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Celem pracy byla ocena histopatologiczna pro-
cesow towarzyszgcych wypetieniu doswiadczal-
nie wytworzonego ubytku kostnego materiatem
bioceramicznym Sz2 wyprodukowanym w Kate-
drze Emalii i Szkta Akademii Gérniczo - Hutni-
czej w Krakowie Do badan uzyto bioszkia otrzy-
manego metodg zol - zel o skfadzie chemicznym:
80 %mol Si0.; 4 %mol P.O,; 16 %mol CaO.

Material i metodyka

W badaniach doswiadczalnych wykorzystano tgcznie 87
krolikow rasy mieszanej o $redniej wadze 3650 gramow
(minimalna waga 3150 g, maksymalna 4200 g). Wszystkie
kroliki pochodzily z hodowli prowadzonej w Zwierzetarni
Akademii Medycznej w Lodzi. Zaplanowane badania prze-
prowadzono w okresach obserwacji po 3, 61 12 tygodniach
od daty wykonania operacyjnego ubytku kostnego i wypet-
nienia go odpowiednim materiatern.

Wszystkim krolikom wediug wlasnej modyfikacji metody
podanej przez Schmitta i Weeller w 1997 roku [6, 8] wyko-
nywano ubytgk kostny kosci promieniowe]j przedramienia
krolika o wymiarach 20 mm x 5 mm x 5 mm. Ubytek kostny
nie obejmowat petnej grubosci kosci, w dnie kosci promie-
niowej pozostawiano listwe kostng o szerokosci 3 do 4 mm,
ktora taczyta brzegi wytworzonego ubytku kostnego dla
miedzyodiamowej stabilizacji wewnetrznej.

Obszar wytworzonego ubytku kostnego w prawym przed-
ramieniu wypeiniano bioszkiem $z2 w objetosci ok. 0,5 cm?,
a w lewym mrozonymi allogennymi przeszczepami kostny-
mi oznaczonymi literg P, krolikow w ilosci ok. 0,5 g. W uby-
tek lewego przedramienia wszczepiano wczesniej przygo-
towane allogenne mrozone ggbczaste przeszczepy kostne
P pobrane z dalszych nasad kosci udowej i blizszych na-
sad kosci piszczelowej. Przeszczepy kostne P przechowy-
wano w jatowych buteleczkach w zamrazarce, w tempera-
turze -180 C przez 6 tygodni, po tym czasie implantowano”
e w wytworzony ubytek kostny przedramienia. Po 3, 6, 12,
tygodniach od zabiegu operacyjnego kréliki usmiercano jed-
norazowg dawka smiertelng Vetbutalu.

Do badan histopatologicznych uzyskano od 1 do 3 prze-
krojow kostnych w ptaszczyznie prostopadte] do diugiej osi
kosci grubosci do okolo 3 mm kazdy. Uzyskane wycinki tkan-
kowe umieszczano w typowym roztworze odwapniajgcym
bedacym mieszaning kwasow octowego i solnego oraz for-
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The aim of the work was histopathological
evaluation of the processes accompanying filling
of experimentally created bone loss with bio-ce-
ramic material Sz2 produced in the Chair of
Enamel and Glass of the University of Science
and Technology in Cracow. For experiments a
zol-gel derived bio-glass with the following chemi-
cal composition: 80% mol SiO,; 4% mol P,0;;
16% mol CaO was used.

Material and methods

For experiments total number of 87 rabbits of mixed breed
were used. The rabbit's mean weight was 3650 grams (mini-
mal weight - 3150 g, maximal - 4200 g). All rabbits came
from one breed conducted by Medical Academy Zoo in Lodz.
Planned experiments were carried out in four observation
periods: 3, 6 and 12 weeks after the date of surgical per-
formance of a bone loss and its filling with a proper mate-
rial.

A 20 mm x 4 mm x 4 mm bone loss of radial bone from
rabbit's forearm was performed according to our own modi-
fication of the method described by Schmit and Weeller in
1997 [6, 8]. The bone loss did not comprise the full thick-
ness of a bone. On the bottom of a radial bone a 3 to 4 mm
wide bone bar was left, and the bar connected edges of the
bone loss in order to provide internal stabilisation.

The area of a bone loss in the right forearm was filled
with approximately 0.5 cm? of Sz2 bio-glass, and in the left
forearm with approximately 0.5 g of frozen allogenous rab-
bit bone transplants, marked with the letter "P". The bone
loss of the left forearm was filled with an implant of previ-
ously prepared allogenous frozen spongy bone transplants
P taken from distal epiphysis of femoral bone and proximal
epiphysis of tibial bone. Bone transplants P were stored in
aseptic bottles in freezer, in -180 C for 6 weeks, and after
this time they were implanted into created bone losses in
forearms. After 3, 6 and 12 weeks after surgery the rabbits
were sacrificed with one lethal dose of Vetbutal.

For the purpose of histopathology, 1 to 3 bone cross sec-
tions were obtained in the piane perpendicular to the long
axis of the bone, each up to 3 mm thick. The obtained bone
specimens were then placed in a typical decalcifying solu-
tion, a mixture of acetic, and hydrochloric acids, as well as
formaldehyde; the duration of decalcification has been de-
termined experimentally (based on a few pilot specimens)
as 72 hours. After decalcification every specimen was neu-
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maldehydu, czas odwapniania okreslono doswiadczalnie (na
podstawie Kilku wycinkow pilotazowych) na 72 godziny. Po
odwapnieniu kazdy z preparatéw zobojetniano a nastepnie
przeprowadzano przez szereg alkoholi | ksylendw do para-
finy. Z wykonanych bloczkow parafinowych wykonywano
nastepnie od 4 do 6 skrawkow grubosci 4-5 pm, na co naj-
mniej 2 szkietkach, kiore to skrawki nastepnie barwiono
Hematoksyling i Eozyna oraz metoda trojchromatyczng wg
Massona. Kazdy z wycinkow oceniano w mikroskopie swietl-
nym.

Materiat histologiczny oceniany w tej czesci badan sta-
nowily rowniez wycinki pochodzace z miesni posladkowych
badanych zwierzat, w kitére wszczepiano badany material
bioaktywny - poza etapem odwapniania, ktory nie byt w tym
wypadku konieczny, postgpowanie z tymi wycinkami byto
identyczne jak opisane wyzej dla materiatu kostnego. Na
wybranych wycinkach z miesni posladkowych z wszcze-
pionym biomateriatem wykonano dodatkowo barwienie
ujawniajgce jony wapnia dla sprawdzenia ew. wapnienia w
sgsiedztwie materiatu ceramicznego.

Wyniki

W wycinkach pochodzacych z pierwszego okresu ob-
serwacji, po 3 tygodniach od daty zabiegu operacyjnego,
stwierdzano najczesciej wokot drobin materiatu ceramicz-
nego zmiany odczynowe o réznym nasileniu - od niewiel-
kiego wldknienia z niezbyt nasilonym odczynem zapalnym
monocytarnym z domieszkg makrofagow az do rozleglych
odczynow zbudowanych z wiotkiej tkanki tacznej z licznymi
makrofagami i niewielka iloscig komorek wielojadrowych
typu okolo ciata obcego. Zaledwie w 1 przypadku stwier-
dzono obecnosc¢ odczynow granulocytarnych typu ropnia
tworzacego sie wokot zgrupowania fragmentdw materiatu
ceramicznego. Dosc charakterystycznym znaleziskiem w
tej grupie preparatow byly réznej wielkosci konglomeraty
drobin materiatu ceramicznego lezace w luznej tkance lacz-
nej i otoczone waskim pasem odczynow komorkowych glow-
nie limfocytarnych - obszary te sprawialy wrazenie jakby
wigksze drobiny szkla ulegly separaciji i rozpadowi na mniej-
sze nieregularne ziarna. W kilku przypadkach stwierdzono
nawet obrazy "wnikania" pasm tkanki fagcznej i nacieku lim-
focytarnego w obreb duzych ziaren biomateriatu. Ten dosc
charakterystyczny obraz mozna jak sig wydaje, ttumaczyc
strukturg drobin materiatu ceramicznego zbudowanego sie
z twardej, stabo rozpuszczalnej krzemionki oraz otaczajg-
cej ja | tworzacej liczne przegrody otoczce "hydroksyapa-
tytowe]" podatniejszej na dziatanie biologicznych "rozpusz-
czalnikow" znajdujgcych sie w tkance ziarninowej. Badanie
mikroskopowe nie pozwala na pewne ustalenie sktadu i
pochodzenia krzemionki i otoczki hydroksyapatytowej, ale
ich barwliwosc i ukfad moga uzasadniac hipoteze o fosfo-
ranowo-wapiennym pochodzeniu.

W grupie zwierzat badanych po 3 tygodniach od operacji
obserwowano rozlegte proliferacje beleczek kostnych i
chrzgstki tworzace niekiedy uktady przypominajace
histologiczne struktury kostniakow gabczastych czy
kostniakochrzestniakow (oczywiscie bez cech rozrostu
typowo nowotworowego!). Obserwacje mikroskopowe zdaja
sie wskazywac na dwa zrodia tworzenia kosci: jednym z
nich jest proliferacja kostniny kostnawej i ogniska metaplazji
kostnej tkanki tacznej w sasiedziwie pozostawionej kosci
(vide metodyka operacji) oraz pozostawionych fragmentow
okostnej; drugim zZrodtem tworzenia sie elementow kostnych
w sasiedztwie wszczepu jest kostnienie na podtozu
chrzestnym. W wielu z analizowanych preparatow tej grupy
stwierdzano, obszary proliferacji, o roznym nasileniu, mtode;]
chrzastki szklistej. Na ogot wystepowaty one w sgsiedztwie

tralized, and passed through a series of alcohols, and xylens
to paraffine. From the obtained paraffine blocks 4 to 6 sec-
tions, 4 5 ym thick, were made, at least on two slides which
were then stained with Hematoxilin and Eosin, and the tri-
chromatic Masson method. Each of the slides was initially
evaluated in a light microscope. The histopathologic mate-
rial, evaluated in this part of the study, also consisted of
specimens obtfained from the gluteal muscles of the stud-
ied animals. The muscles were also implanted with the stud-
ied bioactive material. Aside from the decalcification phase,
which wasn't necessarry in this case, the slide preparation
procedure was the same, as in the case of the bone speci-
mens (described above). On chosen specimens from the
gluteal muscles with the implanted biomaterial, a calcium
ions detection stain has also been performed, to check for
possible calcification in the muscle area surrounding the
ceramic material.

Results

In the specimens obtained in the first period of observa-
tion (animals killed after 3 weeks from the surgical proce-
dure), around the implanted biomaterial particles reactive
lesions of differing intensity from slight fibrosis with a mild
inflammatory reaction, mostly monocyte with some
macrophages, ali the way to diffuse reactions made up of
flaccid connective tissue with numerous macrophages and
a small number of multinuclear cells of the .laround foreign
body" type. Only in one case a granulocyte reaction (ab-
scess) at the implanted material particles grouping site was
observed. Quite a characteristic finding in this group were
different size conglomerates of ceramic material particles,
found in the flaccid connective tissue, and surrounded by a
narrow strip of cell mediated reaction, mainly limphocytic
these regions looked as if larger glass particles decomposed
into small, irregular grains. In a few cases an occurence of
connective tissue penetration and lymphocyte infiltration into
the larger grains of the biomaterial has been found. This
rather typical picture can be explained by the structure of
the ceramic material, composed of a hard (and hardly solu-
ble) silica, surrounded by hydroxyapatite coat, forming many
partitions in the silica. The hydroxyapatite is probably made
up of calcium and phosphates the microscopic imaging
doesn't allow to determine with certainty the exact chemical
composition, but due to the nature of the dBtained dying
and structure the hypothesis of calcium phosphoric nature
of the hydroxyapatite seems to be wellgrounded. Hydroxya-
patite is also more susceptible to biological "solvents",
present in the granulation tissue. The microscopic observa-
tions seem to point to two sources of bone formation : one
is the proliferation of the temporary callus and the focal
osseus metaplasia of the connective tissue in the area
adjescent to the remaining bone (see the methodology of
the operation), and the left over callus fragments. Second
source of bone elements formation in the neighborhood of
the implant is cartilage based ossification. In many of the
analyzed specimens in this group, areas of varying inten-
sity young hyaline cartilage proliferation have been found.
Most of them have been found in the area adjescent to the
left over bone fragment margins, and in the area bf the fore-
arm syndesmaosis. The cartilage fields in their peripheral
regions have shown pronounced, although differing in in-
tensity, ossification and cartilage based new trabecules for-
mation. The morphologic observations pertaining to the stud-
ied subgroup of animals can be summed up as follows:

§ at the ceramic implant site, around the implanted material
grains, varying intensity irregular formations of inflamma-
tory infiltration are formed, along with connective fibrous
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brzegéw pozostawionego fragmentu kostnego i w obszarach
odpowiadajacych wiezozrostowi taczacemu kosci
przedramienia. Pola chrzestne wykazywaty w czesciach
obwadowych wyraznie zaznaczone, choé zmienne w swym
nasileniu kostnienie i tworzenie nowych beleczek kostnych
na podtozu chrzestnym.

Reasumujac obserwacje morfologiczne u zwierzat po 3
tygodniach od wszczepienia bioszkla stwierdzano:

§ w migjscu wszczepienia wokot ziaren materiatu ceramicz-
nego powstajg nieregularne uklady nacieku zapalnego o
zmiennym nasileniu i pasma tkanki fgcznej wioknistej;

§ jednoczesnie rozpoczyna sig proliferacja elementow Kost-
nych pochodzacych z pozostawionego fragmentu kostne-
go oraz okostnej;

§ opisanym wyze] zjawiskom towarzyszy metaplazja
chrzestna wieozozrostu promieniowo-tokciowego, prolife-
racja elementéw chrzestnych i tworzenie sig na bazie proli-
ferujacej chrzastki nowych beleczek kostnych

§ calos¢ obserwowanego obrazu histologicznego ma cha-
rakter nieregularnej blizny chrzestno-kostne]

Obraz histologiczny wycinkéw pochodzacych od zwie-
rzat uémierconych po 6 tygodniach od daty zabiegu opera-
cyjnego mozna okreslic jako wypadkowg obrazow obser-
wowanych w pierwszym okresie obserwaciji, (po 3 tyg.) i w
okresie obserwacji po 12 tygodniach. Jednoczesnie zmia-
ny obserwowane w tej grupie byty najbardziej niejednorod-
ne - sprawialy wrazenie jakby stopien nasilenia kostnienia,
odczynu zapalnego, widknienia i tworzenia chrzastki sta-
nowity bardziej wypadkowa wiasciwosci osobniczych ani-
zeli stanowity jakié odrebny i charakterystyczny obraz tej
fazy gojenia sie kosci po przeprowadzonym zabiegu. Dia-
tego tez uznano za niecelowe szczegotowe opisywanie
obrazéw histologicznych stwierdzanych w tej grupie zwie-
rzat.

Ocena histologiczna wycinkow pobranych z przedramion
zwierzat usmierconych w 12 tygodni od zabiegu operacyj-
nego charakteryzuje sie pewna nigjednorodnoscia. Obra-
zem dominujacym w tej grupie jest wytworzenie nieregular-
nej blizny kostnej z zaznaczonym odtwarzaniem usunigtej
podczas zabiegu kosci. Charakterystyczna cecha tej grupy
preparatow jest obecnosc zrostu pomiedzy koscig fokcio-
wa nieoperowang i pozostawionym fragmentem kostnym
kosci promieniowej. Zrosty te najczesciej zbudowane sg z
gabczastej nieregularnej i wiotkiej tkanki kostnej, w nielicz-
nych przypadkach stwierdza sie w obrebie tego ukiadu be-
leczek kostnych istnienie rozlegtych obszarow tgcznotkan-
kowych (tkanki tacznej wtoknistej) i czasami fragmentow
pol chrzestnych podobnych do opisanych w obserwacjach
po 3 tygodniach od zabiegu. W miejscu usunigtego frag-
mentu kosci odbudowuje sie zarowno kosc gabczasta jak |
zbita czesé korowa z wyraznie nieregularnym uktadem ka-
natow Haversa. Odbudowa ta w czesci przypadkow bywa
niezupetna obejmowata 2/3 obwodu kosci lub sprawia wra-
zenie nadmiernej, (tworzy sie nowa kosé o 2 lub 3 kanatach
szpikowych otoczonych zbitg koscig korowa). W sasiedz-
twie odbudowywanych struktur kostnych stwierdza sie pola
tkanki tacznej wioknistej z "wtopionymi" w nig drobinami
materiatu ceramicznego, podobne drobinki stwierdza sig
takze w utkaniu odbudowanej kosci.

Wszczepy materiatu ceramicznego do migsni poslad-
kowych

W grupie zwierzat poddanych ocenie po 3 tygodniach
od dokonania wszczepu materiatu ceramicznego do mig-
$ni posladkowych stwierdzano obecnosc licznych ziaren
szkta w miesniu otoczonych, otorebkowanych wiotkg tkan-
ka faczna z obfitym naciekiem zapalnym zawierajgcym za-
réwno liczne komdrki limfoidalne jak i makrofagi oraz ogni-
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tissue strips

§ at the same time begins the proliferation of bone elements
from the remaining bone fragment and the callus remaining
at the site of operation;

§ the changes described above are accompanied by syn-
desmosis' cartilage metaplasia, cartilage proliferation, and
the new bone trabecules formation on the basis of prolifer-
ating cartilage;

§ the entire histological image has the form of an irregular
chondro osseus scar.

The histologic picture of specimens from animals killed
after 6 weeks from surgery may be described as a mean of
images after 3 weeks and those after 12 weeks of observa-
tion. At the same time images observed in this group were
most hererogenous giving the impression, as if the degree
of ossification, the intensity of inflammatory reaction, fibro-
sis, and cartilage formation were more dependent on indi-
vidual traits, rather than being a definite, characteristic pic-
ture of this phase of bone healing after a surgical proce-
dure. That is why the authors thought it pointless to de-
scribe in detail the histological images found in this study
animal group. A comparison of descriptions, as well as the
photographic documentation after 3 and 12 weeks of ob-
servation allows to extrapolate as to the character of changes
in this observation group (after 6 weeks).

The histological evaluation of specimens taken from the
forearms of animals killed after 12 weeks from surgery is
somewhat heterogenous. The dominating picture in this group
is the formation of an irregular osseus scar with a remnant
rebuilding of the bone excised during surgery . The charac-
teristic trait of this specimen group is the presence of a union
between non operated bone and the left over bone fragment.

These osseus unions are usually build from spongy ir-
regular and flaccid bone tissue. In rare cases one can find
among these bone trabecules the presence of wide-spread
regions of connective tissue (fibrous connective tissue), and
sometimes fragments of cartilage fields, resembling those
described 3 weeks post surgery. At the place of the excised
bone fragment the spongy bone, as well as the compact
cortical bone is being rebuild, with a visibly irregular struc-
ture of the Havers' canals. This remodelling in some cases
is incomplete (as if only 2/3 of the full circumference of the
bone have been rebuild), or seems "overdone" (the new
bone formed has 2 or 3 bone marrow canals, surrounded
by compact cortical bone). In the neighborhood of the re-
build bone structures the fields of fibrous connective tissue
are found, with implanted particles of ceramic material.
Similiar particles can also be found within the rebuild bone.

Ceramic material implants into the gluteal muscles

In the animal group studied 3 weeks after the ceramic
material implant, the presence of multiple grains encapsu-
lated in flaccid connective tissue, with an abundant
inflammatory infiltration, containing both numerous lymphoid
cells, macrophages, as well as focal gatherings of epithe-
lium like cells, has been found. No case of a pus formation
has been observed, or a widespread reaction of the "around
foreign body" type. The muscle in the vicinity of the implanted
biomaterial grains had marked signs of degeneration, which,
however, should be connected with surgical damage, rather
than the type of the material implanted. In none of the ob-
served cases focal chondroid metaplasia hasn't been ob-
served, and/or the "de novo" formation of bone trabecules.
Only in one case in this group small focal calcifications of
the connective tissue surrounding the implanted ceramic
material particles have been found.

The picture of the specimens obtained from study ani-
mals after 6 weeks post surgery was no different from the
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ska komorek o wygladzie komdrek nablonkowatych. Nigdy
nie stwierdzono przypadku odczynu ropnego czy rozbudo-
wanego odczynu typu okolo ciata obcego. Zaznaczone ce-
chy zwyrodnienia miesnia w sasiedztwie wszczepionych
drobin materiatu nalezy raczej wigzac z uszkodzeniem ope-
racyjnym anizeli rodzajem wszczepionege materiatu, W
zadnym z preparatow nie zaobserwowano ognisk metapla-
zji chrzgstnej i/lub tworzenia de noveo beleczek kostnych,
Tylko w jednym przypadku tej grupy stwierdzono niewielkie
ogniska wapnienia tkanki facznej otaczajacej wszczepione
drobiny materiatu ceramicznego.

Obraz preparatéw uzyskanych od zwierzat poddanych
obserwacji 6 tygodniowej pokrywat sie z opisami histopato-
logicznymi 3 tygodniowych obserwacji. W obu grupach wy-
stepowat rozplem tkanki tgcznej wiéknistej wokot drobin
materiatu ceramicznego.

Ale w preparatach z 6 tygodniows obserwacjg naciek
zapalny byt o mniejszym nasileniu z tendencja do przewagi
komérek o wygladzie nablonkowatych i sporadycznie two-
rzenia charakterystycznych ziarniniakow typu okolo ciata
obcego.

Omowienie wynikéw

Wigkszost badaczy zajmujacych sie problemem stoso-
wania biomateriatéw ceramicznych w wypetnianiu ubytkow
kostnych (np. Wheeler, Schmitt, Hakayawa, Kurashina [1,
3, 6, 8]) stwierdzato w sasiedztwie przeszczepianych mate-
riatow roznie nasilone procesy zapalno-naprawcze z roz-
maicie nasilonymi procesami naprawy zupetnej. W wigk-
szosci przypadkéow obserwowano odbudowe kosci od ob-
wodu wprowadzanego do ustroju materiatu przy czym w
pojedynczych doniesieniach (np. Kurashina [3]) udowod-
niono osteoindukcyjne (osteoplastyczne) dziatanie wszcze-
pianego materiatu.

Pozostate doniesienia racze] $wiadcza o dziataniu osteokon-
dukcyjnym - material wszczepiony stanowi "rusztowanie"
dla procesow zapalno-naprawczych. Wheeler (8) w bada-

RYS. 1. Przyktady obs
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one described above. In this group the proliferation of the
fibrous connective tissue has also been observed around
the ceramic material particles. The inlammatory infiltration,
if found, was of a lesser intensity than in the after 3 weeks
group, and the predominant cells were epithelial like, and
rarely the formation of typical "around the foreign body"
granulomas has been observed.

Results discussion

Most of the investigators interested in problems of ce-
ramic bio-materials usage for bone loss filling (e.g. Wheeler,
Schmitt, Hakayawa, Kurashina [1, 3, 6, 8]) found variously
intensified inflammatory-reparatory processes with various
stages of complete repair processes in the area adjacent of
the transplanted materials. In most of the cases bone re-
construction up to the perimeter of the implanted material
was found, but in single reports (e.g. Karashima [3]) a osteo-
inductive (osteoplastic) activity of the implanted material was
shown. Other reports evidence rather about osteo-conduc-
tive activity - the implanted material acts as a "scaffold" for
inflammation-reparative processes.

Wheelr [8] in her fluorescence and polarised light
microscopy studies showed after 4 weeks of observation a
presence of rich-cellular inflammation infiltration and colla-
gen fibres gathering and "adhering" around bio-glass gran-
ules. Formation of collagen fibres clusters around glass gran-
ules was higher after 8 weeks of observation. Basing on
those observations she has formulated a conclusion that
bio-glass granules serve as a matrix for collagen fibres and
cellular infiltration that are precursors of bone formation.
Observations made by Schmitt [6] prove that bone "re-
growth" in cases of bio-glass usage proceeds from the edges
of the artificial loss. He has also found both bone re-crea-
tion and covering bio-glass granules with fibrous connec-
tive tissue and inflammation reaction, and kind of the ob-
served reaction depended on the used material and on the
level of its dispersion. Differences in behaviour of the mate-

m,

erwowanych zmian histopatologicznych - szczegétowy opis w tekscie pracy.

a) Reakcja zapalna wokét ziarna bioceramiki po 3 tygodniach obserwacji - zwraca uwage brak komérek olbrzymich

wielojadrowych.

b) Tworzenie si¢ kosci zbitej w sasiedztwie materiatu bioceramicznego i tkanki Ziarninowej
c) Biomateriat Sz2 wszczepiony do migsnia poprzecznie prazkowanego - 3 tygodnie po implantacji.

d) Specyficzne barwienie ujawniajace jony Ca* - w obszarze wszczepionego biomateriatu Sz2 stwierdza sie duze
skupisko jonéw wapnia. Nie stwierdzono obecnosci jonéw wapnia w tkance ziarninowej otaczajacej implantowany
materiat.

(Sz2 - ziarna bioceramiki $z2; Gt - tkanka ziarninowa; B - ko$¢ zbita w sasiedztwie implantu; M - miesien poprzecznie
prazkowany)

FIG. 1. Samples of observed histological changes - detailed description in text.

a) Inflammatory reaction around bioceramic granule after 3 weeks of obserwation - note granuation tissue without
large muitinucleated cells.

b) Compact bone formation in neibourghood of bioceramic material and granulation tissue.

c) Bioceramic material Sz2 implanted into striated muscle - 3 weeks after implantation.

d) Ca* Specific stain - in the area of implanted Sz2 biomaterial large concentration of Ca?*

ions has been shown. There is no specific stain in sorrounding granulation tissue

(Sz2 - 5z2 bioceramic granules; Gt - granulation tissue; B - compact bone in the implant area; M- striated muscle)
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niach z uzyciem mikroskopii fluoroscencyjnej i mikroskopu
dwietinego ze Swiattem spolaryzowanym wykazata po 4 ty-
godniach obserwacji obecnos¢ bogatokomorkowego nacie-
ku zapalnego oraz skupiania sie i "przylegania” wiokien ko-
lagenowych wokdl ziaren bioszkia. Powstawanie skupisk
wiokien kolagenowych wokal ziaren bioszkta bylo wieksze
po 8 tygodniach obserwacji. Na podstawie tych obserwacji
sformulowata wniosek, ze ziarna bioszkia stuzg jako matry-
ca dla widkien kolagenowych i nacieku komorkowego be-
dacych prekursorami formowania sie kosci.

Obserwacje poczynione przez Schmitt'a [6] dowodzg, ze
"odrastanie" kosci w przypadkach zastosowania bioszkta
nastepuje od brzegéw wytworzonego ubytku, przy czym
stwierdzit zarowno odbudowe kosci jak i otaczanie ziaren
bioszkta tkanka taczna wioknista i odczynem zapalnym a
rodzaj obserwowanej reakcji zalezal od zastosowanego
materiatu i stopnia jego dyspersji. Roznice w zachowaniu
sie testowanych przez Schmitta materiatow mozna jak sie
zdaje dosc prosto wyjasnic - "napelzajgce” w obszar ubyt-
ku komorki (gtéwnie fibroblasty) sg komorkami wielopoten-
cjalnymi (Robbins) zdolnymi do roznicowania sig w réznych
kierunkach. Roznicowanie sie komarek np. w kierunku oste-
ocytow w znacznym stopniu indukowane jest wtasciwoscia-
mi otoczenia tkankowego w jakim znalazta sie komorka -
tym samym w srodowisku bioszkla bedziemy obserwowali
tendencje do powstawania "torebki" facznotkankowej (fibro-
blasty stang sie dojrzatymi fibrocytami produkujgcymi kola-
gen podczas gdy w otoczeniu zdemineralizowane] kosci
tkanki te bedg sie roznicowaly w kierunku kostniny kostna-
wej a nastepnie w pelni wyksztalconej kosci zbitej (a przy
odpowiednio diugim czasie obserwadji - odtworzonej w pefni
kosci beleczkowej). Na obrzezu wszczepionego materiatu
osteocyty beda "migrowaty" po wytworzonym przez bioma-
teriat rusztowaniu i odtwarzaly strukture kosci poczatkowo
tylko w ograniczonym do brzegu obszarze podczas gdy w
czesciach centralnych ubytku bedzie dominowac odczyn
zapalny | wtoknisty. Vogel [7] w badaniach na krolikach
wytwarzat w klykciu kosci udowej loze do ktorej implanto-
wat po 100mg trzech réznych modyfikacji bioszkta Hencha.
Oceny histologicznej dokonywat w 1, 4 i 12 tygodniu. W
obserwacjach 1 tygodniowych stwierdzit rozrost tkanki ziar-
ninowej z licznymi komérkami nacieku zapalnego i licznymi
proliferujacymi naczyniami wiosowatymi jednakze ubogg w
elementy wtokniste. Na powierzchni wytworzonej lozy ob-
serwowano obecnosé kosci gabozastej a w przestrzeniach
miedzykomaérkowych potwierdzono znaczne wysycenia
macierzy pozakomorkowej solami wapnia i fosforu. Po 4
tygodniach wykazal, oprocz znacznego zwiekszenia sig lim-
focytarnge nacieku zapalnego, wyrazna mineralizacje tka-
nek miekkich obszaru wszczepu z tworzeniem sie kosci i
odczynami olbrzymiokomaérkowymi typu okoto ciata obce-
go. W ohszarach zastosowanego bimateriatu stwierdzono
obecnose pekniec | szczelin, ktére wypeiniata proliferujgca
tkanka faczna.

Lin [4] w badaniach na krélikach z wytworzona lozg kost-
na w kiykciu kosci udowej po 2 tygodniach od implantacji
bioszkta zauwazyt, ze obszar wytworzonego ubytku kost-
nego wypelniony jest tkanka fgczna.

Badania wiasne w znacznym stopniu potwierdzajg opi-
sane wyzej procesy zachodzace w sasiedztwie i we wne-
trzu obszaru wypelnionego bioszkiem. Nalezy przy tym
zwrdcic uwage na fakt, ze w przeprowadzonych badaniach
polegajacych na wszczepieniu testowanego materiatu w
miesnie krdlika nie stwierdzono bezposredniego osteoin-
dukcyjnego dzialania szkia Sz2. Natomiast w wytworzonej
lozy kostnej materiat ten wykazywat znaczne wiasciwosci
osteokondukeyjne. Reakcje tkankowe w sasiedztwie testo-
wanego bioszkla nie odbiegaly w zasadniczy sposob od tych

rials tested by Schmitt may be, as it seems, quite easily
explained: cells "crawling" into the loss area (fibroblasts
mainly) are multi-potential cells (Robbins) able to differenti-
ate in various directions. Cells differentiation for example
towards osteocytes is largely induced by properties of the
tissue surroundings in which there is a cell - so in the bio-
glass environment we will observe tendencies for connec-
tive tissue "capsule" formation (fibroblasts will become adult
fibrocytes producing collagen) and in the environment of
demineralised bone the tissue will differentiate towards cal-
lus, and subsequently towards fully developed compact bone
(and with observation time long enough - fully recreated
trabecular bone). On the edges of the implanted material
osteocytes will "migrate” on a scaffold formed by the bio-
material and will re-create bone structure on a limited area
adjacent to the edge at first, when in the central parts of the
loss inflammation reaction and fibrous reaction will prevail.
Vogel [7] in studies on rabbits created sites in femoral bone
condyle. Into the site he implanted 100 mg of three different
Hench bio-glass modifications. Histological evaluation was
made after 1, 4 and 12 weeks. In 1 week observations he
found growth of granulation tissue with numerous cells of
inflammation inflow and numerous proliferating capillary
vessels, but low fibrous elements. On the surface of the site
presence of trabecular bone was observed, and in intracel-
lular spaces extracellular matrix was found largely saturated
with calcium and phosphorus salts. After 4 weeks he showed
clear mineralization of soft tissues of implant area with bone
formation and gigantocellular reactions around the foreign
body along with significant growth of limfocytic inflamma-
tion inflow. Within the areas of the bio-material usage exist-
ence of cracks and splits was found, and those cracks were
filled with proliferating connective tissue.

Lin [4] in his studies on rabbits with created bone site in
femoral bone condyle found after 2 weeks from implantation
that the area of bone loss is filled with connective tissue.

Our own studies largely support the described above
processes taking place in vicinity and inside the area filled
with bio-glass. One should note, however, that in the stud-
ies involving implantation of the tested material into rabbit's
muscles no direct osteoinductive action of Sz2 glass was
found. In the created bone site the material showed, how-
ever, significant osteoinductive properties. Tissue reactions
in the area adjacent to the tested bio-glass did not differ
seriously from those observed by Ito, Lin and Vogl [4,7]. Mc
Neill (5) used 5 different bio-materials implanted into the
shaft of rabbit's femoral bone. After 4 weeks from the time
of implantation in most of the groups he did not report in-
flammation inflow. In some cases, where inflammation in-
flow and reparative reaction were found there was also in-
creased number of nuclei found in the gigantic cells and
highly vacuolised cytoplasm. The cells showed more fea-
tures of typical phagocyting cells around the foreign body
and features of macrophages than of osteoclasts. Gener-
ally, each of the used bio-glasses was surrounded by scaf-
fold mage of newly-formed trabecular bone of various thick-
ness. In single examples granules of bio-glass were par-
tially surrounded by loose connective tissue or granulation
tissue containing gigantic cells of foreign body surround-

ings type.
Conclusions

As it appears from our own observations the Sz2 bio-
ceramics used for the study shows biological properties simi-
lar to those of materials used elsewhere, and kind and char-
acter of the observed tissue reactions suggests a possibil-
ity of more wide usage of this material for filling bone losses.
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poczynionych przez lto, Lin i Vogl'a [2, 4, 7]. Mc Neill (5)sto-
sowala 5 roznych biomateriatéw wszczepionych w trzon ko-
sci udowej krélika. Po 4 tygodniach od czasu wszczepienia
biomateriaiu w wiekszosci grup nie stwierdzat nacieku za-
palnego. W kilku przypadkach, gdzie stwierdzono naciek
zapalny i odczyny naprawcze stwierdzono takze zwigkszo-
ng liczbe jader w komorkach olbrzymich z wysoko zwaku-
olizowang "piankowats” cytoplazmag. Komorki te wykazy-
waty cechy typowych komorek zernych typu okolo ciata
obcego | makrofagow anizeli osteoklastow. Ogolnie kazde
z uzytych bioszkiet bylo otoczone przez rusztowanie nowo
utworzonej kosci blaszkowatej o réznej grubosci, chociaz
w izolowanych przyktadach granule bioszkiet byly czescio-
wo otoczone przez luzng tkanke taczna lub ziarninowa za-
wierajaca komarki olbrzymie typu okoto ciata obcego.

Whioski

Jak wynika z obserwacji wtasnych, zastosowana do ba-
dan bioceramika Sz2 wykazuje zblizone wiasciwosci biolo-
giczne do materialow stosowanych na swiecie, a rodzaj i
charakter obserwowanych odczynow tkankowych wskazu-
je na mozliwosc szerszego stosowania tego materiatu w
wypetnianiu ubytkow kostnych,
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W nowoczeshej ortopedii i chirurgii urazowej uzywanie
przeszczepow kostnych allogennych stanowig cenna war-
to$¢ w uzupetnianiu réznego rodzaju ubytkow kostnych. W
rozleglych ubytkach kostnych zaréwno autogenne jak i al-

THE STRENGHT TEST
ANALYSIS WITH NEW
GENERATION
BIOCERAMICS SZ2 AS A
BONE SUBSTITUTE OF
BONE FILLED WITH
EXPERIMENTAL BONE
DEFECT

NiepzieLski K.*, Synper M.*, S. Mazurkiewicz.**,
taczea M.***, CHoLEwa-KowaLska K.***, KokTysz R. ****

* Cunic oF OrTHOPAEDICS, AND CHILD's ORTHOPAEDICS,
MepicaL UniversiTy oF Lopz

** FacuLty oF ExpeERIMENTAL MECHANICS AND BIOMECHANICS
OF THE INSTITUTE OF TEcHNOLOGY Cracov, PoLanp

*** The DepaARTMENT OF EnaAMEL AND GLASS,

AGH UniversiTY oF SciEnce aND TEcHNOLOGY, CRAcOV
% PatoMorPHOLOGY AND CyToBioLogy CLinic DEPARTMENT
oF Mepicive-Army, MebicaL UniversiTy oF Lopz

Introduction

In a modern orthopaedic and trauma surgery the use of
bone allografts is of a great value. In the extensive bone
loss both autogenic as well allogenic bone transplantation
should be performed. The use of allogenic bone graft could



