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Celem pracy byla ocena histopatologiczna pro-
cesow towarzyszacych 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 tacznie 87
krolikéw 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, 6 i 12 tygodniach
od daty wykonania operacyjnego ubytku kostnego i wypet-
nienia go odpowiednim materiatem.

Wszystkim krolikom wediug wlasnej modyfikacji metody
podanej przez Schmitta i Weeller w 1997 roku [6, 8] wyko-
nywano ubytgk kostny kosci promieniowe] 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 Sz2 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 wczeéniej 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 kroliki 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 odwapniajacym
bedacym mieszaning kwasow octowego i solnego oraz for-

2909800 QC 0000 0890000000000 OD0D0ODPOONOO0PO0OOOOeDDGNS

EVOLUTION AND TYPE OF

HISTOLOGICAL CHANGES «+ <5« .-

IN THE AREA ADJESCENT
TO IMPLANTED, ZOL-GEL
DERIVED, CERAMIC SZ2
BIOMATERIAL

NiepzieLski K.*, Synper M.*, Laczka M.**,
CHoLEwa KowaLska K.**, ZieLinski K.***, KokTysz R.***

*KLinika OrToreDil | OrRTOPEDI DZIECIECES

UniwersyTeTu MEDYCZNEGO W LODZI

**KATEDRA Szkta | EmaLI

Axapemil Gorniczo Hutniczes w Krakowie

**+ 7 akeaD PaTomorroLocl | CyTosloLoall Kuniczned Wypziacu
Wouskowo-LEkarskiEGO UNIWERSYTETU MEDYCZNEGO W £.0DZI

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 i ksylenow do para-
finy. Z wykonanych bloczkow parafinowych wykonywano
nastepnie od 4 do 6 skrawkow grubosci 4-5 pm, na co naj-
mniej 2 szkietkach, ktore to skrawki nastepnie barwiono
Hematoksyling i Eozyng 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 migsni posladkowych
badanych zwierzat, w ktdre wszczepiano badany materiat
bioaktywny - poza etapem odwapniania, ktory nie byt w tym
wypadku konieczny, postepowanie 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 wtdknienia 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 roznej wielkosci konglomeraty
drobin materialu ceramicznego lezace w luznej tkance acz-
nej i otoczone waskim pasem odczynow komaorkowych glow-
nie limfocytarnych - obszary te sprawialy wrazenie jakby
wieksze drobiny szkia ulegly separacji i rozpadowi na mniegj-
sze nieregularne ziarna. W kilku przypadkach stwierdzono
nawet obrazy "wnikania" pasm tkanki tacznej i nacieku lim-
focytarnego w obreb duzych ziaren biomateriatu. Ten dosc
charakterystyczny obraz mozna jak sie wydaje, tlumaczyc
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
chrzastki tworzace niekiedy uktady przypominajace
histologiczne struktury kostniakow gabczastych czy
kostniakochrzestniakow (oczywiscie bez cech rozrostu
typowo nowotworowego!). Obserwacje mikroskopowe zdajg
sie wskazywac na dwa zrodia tworzenia kosci: jednym z
nich jest proliferacja kostniny kostnawej i ogniska metaplazji
kostnej tkanki tacznej w sasiedztwie pozostawionej kosci
(vide metodyka operacji) oraz pozostawionych fragmentow
okostnej; drugim zrodiem tworzenia sie elementéw kostnych
w sasiedztwie wszczepu jest kostnienie na podtozu
chrzestnym. W wielu z analizowanych preparatow tej grupy
stwierdzano, obszary proliferacji, o roznym nasileniu, mtode;j
chrzgstki 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 obtained 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 syndesmosis. 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
obwodowych wyraznie zaznaczone, choc 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 miejscu wszczepienia wokot ziaren materiatu ceramicz-
nego powstajg nieregularne uklady nacieku zapalnego o
zmiennym nasileniu i pasma tkanki faczne; wioknistej;

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

§ opisanym wyze] zjawiskom towarzyszy metaplazja
chrzestna wigozozrostu 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 usmierconych po 6 tygodniach od daty zabiegu opera-
cyjnego mozna okresli¢ 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 byly 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 wycinkéw 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 s z
gabczastej nieregularne] 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
pdl chrzestnych podobnych do opisanych w obserwacjach
po 3 tygodniach od zabiegu. W miejscu usunietego frag-
mentu kosci odbudowuje sie zardwno kosc gabcezasta 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 kos¢ o 2 lub 3 kanatach
szpikowych otoczonych zbitg koscig korowa). W sasiedz-
twie odbudowywanych struktur kostnych stwierdza sie pola
tkanki lacznej widknistej 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 mieéniu 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 komadrek 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 wszczepionego materialu. 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 preparatow uzyskanych od zwierzat poddanych
obserwacji 6 tygodniowej pokrywat sie z opisami histopato-
logicznymi 3 tygodniowych obserwacji. W obu grupach wy-
stepowat rozplem tkanki tgcznej widknistej wokot drobin
materiatu ceramicznego.

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

Omowienie wynikéw

Wiekszos¢ 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 przypadkow 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.

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

RYS. 1. Przyktady o

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-

.

Iﬁ

bserwowanych 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 mig$nia 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 $z2; Gt - tkanka ziarninowa; B - ko$é zbita w sgsiedztwie 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
Swietinego ze Swiattem spolaryzowanym wykazata po 4 ty-
godniach obserwacji obecnos¢ bogatokomorkowego nacie-
ku zapalnego oraz skupiania sie i "przylegania” wiokien ko-
lagenowych wokol ziaren bioszkia. Powstawanie skupisk
wiokien kolagenowych wokal ziaren bioszkta bylo wieksze
po 8 tygodniach obserwaciji. Na podstawie tych obserwacji
sformulowata wniosek, ze ziarna bioszkia stuzg jako matry-
ca dla wiokien kolagenowych i nacieku komorkowego be-
dacych prekursorami formowania sie kosci.

Obserwacje poczynione przez Schmitt'a [6] dowodzg, ze
"odrastanie" kosci w przypadkach zastosowania bioszkia
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 komérki (gtéwnie fibroblasty) sg komorkami wielopoten-
cjalnymi (Robbins) zdolnymi do roznicowania sig w réznych
kierunkach. Roznicowanie sig komarek np. w kierunku oste-
ocytow w znacznym stopniu indukowane jest wtasciwoscia-
mi otoczenia tkankowego w jakim znalazta sie komorka -
tym samym w srodowisku bioszkta bedziemy obserwowali
tendencje do powstawania "torebki" facznotkankowej (fibro-
blasty stang sie dojrzatymi fibrocytami produkujacymi kola-
gen podczas gdy w otoczeniu zdemineralizowane] kosci
tkanki te bedg sie roznicowaly w kierunku kostniny kostna-
wej a nastepnie w pelni wyksztatconej kosci zbitej (a przy
odpowiednio diugim czasie obserwagji - 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 komorkami nacieku zapalnego i licznymi
proliferujacymi naczyniami wiosowatymi jednakze ubogg w
elementy widkniste. Na powierzchni wytworzonej lozy ob-
serwowano obecnos¢ kosci gabczastej a w przestrzeniach
miedzykomaérkowych potwierdzono znaczne wysycenia
macierzy pozakomorkowej solami wapnia i fosforu. Po 4
tygodniach wykazal, oprocz znacznego zwigkszenia sig lim-
focytarngo 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
obecnosé pekniec i szczelin, ktére wypetniata proliferujgca
tkanka faczna.

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

Badania wtasne w znacznym stopniu potwierdzajg opi-
sane wyzej procesy zachodzace w sasiedztwie i we wne-
trzu obszaru wypelnionego bioszkiem. Nalezy przy tym
zwroci¢ 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 wlasciwosci
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 ostecinductive 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, Lini Vogl'a [2, 4, 7]. Mc Neill (5)sto-
sowala 5 roznych biomateriatéw wszczepionych w trzon ko-
$ci udowej krolika. Po 4 tygodniach od czasu wszczepienia
biomateriatu w wiekszosci grup nie stwierdzat nacieku za-
palnego. W kilku przypadkach, gdzie stwierdzono naciek
zapalny i odczyny naprawcze stwierdzono takze zwiekszo-
ng liczbe jader w komorkach olbrzymich z wysoko zwaku-
olizowang "piankowatg" cytoplazma. Komorki te wykazy-
waty cechy typowych komarek zernych typu okolo ciata
obcego | makrofagow anizeli osteoklastow. Ogolnie kazde
z uzytych bioszkiet bylo otoczone przez rusztowanie nowo
utworzonej kosci blaszkowatej o roznej grubosci, chociaz
w izolowanych przyktadach granule bioszkiet byly czescio-
wo otoczone przez luzna tkanke taczna lub ziarninowa za-
wierajaca komarki olbrzymie typu okotlo ciata obcego.

Whioski

Jak wynika z obserwacji wtasnych, zastosowana do ba-
dan bioceramika Sz2 wykazuje zblizone wiasciwosci biolo-
giczne do materiatow 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 nowoczesnej ortopedii i chirurgii urazowej uzywanie
przeszczepow kostnych allogennych stanowig cenng war-
to$¢ w uzupetnianiu réznego rodzaju ubytkow kostnych. W
rozlegtych ubytkach kostnych zarowno autogenne jak i al-
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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



logenne przeszczepy kostne sg bardzo czesto stosowane.
Uzywane allogenne przeszczepy kostne moga przenosic
choroby dawcy, dlatego rozne substytuty kosci sg szeroko
polecane. Badania odpornosci kosci na ztamanie mozna
przeprowadzi¢ w rozny sposab oceniajac  jej sprezystosé
lub kruchosé. W badaniach mechanicznych oznacza sig
najczeséciej modut Younga w probach na rozciaganie, Sci-
skanie, wyboczenia lub w probach tréjpunktowego czy czte-
ropunktowego zginania. Drugim materiatowym wskaznikiem
jest modut Kirchhoffa, oznaczany najczesciej w probach
skrecania [1, 2, 3, 4].

Celem badan jest analiza badan wytrzymatosciowych ko-
$ci po wypetnieniu ubytkow kostnych nowej generaci bio-
ceramika Sz2 w doswiadczalnym modelu na przedramio-
nach krolika.

Materiat i metoda

Do badan uzyto bioceramike Sz2 w formie granul o skta-
dzie chemicznym 80Si0,:4P,0,16Ca0 w (molach). Bio-
ceramika Sz2 otrzymywana byla technika zol-zel o wymia-
rach granul w przypadku materiatu oznaczonego jako S1
od 100 pm do 500 um oraz dla materiatu oznaczonego jako
S5 od 500 pym do 800 pm. Bioceramike nowej generacji
wyprodukowano w Katedrze Szkfa i Emalii Akademii Gorni-
czo-Hutniczej w Krakowie. Materiat 82 byt wszczepiany w
wytwarzany chirurgicznie ubytek kostny o wymiarach 0,5 x
0.5 x 20 mm ko$ci promieniowej krdlika. Lewe przedramig
bylo wypetniane materiatem S1, a prawe S5. Grupe kontro-
Ina stanowity przedramiona krolikow u ktérych w miejsce
ubytku kostnego stosowano mrozone allogenne przeszcze-
py kostne gromadzone z dalszej nasady kosci udowej i
blizszej nasady kosci piszczelowe;.

Badania odpornosci kosci na zlamanie przeprowadzono
na maszynie wytrzymaltosciowej firmy "Instron" model 4465.
Koé¢ podparto na podporach o rozstawie 50 mm i obcigza-
no ja z predkoscia 200 mm/min, w kierunku jej naturalnego
ugiecia site skupiona w $rodku pomiedzy podporami. Ba-
dania przeprowadzono w pomieszczeniu o temperaturze
21°C, i wilgotnosci 50%. Dane rejestrowane byly glowica
pomiarowa sity z zakresem do 5000 N i doktadnoscig do
0,1 N.

Poniewaz badania wytrzymatosciowe w modelu z 2 punk-
towym podparciem nie byly dotychczas prowadzone, a ich
metodyke opracowywano specjalnie dla potrzeb tej pracy,
glowny cykl pomiaréw poprzedzono badaniami wstepnymi,
ktorych gtéwnym celem bylo przetestowanie stosowanego
instrumentarium | okreslenie wartosci brzegowych modelu
dogwiadczalnego. Przed rozpoczeciem zaplanowanych
pomiaréw w grupie doswiadczalnej, w celu okreslenia wyj-
$ciowych parametrow badan mechanicznych, jak rowniez
okreslenia rozrzutu wartosci mierzonych wielkosci wykonano
badania wstepne na nieoperowanych kosciach catych i ko-
$ciach z wytworzonym ubytkiem jednakze bez wszczepu
(przeszczepu). W tym etapie z wielkosci wyznaczonych, dia
okreslenia ktorych nie jest konieczna znajomosé przekroju
poprzecznego kosci, wyznaczono i rozpatrzono: energie
zuzyta do chwili uzyskania maksymalnej sity w probie zgi-
nania, energie zuzyta do zlamania kosci oraz funkcjg okre-
$lajaca jak duza site nalezy przylozy¢ do kosci aby jej ugle-
cie wynosito Tmm. Te parametry oznaczano nastepnie w
badaniach materiatu doswiadczalnego.

Schemat sposobu obcigzenia probki modelu badawcze-
go przedstawiono ponize] okreslajac nastepujace funkcje:
- D/Y - ugiecie kosci przy maksymalnej sile w [mm]

- L/Y - maksymalna sita w badanej probie w [kN]
- EIY - energia potrzebna do uzyskania maksymainej sity
w [J]

lead to donor disease, therefore the substitute for bone is
highly recommended. Investigations of bone resistance
against fracture may be carried out in various ways assess-
ing for instance its elasticiti or fragility. In mechanical stud-
ies the young modulus is calculated for the tests against
extention, side bending tests, compression tetsts or in three
points or four points bending tests. A second cammon in-
dex is the Kirchof modulus for evaluation in tortion tests or
three supporting points [1, 2, 3, 4].

The purpose of this study is to analyze the strength of
bone, after filling the bone defect with the new bioceramic

material Sz2 in forearmr ofrabits.

Material and methods: The Sz2 bioceramic in a form of
granule was used in this study. The chemical composition
of Sz2 consisted of 80Si0,4P,0,-16Ca0. The granule of
Sz2 was done by zol - gel technique and had diameter of
100 pm - 500 pm (S1) and 500 um - 800 pm (S5). The
biobglass has been produced at The Department of Enamel
and Glass, Coalmining - Steelmill Academy, Cracov, Po-
land The S2 material was implanted in a bone defect, surgi-
cally made in a rabbit's radius. The bone defect had a size
of 0,5 x 0,5 x 2,0 cm. The left radius was filled with 100 um
- 500 pm granules (S1), and the right radius with 500 pm -
800 um granules (S5). The control group consisted of rab-
bits which bone defect in radius was filled with autogenic
bone graftt collected from distal epiphysis of the femur or
proximal of tibial epiphysis.

A study of rabbit bone resistance to bending have been
carried out with the use of the resistance set "Instron" model
4485,

The bone was propped up by supports spaced 50 mm
and was loaded with the speed of 200 mm per minute in the
direction of its natural deflection. The study was performed
in a room having temperature 210C and humidity 50%. The
data were registered with a force-measuring head of the
range up to 5000N and precision up to 0.1 N.

The two points support model has not been hitherto car-
ried out and their methods have been especially elaborated
for this study. The main series of measurements was pre-
ceded by initial investigations of which the main purpose
has been to test the applied instrumentation and determi-
nation of the margin values of the experimental model. Thus
before starting the planned measurements in the experi-
mental group preceding studies were made on non-opera-
ted whole bones and on bones with performed defect but
without an implant, to determine the initial parameters.

We determined and analysed: the energy used from the
moment of attaining maximum force in the bending test, the
energy used to brake the bone and the function defining the
force that should be applied to the bone so that its deflec-
tion would amount to 1mm. Those parameters have been
then determined in the experimental material.

In our studies we applied the model with two points sup-
port. A design of the research model has been presented
below, the following functions were determined:

- DIY - deflection of the bone in millimetres /mm/ at maxi-
mum force applied

- L/Y - maximum force in the performed test in Kilo Newton
[kN]

- E/Y - energy required to obtain the maximum force in[Jo-
ul] [J]

- E - energy used to fracture the bone in Joul [J]

-S - (Slope) the function qualifying the force to be applied
to the bone so that its deflection amounts to 1 mm in New-
tons/ millimetres(N/mm)

Investigations were performed in forearms of 75 rabbits
belonging to three groups only: the group with allogenic "P"
implants, with implanted bioceramic biomaterial S1 and S5.



o000

ALtOW

10

Rl

BI®MATE

- E - energia zuzyta do ztamania kosci w [J]
-S - (Slope) funkcja okreslajaca jak duza site nalezy przyto-
zy¢ do kosci aby jej ugiecie wynaosito 1 mm w [N/mm]
Badania wytrzymatosciowe przeprowadzono na 75
przedramionach krolikéw pochodzgcych z trzech grup: z
wszczepionymi przeszczepami allogennymi (P) oraz z wsz-
czepionym materiatem bioceramicznym (S1i S5). Rozklad
ilosciowy zwierzat od czasu obserwacji i uzytego wszczepu
przedstawiono w TABELI 1.

Wyniki

Uzyskane wyniki przedstawiono na RYS. 1-3; umiesz-
czone na nich dwie linie; niebieska i czerwona. oznaczaja
wartos¢ ustalong w badaniu pilotowym dla kosci naciete;
czyli z wytworzonym ubytkiem kostnym bez stosowania ja-
kiegokolwiek implantu/wszczepu niebieska , natomiast li-
nia czerwona oznacza wartos¢ jakg zaobserwowano przy
prébach wytrzymatosciowych pefnej grubosci kosci nie
uszkodzonej operacyjnie.

Wyniki pomiaru energii potrzebnej do uzyskania maksy-
malnej sity (E/Y) w poszczegolnych czasach obserwacji i w
zaleznosci od stosowanego materiatu przedstawia RYS. 1.

Stwierdzono, ze nie ma statystycznie znamiennych roz-
nic wartosci energii potrzebnej do zniszczenia kosci pomie-
dzy badanymi materiatami jak rowniez czasow obserwacji.
obserwowane Natomiast wartosci przecigtne miescity sie
w zakresie wyznaczonym przez parametry dla kosci z wy-
tworzonym ubytkiem bez implantu i kosci normalnej nie pod-
danej zabiegowi operacyjnemu.

Bardzo istotnym i najbardziej odpornym na wplyw czyn-
nikéw zewnetrznych (np. grubos$¢ kosci, obecnosé dodat-
kowych tkanek czy inne tego rodzaje elementy) okazata sie
w badaniach pilotozowych energia zuzyta do ztamania ko-
sci. Wyniki pomiarow tej wielkosci przedstawiono w RYS.2.
Stwierdzono znamienne statystycznie réznice warto$ci po-
migdzy przeszczepem kostnym, a materialami bioceramicz-
nymi 81 i S5. Stwierdzono rownieZ statystycznie znamien-
ne réznice w zachowaniu sie poszczegoinych biomateria-
tow w 3, 6 i 12 tygodniu obserwacji. Podobnie jak w przy-
padku pozostatych parametrow kosé z wytworzonym do-
swiadczalnie ubytkiem wypetnionym badz przeszczepem
allogennym, badz tez biomateriatem o roznej wielkosci ziar-
na ., ktory podlegat badaniu w naszym doswiadczeniu, war-
tosci srednie po 3, 6 i 12 tygodniach wahaty sie w grani-
cach pomiedzy zacbserwowowanymi wartosciami porow-
nawczymi.

W przeprowadzonych badaniach wytrzymatosciowych
wyliczono standardowe wartosci parametru S (Slope) okre-
Slajacego jak duza site w [N/mm)], nalezy przytozyé do ko-
sci aby jej ugigcie wynosito 1 mm (RYS. 3). Szczegdlowa
analiza statystyczna wykazala, ze w kazdej grupie nieza-
leznie od zastosowania materiatu: przeszczepow kostnych
i biomateriatow ceramicznych o roznej grubosci ziarna, ob-
serwuje sig statystycznie znamienny spadek wartosci pa-
rametru S w 6 tygodniu obserwacji, a nastepnie jego wzrost.
Analiza statystyczna wykazata réwniez, ze istnieje staty-
stycznie znamienna roznica uzyskanych wartosci po 3 ty-
godniach obserwacji pomiedzy biomateriatami S1 i S5, a
przeszczepem kostnym. Warto tez zauwazyc, ze w przy-
padku materialu S5 po 12 tygodniach wielkosé sity jaka
nalezy przytozy¢ do kosci aby jej ugiecie wynosito 1 mm
jest niemal réwna sile dla prawidiowej kosci i niemal dwu-
krotnie wyzsza od sily jaka nalezy przylozyc dla kosci z wy-
tworzonym ubytkiem bez stosowania wszczepu/implantu
kostnego. Takiego wyniku nie zapewnia biomateriat o ziar-
nie S1, ani przeszczepy kostne, po 12 tygodniach od daty
wszczepienia.

A detailed division of the groups into subgroups is given in
TABLE 1.

Resultes

In diagrams 1-3 two lines were drawn: blue and red. The
blue line represents the value obtained in the guide study
for an incised bone or with a produced defect without any
implant. The red line represents the value observed in resi-
stance tests for a full bone thickness not damaged by ope-
ration.

Czas obserwagcji

TABELA 1. Rozkiad ilosciowy przedramion zwierzat w
zaleznosci od czasu obserwacji i uzytego wszczepu.
TABLE 1.

The first parameter taken into account in the resistance
studies was the energy required to obtain the maximum
force in the studied test in dependence on the used implant
and the observation time. The results of these observations
have been listed in the FIGURE 1. Statistical analysis has
shown that there had been no statistically significant diffe-
rences between the investigated materials and between the
observation times for each of the materials.

Very essential and most resistand against external fac-
tors such as for example thickness of the bone, presence of
additional tissues or elemments of other kind, appeared in
the guide studies the parameter that defines the energy used
to brake a bone. The data of this parameter have been li-
sted in the FIGURE 2. Statistically significant value of diffe-
rences between a bone implant and the bioceramic mate-
rials 81 and S5 were found. Statistically significant differen-
ces concerned also the behaviour of particular biomaterials
in the 3rd, 6th and twelfth week of observation. The bone
with experimentally produced defect filled either with an al-
logenic implant or the biomaterial of various grain thickness
the mean values after 3, 6, and 12 weeks oscilated in the
limits values of the bones with experimentally produced bone
defect without implant,

In our study of resistance we have calculated such valu-
es of the function S designated in the English terminology
as (Slope) indicating how great force should be loaded on
the bone so that its deflection amounts to 1 mm. The values
have bee given in [N/mm] and the result have been listed in
the FIGURE 3. A detailed statistic analysis showed that in
every group both a bone implant as well as the bioceramic
material of various grain diamertre, statistically significant
decrease of tensile strength was observed. In the 6th week
an increase of tensile strength was noted and the statistic
analysis revealed that there exist a statistically significant
difference of the obtained vales after 3 weeks of observa-
tion, between biomaterials S1 and S5 and bone implant. In
the case of the material S5 the after 12 weeks, the result is
almost equal with the result observed for the bone without
defect and almost twice as high as observed for a bone
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RYS. 1. Wykres kolumnowy maksymalnej sity
L/Y [kIN] jaka wystapita w badanej probie w
zaleznosci od uzytego implantu i czasu
obserwaciji.

FIG. 1. Column diagram of the maximum force of
function L/Y [kN] in comparison of implant used
and the observation time.

Poniewaz jest wiele uzywanych réznych modeli doswiad-
czalnych dlatego trudno jest porownywac wyniki ze soba.
We wiasnych badaniach uzyskaliémy podobne wyniki po-
rownywalne do Nakamuro, Wheeler, Yano [5, 6, 7, 8, 9].

Whioski

Bioceramika nowej generacji Sz2 moze mie¢ duza war-
tos¢ w zastosowaniu jako substytutu kosci. Prowadzi do
wygojenia wytworzonego ubytku kostnego i potencjalnej
przebudowy kosci. Dla oceny petnej przebudowy kosci wy-
maga dalszych okresow obserwacyjnych.

e
i1}

12t

RYS. 3. Wykres kolumnowy wartosci srednich
parametru S ( Slope).

FIG. 3. Column diagram of average values of
function S (Slope) defining with how great force
a bone should be loaded so that its deflection
amounted to 1Tmm.
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RYS. 2. Wykres kolumnowy energii zuzytej do
zlamania kosci E[J] w zaleznosci od uzytego
implantu i czasu obserwacji.

FIG. 2. Column diagram of the used energy to
brake a bone function E in Jouls [J] in
dependence of the used implant and observation
time.

with defect without an implant. Such result has not been
obtained with any of the remained materials or the bioma-
terial of S1 grain and the bone implants after 12 weeks.
There are a lot of different models in practice and it creates
a problems to compare them. We observed very simlar
reselts in our studies like Nakamura, Wheeler, Yano [5, 6,
7,8, 9]

Coclusions

The new generation of bioceramics Sz2 has an impor-
tant value as substitute for bone. Bioceramics healed the
defect and had potentials for bone rebuilding. For full rebu-
ilding of the bone defects longer period of the time is neces-
sery.

The resultes of strnght test analizis showed that new ge-
neration bioceramics Sz2 especially with granule diameter
between 500 pm to 800 pm can be used as abone substitu-
te.Implantig the Sz2 material in bone defects no aggravate
in the analyzed strenght test parametres in comparision with
bone grafts.
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Przeprowadzone badania wytrzymatosciowe wskazuja,
ze bioceramika Sz2 o wielkosci ziarna 500-800um moze
by¢ stosowana jako substytut wiérow kostnych w opera-
cjach naprawczych ubytkow kostnych, a jej zastosowanie
nie pogarsza parametrow mechanicznych gojacego sie ob-
szaru kosci.
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BADANIA BIOZGODNOSCI
TKANKOWEJ MATERIALU
SZ2 OTRZYMANEGO
METODA ZOL-ZEL

NiepzieLski K.*, Synoer M.*, Zamorska L.**, Laczka M. ***,
CroLewa KowaLska K.***, Zoenierek M.**, Menaszek E.**,
Koktysz R.***

“Kuinika OrTorepil | OrToreDll DzIECIEGE) UNIWERSYTETU
MEepyczneco w topzi

*Zakeap CytosioLosn | HistocHemi CoLLesium Mepicum
UNIWERSYTETU JAGIELLONSKIEGO W KRAKOWIE

“*KATEDRA SzKeA | EmaLn Axkapemi Gorniczo Hutniczes w
Krakowie

e Zakeap PatomorroLos | CytosioLos KLinicznes Wypzia-
tu Wouskowo-Lekarskieco UniwersyTETU MEDYCZNEGO W
topz

Celem badar bylo okreslenie charakteru od-
powiedzi komorkowej i stopnia biozgodnosci
tkankowej dla wszczepionego w miesnie poslad-
kowe biomateriatu Sz2

Materiat i metoda

Badania przeprowadzono w Zakladzie Cytobiologii i Hi-
stochemii Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskie-
go w Krakowie.

Do badan zastosowano material otrzymany metodg zol -
zel, S2. Biomateriat wszczepiano w takiej samej ilosci do
migsnia szkieletowego posladkowego dorostych (4-6 mie-
siecy) szczurow rasy kapturowej. Operacje implantowania
biomateriatéw przeprowadzono w peingj narkozie, w warun-
kach sterylnych. Réwnoczesnie w grupie kontrolnej dokona-
no identycznego zabiegu bez wprowadzania biomateriatu.
W grupie doswiadczalnej utworzono serie 2, 7, 30, 90, 150 |
180-dniowe, kazda skiadajgca sie z 12 osobnikow (6 samic i
6 samcow). Ze wzgledu na szybkie zakonczenie procesu
gojenia sie rany w grupie kontrolnej utworzono tylko serie 7
i 30-dniowe sktadajgce sie z 6 osobnikow kazda (3 samce i 3
samice). Po uplywie czasu danej serii zwierzeta usmiercano
dootrzewnowym zastrzykiem z Vetbutalu.

Po usmierceniu zwierzat z serii 2-dniowej, z wycietych z
migsnia wszczepow wykonano rozmazy metoda odbitko-
wa. Nastepnie rozmazy barwiono metodg Pappenheima i
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TISSUE BIOCOMPA-
TIBILITY RESEARCH
OF THE SZ2 MATERIAL
OBTAINED WITH USE
OF ZOL-GEL METHOD

NiepzieLskl K.*, Synper M.*, Zamorska L.**, Eaczka M. ***,
CHoLewa KowaLska K.***, Zotnierek M.**, Menaszek E.**,
Kokrysz R.****

* ORTHOPAEDICS AND CHILDREN ORTHOPAEDICS CLINIC MEDICAL
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** CyToBIOLOGY AND HisTocHEMISTRY DEPARTMENT COLLEGIUM
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The aim of the study was to determine a char-
acter of cellular response and a degree of
tissue biocompatibility of bio-material Sz2
implanted in the gluteal muscles.

Material and method

The investigation have been carried out in the Depart-
ment of Cytobioclogy and Histochemistry of Collegium
Medicum of the Jagiellonian University in Cracow.

The study used a material obtained with use of z zol-gel
method, Sz2. The biomaterial was implanted in equal por-
tion to the gluteal muscle of adult (4-6 months old) rats of
the hooded breed. Procedures of implantation were per-
formed under general anaesthesia, in sterile conditions.
Simultaneously the control group underwent the same pro-
cedure but without implantation of the bio-material. In ex-
perimental group the 2, 7, 30, 90, 150 and 180-days long
series were created, each of 12 individuals (6 males and 6
females). Because of the fast ending of the wound healing
process only 7 and 30-days long series were created in the
control group, each consisting of 6 individuals (3 males and
3 females). After the time passage for the given series ani-
mals were sacrificed with Vetbutal injection.

After sacrificing animals from the 2-day long series, im-
plants cut from their muscles were smeared with an imprint
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liczono udziat procentowy poszczegolnych typow leukocy-
tow wsrod 200 kolejno napotkanych w obrazie mikroskopo-
wym komaorek.

Po usmierceniu zwierzat ze wszystkich pozostatych se-
rii, pobierano wycinki z miejsca wszczepionego materiatu
wraz z najblizsza jego okolica. Wycinki zamrazano w cie-
ktym azocie i skrawano na mikrotomie kriostatowym w temp.
-24°C na skrawki tkankowe o grubosci od 6 do 8 um skraw-
ki te barwiono metodami histochemicznymi wykrywajacym
aktywnos¢ dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej (GEPD),
dehydrogenazy NADH (NADHD), oksydazy cytochromu
C (OCC) i fosfatazy kwasnej (FK) | barwieniu immunohi-
stochemicznemu wykrywajacemu fibronektyne. Ponadto w
skrawkach barwionych metodg Pappenheima liczono ko-
marki tuczne i eozynofile w przeliczeniu na 1 mm? powierzch-
ni wszczepu i jego najblizszych okolic. Prowadzono row-
niez obserwacje obecnosci neutrofilow | makrofagow w oko-
licach wszczepu. Nasilenie aktywnosci enzymoéw oceniano
metoda mikrodensytometryczna, a liczebnosci wystepowa-
nia komorek obronnych okreslano z pomoca mikrokompu-
terowgo analizatora obrazu Multiscan 6.08. Metodyke oce-
ny morfometrycznej oparto o prace M.Therina i in. [1] oraz
doswiadczenia oparte o wczesniejsze wiasne badaniach
biozgodnosci tkankowe biomateriatow [2-5].

Wyniki

W rozmazach wykonanych z miejsc wszczepow w 2 dniu
od operacji dominowat wzrost leukocytow-neutrofilow swiad-
czacy o dominujacym stanie zapalnym.

W seril 7-dniowej, w rozmazach we wszczepach mate-
riatu Sz2, widoczne sa juz tylko niewielkie skupiska netro-
filow obserwowano natomiast nasilony proces fagocytozy -
widoczne s3 liczne makrofagi wypetnione sfagocytowanym
materiatem.

W obrebie wszczepow stwierdzono takze naplyw komao-
rek tucznych (mastocytow) i eozynofilow.

Kinetyke pojawiania sie komorek tucznych i eozynofilow
pozwalajaca wnioskowa¢ o przebiegu procesow napraw-
czych w tkankach przedstawia RYS.1.

Ponadto w serii 7-dniowej stwierdzono w miejscach wsz-
czepionego biomateriatu wyrazne zageszczenie wystepo-
wania miodych kamérek ziarniny juz przylegajacych do frag-
mentow wszczepionego biomateriaiu. Notowano takze po-
jawienie sig fibronektyny wokdl ziaren materiatu Sz2 co
przemawia za wysokg biozgodnoscia tego biomateriatu z
plazmolema komorek i macierza migdzykomarkowa.

W serii 30-dniowej nie obserwowano wykladnikow ostre-
go stanu zapalnego. We wszczepach widoczne byly ma-
krofagi z ciemnymi ziarnistosciami, swiadczace o przebie-
gajacym procesie usuwania drobnych odtamkow biomate-
riatu na drodze fagocytozy. Wzrastata liczba mastocytow,
co wskazuje na wzmozenie proceséw budowy tkanki ziar-
ninowej, przebiegajacych w duzym stopniu pod wptywem
czynnikéw wydzielanych przez mastocyty. Réwnoczesnie
malata liczebnosé eozynofilow w stosunku do setii 7-dnio-
wej, w ktérej obserwowano pierwszy naptyw tych komorek.

Aktywnosé enzyméw utieniajgcych (G6PD, NADHD, OCC)
we widknach miesniowych i komorkach tkanki tacznej juz w
30 dniu po implantacji powracata do normy. W serii 90-dnio-
wej widoczne byly nadal skupiska makrofagow, ale juz mniej-
sze niz w serii 30-dniowej, a liczba mastocytow | eozynofilow
byta obnizona. W serii 150-dniowej obraz wszczepu i tkanek
otaczajacych podobny byt do serii 90-dniowej. W okolicach
wszczepow biomateriatu Sz2, widoczne byly niewielkie sku-
piska makrofagow ze sfagocytowanym materiatem i nieznacz-
nie wzrastata liczebnoscé mastocytow.

method. The smears were subsequently dyed with the
Pappenheim method and percentage of various kinds of
leucocytes was counted for 200 subsequent cells found on
the microscopic image.

After sacrificing animals of all the remaining series seg-
ments were collected from the site of the implant, including
the implant's vicinity. Segments were frozen in liquid nitro-
gen and cut on cryostatic microtome at -24°C on tissue seg-
ments 6 to 8 mm thick. The segments were dyed with histo-
chemical methods detecting activity of glucose-6-phosphoric
dehydrogenase (G6PD), NADH dehydrogenase (NADHD),
cytochrome C oxidase (OCC) and acid phosphatase (FK)
and dyed immunohistochemically to detect fibronectine.
Moreover in the sections dyed with the Pappenheim method
mastocytes and eosinophilic leucocytes were counted as for
surface of 1 mm? of the implant and its close vicinity. Also
observations of neutrophils and macrophages presence in
the implant area were carried. Intensification of enzymes
activity was assessed with micro-densitometric method, and
protective cells count was estimated with Multiscan 6.08 com-
puter image analyser. Methodology of morphometric estima-
tion was based on works of M. Therin et al. [1], also on own
experience based oneself on the earliest tissue
biocompatibility researches of the biomaterials [2-5].

Results

In smears made of implant sites on the second day after
the surgery increase of leucocyte - neutrophiles number was
found which evidences existence of dominating inflamma-
tion state.

In the 7-days long series, in smears of implants of S2
material only small clusters of neutophiles were found but
increased process of phagocytosis was observed - numer-
ous macrophages filled with phagocyted material were vis-
ible.

Also inflow of mastocytes and eosinophiles within the
implants was found.

Kinetics of mastocytes and eosinophiles appearance ena-
bling conclusions about repair processes in tissues is
showed in the FIGURE 1.

Moreover, in the 7-days long series a significant con-
centration of young granulation cells already adhering to
fragments of the implanted material was observed.
Fibroectine appearance around granules of S2 material was
noted, and this phenomenon suggests high biocompatibility
of the material both with cell plasm and intracellular matrix.

In the 30-days long series no evidence of an acute infec-
tion was noted. Macrophages with dark granulation were
visible within implants, which suggest lasting process of
removal of small particles of the biomaterial through phago-
cytosis. Mastocytes number increased suggesting intensi-
fication of granulation tissue construction - a process that is
largely activated by factors secreted by mastocytes. Sim ul-
taneously eosionphile number decreased comparing to the
7-days long series, where the first inflow of this cells was
observed.

Activity of oxidative enzymes (G6PD, NADHD, OCC) in
muscle fibres and connective tissue cells was back to nor-
mal in just 30 days after the implantation. Clusters of
macrophages were still visible in the 90-days long series,
but they were smaller than in the 30-days long series, and
the number of mastocytes and eosinophiles was decreased.
Image of the implant and of the surrounding tissues in the
150-days long series was similar to that of the 90-days long
series. Small aggregates of macrophages with phagocited
material and slight increase of mastocites number were

o

..l..I......................0.............

1

tOW

N

7
£

N
™

MATERI



OW

L p— = — —
40
35
30

25

20 ’ =y

=== 'Makrofagi/Macrophags

=@ £ ozynofile/Eosinophils

¢ \
15 / "'{
’
10
5
0
7 dni / 7 days 30 dni / 30 days 90 dni / 90 days 150 dni / 150 days 180 dni / 180 days

RYS. 1. Przecigtna liczebnos¢ komorek tucznych( mastocytéw i eozynofiléw) w 1 mm? przekroju wszczepu

biomateriatu Sz2w kolejnych seriach.

FIG. 1. Mean value of mastocyte and eosynophile in 1 mm? diameter of biomaterial $z2 in following series.

W serii 180-dniowej we wszczepach materiatu Sz2 licz-
ba mastocytow i eozynofilow wzrasta w poréwnaniu do po-
przednich czasow obserwacji. W okolicach wszczepu tego
materiatu sporadycznie mozna bylo zauwazyé niewielkie
grupki makrofagow ze sfagocytowanymi ziarnami.

Podczas analizy mikroskopowej preparatow zawieraja-
cych skrawki tkankowe poddane testom histochemicznym
obserwowano obok oceny nasilenia aktywnosci badanych
enzymow takze postepy procesu regeneracji tkanek i goje-
nia rany. Wyniki badan aktywnosci enzymoéw w skiadowych
komorkowych przedstawiono na histogramach (RYS. 2).

Proces regeneracji wiokien miesniowych szkieletowych
uszkodzonych ale nie pozbawionych tgcznosci z peczkami
nerwowymi. poprzez zachowane plytki neuromotoryczne,
przebiegat szybciej w tych miejscach wszczepow, w kto-
rych rozwijata sie intensywnie ziarnina doprowadzajgca
tworzgce sie kapilary krwionosne. Ziarnina bedgca prekur-
sorem tkanki facznej wioknistej miejsca urazu zostata utwo-
rzona z przeksztatconych fibrocytow, fibroblastow oraz ko-
maorek mezenchymatycznych (komorki Rougeta) pochodza-
cych z zewnetrznej okrywy nablonka kapilar krwionognych.
Pobudzenie fibroblastow i w/w komorek mezenchymatycz-
nych do przeksztalcania sie w ziarnine (tkanka naprawcza)
nastepowato dzieki sygnatom chemicznym (czynniki wzro-
stowe) wydzielanym przez komorki obronne (mastacyty,
eozynofile). Fibroblasty, komarki ziariny, komorki wieloja-
drowe ziarniny oraz makrofagi cechowaty sie wysokim na-
sileniem aktywnosci fosfatazy kwasnej (FK) bedacej enzy-
mem hydrolitycznym zawartym w lizosomach. FK uczestni-
czy w fagocytozie ztozonego ptynu i czastek stalych a po-
nadto jest wydzielana na zewnatrz powodujgc wraz z inny-
mienzymami lizosomow rozkiad obcych zlozonych substan-
cji w macierzy miedzykomarkowe]. Szybsze rozwijanie sie
ziarniny prowadzito do regeneracji wiokien miesniowych
uszkodzonych ale nadal faczacych z uktadem nerwowym.

Wiokna miesniowe waskie i szerokie usytuowane blisko
wszczepu biomaterialu wykazywaly czesto obnizenia ak-

found in the area of Sz2 bio-material implantation.

In the 180-days long series, in Sz2 material implants
number of mastocytes and eosinophils increases compar-
ing to the shorter times of observation. In the implant area
sporadic groups of macrophages with phagocited granules
could be seen.

During microscopic analysis of the preparations contain-
ing histochemically tested tissue sections, progress of tis-
sue regeneration and wound healing was observed along
with the activity of selected enzymes. Results of enzymes
activity assessment in cellular compositions are showed in
histographs (FIG. 2).

A process of regeneration of skeletal muscle fibres that
were injured but were not depleted of connection with nerv-
ous bundle through preserved myoneural junctions pro-
ceeded faster in those places of the implants where granu-
lation tissue developed intensively bringing newly formed
capillary vessels. The granulation tissue being precursor of
the fibrous connective tissue at the injury site was formed
from transformed fibrocytes, fibroblasts and mesenchyme
cells (Rouget's cells) coming from the external epithelial
cover of capillary vessels. Stimulation of the fibroblasts and
mesenchyme cells mentioned above for transformation into
granulation tissue (reparative tissue) is due to chemical sig-
nals (growth factors) secreted by protective cells
(mastocytes, eosinophiles). Fibroblasts, granulation cells,
multinuclear granulation cells and macrophages were char-
acterised with high activity of acid phosphatase (FK) which
is a hydrolytic enzyme contained in lysosomes. FK, along
with other lysosomic enzymes, takes part in phagocytosis
of complex liquid and solid particles and is also secreted
outside causing decomposition of foreign complex sub-
stances in intracellular matrix. Faster development of granu-
lation leads to the regeneration of muscle fibres that were
injured but still connected to the nervous system.

Narrow and broad muscle fibres situated close to the
bio-material implant showed frequently decrease of oxidative
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tywnosci enzymow utleniajgcych G6PDH i NADDH oraz
szczegolnie wyrazne obnizenie aktywnosci OCC. Porow-
nywano aktywnosc enzymow utleniajgcych wiokien miesnio-
wych w bliskiej okolicy wszczepu z aktywnoscig tych enzy-
mow we wiloknach rozmieszczonych w wiekszej odlegto-
$ci od wszczepu. Widkna miesniowe dalsze] okolicy z re-
guly cechowata wyzsza aktywnos¢ OCC, NADDH i GEPDH
w porownaniu do widkien rozmieszczonych przy wszcze-
pie. Regenerujace wickna miesniowe, a wiec bliskie miej-
sca wszczepu, pomimo mniejszych rozmiarow swoich prze-
krojow cechowaly sie aktywnoscig badanych enzymow utle-
niajacych podobne do obserwowanej w nieuszkodzonych
widknach migsniowych. Testowane wszczepione biomate-
riaty nie hamowaly mozliwosci regeneracji tkanki migsnio-
wej szkieletowe;.

Stwierdzono charakterystyczne zachowanie komorek
ziarniny wobec wszczepionych biomateriatu. Materiat Sz2
rozpadat sie najczesciej w drobne fragmenty, a te byty ota-
czane sktadowymi macierzy miedzykomorkowej. Sktad che-
miczny powierzchni materialu Sz2 powodowat przylacza-
nie fibronektyny, a wiec wstepna "akceptacje" tego bioma-
teriatu co powodowalo silne przycigganie komorek ziarniny
i komorek obronnych.

Reakcje komdrek ziarniny na obecnosc biomateriatow
byly zalezne takze od wielkosci fragmentow tych materia-
{ow. Male fragmenty biomateriatow byly otaczane przez
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enzymes G6PDH and NADDH activity and especially sig-
nificant decrease of OCC activity. Activity of oxidative en-
zymes in muscle fibres close to the implant was compared
with activity of the enzymes in fibres located further from
the implant. Muscle fibres located further were often char-
acterised with higher activity of OCC, NADDH and G6PDH
comparing to the fibres located close fo the implant. Re-
generating muscle fibres, so fibres that were close to the
implantation site, in spite of smaller dimensions of their
cross-sections, were characterised with the activity of the
studied enzymes similar to that of not injured muscle fibres.
The tested implanted bio-materials did not suppress regen-
erating capacities of the skeletal muscle tissue.

A characteristic behaviour of granulation cells towards
the implanted bio-material was found. The Sz2 material of-
ten disassembled into small fragments that were surrounded
with compounds of intracellular matrix. Chemical composi-
tion of the surface of Sz2 material caused fibroectine at-
tachment and this preliminary "acceptance" of the bio-ma-
terial caused in turn strong attraction of granulation and pro-
tective cells.

Granulation cells reactions on the bio-material presence
were also dependent on size of the material fragments. Small
fragments were surrounded by single fibroblasts and granu-
lation cells or by multi-nuclear cells formed from combined
fibroblasts. Larger fragments of the bio-material were sur-
rounded by multiple layers of those cells. In subsequent
series formation of a fibrous connective tissue capsule com-
posed of those layers around the bio-material implants was
found, but fibroblasts directly adhering to the bio-material
did not change and were still performing their phagocytal
functions.
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LEGENDA: fc -fibrocyty; fb - fibroblasty; kz - komorki
ziarniny; kw- komorki wielojadrowe; wm1 - widkna
miesniowe waskie we wszczepie; wm2 - widkna
migsniowe szerokie we wszczepie; wm3 - widkna
migsniowe waskie poza wszczepem; wm4 - wickna
miesniowe szerokie poza wszczepem e
LEGENDA: fc -fibrocytes; fb - fibroblasts; kz - cells
of granulomatous tissue; kw - multinucleated cells;
wm1 - muscular fibers "waskie" in the implant area;
wm2 - muscular fibers "szerokie" in the implant area;
wm3 - muscular fibers "waskie" far from the impiant
area; wm4 - muscular fibers "szerokie" far from the
implant area
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RYS. 2. Przecietna aktywnosc enzymow (a-NADH,
b-G6PDH i ¢c-OCC) utleniajgcych w miejscach
wszczepu biomateriatu Sz2. Nasilenie aktywnosci
enzymow obliczono w jednostkach gestosci
optycznej mierzone metoda densytometryczng.

FIG. 2. Mean value of oxydating enzymes (a-NADH,
b-G6PDH and c-OCC) activity in the implant of Sz2
biomaterial area measured in optical density units.

Granulation cells showed growing GBPDH activity in im-
plants sites in subsequent series which suggests intensi-
fied processes of protein production. Similar GEPDH activ-
ity intensification was also characteristic for multi-nuclear
cells around the Sz2 implant.

OCC activity in granulation cells of the S2 implant sites
was on a lover level comparing to the activity of GEBPDH
and NADDH. The implanted S2 material induced probably
intensification of glycolysis in granulation cells. Compari-
son between the intensification of those three enzymes ac-
tivities allows to conclude that activity of enzymes connected
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pojedyncze fibroblasty i komorki ziarniny, wzglednie przez
komorki wielojadrowe utworzone z polgczenia sie fibrobla-
stow. Wieksze fragmenty biomateriatow byly otoczone wie-
loma warstwami tych komarek. W kolejnych seriach obser-
wowano wokot miejsc wszczepow biomateriatlow powsta-
wanie torebki lacznotkankowej widknistej zlozonej z tych
warstw, jednakze bezposrednio przylegajgce do biomate-
riatu fibroblasty nie zmienialy sie petniac nadal funkcje fa-
gocytarne.

Koméorki ziarniny wykazywaly wzrastajaca w kolejnych
seriach aktywnosc GBPDH w miejscach wszczepow Sz2
wskazujgca na wzmozone procesy produkcji bialek podob-
nym podwyzszeniem aktywnosci GEPDH cechowaty sie
takze komorki wielojadrowe wokot wszczepu Sz2.

Aktywnos¢ OCC w komarkach ziarniny miejsc wszcze-
pow Sz2 utrzymywala sie na nizszym poziomie w porow-
naniu z aktywnoscig G6PDH i NADDH. Wszczepiony ma-
teriat Sz2 wywolal zapewne w komorkach ziarniny wzrost
tempa glikolizy. Z przeprowadzonych porownan miedzy
nasileniami aktywnosci tych trzech enzymow mozna wnio-
skowac o wzroscie aktywnosci enzymoéw zwigzanych z
NADPDH w tym z cyklem pentozofosforanowym co potwier-
dza obserwowana aktywnos¢ G6PDH.

Whioski

1.8zybka i intensywna odpowiedz na materiat Sz2 (duzo
neutrofilow w serii 2-dniowej, a niska w 7-dniowej) wskazu-
je na szybkg odpowiedz ukladu odpornosciowego.

2. Material Sz2 fatwo ulegat rozpadowi na drobne fragmen-
ty, ktére z kolei ulegaly fagocytozie a obszary, w ktorych
zostat zresorbowany powyzszy materiat ulegt catkowitej lub
zaawansowanej naprawie.

3. We wszczepach materialu sa, az do 90 dnia trwania
eksperymentu widoczne sg duze skupiska makrofagow ze
sfagocytowanym materiatem. Proces oczyszczania migjsca
wszczepu poprzez fagocytoze trwa diugo. Wokot materia-
tu 522 po czgsciowym wygaszeniu naplywu mastocytow i
eozynofilow juz w 90 dniu, nastepuje nawrot zwiekszonej
liczebnosci tych komorek w serii 180-dniowej zwigzany ze
wzmozonym tworzeniem tkanki facznej widknistej zawiera-
jacej naczynia krwionosne.,

4. Obecnosc biomateriatu nie wywolala wyraznego obnize-
nia aktywnosci enzymaéw utleniajgcych tj. GBPD, NADHD i
OCC we wioknach miesniowych szkieletowych | w tkance
taczne] wtasciwej | widknistej.

Stwierdzono wysoki stopien regeneracji wickien miesgnio-
wych szkieletowych i tkanki tacznej wiasciwej i wioknistej.
Wyniki badan testowanego biomateriatu Sz2 wykazaty
wysoka biozgodnosé tkankowa.

Podziekowania

Badania finansowane przez KBN. Decyzja Nr 1460/P05/
2000/19 (4POC049 19).

with NADPDH, including enzymes connected with
pentosephosphate cycle, grows and this finding is supported
by the observed GBPDH activity.

Conclusions

1. Fast and intense response on the S2 material (large
number of neutrophils in the 2-days long series, and low in
the 7-days long series) suggests fast reaction of the im-
mune system.

2. 82 material easily disassembled into small fragments
which in turn were easily phagocited, and areas where the
material underwent resorption were completely or at least
largely repaired.

3. Up to the 90th day of the experiment large clusters of
macrophages with phagocited material are visible in the
implants. The process of implantation site cleaning through
phagocytosis takes a long time. Around the S2 material,
after partly decrease of mastocytes and eosinophiles inflow
on the 90th day, there is a reappearance of elevated num-
bers of those cells in the 180-days long series. The reap-
pearance is connected with intensified creation of fibrous
connective tissue containing blood vessels,

4. Presence of the bio-material did not cause a significant
decrease of oxidative enzymes activity, e.g. GEPD, NADHD
and OCC in skeletal muscle fibres and in fibrous and proper
connective tissue.

High degree of re-generation of muscle fibres and of fi-
brous and proper connective tissue was found. Results of
the 82 bio-material research show high tissue bio-compat-
ibility.
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ROLA OBROBKI
POWIERZCHNIOWEJ
W KSZTALTOWANIU
WEASNOSCI UZYTKO-
WYCH IMPLANTOW
ZE STOPOW TYTANU

MonikaGierzyiska-DoLna*, Tapeusz WIERZCHON™,
Janmna Apamus®, Piotr Lack*

*PoLiTECHNIKA CZESTOCHOWSKA
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Streszczenie

W pracy podano wyniki badan tarciowo-zuzycio-
wych probek ze stopu tytanu Ti6AI4V, poddanych
roznym rodzajom obrobki powierzchniowey. Stwier-
dzono, ze najkorzystniejszq obrobkg jest azototyta-
nowanie metodg jarzeniowa.

Stowa kluczowe: biomateriaty, stopy tytanu.
obrobka powierzchniowa, odpornosé na zuzycie

Wprowadzenie

Wzrost zapotrzebowania na wszelkiego rodzaju implan-
ty, a zwtaszcza na endoprotezy wigze sie z koniecznoscig
podnoszenia ich trwatosci, co wynika z faktu, iz zabiegom
alloplastyki czesto sg poddawani ludzie mtodzi.

Wystepujaca w sSwiecie tendencja zastgpowania implan-
tow wytwarzanych ze stopéw CoCriMo implantami ze sto-
pow tytanu daje perspektywe poprawy ich jakosci.

Stopy tytanu typu TiBAI4V oraz stopy nowej generadii
typu TiNbZr posiadaja bardzo dobre wiasnosci mechanicz-
ne, maty ciezar wiasciwy oraz dobrg odpornosc na korozje.
Wadg tych stopdw jest ich mata odpornosé na zuzycie oraz
duza podatno$é na zacieranie. Zatem rozszerzenie zakre-
su zastosowania tych stopow na elementy trace endopro-
tez czy tez inne implanty, podlegajace zuzyciu, jest mozli-
we poprzez odpowiednio przeprowadzong obrobke po-
wierzchniowa.

Na RYS.1 zestawiono wartosci modutow sprezystosci
oraz gestosci najczesciej stosowanych materiatow na im-
planty.

Jak wynika z RYSUNKU 1 w ostatnich latach nastapit
znaczny postep w opracowywaniu nowych biomateriatow,
cechujacych sie zaréwno niskim modutem sprezystosci, jak
tez matym ciezarem wiasciwym. ObniZenie cigzaru endo-
protezy ma istotne znaczenie wowczas, gdy pacjent ma im-
plantowane zarowno endoprotezy stawu biodrowego, jak i
kolanowego.

Wiasnosci tribologiczne biomateriatéw rzutujg na trwa-
to$¢ implantu oraz determinujg procesy zachodzace na styku
"kosé - implant”. Dominujgca role w procesach utraty sta-
bilnosci implantow, zwtaszcza endoprotez, odgrywajg pro-
dukty zuzycia. Dlatego poznanie mechanizmow zuzycia
implantéw poddanych obrobce powierzchniowej i oddziaty-
wanie produktow zuzycia na strefe okotowszczepowa ma
istotne znaczenie w prognozowaniu odlegtych wynikow le-
czenia.

A ROLE OF SURFACE
TREATMENT IN CREATION
OF PROPERTIES OF
IMPLANTS MADE OF
TITANIUM ALLOYS

MonikaGierzyNska-DoLna*, Tapeusz WIERZCHON™,
Janina Apamus®, Piotr Lacki*

*CzestocHowa UNIVERSITY OF TECHNOLOGY
*Warsaw UnNIVERSITY OF TECHNOLOGY

Abstract

In the paper the results of friction and wear tests
carried out with samples made of Ti6AI4V titanium
alloy after different kinds of treatment were given. It
was stated that nitrogen titanizing by arcing method
is the most advantageous treatment.

Keywords: biomaterials, titanium alloys, surface
treatment, wear resistance

Introduction

A growing demand for the different kinds of implants,
especially endoprostheses, involves the necessity of in-
crease in their durability. It results from the fact that many
young people undergo arthroplasty operations.

A tendency to replace implants made of CoCrMo alloy
with implants made of titanium alloys gives a vista of quality
improvement. Titanium alloys such as TTiBAI4V and new
generation TiNbZr alloy have very good mechanical proper-
ties, low specific gravity and high corrosion resistance. Low
wear resistance and high susceptibility to galling are their
disadvantages. Therefore widening the range of their using
for endoprostheses or other implants, which undergo wear
process, is possible thanks to the proper surface treatment.

In FIGURE 1 the values of elasticity modulus and den-
sity of materials, which are used most often for implants,
were put together.

According to FIGURE 1 there is a significant advance in
handling of new biomaterials, which are characterized by
both low elasticity modulus and low specific gravity. A de-
crease in endoprosthesis weight is especially important
when both hip and knee joint are implanted into a human
body.

Tribological properties affect implant durability and deter-
mine processes occurring in the "bone - implant” contact.
Wear products play crucial role in losing the stability of im-
plants, especially endoprostheses. Therefore acquiring the
knowledge of wear mechanism of implants and the influence
of debris on the area around the implant is very important as
regards the prediction of further treatment results.

Tests

Aim of tests
The main aims of tests, which were carried out within the
confine of the work, are as follows:
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Rys. 1. Wartosci moduléw sprezystosci i gestosci najczesciej stosowanych biomateriatow.
Fig. 1. The values of elasticity modulus and density of the most often used biomaterials.

Badania wlasne

Cel badan

Glownym celem badan prowadzonych w ramach niniej-
szej pracy jest:

- wyznaczenie charakterystyk tribologicznych stopu tytanu
TiBAI4V poddanego roznym rodzajom obrobki powierzch-
niowe;j,

- wyznaczenie charakterystyk tribologicznych par kinema-
tycznych stosowanych w endoprotezach typu "glowa - pa-
newka".

Materialy uzyte do badan

Do badan uzyto stop tytanu typu TiBAI4V | kiory podda-

no nastepujgcym rodzajom obrobki powierzchniowe;:

- utlenianiu anodowemu w roztworze kwasu H,S0,,

- azototytanowaniu metodg PVD,

- azototytanowaniu jarzeniowemu przy réznych parame-
trach, celem wytworzenia warstw kompozytowych typu:

- TiN + Ti,N + «Ti(N) - proces 608,

- TiN(Ti,Ni),P + Ti,P + (TiNi) - proces 612, 613

Dla celow porownawczych czesc badan przeprowadzo-
no na probkach ze stopu tytanu bez obrébki powierzchnio-
wej.

Obrobke powierzchniowg probek przeprowadzono w In-
stytucie Inzynierii Materialowe] Politechniki Warszawskiej
wg technologii opracowanej przez prof. T.Wierzchonia.

Jako przeciwprobki stosowano polietylen Chirulen 1020
oraz kosc¢ zwierzeca (wolowa).
Stanowiska do badan. Parametry badan

Badania trybologiczne prowadzono na trzech typach sta-
nowisk:

- Testerze T05 przy ruchu obrotowym i nastepujacych pa-
rametrach:

nacisk jednostkowy: p =8 N/mm?,
predkosc obrotowa: 54,6 obr/min,
rodzaj smarowania: ptyn Ringera

- determining the tribological characteristics of TiBAI4V ti-
tanium alloy after the different kinds of surface treatment,
- determining the tribological characteristics of kinematical
pairs used for the endoprostheses of "head - acetabular
cup” type.

Materials used for tests

In the tests TiBAI4V titanium alloy after the following sur-

face treatments:

- anodising in H,S0O, acid solution,

- nitrogen titanizing by PVYD method,

- nitrogen titanizing by arcing method with different param-
eters in order to obtain some composite layers such as:

- TiN + Ti;N + &Ti(N) - 608 process,

- TiN(Ti,Ni);P + Ti,P + (TiNi) - 612, 613 process,

was used.

The part of tests was carried out with titanium alloy with-
out any surface treatment for comparative purposes.

The surface treatment was carried out at the Institute of
Materials Science and Engineering of the Warsaw Univer-
sity of Technology according to the technology worked out
by prof. T.Wierzchorn.

Chirulen 1020 polyethylene and animal (beef) bones were
used as the counter-samples.

Test stands. Parameters of tests

The tribological tests were carried out on three types of
stands:

- TO5 tester with rotary motion and the following param-
eters:

unit pressure: p =8 N/mm?,
rotational speed: 54,6 rot/min,
kind of lubrication: Ringer fluid

- a simulator of hip joint with the following parameters:

static loading force P =1200 N
dynamic loading force P =2300 N
relative velocity of sliding motion v =0,138 m/min

- a stand realising to-and-fro motion with the following pa-
rameters:
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- Symulatorze stawu biodrowego przy nastepujacych para- unit pressure p = 2,8 N/mm?
metrach: relative velocity of sliding motion v=0,8m/s &
sita obcigzajgca statyczna P=1200N kind of lubrication: Ringer fluid

sita obcigzajgca dynamiczna P =2300N

predkosc wzgledna ruchu slizgowego v=0,138 m/min Test results

- Stanowisku realizujgcym ruch posuwisto-zwrotny przy
nastepujacych parametrach:

nacisk jednostkowy
predkosc wzgledna ruchu slizgowego
Rodzaj smarowania:

FIGURE 2 shows the results of wear tests carried out on
the TOS tester. According to the tests the highest wear oc-
curs when TiBAI4V titanium alloy without any surface treat-
ment was used. After a short frictional path the samples
underwent seizing and frictional coefficient grew violently.

p =28 N/mm*
v=0,8mis
plyn Ringera
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==Tio Al4V with TiN layer. arcing method + Chirulen 1020
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=E=Ti6Al4V, anodizing 10V 45 min. + Chirulen 1020
=@==Ti6oAl4V + Chirulen 1020
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RYS. 2. Krzywe zuzycia prébek Ti AlLV po réznej obrébce powierzchniowej, wspélpracujacych z Chirulenem

1020.

FIG. 2. Wear curves for Ti6Al4V samples after different surface treatments collaborating with Chirulen 1020.

Wyniki badan

Wyniki badan zuzyciowych na testerze T0O5 w postaci
krzywych zuzycia ilustruje RYSUNEK 2. Jak wynika z prze-
prowadzonych badan najwieksze zuzycie wykazuje stop ty-
tanu TiBAI4V nie poddany obrobce powierzchniowej. Po
krotkiej drodze tarcia probki ulegajg zatarciu i wspoétczynnik
tarcia gwattownie rosnie. Rowniez mata odpornosc na zu-
zycie wykazuje powloka utleniona anodowo, ktora po krot-
kiej drodze tarcia ulega zuzyciu. Zastosowanie obrobki po-
wierzchniowe] polegajacej na wytworzeniu warstwy azotku
tytanu czy tez warstwy kompleksowej o ztozonej budowie
powoduje znaczne obnizenie zuzycia.

Na RYSUNKU 3 przedstawiono przykiadowo krzywe zu-
zycia probek badanych przy ruchu posuwisto-zwrotnym. W
badaniach uwzgledniono nastepujace pary trace: TiBAI4V
- kos¢, TiBAI4V azototytanowany metoda jarzeniowa - kos¢
oraz Chirulen 1020 - kosc.

Jak to wynika z przeprowadzonych badan rowniez iw
tym przypadku obrabka powierzchniowa znacznie popra-
wia odpornosc na zuzycie stopu tytanu TiBAI4Y

Badania prowadzone na symulatorze stawu biodrowe-
go miaty na celu wykazanie czy poprzez obrobke powierzch-
niowa mozna obnizy¢ wspotczynnik tarcia w parze iracej:
TiBAI4V Chirulen 1020. Wyniki badan wspotczynnika tarcia
w funkcji ilosci cykli ilustruje RYS. 4.

0.0
0.0 - TNk
“ : UHMWPE+
= o — TibAl4V +
2 0.03
€
Z 00
=io0ns = =
£ 040
0‘0;1
0.0
U(‘; 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Droga tarcia S
RYS. 3. Krzywe zuzycia probek wspol-

pracujgcych z koscia.
FIG. 3. Wear curves for samples collaborating
with animal (beef) bone.

A layer obtained by anodising also showed the low wear
resistance and was worn-out after the short frictional path.
The significant decrease in wear was observed for the
samples after surface treatment consisting in creation of
titanium nitride or other complex layers.
In FIGURE 3, for example, wear curves for the samples
tested on the stand realising to-and-fro motion were shown.
Tests took the following frictional pairs:
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Liczba cykli

—— Glowa TiBAI4V pokryta azotkiem tylanu nalaz onym jarzeniowo, nie polerowana - panewka Ul IMWPE

—®— Glowa Ti6AIV pokeyta plazmowo azotkiem tytanu- panewka CHIRULEN 1020

—&— Glowa CoCrMo - panewka CHIRULEN 1020

—o— GlowaTi6Al4V poddana procesowi 6121613 - panewka UHMWPE

RYS. 4. Wyniki badan wspoiczynnika tarcia w ukiadzie "giowa - panewka" na symulatorze stawu biodrowego.
FIG. 4. Test results of frictional coefficient in the system: "head - actetabular cup" obtained from the hip.

Whioski

1. Stop tytanu TiBAI4V moze by¢ stosowany na elementy
trace endoprotez. jak tez na inne elementy podlegajace
zuzyciu, pod warunkiem zastosowania odpowiedniej obrobki
powierzchniowej.

2. Znaczng poprawe wilasnosci tribologicznych stopu tyta-
nu TiBAI4Y mozna uzyskac poprzez azototytanowanie za-
rowno metoda PVD jak tez metoda jarzeniowa,.
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- TiBAl4V - bone,
- TiBAI4V after nitrogen titanizing by arcing method - bone
- Chirulen 1020 - bone.
According to the tests, in that case the surface treatment
also improved wear resistance of TiBAI4V titanium alloy.
The tests carried out on the hip simulator aimed at show-
ing if the surface treatment allows decreasing frictional co-
efficient for the frictional pair: Ti6AI4V - Chirulen 1020. The
test results of frictional coefficient as the function of cycle
amount are shown in FIGURE 4.

Conclusions

1. TiBAI4V titanium alloy can be used for frictional elements
of endoprostheses or other elements, which undergo wear
process providing that the suitable surface treatment is ap-
plied

2. A significant improvement in tribological properties of
TiBAI4V alloy can be obtained by nitrogen titanizing using
PVD method as well as the arcing method.
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SYNTEZA POLI(KWASU
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Wstep

Poli(kwas asparginowy) (PKA) jest poli(aminokwasem)
o specyficznych, zmieniajacych sie wiasciwosciach. W za-
leznosci od metody otrzymywania, rodzaju substratow oraz
sposobu prowadzenia polimeryzacji powstaje polimer o zroz-
nicowanych wiasciwosciach, znajdujgcy szereg dobranych
do tych wtasciwosci zastosowan. Nazwa poli(kwas aspar-
ginowy) odnosi sie do calej grupy polimerow roznigcych
sie struktura lub ciezarem czasteczkowym.

PKA jest polimerem nietoksycznym, higroskopijnym, bio-
degradowalnym, o wysokiej odpornosci termicznej, rozpusz-
czalnym w niektorych rozpuszczalnikach organicznych,
moze byé¢ rozpuszczalny w wodzie. Jego degradacja pro-
wadzi do powstawania aminokwaséw, a wiec zwigzkow
przyjaznych dla cztowieka. Poli(kwas asparginowy) nalezy
do grupy kwasnych poliamidow, dlatego tez jego wtasciwo-
$ci chemiczne wynikajg z obecnosci grup karboksylowych
oraz amidowych.

Poli(kwas asparaginowy) moze wystepowac w dwaoch for-
mach. W czasie syntezy PKA otrzymuje sie bezwodng for-
me cykliczna tzw. polisukcynimid (PSI), z ktorej w wyniku
reakcji hydrolizy mozna otrzymac forme liniowg poli(kwasu
asparaginowego).W tradycyjnych syntezach otrzymuje sie
poli(kwas asparaginowy) zawierajgcy zarowno struktury «—
jak i f—. Mozliwe jest tez otrzymanie polimerow zawierajg-
cych tylko jeden rodzaj struktury. PowyZsze odmiany cha-
rakteryzujg sie roznymi wtasciwosciami. Odmiana a nie jest
rozpuszczalna w wodzie, w przeciwienstwie do odmian e, 5
i ktore rozpuszczaja sie w wodzie. W zaleznosci od tem-
peratury synteza PKA przebiega z rozna konwersja. Po-
wstajg polikwasy o roznej barwie: rézowej, zoltej, brgzo-
wej, czyli o roznym stopniu przereagowania. Konwersja PKA
o barwie rézowej wynosi ok. 70% [1].

Budowa i warunki syntezy umozliwiajg szerokie prowa-
dzenie modyfikacji tego polimeru w kierunku otrzymania np.
rozpuszczalnych w wodzie poliestrow lub tez kopolimerow
z kwasem milekowym czy innymi aminokwasami.

Jednym z najwazniejszych zastosowan zwigzkow polia-
sparaginowych jest wykorzystanie ich jako materiatow bio-
medycznych, w bardzo szerokim zakresie. Tak wigc, poli-
mery te moga stuzyc jako czasowe substytuty sztucznej
skory w leczeniu oparzen, czasowe ostony zapobiegajgce
przyleganiu tkanek, do wytwarzania syntetycznych tkanek,
implantow ortopedycznych, membran selektywnych oraz w
réznych urzadzeniach medycznych. Jednym z przyktadow
jest zastosowanie poli(kwasu asparaginowego) jako domeny
transmembranowej, wrazliwej na pH w syntetycznej mem-
branie polimerowej [2].

Inna z kolei jest rola PKA stosowanego jako dodatek w
implantach ortopedycznych. Jego celem jest zapewnienie
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SYNTHESIS OF POLY-
(ASPARTIC ACID) -
POLYMER USED IN BIO-
MEDICAL INGENERING
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TecHnicaL UniversiTy Cracow

Introduction

Poly(aspartic acid) (PKA) is a poly(amino acid) which
properties strongly depend on synthesis method, kind of
starting materials and the course of polymerisation's proc-
ess.

PKA shows such specific properties as atoxicity,
hygroscopicity, biodegradability, high thermal stability, solu-
bility in some organic solvents and in water. lis degradation
gives environmentally-friendly amino acid.

PKA belong to acidic polyamides therefore its properties
are associated with a presence of carboxylic and amide
group - FIG. 1.

There are two different structures of poly(aspartic acid).
A cyclic structure so-called polysuccinimide (PSl) is obtained
after the synthesis and then it is converted into a linear
poly(aspartic acid) by a hydrolysis reaction. In conventional
synthesis poly(aspartic acid) including both « and g struc-
tures is produced. It is possible to obtain a polymer includ-
ing only one kind of a structure. Described forms character-
ise different properties. Alfa and alfa-beta structures are
insoluble in water in contrast to the beta structure which is
soluble in water. The synthesis of PKA proceeds with dif-
ferent conversion depending on reaction temperature. The
obtained products are coloured: pink, yellow, brown, de-
pending on the conversion degree. For instance the pink
PKA has 70% conversion degree [1].

The structure and synthesis conditions make possible a
wide modification of this polymer towards production of
e.g. water soluble polyesters or copolymers with lactic acid
and other aminoacids.

One of the most important applications of polyasparta-
tes is their use as biomedical materials. They are suitable
as temporary artificial skin substrates in burn therapy and
as temporary barriers for the prevention of tissue adhesion
as well as for production of synthetic tissue, orthopaedic
implants, selective membranes and other medical devices.
One example is the use poly(aspartic acid) as a pH - sensi-
tive transmembrane domain in a synthetic polymer mem-
brane [2]. In orthopaedic implants PKA plays a different role.
The aim is a suitable inertion assurance of implant mate-
rials in the human body. Polyaspartates prevent formation
during friction of toxic by-product, which could generate in-
flammation. The structural implants with the addition of
PKA show better durability properties and a surface modi-
fication shows better tribologic properties.

Some superabsorbant materials have been produced
from poly(aspartic acid) because after cross-linking this po-
lymer is a biodegradable hydrogel that swells in water. The
hygroscopic properties lead to production of different sani-
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dobrego poziomu inertnosci materiatu wszczepionego w
srodowisku fizjologicznym, przeciwdziatanie pojawianiu sie
w wyniku tarcia produktow zuzycia nieobojetnych biologicz-
nie, mogacych powadowac powstawanie stanow zapalnych
w organizmie czlowieka. Rownoczesnie dodatek poli(aspa-
raginianow) poprawia wiasciwosci wytrzymatosciowe w
przypadku implantow konstrukcyjnych oraz trybologiczne
dla modyfikatoréw powierzchni.

Bardzo wazna dziedzina wykorzystujaca zwiazki polia-
sparaginowe jest produkcja materialow superabsorbujacych,
ze wzgledu na to, Zze polimery te, po usieciowaniu maja wta-
$ciwosci biodegradowalnego hydrozelu o wysokiej mozli-
wosci pecznienia w wodzie. Wiasciwosci absorbujace po-
zwalajg na otrzymywanie réznorodnych srodkow sanitar-
nych o bardzo dobrych wlasciwosciach chtonnych [3].

Obecnie wiele badan medycznych nad poliasparaginia-
nami dotyczy rowniez wykorzystania ich w zastosowaniach
farmaceutycznych. Poliasparaginiany moga byc¢ stosowa-
ne zarowno w systemach podawania leku jak tez jako
nosniki leku lub srodki inhibitujace szkodliwy wptyw np. an-
tybiotyku na zdrowy organ. [4].

Znane sa metody otrzymywania poli(kwasu asparagino-
wego): polikondensacja z odpowiednich pochodnych alfa-
aminokwasow, termiczna polimeryzacja kwasu asparagi-
nowego oraz polimeryzacja kwasu aminomaleinowego (z
bezwodnika maleinowego i amoniaku). W ostatnich latach
pojawity sie rowniez inne metody otrzymywania PKA, o Sci-
Sle ukierunkowanych wiasciwosciach. Jedna z nich jest tzw.
metoda biologiczna, polegajgca na otrzymywania poli(kwasu
asparaginowego) zsyntezowanego przy uzyciu roznych
cyjanobakterii takich jak: Anabea cylindrica, Spirulina pla-
tensis. Metoda polega na przeprowadzeniu procesu fermen-
tacji bakterii w wyniku ktérej otrzymuje sie poli(kwas argi-
nyloasparaginowy), ktory nastepnie podaje sie reakcji hy-
drolizy.

Inng, bardzo interesujgca metoda, umozliwiajaca szyb-
kie zsyntezowanie PKA, jest metoda opracowana w Samo-
dzielne] Katedrze Chemii i Technologii Tworzyw Sztucznych
Politechniki Krakowskiej, polegajaca na zastosowaniu pro-
mieniowania mikrofalowego. Wykorzystanie promieniowa-
nia mikrofalowego, jako zrodta energii potrzebnej do pro-
wadzenia tych reakcji umozliwia skrocenie czasu reakcji do
kilkunastu minut, zwieksza jej wydajnosc oraz prowadzi do
otrzymania polimerow o wiekszej jednorodnosci. Jednocze-
snie ten sposob prowadzenia polimeryzacii, przez szybkg
zmiane wszystkich parametrow reakcji pozwala na otrzy-
mywanie bardzo roznorodnych produktow [5]. Szerokie moz-
liwosci te] metody pozwalajg rowniez na rozwinigcie wielu
sposobow modyfikacji poli(kwasu asparaginowego) w kie-
runku otrzymania nowych, interesujacych biopolimerow.

0
ok -
L ;N MH-—CH— CHy; CO NH —CH—CO —
~
] o 5 COOH CHs

COOH

RYS. 1. Struktura poli(kwasu asparginowego).
FIG. 1. Structure of poly(aspartic acid).

Badania

Przeprowadzono syntezy poli(kwasu asparaginowego)
z kwasu asparaginowego, w reaktorze mikrofalowym firmy
"Plazmotronika" o mocy do 300 W, z mieszadlem magne-

tary materials [3].

Currently, much of medical research on polyaspartates
concerns the use of this polymers in pharmaceutical appli-
cations. PKA can be used in drug delivery systems as well
as inhibiting agent of toxic effect of drugs, e.g. antibiotic for
a living organ [4].

PKA can be synthesized according to various synthetic
pathways: polycondensation of the appropriate derivatives
of alfa- amino acids, thermal polymerisation of aspartic acid
and polymerisation of maleic acid ammonium salt (obtained
from maleic anhydride and ammonia). In the recent years
another synthesis methods of PKA with specific properties
have appeared. One of those is so - called biological method
consisting in the production of PKA using cyanicbacteria such
as: Anabea cylindrical or Spirulina platensis. In this method
bacteria fermentation yields poly(arginylosapartic acid) and
then poly(aspartic acid) after a hydrolysis process.

At The Department of Chemistry and Technology of Poly-
mers at the Cracow University of Technology we have de-
veloped an efficient and fast synthesis method of
poly(aspartic acid) under microwave irradiation. Application
of microwave irradiation results in shortening of the reac-
tion time, increasing of yield and gives a more homogenous
polymer [5]. This kind of polymerisation makes it possible
to obtain different products, through a fast change of reac-
tion parameters. In this way modification of poly(aspartic
acid) towards novel biopolymers is thorough out possible.

Experimental and results

The synthesis of poly(aspartic acid) from aspartic acid
was carried out using a multimode microwave reactor
‘Plazmatronica’ (Poland) (maximal microwave power
300W),equipped with a magnetic mixer; water was re-
moved from reaction. Propylene carbonate was used as a
solvent. The polymerisation process was carried out mainly
without a catalyst and in some synthesis phosphorus acid
was used as a catalyst 3% in relation to monomer). The
polycondensation was carried out to remove water from
the reaction. Depending on the amount of the removed
water PKA has different colours, (different conversion de-
gree) - TABLE 1.

After polymerisation, lasting for 21 minutes, PKA was
obtained with a 70% conversion. Longer reactions time did
not result in higher conversion of PKA due to the fact that
polycondensation reaches its equilibrium state.

Application of a catalyst results in shortening of the poly-
merisation time of PKA (pink colour) to @ minutes. The po-
lymers showed different conversion, up ca. 95% (brown
colour). It should be painted out that reaction time under
microwave irradiation was only from 9 to 24 minutes while
in conventional method several hours.

The obtained polymers were characterised by infrared
spectroscopy (IR) using a BIO-RAD WIN-IR FS 165 spec-
trophotometer. The analyses confirmed that mainly cyclic
structure was obtained. In IR spectrum intensive absorp-
tion double band at 1715 and 1780 cm' was observed, in-
dicating the presence of 5 - membered imide. This was
confirmed by 1THNMR analysis. The methylene protons of
the imide structure were observed as a peak at 2,8 ppm.
Thermal stability if poly(aspartic acid) was determined on a
Netzsch TG-209 thermogravimetric analyser. The ~ 4,5 mg
sample was analysed at the heating rate at 10 K/min from
30°C to 600°C under nitrogen atmosphere. It was found
that the intensive degradation of PKA begins at the tem-
perature of ca. 380°C. e
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tycznym oraz z odprowadzeniem wody z ukladu, stosujac
jako rozpuszczalnik weglan propylenu. Polimeryzacje pro-
wadzono bez uzycia katalizatora oraz w niektorych synte-
zach zastosowano jako katalizator kwas fosforowy, w ilo-
sci 3.0% ( w stosunku do monomeru). Reakcje prowadzo-
no do momentu odprowadzenia maksymalnej ilosci wody z
uktadu. W zaleznosci od ilosci odprowadzonej wody, otrzy-
mywano PKA o réznej barwie, Swiadczgcej o réznym stop-
niu przereagowania,

W wyniku przeprowadzonej polimeryzacji otrzymano po
21 min PKA o stopniu konwersji ok. 70 %. Dalsze wydluze-
nie czasu syntezy, nie prowadzilo do otrzymania PKA o wy-
zszych stopniach przereagowania, ze wzgledu na ustale-
nia sie stanu rownowagi reakcji polikondensacji.

Zastosowanie katalizatora spowodowato skrocenie cza-
su polimeryzacji PKA (o barwie rozowej) do 9-u minut. Row-
noczesnie otrzymano polimery o réznej konwersji, az do
ok. 95% (polimer o barwie brazowej). Nalezy jednak pa-
migta¢, Zze w poréwnaniu do konwencjonalnej metody otrzy-
mywania PKA trwajgce] od kilku do kilkunastu godzin, czas
syntezy polikwasu w reakiorze mikrofalowym wynosi tylko
od 9 min do 24 min .

Otrzymane polimery scharakteryzowano przy pomocy
spektroskopii w podczerwieni (IR), na aparacie firmy "Bio-
rad" typ TS 165. Wyniki analiz potwierdzaja, ze otrzymano
polikwas z przewaga formy cyklicznej, poniewaz przy 1715
cm™ i 1780 cm™' pojawit sie intensywny dublet pochodzacy
od cyklicznego, piecioczionowego pierscienia imidowego.
Potwierdzita to rowniez analiza 1 H NMR, przy zakresie 2,8
ppm pojawito sig intensywne pasmo pochodzgce od sygna-
tow protonow grup -CH, - jednostek sukcynoimidowych.
Odpornos¢ termiczng poli(kwasow asparaginowych) scha-
rakteryzowano przy uzyciu analizatora termograwimetrycz-
nego Netzsch TG-209. Probki o masie ~4,5 mg analizowa-
no przy szybkosci ogrzewania 10 K/min w atmosferze ar-
gonu, w zakresie temperatur 30°C - 600°C. Na podstawie
przeprowadzonych badan stwierdzono, ze intensywny roz-
ktad PKA rozpoczyna sie dopiero w temperaturze ok. 380°C.

Podsumowanie

W wyniku polimeryzacji termicznej kwasu asparagino-
wego przeprowadzonej w warunkach promieniowania mi-
krofalowego, w weglanie propylenu, otrzymano poli(kwasy
asparaginowe) z przewagg formy cyklicznej, odporne do
temperatury ok. 380°C, o réznej barwie, czyli réznym stop-
niu konwersji. W porownaniu do metody konwencjonalnej,
skrocono czas polimeryzacji z kilku godzin do ok. pot go-
dziny. Zastosowanie jako katalizatora kwasu fosforowego
spowodowato dalsze skrocenie czasu reakcji do kilku mi-
nut.
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Barwa
‘Colour
Biata
white
Biata
white
jasnoré owa
light pink

TABELA 1. Wplyw warunkow syntezy PKA w
reaktorze mikrofalowym, bez udziatu katalizatora,
na barwe poli(kwasu asparaginowego).

TABLE 1. Influence of synthesis condition of PKA
without a catalyst in microwave reactor, on the
colour of poly(aspartic acid).

Barwa
- Colour
Ré&z owa
Pink
Pomaranczowa
Orange
Czerwona
Red
Brazowa
Brown

TABELA 2. Wplyw warunkéw syntezy PKA w
reaktorze mikrofalowym, z udziatem katalizatora,
na barwe poli(kwasu asparaginowego).

TABLE 2. Influence of synthesis condition of PKA
with a catalyst in microwave reactor, on the colour
of poly(aspartic acid).

Conclusions

Thermal polymerisation of aspartic acid under microwave
irradiation in propylene carbonate as a solvent leads mainly
to cyclic structure of poly(aspartic acid). Depending on the
synthesis conditions different conversion degree can be
reached. The polymer indicate thermal stability up to tem-
perature of 380°C. In comparison to the conventional method
the microwave heating results in shortening of the reaction
time from several hours to couple of minutes. Application of
phosphorus acid as a catalyst gives additional shortening
of the reaction time. Further research on this new method
of synthesis of PKA is currently underway.
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W ostatnich latach wzrasta liczba zabiegow pierwotnej i
wtornej alloplastyki w obrebie stawu biodrowego przy uzy-
ciu endoprotez w przebiegu zmian zwyrodnieniowo-wtor-
nych [1, 2].

Odsetek wystepowania aseptycznego obluzowania jest
duzy i w przypadku niektérych konstrukgcji protez cemento-
wych wynosi po dziesieciu latach do 50%. Narastanie zja-
wiska obluzowania, migracja panewek i ubytek tkanki kost-
nej w ohszarze wszczepu powodujg znaczng dysfunkcje
konczyny. Powstate ubytki kostne utrudniaja lub wrecz unie-
mozliwiajg ztozenie nowej endoprotezy co powoduje, ze
zabieg moze skonczyc sie jej usunigciem. Pozbawiona sta-
wu konczyna jest niestabilna, ulega skroceniu do 7 cm |
znacznej rotacji.

W tych przypadkach koniecznym staje sig leczenie ope-
racyjne z zastosowaniem mrozonych i masywnych prze-
szczepow kostnych oraz metalowych stabilizatorow w po-
staci koszykow odciazajacych i mostujacych ubytki kostne,
chronigce wszczep przed nadmiernymi przecigzeniami
wystepujacymi w tych obszarach [3]. Umozliwia to wiasci-
we i stabilne osadzenie wszczepu, przywraca wiasciwg diu-
gos¢ koAczyny i odtwarza fozysko panewki z wspolpracuja-
ca glowa protezy. Jest to warunek wgojenia sig przeszcze-
pu kostnego, przywrocenie zbornosci stawu i funkcji kon-
czyny.

Dla uzupelnienia ubytkow kostnych zaprojektowano i wy-
konano prototypy wybranych stabilizatoréw do panewek
endoprotez stawu biodrowego.

Materiatem modelowym byly blachy; ze stali austenitycz-
nej 00H17N14M2Pr oraz tytanu WTO. Sposrad wielu stabi-
lizatoréw produkowanych i stosowanych obecnie przez fir-
my zachodnio-europejskie i amerykanskie najistotniejsza
grupe stanowia koszyki odcigzajace i mostujgce ubytki kost-
ne dla odtworzenia dna panewki.

W pracy podjeto opracowanie nowych konstrukgji i tech-
nologii oraz modernizacje juz istniejacych importowanych
stabilizatoréw, w oparciu o wiedze i doswiadczenie w pro-
dukcji implantéw krajowych [4].

Przedmiotem rozwigzan byly koszyki odcigzajace | mo-
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In recent years the amount of primary and secondary
hip joint alloplasty operations with use of endoprostheses
increases [1, 2].

Interest on the aseptic loosening is high and in a case of
some constructions of the cemented prostheses amounts
to 50% after ten years. Accruing of the phenomenon of loos-
ening, acetabulum migration and the bone loss in the re-
gion of implant cause significant dysfunction of the limb.
Bone defects make it difficult or even impossible to install a
new endoprosthesis and that can result in its removal. Limb
deprived of joint is unstable, up to 7 cm shorter and rotated.
It is necessary to treat the limb with use of frozen and mas-
sive bone implants and metal stabilizers in the form of ele-
ments unloading and bridging bone defects, protecting the
implant against excessive overloading occurring in these
regions [3]. It enables a proper and stable seating of the
implant, restores a proper limb length and recovers placenta
of the acetabulum and co-working prosthesis head. It is a
necessary condition of a bone graft taking, restoring func-
tions of a joint and a limb.

Prototypes of chosen stabilizers for hip joint
endoprostheses acetabulums have been constructed and
made in order to complete bone defects. The prototypes
have been made of austenitic 00H17N14M2Pr steel sheet
and titanium WTO sheet. The most important group of sta-
bilizers produced and used nowadays in the Western Eu-
rope and the USA are the baskets unloading and bridging
the bone defects for restoring the base of the acetabulum.

In the present paper an effort has been made to wark
out new technologies and constructions of the stabilizers
as well as to modernize the existing, imported ones, on the
strength of knowledge and experience taken from produc-
tion of domestic implants [4].

The baskets unloading and bridging the acetabulum de-
fects were a subject under consideration. Some of the de-
signed stabilizers constructions have been presented in
FIGURE 1 and 2.

In a modernized construction of the unloading basket
(two type dimensions - radius of spherical cap R = 48 mm
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RYS. 1. Koszyk odcigzajgcy do systemu
osteosyntezy przeszczepu panewki.

FIG. 1. An unloading basket for the system of
osteosynthesis of the acetabulum transplantation.

stujace ubytki panewki, Zaprojektowane konstrukcje wybra-
nych stabilizatoréw przedstawiono na RYS. 11 2.

W zmodernizowanym rozwigzaniu konstrukcji koszyka
odciazajgcego z dwoma typowymiarami o promieniu cza-
szy kulistej R =48 mm i 60 mm, z blachy austenitycznej i
tytanowej o grubosci 0,5-0,6 mm wprowadzono otwory o
srednicy f=4 mm gesto rozmieszczone dla uzyskania moz-
liwie najwiekszej powierzchni kontaktu tkanki kostnej

z przeszczepem allogennym. Takie rozwiazanie utatwia
proces osteointegraciji tkanki kostnej z implantem.

W przypadku koszyka mostujgcego (RYS. 2) zastoso-
wano nowa konstrukcje wieloramienng

z otworami o $rednicy ¢ = 4 mm dla lepszej stabilizacji
wszczepu panewki. Proponowane rozwigzanie zawiera 6-
typo wymiaréw od ¢ 52 mm do ¢ 62 mm, ze stopniowaniem
co 2 mm dla osadzenia panewek polietylenowych od ¢ =
46 mm do ¢ = 56 mm. Prototypy koszyka mostujacego wy-
konano z blachy tytanowej o grubosci 2 mm.

Oprocz rozwigzan konstrukcyjnych i opracowywanej
technologii prowadzone sg réwniez badania strefowe] bu-
dowy warstwy wierzchniej po poszczegolnych operacjach
procesu wytwarzania. Dla elementow z blachy tytanowej
sa prowadzone badania nad zastosowaniem powlok tlen-
kowych i hydroksyapatytu ceramicznego dla poprawy bio-
zgodnosci wszczepianych implantow.

Zaproponowane nowe rozwigzania wraz z zastosowa-
niem allograftow kostnych jako produkty antyimportowe o
znacznie nizszej cenie moga by¢ wykorzystywane w wielu
dziatajgcych krajowych osrodkach ortopedycznych.
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RYS. 2. Koszyk mostujacy ubytki panewki
endoprotezy.

FIG. 2. A basket bridging the endoprosthesis
acetabulum defects.

and 60 mm) made of austenitic and titanium sheets of 0.5-
0.6 mm gauge, holes ¢ =4 mm in diameter were densely
distributed in order to obtain relatively the biggest contact
surface between bone tissue and allogenic graft. Such a
solution facilitates the ostecintegration process between a
bone tissue and an implant.

In a case of bridging basket (FIG.2) a new multi-armed
construction with holes ¢ = 4 mm in diameter for better
stabilization of the acetabulum implant was proposed. The
presented solution consists of six type dimensions from ¢ =
52 mm to ¢ = 62 mm with a 2 mm step for seating the
polyethylene acetabulums ranging from ¢ = 46 mm to ¢ =
56 mm in diameter. The prototypes of the bridging basket
were made of 2 mm titanium sheet.

Apart from construction solutions and working out new
technologies, the tests of zonal structure of the surface lay-
ers after individual operations of the production process have
been performed. Titanium elements are being subjected to
the tests on the application of oxide film and ceramic hy-
droxy apatite film in order to improve the biocompatibility of
the implants.

New solutions proposed in the present paper together
with the application of bone allografts can be used in many
domestic orthopedic centers as the anti-import products of
significantly lower price.
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WPLYW WARUNKOW IN
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Streszczenie

W pracy przedstawiono wptyw warunkow sztucz-
nego srodowiska biologicznego na trwatosc implan-
tow kompozytowych, o osnowie z polisulfonu wzmoc-
nionego widknami weglowymi diugimi, utozonymi w
Jednym kierunku. Trwatosc materiatow okreslono po-
przez badania pefzania na sucho i w warunkach in
vitro, Pod wplywem tych ostatnich zaobserwowano
40% spadek trwafosci w stosunku do kompozytu
poddanego obcigzeniom na sucho. Przyczyng bylta
zZmiana stanu granic miedzyfazowych wtokno - osno-
wa. Zachodzgce efekty wyjasniono przy pomocy
badan wytrzymatosci na Scinanie miedzywarstwo-
we (ILSS) oraz analizy obrazow SEM.

Wstep

Materialy kompozytowe o osnowach polimerowych sa
szeroko stosowane w medycynie. Wytwarzane z nich im-
planty posiadajg wiasciwosci mechaniczne zblizone do na-
turalnych tkanek, wykazujg korzystne zachowanie biologicz-
ne, ponadto mogg przyjmowac urozmaicone formy [1, 2,
3]. Poniewaz implanty kompozytowe w organizmie zywym
sg poddane dziataniu zaréwno Srodowiska biologicznego,
jak i podwyzszonych naprezen, dlugoczasowe obcigzenia
moga powaznie redukowac ich wiasciwosci mechaniczne.
Dodatkowo, natura samych polimerow sprawia, ze wytrzy-
matosc takich materiatéw spada wraz z uptywem czasu [4,
5, 6]. Znaczne pogorszenie wiasciwosci mechanicznych, a
zwlaszcza w warunkach in vitro zaobserwowano w przy-
padku kompozytow wioknistych. Niekorzystne zmiany spo-
wodowane obecnoscia ptynow ustrojowych byty zwigzane
z ich penetracjg do wnetrza materiatu i ostabieniem-wigzi
na granicy faz wiékno - osnowa [7]. Podobne efekty opisa-
no w innych pracach [8, 9], w ktérych zaobserwowano spa-
dek wiasciwosci kompozytow wicknistych, szczegolnie wy-
razny w warunkach in vitro. Zjawisko to zachodzito przede
wszystkim w przypadku kompozytow charakteryzujgcych
sie stabg adhezjq wickien do osnowy.

W pracy przedstawiono wyniki statycznych badan zme-
czeniowych (pelzanie) w obecnosci sztucznego srodawi-

THE EFECTS OF IN VITRO
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Patrycsa Rosot, Jan CHLOPEK

InsTITUTE OF MATERIALS ENGINEERING AND CERAMICS
AGH UnivERSITY OF SCIENCE AND TECHNOLOGY
Cracow, PoLanp

Abstract

This work presents the resuits of investigation of
the effects of simulated biological environment on the
durability of composite implants made of polisulfone
matrix and unidirectionally oriented continuous fibres.
Durability was investigated by examining dry and "in
vitro" creep properties. The latter conditions lead to
40% decrease of durability as compared to dry load-
ing conditions. The reason was found to be the al-
teration within the fibre/matrix interphase. The ob-
served effects were explained with use of interlaminar
shear strength tests (ILSS) as well as by performing
the SEM analysis of the areas of interest.

Introduction

Polymer matrix composites are widely applied in medi-
cine. Implants made of these materials have mechanical
properties similar to natural tissues, show good biological
compatibility, and also can be formed into various shapes
[1:2, 3]

Seen the fact that such composite implants are subject
to both biological environments and increased siresses
within the real body, extended loads may seriously deterio-
rate their mechanical properties. In addition, it is the nature
of these matrix polymers that their strength decreases with
time [4, 5, 6]. Significant deterioration of composites' me-
chanical properties was observed in the case of fibre com-
posites, in particular for in vitro conditions.

The adverse alterations caused by the presence of body
fluids were found to occur due fo their penetration into the
material, and weakening the fibre-matrix interphase bonds
[7]. Similar effects were described in other works [8, 9],
where deterioration of properties of fibre composites has
been observed, in particular in the case of in virto condi-
tions. These phenomena occurred mostly in composites
showing weak adhesion of fibres to the matrices.

This work presents the results of statistical treatment of
creep tests of polisulfone matrix composites reinforced with
continuous carbon fibres in the presence of simulated bio-
logical environment. The assessment of mechanical varia-
tions within the interfaces was performed using the exami-
nation of interlayer shear resistance by the method of short
beam, combined with the detailed SEM examination.



ska biologicznego, dla kompozytow o osnowie z polisulfo-
nu wzmocnionych ciagtymi wicknami weglowymi. Dla me-
chanicznej oceny zmiany stanu granic miedzyfazowych tych
kompozytow przeprowadzono badania umownej wytrzyma-
tosci na scinanie miedzywarstwowe metoda krotkiej belki i
obserwacje za pomocg mikroskopu skaningowego.

Materiaty i metody

Badania przeprowadzono na probkach o ksztatcie wio-
setek, wykonanych z kompozytu 1D ( utozenie jednokie-
runkowe) o osnowie z czystego polisulfonu (PSU) - produk-
cji Aldrich Chemical Company, Inc.USA, C,;H,,0.S M =
26.000, Tg = 190°C, d = 1.24 [g/cm’]; wzmocnionego 40%
wiokien weglowych dilugich (PSU/CF 1D) - sredniomoduto-
we wiokna weglowe FT 300B, Torayca, d = 1.76 [g/cm?], o,
= 3530 [MPa], E = 230 [GPa]. Kompozyty wykonano meto-
dg ciekte] impregnacji i obrobki mechaniczne;j.

Do symulacji srodowiska biologicznego uzyto ptynu Rin-
gera produkcji Baxter Terpol Sp. z 0.0. 0 nastepujacym skta-
dzie: chlorek sodu - 8.60 [g/dm7]; chlorek potasu 0.30 [g/dm];
chlorek wapnia - 0.48 [g/dm].

Pomiary wiasciwosci mechanicznych przeprowadzono
za pomoca uniwersalnej maszyny wytrzymalosciowej Zwick
1435. Pelzanie obserwowano przez okres 48 godzin wg
normy PN-83/C-89041. Badania umownej wytrzymatosci na
scinanie miedzywarstwowe metoda krotkiej belki przepro-
wadzono zgonie z normg PN-EN 1SO 14130. Zmiany za-
chodzgce na granicy faz obserwowano przy pomocy mi-
kroskopu skaningowego Jeol JSM-5400.

Omowienie wynikéw

Dla okreslenia trwalosci implantow, przeprowadzono ba-
dania pelzania w czasie 48 godzin na sucho i w warunkach
" in vitro. W wyniku dziatania na materiaty zréznicowanych
naprezen mechanicznych, otrzymano tzw.: rodziny krzywych
petzania. Analiza ich pozwolita przewidzie¢ zachowanie
kompozytow w warunkach zblizonych do naturalnych (pod-
danie diugotrwatemu dziataniu naprezen mechanicznych i
agresywnego srodowiska ptynéw ustrojowych). Na RYS. 1.
pokazano rodziny krzywych pelzania dla badanych mate-
riatow. Probki poddane pelzaniu w warunkach in vitro szyb-
ciej ulegaja zniszczeniu. Oprocz tego warunki sztucznego

Materials and methods

The experiments described in this study were performed
on "paddle-shaped" samples, made of 1D (unidirectional)
composite, with the matrix prepared of pure polisulfone (PSU
- Aldrich Chemical Company, USA), C,;H..0,S M = 26.000,
Tg = 190°C, d = 1.24 [g/cm?], reinforced with 40% continu-
ous carbon fibres (PSU/CF 1D) - medium modulus carbon
fibres FT300B, Torayeca, d = 1.76 [g/cm?], ¢,= 3530 [MPa],
E = 230 [GPa].

Composites were manufactured by liquid impregnation
and subsequent machining.

The Ringer Fluid (made by Baxter Terpol Ltd) was used
to simulate the biological environment. lts composition was
the following: sodium chloride - 8.60 [g/dm?]; potassium
chloride 0.30 [g/dm®]; calcium chloride - 0.48 [g/dm?].

Mechanical properties of finished composites were ex-
amined with use of universal ZWICK 1435 machine. Creep
properties were monitored for 48 hours, according to Polish
Standard PN-83/C-89041. The examination of interlayer
shear strength was performed applying the "short beam"
technique, according to Polish Standard PN-EN ISO 14130.
The interphase alterations were observed with use of scan-
ning electron microscope Jeol JSM-5400.

Results and discussion

The implants' durability examination was performed by
comparison of the results of 48 hours creep tests in dry and
in vitro environments. The so called creep curves were ob-
tained as the result of loading samples with various me-
chanical stresses. Their analyses allowed to predict the
behaviour of the examined composites under the conditions
close to natural (i.e. extended action of mechanical stresses
aided by aggressive environment of body fluids). FIG.1
shows the creep curves for the examined bio-composites.

It can be noted that all samples subject to creep under in
vitro conditions generally fail earlier. In addition, the simu-
lated biological environment causes larger initial strains in
the examined materials.

The relationship between the loads applied and the cor-
responding times to failure (durability plots) can be ex-
pressed by the equation: o = C,-CxInt where: C,, C - empiri-
cally established constants [10].

PSU/CF 1D na sucho
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RYS. 1. Krzywe pelzania dla kompozytu PSU/CF 1D przy r6znym poziomie naprezen na sucho i w warunkach in

vitro.

FIG. 1. Creep curves for PSU/CF 1D composite at various stress levels under dry and in vitro conditions.
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srodowiska biologicznego powodujg wzrost wartosci od-
ksztatcen poczatkowych.

Zaleznosc miedzy zastosowanymi obcigzeniami, a od-
powiadajacymi im czasami zniszczenia (wykresy trwatosci)

o =740.2298-35.4404-In¢
mozna przedstawi¢ rownaniem: o = C-CxInt (CO, C - stale
o =679.9205-37.1778-In¢
wyznaczone empirycznie) [10]. Dla badanych probek (PSU/
CF 1D) otrzymano nastepujace zaleznosci:

-na sucho - r*=0,9442
- w warunkach in vitro - r*= 0.9684

~ Materiat. :
- Material *

' dry cond.

PSU+CF 1D
in vitro

TABELA 1. Wielkosci dopuszczalnych obcigzen
badanych materialéw dla zatozonych czasow
leczenia.

TABELA 1. The values of acceptable maximum
stresses for different assumed healing times.

Analiza powyzszych zaleznosci umozliwita znalezienie
wielkosci obcigzen pozwalajacych na bezpieczng prace im-
plantu ( bez zniszczenia ) dla odpowiednich czasow lecze-
nia. Na przykiad: zroéniecie zlamanego obojczyka trwa trzy
tygodnie, a szyjki kosci udowej cztery miesiace [11]. Wiel-
kosci najwigkszych obcigzen jakie mozna bezpiecznie sto-
sowac przez wymagany okres czasu w warunkach in vitro
zawiera TABELA 1.

Mimo ponad 40% redukcji wartosci bezpiecznych sit w
warunkach in vitro, dopuszczalne naprezenia sa wysokie.
Oznacza to, ze kompozyty widkniste o jednokierunkowej
orientacji moga niezawodnie pracowac przy znacznych
wartos$ciach naprezen i mogg znalez¢ zastosowanie m.in,
w ortopedii.

Dla oceny stanu granic wiokno - osnowa kompozytow
PSU/CF 1D, przeprowadzono badania wytrzymatosci na
miedzywarstwowe $cinanie (ILSS). Badania wykonano dla
materiatu wyjsciowego, po inkubacji w plynie Ringera oraz
po pelzaniu. Na RYS. 2. pokazano przykladowy wykres nisz-
czenia kompozytu oraz zdjecie przedstawiajace wyglad
probki po dziataniu sity niszczace). Dla wigkszosci przypad-
kow zaobserwowano jednokrotne scinanie, ktore stanowi
dopuszczalny rodzaj uszkodzen w badaniach ILSS.

Otrzymane wyniki zestawicno w tab. 2. Inkubowanie kom-
pozytu w sztucznym $rodowisku biologicznym przez okres
48h nie powoduje zadnych niekorzystnych zmian stanu gra-
nic miedzyfazowych. Po trzech tygodniach inkubaciji zaob-
serwowano niewielkie zmiany w granicach btedu. Podda-
nie materiatu pelzaniu na sucho przy naprezeniu 10 MPa
przez okres 48h tez nie spowodowato istotnej zmiany wy-
trzymatosci na miedzywarstwowe Scinanie. Natomiast w
przypadku probek kompozytowych poddanych pefzaniu w
warunkach in vitro zaobserwowano okoto 20% spadek w
poréwnaniu do probki wyjsciowej. Oznacza to, ze sztuczne
$rodowisko biologiczne jest odpowiedzialne za ostabienie

In the case of the examined samples of PSU/CF 1D com-
posites, the following relationships were obtained:

o =740.2298 -35.4404 -In¢
- dry conditions - r2= 0.9442

o =679.9205-37.1778-In¢
- in vitro conditions - r*= 0.9684

a)
Sita[N]
1500
1000
500
0
0.0 0.5 1.0 1.5 0dksztalcenie [mm]

b)

RYS. 2. a) Przykiadowa krzywa dla badania ILSS
b) Wyglad prébki po dziataniu sily niszczacej.
FIG. 2. a) Typical deformation curve for ILSS test;
b) View of the sample after failure.

The analysis of these relationships enabled the determi-
nation of stress level allowing for safe application of the
implant (avoiding failure) for predetermined healing peri-
ods. For instance: complete adhesion of broken clavicle
takes about three weeks, while the adhesion of thigh bone
neck lasts about four months [11]. The values of maximum
loads which can be safely applied during the required heal-
ing period under in vitro conditions are given in TABLE 1.

Despite over 40% reduction of the safe stress level un-
der in vitro conditions, the acceptable stresses are still rela-
tively high. This means that unidirectional fibre composites
may be considered dependable and work at relatively high
acceptable stress levels, therefore may find good applica-
tion, among others, in orthopedic surgery.

The interlayer shear strength tests (ILSS) were performed
in order to determine the state of “fibre - matrix interface” in

.‘....................I.............I....I
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Po inkubaciji 48 godzin
After 48 hrs incubation
Po inkubacii 3 tygodnie

After 3 weeks incubation
Po pelzaniu na sucho
After dry creep

(48h, o=10MPa)

Po pelzaniu in vitro
After in vitro creep

48h, o=10MPa

TABELA 2. Wyniki badan ILSS dla kompozytow
PSU/CF 1D przed i po inkubacji w warunkach
symulujacych ludzki organizm (n - ilo$€ prébek,
s - odchylenie standardowe).

TABLE 2. ILSS test results for PSU/CF 1D
composites before and after incubation of
conditions simulating human body chemical
environment (n - number of samples, s - std.
deviation).

PSU/CF 1D. The experiments were conducted on the base
material, after incubation in Ringer fluid, and after creep
tests. FIG. 2 shows typical deformation curve of the exam-
ined composite, and FIG. 2 shows the sample after failure,
In most of the examined cases the one-time shear occurred,
which is an acceptable type of failure in ILSS tests.

The results of experiments described in this study are
shown in Table 2. Incubation of tested composite materials
in the artificial biological environment for duration of 48 hours
is not conducive to unfavorable alterations of composite in-
terfaces. Three weeks after the onset of incubation small
alterations were observed, however still within the experi-
mental measurement error. Dry conditions creep tests un-
der the imposed stress level of 10 MPa during 48 hours did
not significantly affect the interlayer shear strength. On the
other hand, composites subjected to creep tests under the
in vitro conditions showed a 20% ILSS decrease in com-
parison with the base material. These results indicate that
artificial biological environment is responsible for deteriora-
tion of mechanical properties of the examined composites.

Photomicrographs 3a, b and c below confirm the appear-
ance of adverse alterations in 1D polymer composites dur-
ing creep processes under in vitro conditions.

FIG. 3a shows uniform distribution of fibres within matrix
material of the base composite, while in the sample sub-
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RYS. 3. Obrazy SEM przeloméw kompozytu PSU/CF 1D: a) Materiat wyjSciowy (pow.2000x); b) Po pelzaniu na
sucho przez okres 48h, s = 10 MPa (pow. 2000x); c). Po peizaniu in vitro przez okres 48h, s = 10MPa (pow. 500x).
FIG. 3. SEM micrographs of fracture surfaces of PSU/CF composites: a). base material (magn. 2000x); b) after
dry creep for 48 hours at s = 10 MPa (magn. 2000x); c) after creep in vitro for 48 hours, s = 10MPa (magn. 500x).

wihasciwosci mechanicznych badanych kompozytow.

Wystepowanie niekorzystnych zmian zachodzgcych pod
wplywem pefzania w warunkach in vitro, w kompozytach
polimerowych 1D potwierdzajg mikrofotografie (RYS. 3).
Dla materiatu wyjsciowego (RYS. 3a) zaobserwowano row-
nomierne ufozenie widkien w osnowie, natomiast dla kom-
pozytu, ktory byt poddany pelzaniu w warunkach in vitro
(RYS. 3c) zauwazono efekt wyciggania wiokien (pull out).
Widoczna staba przyczepnosé wiokien do matrycy polime-
rowej moze by¢ przyczyna znacznego spadku wytrzymato-
$ci na rozcigganie, w wyniku oddziatywania sztucznego sro-
dowiska biologicznego. W przypadku kompozytow podda-
nych peizaniu na sucho (RYS. 3b) zmiany stanu granic te
nie sg tak drastyczne i nie obserwuje sig efektu wyciggania
wiokien.

Whioski

Kompozyty polimerowe z ciggtymi wicknami weglowy-
mi, utozonymi jednokierunkowo, wydajg sie najbardziej
atrakcyjne dla zastosowan w chirurgii kostnej. Jednakze wa-
runki in vitro powodujg znaczne ostabienie ich wiasciwosci
mechanicznych. Moze to by¢ spowodowane stabg adhezjg

9 O06 Q50000000089 0009098909960 000000020000 908

jected to in vitro creep (FIG. 3c) the effects of fibre pull-out
can be easily observed. The obviously weak adhesion of
fibres to polymer matrix may be the reason for significant
decrease of tensile strength of these composites, probably
due to the effects of artificial biological environment. It is
worthwhile noting that in composites subjected to dry creep,
the interface alterations are not so drastically visible and
the fibre pull-out effects can not be observed.

Conclusions

Polymer composites with unidirectionally laid continuous
fibres seem to be an attractive material for applications in
orthopedic surgery, however in vitro conditions significantly
deteriorate their mechanical properties. This effect may
appear due to weak adhesion of fibres to polymer matrix.
The investigation of fibre-matrix interfaces shows that
delamination of 1D composites takes place in the presence
of body fluids, which is confirmed by SEM observations.
Future research will concentrate on elimination of adverse
alterations within interfaces by surface modification of car-
bon fibres applied.
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wiokien do osnowy polimerowej. Przeprowadzone badania
stanu granic widkno - osnowa pokazujg, ze w warunkach
ptynow ustrojowych nastepuje delaminacja kompozytow 1D.
Potwierdzajg to obrazy SEM. Dalsze prace badawcze bedg
zmierza¢ m.in. w kierunku wyeliminowania niekorzystnych
zmian zachodzgcych na granicach miedzy fazami, poprzez
modyfikacje powierzchni wiokien weglowych.
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BADANIA HISTOPATOLO-GICZNE ODCZYNOW TKANKOWYCH WOKOL
WSZCZEPU BIOCERAMI-CZNEGO MATERIALU SZ2 OTRZYMANEGO METODA
ZOL-ZEL

Niedzielski K.,* . Synder M.,* , Laczka M,.**, Cholewa Kowalska K.,**, Zielinski K. .,***
Koktysz R.***

*Klinika Ortopedii 1 Ortopedii Dziecigcej
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Akademii Gérniczo Hutniczej w Krakowie

*#%Zaktad Patomorfologii i Cytobiologii Klinicznej Wydzialu Wojskowo-Lekarskiego
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi

Celem pracy byta ocena histopatologiczna proceséw towarzyszacych wypetnieniu
doswiadczalnie wytworzonego ubytku kostnego materiatem bioceramicznym Sz2
wyprodukowanym w Katedrze Emalii 1 Szkla Akademii Gorniczo - Hutniczej w Krakowie
Do badan uzyto bioszkla otrzymanego metoda zol - zel o sktadzie chemicznym: 80 %mol
Si02; 4 %mol P205; 16 %mol CaO.

[Inzynieria Biomateriatow, 28, (2003), 3-8]

EVOLUTION AND TYPE OF HISTOLOGICAL CHANGES IN THE AREA ADJESCENT
TO IMPLANTED, ZOL-GEL DERIVED, CERAMIC SZ2 BIOMATERIAL

Niedzielski K.,* . Synder M.,* , Laczka M,.**, Cholewa Kowalska K.,**, Zielinski K. .,***
Koktysz R.***

*Klinika Ortopedii i Ortopedii Dziecigce]

Uniwersytetu Medycznego w Lodzi

**Katedra Szkta 1 Emalii

Akademii Gérniczo Hutniczej w Krakowie

*#xZaktad Patomorfologii i Cytobiologii Klinicznej] Wydzialu Wojskowo-Lekarskiego
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi

The aim of the work was histopathological evaluation of the processes accompanying filling
of experimentally created bone loss with bio-ceramic 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 chemical composition: 80% mol Si02; 4% mol
P205; 16% mol CaO was used.

[Engineering of Biomaterials, 28, (2003), 3-8]

BADANIA BIOMECHANICZNE NOWEJ GENERACIJI CERAMIKI SZ2 JAKO
MATERIALOW KOSCIOZASTEPCZYCH STOSOWANYCH W WYPELNIENIU
UBYTKOW KOSTNYCH WYTWORZONYCH DOSWIADCZALNIE

Niedzielski K.,* Synder M.,* S. Mazurkiewicz.,**

Laczka M.,*** Cholewa-Kowalska K.,*** Koktysz R, ****

*Klinika Ortopedii i Ortopedii Dziecigcej
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[Inzynieria Biomaterialow, 28, (2003), 8-12]

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



Kryspin Niedzielski,.* Synder M. * Stanistaw Mazurkiewicz.,** Laczka M.,*** Cholewa-
Kowalska K.,*** Koktysz R,. ***%*

* Clinic of Orthopaedics, and Child's Orthopaedics, Medical University of Lodz
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of the Institute of Technology Cracov, Poland
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AGH University of Science and Technology, Cracov
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[Engineering of Biomaterials, 28, (2003), 8-12]

BADANIA BIOZGODNOSCI TKANKOWEJ MATERIALU SZ2 OTRZYMANEGO
METODA ZOL-ZEL
Niedzielski K.,* Synder M* Zamorska L.,** Laczka M., *** Cholewa Kowalska K.,***
Zoierek M.,** Menaszek E.,** Koktysz R., ****
*Klinika Ortopedii 1 Ortopedii Dziecigcej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi
*+*Zaktad Cytobiologii i Histochemii Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego w
Krakowie
*#*Katedra Szkta i Emalii Akademii Gorniczo Hutniczej w Krakowie
*#xkZaktad Patomorfologii i Cytobiologii Klinicznej Wydziatu Wojskowo-Lekarskiego
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi

Celem badan byto okreslenie charakteru odpowiedzi komoérkowe;j 1 stopnia biozgodnosci
tkankowej dla wszczepionego w mig$nie posladkowe biomateriatu Sz2
[Inzynieria Biomateriatow, 28, (2003), 12-16]
TISSUE BIOCOMPA-TIBILITY RESEARCH OF THE SZ2 MATERIAL OBTAINED
WITH USE OF ZOL-GEL METHOD
Niedzielski K.,* Synder M.,* Zamorskal,** Laczka M., *** Cholewa Kowalska K., ***
Zoierek M.,** Menaszek E.,** Koktysz R., ****
* Orthopaedics and Children Orthopaedics Clinic Medical Faculty of University in Lodz
** Cytobiology and Histochemistry Department Collegium Medicum of the Jagiellonian
University in Cracow
***Chair of Glass and Enamel of University of Science and Technology in Cracow
****Pathology and Cytopathology Department Medical Faculty of Medical University in
Lodz

The aim of the study was to determine a character of cellular response and a degree of
tissue biocompatibility of bio-material Sz2 implanted in the gluteal muscles.
[Engineering of Biomaterials, 28, (2003), 12-16]

ROLA OBROBKI POWIERZCHNIOWEJ W KSZTALTOWANIU WELASNOSCI ZYTKO-
WYCH IMPLANTOW ZE STOPOW TYTANU

MonikaGierzynska-Dolna*, Tadeusz Wierzchon**Janina Adamus*, Piotr Lacki
*Politechnika Czestochowska

**Politechnika Warszawska

Streszczenie

W pracy podano wyniki badan tarciowo-zuzyciowych probek ze stopu tytanu Ti6Al4V,
poddanych r6znym rodzajom obrobki powierzchniowej. Stwierdzono, ze najkorzystniejsza
obrobka jest azototytanowanie metoda jarzeniowa.

Stowa kluczowe: biomateriaty, stopy tytanu, obrobka powierzchniowa, odpornos$¢ na zuzycie
[Inzynieria Biomaterialow, 28, (2003), 17-20]



A ROLE OF SURFACE TREATMENT IN CREATION OF PROPERTIES OF IMPLANTS
MADE OF TITANIUM ALLOYS

MonikaGierzynska-Dolna*, Tadeusz Wierzchon**Janina Adamus*, Piotr Lacki*
*Czgstochowa University of Technology

**Warsaw University of Technology

Abstract

In the paper the results of friction and wear tests carried out with samples made of Ti6Al4V
titanium alloy after different kinds of treatment were given. It was stated that nitrogen
titanizing by arcing method is the most advantageous treatment.

Keywords: biomaterials, titanium alloys, surface treatment, wear resistance

[Engineering of Biomaterials, 28, (2003), 17-20]
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Jolanta Polaczek, Jan Pielichowski, Ewa Dziki

Department of Chemistry and Technology of Polymers

Technical University Cracow

[Engineering of Biomaterials, 28, (2003), 21-23]
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STABILIZATION SYSTEM OF THE BONE ALLOGENIC GRAFT IN THE
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ENDOPROSTHESES ACETABULUMS

B.Wo¢jcik*, J. Jasinski**, B. Stodolnik***, L. Jeziorski**, M. Lubas**

* Department of Trauma-Otrhopedic Surgery, Hospital 1, Sosnowiec

** Institute of Materials Engineering, Technical University of Czgstochowa
***Institute of Production Engineering and Automation, Technical University of
Czestochowa

[Engineering of biomaterials, 28, (2003), 24-25]

WPLYW WARUNKOW IN VITRO NA STAN GRANIC MIEDZYFAZOWYCH
KOMPOZYTOW WLOKNISTYCH STOSOWANYCH NA IMPLANTY
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Streszczenie

W pracy przedstawiono wptyw warunkéw sztucznego srodowiska biologicznego na trwatos¢
implantéw kompozytowych, o osnowie z polisulfonu wzmocnionego wtdknami weglowymi
dhlugimi, utozonymi w jednym kierunku. Trwato§¢ materiatéw okreslono poprzez badania
petzania na sucho i w warunkach in vitro. Pod wptywem tych ostatnich zaobserwowano 40%
spadek trwatosci w stosunku do kompozytu poddanego obciazeniom na sucho. Przyczyna
byta zmiana stanu granic mi¢edzyfazowych widkno - osnowa. Zachodzace efekty wyjasniono
przy pomocy badah wytrzymato$ci na $cinanie migdzywarstwowe (ILSS) oraz analizy
obrazow SEM.

[Inzynieria Biomaterialow, 28, (2003), 26-30]

THE EFECTS OF IN VITRO CONDITIONS ON THE INTERFACES IN FIBRE
COMPOSITES USED AS IMPLANTS

Patrycja Rosoét, Jan Chlopek

Institute of Materials Engineering and Ceramics

AGH University of Science and Technology

Cracow, Poland

Abstract

This work presents the results of investigation of the effects of simulated biological
environment on the durability of composite implants made of polisulfone matrix and
unidirectionally oriented continuous fibres. Durability was investigated by examining dry and
"in vitro" creep properties. The latter conditions lead to 40% decrease of durability as
compared to dry loading conditions. The reason was found to be the alteration within the
fibre/matrix interphase. The observed effects were explained with use of interlaminar shear
strength tests (ILSS) as well as by performing the SEM analysis of the areas of interest.
[Engineering of Biomaterials, 28, (2003), 26-30]



