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Wstep

W ostatnich latach dowiedziono, ze procesy proliferaciji i
ewentualnie przebudowy kostnej w miejscach uszkodzenia
kosci i/lub w sasiedztwie wszczepdw lub przeszczepow
zaleza od bardzo licznych czynnikéw regulacyjnych, wsréd
ktérych najwazniejszymi sg [1, 2, 3, 4] cytokiny i czynniki
wzrostu (fibroblastyczne - FGF, ptytkowe - PDGF, insulinopo-
dobne - IGF, transformujace - TGFa, TGF oraz modelujgce
kos¢ - BMP). Biatka te wydzielane sg nie tylko przez os-
teocyty, osteoblasty, komorki chrzgstki i fibrocyty, ale takze
przez krazace komorki takie jak limfocyty i granulocyty oraz
znajdujace sie w proliferujgcych tkankach makrofagi. Istnieje
wiele dowoddw na to, ze prawidtowe gojenie sie kosci zalezy
od Scistego wspotdziatania komoérek wechodzacych w sktad
kosci oraz komoérek odpowiedzi zapalnej, w ktérej posred-
niczg interleukiny, cytokiny, metaloproteinazy oraz liczne
proteiny i enzymy wewnatrz i zewnatrzkomorkowe.

Biatka BMP jak dotychczas sg jedynymi, ktore wykazujg
zdolnos¢ indukowania kostnienia chrzestnego in vivo.
Wysokie stezenia TGF zwiekszajg wprawdzie widknienie i
synteze kolagenu (szczegdlnie kolagenu typu Il) w miejscu
uszkodzenia, ale nie wptywajg na tworzenie sie tkanki kost-
nej de novo, zdolnos¢ te posiadaja jedynie rekombinowane
formy BMP2 i BMP4 [5]. W miejscach tworzenia sie kosci
obserwuje sie zwiekszong obecnos¢ obu tych biatek na
powierzchni komdrek osteoblastycznych [6].

Celem podjetych badan jest ocena i poréwnanie zmian
sktadu komdérkowego granicy pomiedzy wszczepionym
materiatem bioaktywnym Sz2 i wszczepionymi ziarnami
nieaktywnej biologicznie krzemionki a otaczajacg tkanka
oraz wplywu tych zmian na procesy wypetniania ubytkéw
tkankg kostna.

Materiat i metodyka

Biceramika Sz2 oraz krzemionka SiO, byty wyproduko-
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Introduction

It was proven lately that proliferation and possible bone
restructure processes taking place in bone damage places
and/or in neighbourhood of implants or transplants depend
on numerous regulation factors, the most important of which
include [1 2,3, 4]: cytokines and growth factors (fibroblastic
— FGF, platelet-derived — PDGF, insulin-like — IGF, transform-
ing - TGFa, TGFB and bone modelling - BMP). The proteins
are excreted not only by osteocytes, osteoblasts, cartilage
cells and fibrocytes but also by circulating cells, such as lym-
phocytes and granulocytes and also macrophages present
in proliferating tissues. There are numerous evidences that
proper bone healing depends on close cooperation between
bone building cells and cells of inflammatory response,
and the cooperation is mediated by interleukins, cytokins,
metaloproteinases and numerous intra- and extracellular
proteins and enzymes.

BMP proteins are so far the only ones that show capacity of
chondral ossification in vivo. Although high TGF concentra-
tions increase fibrosis and collagen synthesis (especially
collagen type Il) in the place of damage but they do not
influence creation osseous tissue de novo. Only recombined
forms of BMP2 and BMP4 possess this capacity [5]. Increase
presence of both of those proteins on surface of osteoblastic
cells is observed in places where bone is formed [6].

The aim of this study is assessment and comparison of cellu-
lar composition of the interface between implanted bioactive
material Sz2 and implanted granules of biologically inactive
silica and the surrounding tissue, and influence of those
changes on process of defect filling with osseous tissue.

Materials and methods

Bioceramics Sz2 and silica SiO, used as control were
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wane metoda zol-zel w Katedrze Szkta i Ceramiki Akademii
Gorniczo-Hutniczej w Krakowie. Technika operacyjna i
metodyka zostata opisana uprzednio [7].

We wstepnym etapie badan morfologicznych wycinki kostne
pobrane z obszaru wszczepu materiatu bioceramicznego
Sz2 i wszczepu krzemionki SiO, zatapiano wg standardowe;
metodyki do bloczkéw parafinowych, z ktérych nastepnie
wykonywano skrawki o grubosci od 4 do 6 ym, barwione
hematoksyling i eozyng. Na podstawie wynikow oceny
mikroskopowej tych preparatéw kwalifikowano wycinki do
dalszych badarn immunohistochemicznych. Ostatecznie do
badania otrzymano preparaty pochodzace z trzech okresow
obserwacyjnych —w 3., 7. i 21. dobie. Badania immunohi-
stochemiczne przeprowadzono z uzyciem monoklonalnych
przeciwciat mysich skierowanych przeciw antygenom kroli-
czym (producenci: NovoCastra, R&D, SeroTec). Obecnos¢
odczynéw ujawniano zestawem wizualizacyjnym ABC
NovoCastra z przeciwciatem wtérnym przeciw globulinom
mysim, co zapobiegato powstawaniu odczynéw krzyzowych.
We wstepnym etapie badan, bedacym przedmiotem tego
doniesienia, skoncentrowano sie na badaniu obecnosci
kolagenu I, biatka morfogenetycznego kosci (BMP-4) i
obecnosci makrofagow (CD 68).

Wyniki obserwaciji po 3 dobach od

dokonania wszczepu

W tej grupie obserwacji nie stwierdzano zasadniczych
réznic w sktadzie komoérkowym nacieku zapalnego, mniej
lub bardziej nasilonym krwiakom towarzyszyty odczyny
zapalne granulocytarne i limfocytarne z pojawieniem sie
utkania typowej mtodej tkanki ziarninowej. Metodami
immunohistochemicznymi wykazano w sasiedztwie bio-
materiatu Sz2 zwigkszong w stosunku do krzemionki SiO,
koncentracje biatka BMP4 i nieco obfitsze wystepowanie
kolagenu typu Il. Zaréwno w grupie Sz2, jak i w grupie z
wszczepionym SiO, stwierdzono nieliczne rozproszone
wokét tych materiatdéw komorki tuczne. Liczba makrofagow,
zmienna w réznych polach widzenia, nie wykazata we
wstepnej ocenie znamiennych réznic pomiedzy badanymi
materiatami. W dalszych etapach oceny przeprowadzone
zostang badania sktadu komoérkowego nacieku zapalnego
— w szczegolnosci identyfikacja limfocytéw wchodzacych
w sktad nacieku. W wybranych przypadkach, w ktérych
stwierdzono w sgsiedztwie wszczepionego materiatu
obecnos¢ widkien miesniowych, zastosowano barwienie
immunohistochemiczne na obecnos$¢ dystrofiny 1, 2 i 3.
Badanie to wykazato, ze w sgsiedztwie obu wszczepionych
materiatéw dochodzi do zaniku wtdkien miesniowych, ktére
to zjawisko nalezy raczej wigza¢ z powstatymi podczas
zabiegu operacyjnego uszkodzeniami nerwow i samych
widkien miesniowych, anizeli ze swoistym dziataniem za-
stosowanych do wszczepu materiatow.

Wyniki obserwacji po 7 dobach

W tej grupie zwierzat obserwowano dalsze organizo-
wanie sie ziarniny z pomnozeniem widkien kolagenowych
(ze znacznym udziatem kolagenu typu Il) — przy czym
ekspresja kolagenu byta znacznie wyrazniejsza w grupie
z wszczepionym materiatem Sz2, anizeli z wszczepionym
zwyktym szktem. Ponadto zaobserwowano ogniska prolife-
racji chrzestnej wokot ziaren wszczepdw, przy czym i w tym
przypadku nasilenie zmian proliferacyjnych byto znacznie
wieksze w przypadku bioszkta Sz2, anizeli w przypadku
,czystej” krzemionki. Ogniska tkanki facznej i obszary proli-
feracji chrzestnych wykazywaty znaczaca ekspresje BMP-4,
ktorej nasilenie odpowiadato nasileniu procesow tworzenia
chrzastki. Ogniska wapnienia chrzagstki byty wyrazniejsze

produced with sol-gel technique in the Dept. of Glass
Technology and Amorphous Coatings AGH - University of
Science and Technology in Cracow. Operative technique
and methods was described previously [7].

Study was performed in follow-up periods 3, 7 and 21 days after
the date of surgical preparation of bone defect sized 0.2 cm x 0.04
cm x 0.04 cm. In all rabbits a defect in radial bone of forearm of
both front legs was performed. A defect in right arm was filled with
bioglass Sz2, and in left one with silica SiO, in form of granules
with grain size from 315 pm to 800 um. A permission from the
Committee of Bioethics no. £LB190 was obtained for the study.
After the end of the experiment the rabbits were sacrificed and
collected bone sections with implant were transferred for his-
topathological study.

At the preliminary stage of morphological study bone sec-
tions collected from bioceramic material Sz2 implantation
area and SiO, silica implants were embeded according to
standard methods in paraffin blocks. Then 4 to 6 pm-thick
specimens stained with hematoxyline and eosine were
made. Basin on results of microscopic assessment of those
specimen sections were qualified for further immunohis-
tochemical tests. Finally specimen originating from three
follow-up periods —in 3, 7", and 21t day — were obtained
for study. Immunohistochemical tests were performed
with use of mice monoclonal antibodies directed against
rabbit antigens (producers: NovoCastra, R&D, SeroTec).
Presence of reactions was revealed with ABC visualization
set by NovoCastra with secondary antibody against mice
globulins which prevented creation of cross-reactions. In the
preliminary stage of the study described in this communica-
tion presence of collagen Il, Bone Morphogenetic Protein
4 (BMP-4) and macrophages (CD 68) was the main issue.

Observation results in 3 days after
implantation

In studied group there were no significant differences
found in cellular composition of inflammatory infiltration.
Less or more intensified haematomas were accompanied
by granulocyte and lymphocyte inflammatory reactions with
occurrence of typical network of young granulation tissue.
In neighbourhood of biomaterial Sz2 larger concentration
of BMP-4 and slightly more abundant presence of collagen
type Il in comparison to silica SiO, were found with immuno-
histochemical methods. Both in Sz2 group and in the group
with implanted SiO, several mast cells scattered around the
materials were found. Upon preliminary assessment the
number of macrophages, variable in different visual fields,
did not show significant differences between the studied
materials. On further assessment stages cellular composi-
tion of inflammatory infiltration will be studied and especially
identification of lymphocytes present in the infiltration will
be performed. In selected cases where presence of muscle
fibres was found in neighbourhood of the implanted material
immunohistochemical staining was performed to detect dis-
trophin 1, 2 and 3. The test revealed that in neighbourhood
of both implanted materials the dystrophy of muscular fibres
is occured. This phenomenon should be rather connected
with injuries of nerves and muscular fibres themselves hap-
pened during surgery than with specific action of materials
used for implants.

Observation results after 7 days

In this group of animals further organisation of granular
tissue and proliferation of collagen fibres (with significant
participation of collagen type Il) were observed - and ex-
pression of collagen was much more clear in the group



w przypadku bioceramiki Sz2, niz w przypadku szkta biolo-
gicznie nieaktywnego. Podobnie jak w poprzedniej grupie
stwierdzano w sasiedztwie wszczepionych materiatéw poje-
dyncze rozproszone komaérki tuczne i liczne, czesto lezace w
skupiskach, makrofagi. Nasilenie odczynu makrofagowego
byto znacznie wieksze w 7 dobie obserwacji wokét drobin
szkfa, anizeli wokét drobin bioceramiki Sz2. W przypadku
szkfa stwierdzano ponadto pojedyncze komorki olbrzymie
typu okoto ciata obcego. W dotychczas przebadanych
wycinkach pochodzacych z grupy Sz2 takich komérek nie
stwierdzano.

Wyniki obserwacji po 21 dniach

W wycinkach pochodzacych z obserwacji po 3 tygodniach
od daty zabiegu, stwierdzano wokot drobin obu materiatéw
zmiany odczynowe o réznym nasileniu — od niewielkiego
widknienia z niezbyt nasilonym odczynem zapalnym mo-
nocytarnym z domieszka makrofagéw, az do rozlegtych
odczynow zbudowanych z wiotkiej tkanki tacznej z licznymi
makrofagami i niewielka iloscig komdrek wielojadrowych
typu okoto ciata obcego. Jak juz wspomniano wczesniej,
odczyny olbrzymiokomorkowe i makrofagowe przewazaty w
przypadkach z wszczepionym szktem, podczas gdy prolife-
racje chrzestne i proliferacje tkanki tacznej bogatej w BMP-4
i kolagen typu Il, uktadajace sie gtéwnie na obwodzie ognisk
proliferujacej tkanki chrzestnej, dominowaty w przypadkach
ze wszczepem biomateriatu Sz2. W przypadku biomateriatu
zaobserwowano takze rozlegte proliferacje beleczek kost-
nych z mniejszg aktywnoscig makrofagéw i niemal brakiem
komorek tucznych.

Whioski

Przeprowadzone badania histopatologiczne i immunohi-
stochemiczne pozwalajg na sformutowanie nastepujacych
wnioskow:

1. W pierwszych fazach wgajania sie wszczepu materiatu
bioceramicznego (3 i 7 doba po zabiegu) jego wtasciwosci
biologiczne powodujg zwiekszenie koncentracji BMP-4
i obfitszg synteze kolagenu typu Il, przy jednoczesnym
zmniejszeniu odczyndw typu alergicznego (zmniejszenie
liczby komorek tucznych i niewielka aktywno$¢ makrofa-
gow). Skfad komérkowy nacieku zapalnego oceniany jedy-
nie metodami histologicznymi nie wykazuje zasadniczych
réznic pomiedzy obydwoma materiatami.

2. W 21 dobie po zabiegu zarysowuje sie wyrazniejsze
zréznicowanie odczynow biologicznych — wokot szkta SiO,
pojawiajg sie odczyny olbrzymiokomoérkowe typu okoto
ciata obcego, aktywnos$¢ makrofagéw i komorek tucznych
jest nadal wysoka, a drobiny szkta otoczone sa tkankag
taczng ubozszg w kolagen typu Il i wykazujaca znacznie
mniejsza ekspresje BMP-4. Proliferacje chrzastki czesciowo
ulegajacej kostnieniu sg znacznie obfitsze w sgsiedztwie
biomateriatu anizeli szkta SiO,.

Podziekowania

Praca zostata wykonana w ramach projektu UM w todzi
Nr Tematu 502-11-262

with Sz2 material implanted than in the group with plain
glass implanted. Moreover, foci of cartilage proliferation
around implant granules were observed. Also in this case
the intensity of proliferative changes was much bigger in
the case of Sz2 bio-glass than in the case of “pure” silica.
Connective tissue foci and areas of cartilage proliferation
showed significant BMP-4 expression, and its intensity
corresponded to intensity of cartilage formation processes.
Cartilage calcification areas were more clear in the case of
Sz2 bioceramics than they were in the case of biologically
inactive glass. Similarly to the previous group single mast
cells scattered in neighbourhood of implanted materials
and numerous, usually clustered macrophages were found.
The intensity of macrophage reaction was much higher on
7" day of observation around particles of glass than it was
around particles of Sz2 bioceramic material. In the case of
glass single foreign body giant cells were found. In sections
collected from the Sz2 group studied so far no such cells
were found.

Observation results after 21 days

In specimens collected in three weeks after the surgery
around particles of both materials reaction changes of vari-
ous intensity were found - from a small fibrosis with not very
intensive monocyte reaction and admixture of macrophages,
to extensive reactions built of flaccid connective tissue with
numerous macrophages and small number of foreign body
multinuclear giant cells cells. As it was indicated earlier,
giant cell and macrophage reactions prevailed in the case
of implanted SiO, glass. Cartilage and connective tissue
proliferation rich with BMP-4 and collagen type Il located
mainly in peripheral part of proliferating cartilage were pre-
dominant in the cases with Sz2 biomaterial implant. In the
case of the bioglass also extensive proliferations of osseous
trabecula, lower activity of macrophages, and lack of mast
cells were observed.

Conclusions

Performed histopathological and immunohistochemi-
cal tests enable us to formulate the following preliminary
conclusions:

1. During first stages of the bioceramic material implants
healing (in 3@ and 7" day after surgery) its biological features
cause increase of BMP-4 concentration and more abundant
synthesis of collagen type Il, with simultaneous decrease
of allergic-type reactions (decrease in mast cells number
and small activity of macrophages). Cellular composition of
the inflammatory infiltration assessed only with histological
methods does not exhibit significant differences between
both materials.

2. On 21t day after surgery more clear differences between
biological reactions occur — around SiO, glass there are
giant cell reactions of foreign body type, activity of macro-
phages and mast cells is still high, and particles of glass
are surrounded with connective tissue poor in collagen type
Il and with much lower BMP-4 expression. Proliferations
of cartilage undergoing partial ossification are much more
abundant in neighbourhood of the biomaterial Sz2 compared
to SiO, glass.
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RYS.1. Ekspresja BMP-4 w osteoblastach i
osteocytach (zaznaczone strzatkami). Dodatnig
ekspresje stwierdza sie zaré6wno w osteoblastach
na powierzchni beleczek kostnych (OC) jak i w
osteocytach systeméw Haversa (BK). Zdjecie
z 7 doby obserwacji, zwierze z wszczepionym
biomateriatem Sz2.

FIG.1. BMP-4 expression in osteoblasts and os-
teocytes (marked with arrows). Positive expres-
sion is found both in osteocytes on surface of
osseous trabecula (OC) and in Havers systems
(BK). Photograph taken on 7th day of observation,
animal with implanted Sz2 biomaterial.

sasiedztwa wszczepu biomateriatu Sz2. Bardzo
silna ekspresja kolagenu typu Il. Odczyn rozlany
obejmujacy niemal cala powierzchnie obszaru.
Obserwacja po 7 dobach.

FIG.3. Fragment of connective tissue collected
from the neighbourhood of Sz2 biomaterial im-
plant. Very strong expression of collagen type
Il. Extensive reaction covering almost the whole
area. Observation after 7 days.
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RYS.2. Ekspresja antygenu CD68 (makrofa-
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— cluster of macrophages (MCC) with clear CD68
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trabecula left during surgery. Case with implanted
biologically inactive glass, 7" day of observa-
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RYS.4. Obszar proliferujacej w sasiedztwie bio-
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darker arrows).
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