever the S2 pellet has shown both
bioactivity and biocompatibility [1,2].

Sciwosci chemiczne tworzyw zelowych.
W zwigzku z powyzszym, w celu oceny
bioaktywnosci otrzymanych granulek
przeprowadzono testy w symulowanym
ptynie fizjologicznym (SBF) o skfadzie
jonowym zblizonym do skiadu ludzkie-
go osocza. Wiasciwosci bioaktywne
materiatow ceramicznych okresla sie

RYS.1. Morfologia powierzchni
granulek S2 przed kontaktem z
ptynem fizjologicznym.

FIG.1 SEM image of the surface of
S2 granules before contact with
SBF.

These facts indicate that the form of
materials, in case of gel-derived materi-
als determines their chemical properties.
Hence, the obtained materials were
characterised with respect to behaviour
in simulated body fluid (SBF) of chemi-
cal copmposition close to human

jako zdolnos¢ formowania na ich po-
wierzchni warstwy kosciopodobnego
HAp podczas kontaktu z pltynami
ustrojowymi. Zmiany zachodzace na
powierzchni granulek badano stosu-
jac obserwacje w skanningowym
mikroskopie elektronowym (SEM)
oraz analize przy uzyciu mikroson-
dy rentgenowskiej (EDAX). Rejestro-
wano rowniez zmiany pH i koncen-
tracji wapnia w SBF podczas kontak-

cps

plasma, to estimate their bioactivity

in vitro conditions, which can be seen
as ability to form on its surface a layer
of hydroxyapatite as a result of its
contact with SBF. Scanning electron
microscopy (SEM) and energy dis-
persive X-ray analysis (EDAX) meth-
ods were used for the identification
of layers forming, also pH of SBF and
Ca concentration in SBF after con-
tact with the tested materials were

7 Si
B —
2000
1o
20—
C=
E P
1 il ? pym—y
] 2 4 B 3

Energy kel

measured.

tu z badanymi materiatami.

Z przeprowadzonych badan wy-
nika, ze immersja w SBF tylko w
przypadku granul wykonanych z
materiatu S2 prowadzi do powierzch-
niowe] krystalizacji fosforanow wap-
nia (wzrost koncentracji Ca i P na po-

RYS.2. Analiza EDAX powierzchni
granulek S2 przed kontaktem z plynem

fizjologicznym

FIG.2 EDAX analysis of the surface of S2

granules before contact with SBF.

From our results it follows that
only S2 granules become covered
with layer enriched with calcium and
phosphorus, which may be evidence
of surface crysatllisation of calcium
phosphate. However the A2 in the
form of granules behaves like
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wierzchni w porownaniu z materiatem
wyjsciowym). Granule A2 charakteryzu-
je znacznie wigksza rozpuszczalnosé
niz 82 przy jednoczesnym braku formo-
wania na powierzchni warstwy HAp.
Mozna sadzic, ze material A2 w posta-
ci granulek zachowuje sie jak materiat
resorbowalny podczas gdy granulki S2
wykazujg wysoka bicaktywnoscé

Do badan w warunkach in vivo wyty-
powano materiat S2 mogacy stanowic
wypelnienie ubytku kostnego a zarazem
przyspieszajgcy regeneracje tkanki
kostnej.

Granulki tworzywa S2 wszczepiano
do ubytkow w kosciach krolikow. Jako
materiat kontrolny zastosowano prepa-
rat kostny G sporzadzony z naturalnej
tkanki kostnej. Po uptywie okreslo-

RYS.3. Morfologia powierzchni
granulek S2 po 14 dniach kontaktu
z plynem fizjologicznym.

FIG.3. SEM image of the surface of
S2 granules after contact with SBF.

resorbable materials. These granules
have shown much higher solubility in
SBF than S2, but there was not ob-
served surface crystallisation of calcium
phosphates.

From these facts it follows that the
material A2 in the form of granules be-
haves like resorbable material in vitro
conditions, while the granules of S2
show high bioactivity.

For the in vivo examinations there
has been selected material S2, which
may function as filling of bone losses at
the same time strongly stimulating the
regeneration of osseous tissue [3].

In order to etimate biocompatibility of
the obtained gel-derived materials, the
S2 granules were implanted to the rab-
bits bone defects, heterograft G was

nych czasow implantacji dokonywa-
no eutanazji krolikow pobierano ko-
sci z wypetnionym ubytkiem i doko-
nywano oceny stopnia odbudowy
ubytku stosujgc badania radiologicz-
ne, SEM, EDAX, FTIR, XRD. Prze-
prowadzono rowniez histopatologicz-
na ocene wypetnien materiatem S2 i
przeszczepem kostnym G.

Z oceny radiologicznej wynikato,
ze juz po 3 tygodniach od daty im- a
plantacji w wiekszosci przypadkow
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used as a control. After various peri-
ods of time implantation the rabbits
were killed and the bones were ex-
amined using SEM, EDAX, Fourier
transform infrared spectroscopy
(FTIR), X-ray diffraction (XRD) meth-
ods. There have been also carried
out histopathological tests of the re-
construction of the bone defects filled
with S2 material and heterograft G.
From the preliminary, radiological
evaluation of the fillings it follows that
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nastepuje odbudowa tkanki kostnej.
Pelna przebudowa ubytkéw zacho-
dzita u wiekszosci osobnikow po 6-
ciu tygodniach. Ocena radiologiczna
byla oceng orientacyjng, nie pozwo-
lita ona na wykazanie ewentualnych
roznic w przebiegu i stopniu odbudo-
wy pomiedzy ubytkami wypetniony-
mi odpowiednio - biomateriatem S2 i
przeszczepem kostnym G.

Obserwacje SEM oraz wyniki analiz EDAX w obszarze
wypelnienia ubytku potwierdzity ocene radiologiczng. Wi-
doczna jest przebudowa ubytku z wyrazng mineralizacjg
(krystalizacja fosforanow wapnia), zapoczatkowana na ziar-
nach materiatu S2 i obejmujaca praktycznie caly ubytek

Rekonstrukcje tkanki kostnej potwierdzajq badania dy-
frakcyjne przeprowadzone dla wypetnien ubytkow kostnych
materialem S2 i przeszczepem kostnym G.

Na dyfraktogramach wszystkich preparatow widoczne sg
charakterystyczne dla apatytu piki (d=0,278 26=32° i
d=0,342 20=26°). Obecnosc tylko tych dwoch pikéw i duza
szerokos¢ poldwkowa moze swiadczy¢ o niskiej stopniu
skrystalizowania preparatu jak rowniez moze byc zwigza-
na z obecnoscia w preparacie duzych ilosci substancji or-
ganicznych.

Na widmach FTIR wypeinien ubytku po 3, 6 i 12 tygo-
dniach od momentu operacji niezaleznie od rodzaju wsz-
czepionego materiatu widoczne sg pasma charakterystycz-
ne dla drgan wigzan w grupach [PO,] apatytu:
560-610 cm' (O-P-O drgania zginajgce), 1030 cm'',
1090 cm', 960 cm"' (P-O drgania rozciagajace) [4]. Poja-
wiajg sie rowniez pasma zwigzane z grupami
C0,(870,1450 cm™). Obecnos¢ grup weglanowych jest cha-
rakterystyczna dla apatytu w zywej tkance kostnej. Pasma
przy ok. 1650 cm™ oraz bardzo szerokie pasmo przy 3200-
3400 cm' swiadczy o obecnosci w strukturze materiatu grup
OH oraz czasteczek wody. Pozostale pasma w zakresach
1520-1550 cm, 2850-2950 cm' pochodza najprawdopo-
dobniej od substancji organicznych budujacych kosci. Je-

SBF.
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RYS.4.Analiza EDAX powierzchni
granulek S2 po 14 dniach kontaktu z
ptynem fizjologicznym.

FIG.4. EDAX analysis of the surface of
S2 granules after 14 day's contact with

already after 3 weeks of implantation
in most cases there take place the
reconstruction of the osseous tissue.
Complete reconstruction of the
losses occurred in most rabbits after
6 weeks. SEM microscopic observa-
tions EDAX analysis in the area of
the filled deffects have confirmed tha
radiological analysis - clearly visible
mineralisation initiated on S2 grains enveloped practically
the entire defect. The reconstruction of the osseous tissue
has been confirmed by the performed XRD investigations
of the bone defects both with S2 material and heterograft.
Peaks with great width characteristics for apatite (d: 0,278;
0,344 nm), on the diffraction pattern, may be the indication
of low crystallinity and of the presence in the preparation of
organic substances in tha reconstructed tissue.

On the FTIR spectra of the fillings of the defects after 3
weeks since the operation, independly of the implanted
material, there are visible bands characteristic for the vibra-
tions of bondsin the groups [PO,] of apatite: 560-610 cm™'
(O-P-0 bendig), 1030 cm™, 1090 cm!, 960cm’ (P-O stretch-
ing) [4]. There appear also bands connected with CO, groups
(870 cm, 1450 cm™). The presence of carbonate groups
is characteristic for apatite in a living bone. Bands at about
1650 cm' and very broad bands at 3200-3400 cm' indicate
the presence of OH groups and water particles in the struc-
ture of the material. The other bands within the range 1520-
1550 cm' , 2850-2950 cm' derive from organic substances
forming the bones. On the spectrum showing the filling of
the defect with S2 material after 3 weeks there are visible
residual bands at 480, 800 which may derive from vibra-
tions of O-Si-O bonds in yet not completely reconstructed
granules. For comparison there has been presented also
the spectrum of the starting granules, on which there are
visible bands ascribed to the presence in the material of
OH groups and water particles and bands characteristic for
Si-O-8Si vibrations (1086 cm', 800 cm™, 465 cm™). Low
intensity of these bands and their absence after 12 weeks
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dynie na widmie wypetnienia ubytku materiatu S2 po 3 ty-
godniach widoczne sg pasma ok. 480 cm™, ok. 800 cm™
mogace pochodzi¢ od drgan wigzan O-Si-O w niecatkowi-
cie przebudowanych jeszcze granulach.

Dla porownania przedstawiono rowniez widmo FTIR wyj-
sciowych granulek S2, na ktérym widoczne sg pasma cha-
rakterystyczne dla drgan wigzan Si-O-Si (1086 cm™, 800
cm’,465 cm™) pasma zwiagzane z drganiami zginajgcymi
wigzania O-P-0, -563 cm' oraz przypisane obecnosci w ma-

of implantation allows to assume that the reconstruction
process is very intensive. Spectroscopic analysis of fillings
of the defects confirms the earlier results. The intensive
precess of regeneration of the bone leads to complete re-
building of the filling.

The most information related to the reconsruction of os-
seous defects have been provided by histopathological ex-
aminations. Histopathological evaluation comprised osseous
preparations from variuos rabbits groups (after various time

teriale grup OH i czasteczek H,0.
Niewielka intensywnosc w/w pasm
oraz ich brak po 12 tygodniach po-
zwala sadzi¢, ze proces przebu-
dowy zachodzi bardzo intensyw-
nie.

Najwiecej informacji odnosnie
przebudowy ubytkow kostnych do-
starczyly badania histopatologicz-
ne (wyniki tych badan stanowig za-
tacznik do Raportu). Ocena histo-
patologiczna dotyczyta preparatow
kostnych z réznych grup czaso-
wych krélikow z ubytkami wypet-
nionymi zaréwno materialem S2
jakii przeszczepem kostnym G. Z
badan tych wynikaty dwa najwaz-
niejsze wnioski:

- w powstajacej, po wszczepieniu
materialow, tkance wiokniste] za-
chodzi intensywnie metaplazja
kostna i kostnienie na podiozu
tacznotkankowym;

- procesy wytwarzania kostniny i
formowania sie kosci w przypad-
ku wypetnienia ubytku materiatem
S2 znacznie wyprzedzajg w cza-
sie podobne zjawiska obserwowa-
ne przy zastosowaniu, jako wypet-
nienia, jedynie przeszczepu kost-
nego G bez dodatku biomateriatu.
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RYS.5. Widma FTIR: a) podstawowych
granulek S2; b) ubytku kostnego wypeinionego
przeszczepem kostnym G; c) ubytku kostnego
wypelnionego materialem S2 po 3 tygodniach
od momentu wszczepienia.

FIG.5. FTIR spectra of: a) basic S2 granules
b) bone defect filled by heterograft G

c) bone defect filled by S2 after 3 weeks
imlantation.
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of implantation) with defects filled
both with S2 material and with
hetorograft

From these investigations two
most important conclusions can
be drawn:
- in the fibrous tissue forming af-
ter implantation of the materials
there takes place intensive ossi-
fication on connective tissue ba-
sis;
- the process of the production of
osseous tissue and formation of
bones in the case when the de-
fectis filled with S2 granules con-
siderably precede similar phe-
nomena when only a heterograft
G without an addition of bioma-
terial has been applied as filling.
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