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Streszczenie

Autorzy wykonali badania doswiadczalne celem sprawdzenia
czy polgczenie z bydroksyapatytem zapewni widkninie weglo-
wej lepsze whasnosci biologiczne. Do doswiadczenia uzyli 36
krolikdw, ktdre podzielili na trzy rowne grupy. Kazdemu
zwierzgciu wykonywali w trzonie Zuchwy ubytek kostmy
wielkosci 6 x 4 x 2 mm. W grupie pierwszej ubytki goity sig
w obecnosci skrzepu krwi. W grupie drugiej

wypetniali je widkning weglowq, natomiast w grupie trzeciej
wltkning weglowg nasycong hydroksyapatytem. Uzyskane
wyniki porwierdzity wysokie walory biologiczne widkniny
weglowej i hydroksyapatytu. Wykonane doswiadczenie nie po-
twierdzito jednak wyraznego polepszenia wiasnosci
biologiczmych whdkniny na skutek potgczenia

2 hydroksyapatytem.
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EVALUATION OF HEALING
PROCESS IN RABBIT
MANDIBULAR BONE
DEFECTS FILLED

WITH CARBON FELT
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Summary

The authors performed experiments in order to find out

if carbon felt can have better biological properties

when combined with hydroxyapatite. Thirty-six rabbits
were divided into 3 equal groups. A bone defect (size

6 x 4 x 2mm) was made in each mandible body.

In group I the bealing process was supported by blood clot.
In group 11 the defects were filled with carbon felt,

while in group 111 the carbon felt was saturated

with bydroxyapatite. The results confirmed

high biological quality of carbon felt and hydroxyapatite. Ho-
wever; 1o confirmation was obtained as to improving

the biological properties of the felt upon combining

with hydroxyapatite.

Key words: carbon fibrin, hydroxyapatite, bone defects,
bealing

Autogenic bone grafts are widely used in recontructive
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surgery. Biocompatible inorganic materials are sought in an
attempt to avoid additional operations. Numerous investiga-
tions have shown that some fibrous carbon materials may be
adequate [2, 3, 16, 17]. One of them is carbon fibrin. This Po-
lish material was invented and manufactured at the Depart-
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NajczgSciej stosowanymi materiatami w rekonstrukcyjnej
chirurgii kostnej sa autogenne przeszczepy kostne. Koniecz-
no$¢ wykonania dodatkowego zabiegu operacyjnego powo-
duje poszukiwania zastepcezych biozgodnych materialéw nie-
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organicznych. Badania przeprowadzone na przestrzeni szere-
gu lat wykazaly, Ze wymogi takie moga spenia¢ niektore
wickniste materiaty weglowe [2,3,16,17]. Jednym z nich jest
widknina weglowa. Ten krajowy materiat zostal opracowany
i wytworzony w KCS WIMiC AGH w Krakowie [18].

Od wielu lat znany jest réwniez inny biomaterial — hydro-
ksyapatyt. Stosowany jest w wielu specjalno$ciach medycz-
nych, gléwnie w stomatologii. Hydroksyapatyt opracowany
w KCOSzi'T WIMiC AGH w Krakowie znalazt jak dotad za-
stosowanie w stomatologii zachowawczej [14,25], ale istniejq
doniesienia o prébach zastosowania go réwniez w innych spe-
cjalnosciach zabiegowych [5,6,7,10,12,20,21].

Na uwage zashiguje fakt, ze obydwa materialy zaréwno
wegiel jak i hydroksyapatyt sa sktadnikami organizméw zy-
wych. Kazdy z nich charakteryzuje si¢ réwniez wysoka bio-
zgodnoscia. Hydroksyapatyt cechuje jednak duza bioaktyw-
nos¢ pozwalajgca na Scisle polaczenie z tkankg kostng [9,11].

Dla zwigkszenia wlasnosci biologicznych wi6kniny weglo-
wej nasycono ja elektroforetycznie hydroksyapatytem. Ce-
lem naszej pracy jest sprawdzenie czy polaczenie z hydroksy-
apatytem zapewnia wiokninie weglowej lepsze whasnosci bio-
logiczne.

Materiat i metody

Do do$wiadczenia uzyto 36 dorostych krélikow* rasy mie-
szanej, w rownych ilosciach obu plci. Zwierzeta podzielono
na trzy réwne grupy liczace po 12 krélikéw. Przebywaly one
w oddzielnych klatkach w stale wietrzonym pomieszczeniu
w ktérym temperatura wynosita 298° K (16°C) do 291°
K (18°C). Przez caly okres doswiadczenia zwierzgta otrzymy-
waly pelnowarto$ciowa, suchg, witaminizowang i mineralizo-
wang paszg. W okresie przed i pooperacyjnym zwierzgtom
nie podawano zadnych lekéw.

Zabiegi operacyjne po weczesniejszej premedykacii diaze-
pamem wykonywano w znieczuleniu dozylnym ketaming
oraz miejscowym 2% lignocaing z noradrenaling. Odslonigto
boczng powierzchnie zuchwy, z cigcia powlok u jej podstawy.
U wszystkich zwierzat wykonywano ubytek w kosci wielko-
$ci 6x4x2 mm. W grupie I rany kostne wypelnialy si¢ skrze-
pem krwi. Dla pozostatych zwierzat przygotowano dwa ro-
dzaje materialu weglowego — wiékning weglowg oraz wiékni-
n¢ weglowa nasycong elektroforetycznie hydroksyapatytem.
Obydwa materialy przed ich uzyciem poddano sterylizacji
w autoklawie. Wi6kning weglowa wypelniano ubytki kostne
zwierzgtom grupy II. Natomiast w grupie III zwierzat do-
$wiadczalnych ubytki kostne wypelniano wiékning weglows
nasycong hydroksyapatytem.

Grupa I i II stanowily w tym modelu do§wiadczenia gru-
p¢ kontrolng dla grupy II1.

Badania oparto na obserwacjach klinicznych oraz histopato-
logicznych w 7, 4, 21 dobie oraz 6, 9 1 12 tygodniu doswiadcze-
nia. W poszczeg6lnych okresach badawezych zwierzgta usmier-
cano, oceniano makroskopowy wyglad tkanek otaczajacych
dawne ubytki kostne, a nastgpnie pobierano fragmenty zuchwy
do badania mikroskopowego. Tkanke kostna po utrwaleniu
w 10% roztworze zobojetnionej formaliny, odwapniono w 10%
roztworze wersenianu sodowego (etylodwuaminoczterooctanu
—EDTA). Pozwolilo to na dobre zachowanie struktur komérko-
wych kosci oraz tkanek migkkich wokét i w wytworzonych
ubytkach. Odwapnione fragmenty kostne przeprowadzono
w spos6b typowy i zatapiano w paraplascie. Otrzymane blocz-
ki skrawano na mikrotomie uzyskujac skrawki o grubosci 6 mi-
kron6éw. Po odparafinowaniu barwiono je rutynowo hemato-
ksylina — eozyna. Otrzymane preparaty oceniano w mikrosko-
pie $wietlnym stosujgc powickszenia od 24 do 250 razy.

Wyniki badan

Po zabiegu operacyjnym zwierzeta zachowywaty sie spo-
kojnie i normalnie przyjmowaty pokarm. Okres gojenia ran
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ment of Special Ceramics, University of Mining and Metal-
lurgy in Cracow [18].

Another biomaterial, i.e. hydroxyapatite, has been known
and used for many years in numerous medical branches, chie-
fly in stomatology. Our hydroxyapatite was developed at the
Department of Ceramics, Academy of Mining and Metallur-
gy, Cracow. So far it has been used in conservative dentistry
[14,25] but there are reports describing attempts at using it
for other kinds of surgery [5, 6, 7, 10, 12, 20, 21].

It is proper to say that both carbon and hydroxyapatite are
components of living organisms. Moreover, each of them is
highly biocompatible. But hydroxyapatite is bioactive too,
enabling connection with bone tissue [9,11].

Carbon felt was saturated electrophoretically with hydro-
xyapatite in order to increase its biological properties. The
aim of our study was to find out if hydroxyapatite can impro-
ve biological properties of carbon fibrin when both are used
together.

Material and methods

The material consisted of 36 adult rabbits /upon consent
from Bioethical Committee for Experiments on Animals, Si-
lesian Academy of Medicine in Katowice / of mixed breed,
males and females in equal numbers, divided into three gro-
ups of 12 rabbits each. The animals were kept in separate ca-
ges, the room had good ventilation, and the temperature was
298K — 291°K. Throughout all experimental period the rab-
bits were given standard dry food with vitamins and mine-
rals. No drugs were administered either prior to or after the
operations.

The animals were premedicated with diazepam, and anae-
esthetized intravenously with ketamine, while local anaesthe-
sia consisted of 2% lignocain plus noradrenaline. Lateral sur-
face of the mandible was exposed through a cut at its base.
A bone defect 6 x 4 x 2 mm was made in each case. In group
I the bone wound became filled with blood clot. Group II re-
ceived carbon felt, and group 11 - carbon felt immersed with
hydroxyapatite. Both materials were sterilised in an autocla-
ve before operations.

Groups I and II were controls for group II1.

Clinical and histopathological examinations were perfor-
med on the 7th, 14th and 21st days and 6, 9 and 12 weeks fol-
lowing the operations. The animals were killed on particular
days and the tissues surrounding former bone defects were
evaluated macroscopically, while mandibular fragments were
taken for microscopy. Bone tissue was fixed in 10% neutrali-
zed formalin solution and decalcified in 10% sodium versena-
te solution /ethyldiaminotetracetate, EDTA/ in order to keep
good cellular structure of the bone and soft tissue both aro-
und and inside the defects. Decalcified bone fragments were
further handled in a typical way and embedded in paraplast.
The blocks were cut on a microtome to receive sections 6 mi-
crons thick. Upon removing paraplast, the sections were stai-
ned routinely with hematoxylin-eosin. Final preparations we-
re evaluated by light microscopy under 24 — 250 magnifica-
tion. -

Results

The animals were quiet after the operations, taking the fo-
od in usual way. Duration of the wound healing was 10 — 14
days. No inflammatory complications were observed in any
animal. The tissues immediately over the bone defect adhe-
red tightly to it. At the beginning of the follow-up period they
could be easily removed, but at a later stage their structure
appeared like mature bone. Only in groups II and III /carbon
felt and carbon felt plus hydroxyapatite/ black fibres could be
still seen at early stages. However, towards the end of the pe-
riod the fibrin was tightly covered with a tissue appearing li-
ke bone.
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pooperacyjnych wynosit od 10 do 14 dni. U zadnego ze zwie-
rzat nie stwierdzono powiklan zapalnych. Tkanki znajdujace
si¢ bezposrednio nad ubytkiem kostnym szczelnie przylegaty
do niego. Poczatkowo tatwo dawaly si¢ usuwac. W korico-
wych okresach obserwacji miaty strukture zblizona do doj-

rzalej kosci. Jedynie w grupach
I i III' w ktérych stosowano
wloknine weglowa i wiéknine
weglowa nasycong hydroksya-
patytem w poczatkowych okre-
sach badawczych obserwowano
przeswitujaca czarng wiéknine.
W koncowych okresach obser-
wacji byla ona réwniez szczelnie
pokryta tkanka o konsystencji
przypominajgcej kos¢.

W  badaniach mikroskopo-
wych w 1 grupie zwierzat,
w ktérej ubytki kostne wypel-
nione byly skrzepem krwi
w okresie od 7 do 21 dni obser-
wowano  gléwnie  zmiany
wsteczne W postaci martwicy
i resorpcji beleczek kostnych.
Bardzo stabo zaznaczony byl
jednak rozrost komérek mezen-
chymalnych i procesy odbudo-
wy tkanki kostnej (rys.1).

W grupie II, w ktérej ubytki
kostne wypelnione byty wiékni-
na weglowa w tych samych
okresach  badawczych poza
zmianami wstecznymi typu
martwicy i resorpcji beleczek ko-
stnych obserwowano réwniez
szybki wzrost komérek mezen-
chymalnych. Wsréd nich wi-
doczne byly zbrylone wlékna
weglowe oraz procesy regenera-
cyjne tkanki kostnej. W tym
okresie na obwodzie spostrzega-
no juz dojrzala tkanke kostna
(rys.2).

W grupie I, ktérg stanowity
zwierzeta z ubytkami kostnymi
wypelnionymi wi6kning weglo-
wa nasycong hydroksyapatytem
réwniez na tle zmian wstecz-
nych obserwowano w poblizu
regenerujacych si¢ beleczek ko-
stnych liczne luzno lezace frag-
menty widkien weglowych. Wi-
doczne byly réwniez zarysy
struktur torbielowatych, miej-
scami wyscielonych fibrocytami
o wydtuzonych jadrach (rys.3).

W drugim okresie obserwacji
tj. od 6 do 12 tygodnia w grupie
I na obwodzie obserwowano po-
czatkowo prawidlowe utkanie
kosci, ktére w niektérych miej-
scach skladato si¢ jednak z cien-
kich, stabo wyksztalconych bele-
czek kostnych i duzych prze-
strzeni  migdzybeleczkowych
w ktérych znajdowala sie tkanka
thuszczowa. Pod koniec okresu
obserwacji widoczny byl aktyw-
ny proces odbudowy i ogniska
zrzeszotnienia tkanki kostnej
(rys.4).

RYS. 1. Martwica i resorpcja tkanki kostnej. Barwienie
H.E., pow. 160x

FIG. 1. Necrosis and resorption of bone tissue. H.E.
stain, magnif. 160x

RYS. 2. Nieréwnomierna odbudowa tkanki kostnej z
ogniskami zrzeszotnienia. Barwienie H.E., pow. 200x
FIG. 2. Irregular reconstruction of bone tissue. Focii of
porosis visible. H.E. stain, magnif. 200x

Mur &

RYS. 3. Wiékna weglowe w przestrzeniach miedzy
regenerujgcymi sie beleczkami kostnymi. Barwienie
H.E., pow. 160x

FIG. 3. Carbon fibres in spaces between regenerating
bone trabeculas. H.E. stain, magnif. 160x
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In group I /bone defects filled with blood clot/ the micro-
scopic examinations revealed for 7 — 21 days regressive chan-
ges, chiefly necrosis and resorption of bone trabeculas.
Expansion of mesenchymal cells and processes of bone tissue
reconstruction were very poor (Fig.1).

In group II /bone de-
fects filled with carbon
fibres/ rapid expansion
of mesenchymal cells
was observed in addi-
tion to regressive chan-
ges like necrosis or re-
sorption of bone trabe-
culas. Lumps of carbon
fibrin and regenerative
processes of bone tissue
could be seen in the
midst of the mesenchy-
mal cells. Mature bone
tissue was visible along
the circumference too
(Fig.2).

In group III /bone
defects filled with car-
bon felt plus hydroxya-
patite/ numerous loose
bits of carbon fibres and
regenerating bone tra-
beculas were observed
on the background of
regressive changes. An
outline of cystoid struc-
tures, sometimes lined
with fibrocytes having
elongated nuclei, could
also be seen (Fig.3).

During the second
part of the follow-up pe-
riod, i.e. from 6 to 12
weeks, in group I the
bone texture seemed
normal at an early stage
of observation. Howe-
ver, here and there the
bone trabeculas were
thin and poorly formu-
lated whereas large in-
tertrabecular spaces we-
re filled with fatty tis-
sue. Towards the end of
the period active pro-
cesses of reconstruction
and focii of bone tissue
porosis could be seen
(Fig.4).

In group II well for-
mulated bone trabecu-
las were seen among
compact connective tis-
sue and occasional car-
bon fibres. Towards the
end of the follow-up pe-
riod only mature bone
was seen together with
occasional carbon fibres
which had not been re-
moved yet (Fig.5).

In group III regene-
rating bone trabeculas
and numerous osteobla-
sts along the circumfe-



W grupie II poczatkowo stwier-
dzono wsréd zbitej tkanki tacznej
i nielicznych wiékien weglowych
dobrze rozwiniete beleczki kostne.
Natomiast pod koniec okresu ob-
serwacji spostrzegano juz tylko
dojrzalg kos¢ i gdzieniegdzie poje-
dyncze wiokna weglowe, ktérych
uprzatanie nie zostalo jeszcze za-
koniczone (rys.5).

W III grupie obserwowano po-
czatkowo regenerujace beleczki ko-
stne z obecnoscig licznych osteo-
blastéw na obwodzie. Na obwo-
dzie uwapnionych beleczek spo-
strzegano réwniez obecno$é drob-
nych torbielowatych przestrzeni
z resztkami hydroksyapatytu wy-
$cielone jedno i wielojadrowymi
komoérkami fagocytarnymi. W po-
blizu obserwowano réwniez nie-
liczne zlogi wiékien weglowych.
Pod koniec okresu obserwacji na
brzegach dojrzalych mas kostnych
z licznymi osteocytami, w tkance
facznej wibknistej znajdowano tor-
bielowate przestrzenie bez wyra-
znego odczynu fagocytarnego.
W tkance tacznej widknistej wypel-
niajacej ubytek kostny spostrzega-
no réwniez wéréd dojrzatych bele-
czek kostnych bardziej obfite zbry-
lone ztogi wldkien weglowych
(rys.6).

Oméwienie
i dyskusja

Oddzielnie stosowane takie bio-
materialy jak tytan czy hydroksya-
patyt sa réwniez taczone dla zwigk-
szenia ich aktywnosci biologiczne;.
W implantologii stomatologicznej
pokrywa si¢ np. tytanowe wszczepy
$rédkostne warstwa hydroksyapaty-
tu [11,15]. Wg niektérych autoréw
poprawia to umocowanie wszczepu
w kosci dzigki szybszej osteointegra-
gi [22,23,26]. Wydaje sig, ze nie-
ktorzy autorzy przeceniaja wlasno-
Sci biologiczne hydroksyapatytéw
stosujgc je nawet do pokrywania
przeszczepéw autogennych [22].

Wielu autoréw prébowato wyja-
$nic role wiékniny weglowej w pro-
cesach gojenia tkanek [8,13,19,24].
Jedni z nich uwazajg, ze wrastanie
tkanki tacznej wzdhuz wiékien we-
glowych jest zwigzane z ich poro-
watg budowg [16] inni nie wyklu-
czajg mozliwosci  indukowania
wzrostu tkanki tacznej w kontakcie
z wiékning weglows [3,18,19,24].

Wiékniste materialy weglowe
nie powinny by¢ stosowane w ope-
racjach wewnatrz— stawowych, po-

rence were seen at the
beginning of the fol-
low-up period. Small
cystoid spaces with
remnants of hydroxy-
apatite and lined with
mononuclear or mul-
tinuclear phagocytic
cells could also be se-
en along the circum-
ference of calcified
trabeculas. Occasio-
nal deposits of carbon
fibres were visible ne-
arby. Towards the

RYS. 4. Dojrzata tkanka kostna inkrustowana resztkami
wiékien weglowych. Barwienie H.E., pow. 160x

FIG. 4. Mature bone tissue incruted with remnants of
carbon fibres. H.E. stain, magnif. 160x

RYS. 5. Torbielowate przestrzenie i cechy degradacii
wiékien weglowych w tkance tgcznej wtéknistej.
Barwienie H.E., pow. 250x

FIG. 5. Cystoid spaces and signs of carbon fibre
degradation in fibrous tissue. H.E. stain, magnif. 250x

RYS. 6. Torbielowate przestrzenie z resztkami
hydroksyapatytu w tkance tgcznej wiéknistej na brzegu
dojrzatej kosci. Barwienie H.E., pow. 100x

FIG. 6. Cystoid spaces with remnants of hydroxyapatite
in fibrous tissue on the edge of mature bone. H.E.
stain, magnif. 100x

niewaz wegiel dziala draznigco na blong maziows [16,18].
Kus$ 1 wspélpracownicy uwazaja, ze mozna jg stosowac
w rekonstrukeji ubytkéw chrzestnych powierzchni stawo-

wych kolana [1].

end of the period the-
re were cystoid spa-
ces with no clear-cut
phagocytic reaction
in fibrous tissue on
the edges of mature
bone masses with nu-
merous  osteocytes.
More abundant
lumps of carbon fibre
deposits were visible
among mature bone
trabeculas in fibrous
tissue filling the bone
defect (Fig.6).

Discussion

Such biomaterials
as titanium or hydro-
Xyapatite are used
alone or in combina-
tion with others, the
latter for the purpose
of increasing their
biological activity. In
stomatological  im-
plantology intraosse-
ous titanic implants
are covered with a la-
yer of hydroxyapatite
[11, 15]. Some au-
thors say that such
a combination results
in better fixation of
the implant in the bo-
ne because osteointe-
gration process is fa-
ster [22,23,26]. It se-
ems that biological
properties of hydro-
Xyapatites are someti-
mes overestimated,
especially when used
for the purpose of co-
vering autogenic gra-
fts [22]

Many authors ha-
ve tried to explain the
role of carbon fibrin
in processes of tissue
healing [8, 13, 19, 24].
Some of them say that connective tissue can expand around
carbon fibres because of their porous structure /16/, others
suggest induction of connective tissue expansion by contact
with carbon fibrin [3, 18, 19, 24].
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si¢ one szybciej w obecnosci widkniny weglowej niz po wy-
petnieniu skrzepem krwi [19,24]. Swiadczyla o tym obecnosé
w petni wyksztalconych i dojrzatych beleczek kostnych wy-
petnionych wl6kning weglowsg, gdy tymczasem w tym samym
okresie w ubytkach gojacych si¢ w obecnosci skrzepu krwi wi-
doczny byt jeszcze aktywny proces odbudowy i ogniska zrze-
szotnienia tkanki kostnej.

Wydaje sig, ze korzystne jest polaczenie wiékniny weglo-
wej z hydroksyapatytem [4].

Na podstawie naszych obserwacji po 12 tygodniach do-
$wiadczenia obserwowano w obrebie ubytkéw kostnych wy-
petnionych tym materialem prawidlows odbudowe tkanki
kostnej z towarzyszaca jej degradacja wlokien weglowych
oraz zmniejszonym procesem resorpcji sproszkowanego hy-
droksyapatytu.

Na podstawie przeprowadzonych obserwacji w przebiegu
do$wiadczenia mozna wysnué nastgpujace wnioski:
® 1. Gojenie ubytkéw kostnych zuchwy w obecnosci
skrzepu krwi po 12 tygodniach obserwacji wykazuje cechy
aktywnie tworzacego si¢ procesu odnowy.
® 2. Ubytki kostne Zuchwy wypelnione wiékning weglows
w analogicznym okresie obserwacji sa catkowicie wypetnione
dojrzata tkanka kostng.
® 3. Tkanka kostna wypelniajaca ubytki w zuchwie wypet-
nione wi6kning weglows nasycong hydroksyapatytem po 12
tygodniach obserwacji posiada cechy pelnej dojrzatosci.
® 4. W 12 tygodniu obserwacji w grupie IT i IIT wsréd doj-
rzalej tkanki kostnej nadal widoczne sg fragmenty wiékien
weglowych.
® 5. Obserwowana w ciagu calego doswiadczenia degrada-
cja hydroksyapatytu w 12 tygodniu jest mniej aktywna, co
$wiadczy o zahamowaniu procesu resorpgji.
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Fibrous carbon materials should not be used in intra-arti-
cular operations because carbon has an irritating effect on sy-
novial membrane [16,18]. Kus and coworkers report that car-
bon fibrin can be safely used for reconstruction of cartilagino-
us defects in articular surface of the knee [1].

Our experiments showed that carbon felt has a beneficial ef-
fect on healing process within mandibular defects in rabbits.
The defects healed faster when carbon felt was used as compa-
red to filling with blood clot [19,24]. Well formulated and qui-
te mature bone trabeculas were found in the defects filled with
carbon fibres, whereas active reconstruction process and foci of
bone tissue porosis were visible at the same time in the defects
with blood clot.

Combination of carbon felt and hydroxyapatite seems defi-
nitely beneficial [4]. In our experiments, the defects filled with
this material showed after 12 weeks quite proper reconstruc-
tion of bone tissue accompanied by degradation of carbon fi-
bres and reduced resorption of pulverized hydroxyapatite.

The following conclusions are made on the basis of our ob-
servations:
® . Mandibular bone defects with blood clot show after 12
weeks an active reconstruction process.
® 2. Mandibular bone defects are at the same time comple-
tely filled with mature bone tissue if carbon felt has been in-
troduced.
® 3. If the defects have been filled with carbon felt im-
mersed with hydroxyapatite, the bone tissue as observed after
12 weeks is quite mature.
® 4. During the 12th week of the follow-up period, bits of
carbon fibres are still visible in the midst of mature bone tis-
sue in groups II and III.
® 5. Hydroxyapatite degradation as observed troughout
the follow-up period is less active during the 12th week,
which means that the resorption process has come to an end.
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