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Streszczenie

Badania nad implantami dowiodtge nie tylko rodzaj struktury materiatu, ale réwnie
charakter powierzchni wszczepow wptywa na odczyejsnowy biomateriatdbw. W ostatnich
latach zainteresowanie wzbudzajeakcje elektrochemiczne na powierzchni implantow,
prowadace do powstania tzw. potencjatu zeta. Wykorzystéyioh wiaciwosci sktonito nas
do przeprowadzenia batlaksperymentalnych z zastosowaniem biomateriatéaktywnej
powierzchni oraz wptywu potencjatu zeta na ichzigmdna¢.

Celem pracy jest ocena wptywu tadunku elektrygene charakterze potencjatu zeta,
na reakae; miejscova tkanki kostnej po implantacji. Do badawykorzystano 2 rodzaje
ceramiki: lia i lita silanowam o aktywnej powierzchni. Badania implantacyjne wy&no
na 20 krolikach. Sekcje przeprowadzono 12, 26, 34 itygodnie po wszczepieniu badanych
materiatow.

Po implantacji ceramiki litej, stwierdzono wokoéiseczepu oprécz tkanki kostnej

tkanke taczmm witoknist. Natomiast w przypadku ceramiki litej silanowaneg wszystkich



terminach bada wokét wszczepu widoczna byta tkanka kostéeasle przylegajgca do
implantu.

Badania potencjatu elektrokinetycznego zeta, pmeadzone 36 i 54 tygodnie po
implantacji wykazaly,ze wartgci tego potencjalu pierwotnie wprowadzone na
powierzchn¢ wszczepdw, utrzymywaly i na stabilnym poziomie. Przeprowadzone
badania potwierdzity, ze aktywacja powierzchni  implantébw poprzganowanie
metody zolzel, pozwala na wprowadzanie zaplanowanegmpjziel zeta w zalaosci

od potencjatu charakterystycznego dla danegaoajodkanki.
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Najbardziej reprezentatywn dziedzire zastosowania biomateriatdbw pod wadgm
ilosciowym i jakasciowym, stanowi chirurgia rekonstrukcyjna uktadusteego. Ztaone
uwarunkowania bioniki ruchu orazrodowiska tkanki kostnej, wymagaj stosowania
materiatdw o specyficznych whasioiach fizykochemicznych i funkcjonalnych.

W celu zapewnienia odpowiedniej zgodoio implantu ze srodowiskiem
piezoelektrykow i pétprzewodnikdéw organicznych, diayskania odpowiedniego pokenia
implant-ka¢, nalery zapewnt odpowiedni stan fizykochemiczny powierzchni matieri
implantowanego do organizmu [1].

Podczas wytwarzania bioceramicznych kompozytGggsto wystpuje potrzeba
wprowadzania specyficznych spoiw i stosowania pietyych metod technologicznych,
ktére pozwalag na ich dokladne formowanie, a wik@wym efekcie uzyskanie kompozytu
0 optymalnie zaprogramowanych wdavosciach [2-4].

Wytwarzanie materiatlu zapiczego, o takich parametrach jak s&ojest bardzo
trudne. W wegkszasci publikacji ka¢ traktowana jest jako materiat konstrukcyjny,
zroznicowany anatomicznie co do wiellab i ksztattu. W zalenosci od funkcji implantu w
organizmie gtdwny nacisk kfadzieesha jego budow teksturalm, tj. wielkas¢ i ksztatt
porow [5-7]. Biomateriaty stosowane w chirurgii ogistrukcyjnej charakteryzaj si
podobnymi wiasnéciami  mikrostrukturalnymi, sposobem wylazenia powierzchni i

wiasciwosciami chemicznymi.



Wyniki bada implantéw doprowadzity badaczy do wnioskéie, nie tylko rodzaj
struktury materiatu, ale réwniecharakter powierzchni wszczepdédw wptywa na odczyn
miejscowy wokot biomateriatu. Badania nad biomiatami i ich powierzchri prowadzono
nie tylko poréwnujc je z innymi implantami, ale réwniew zalenosci od stosowania
réznych technologii ich otrzymywania.

W ostatnich latach zainteresowanie badaczy wzbudzajkcje elektrochemiczne na
powierzchni implantéw, prowadeze do powstawania zjawisk elektrycznych na gramicac
fazowych i wysg¢powania tzw. potencjatu zeta. Badanie tych zjawiske maliwo$¢ pomiaru
potencjatu zeta sktania do pedij bada nad implantami o powierzchniach aktywnych [2, 5,
8]. Przypuszcza si ze powierzchnie aktywne majkorzystny wptyw na biozgodié
wprowadzonych do ustroju ludzkiego biomateriatowi[g.

W zwiazku z tym, ze obecnie niewielu badaczy zajmuje¢ stego typu
eksperymentami, w celu zaprezentowania potencj&ia, zniezbdny jest opis zjawisk
elektrycznych na granicy faz. Teoria i praktyka azmkp, ze oddziatywania elektryczne maj
istotne znaczenie w procesach zachogeh w ukladach budowy mineralogicznej uktadu
kostnego.

Opisupc struktue i stabilng¢ uktadow koloidalnych nafsy zwrocik uwag;, ze cecly
charakterystycznczstki koloidalnej — szczegodlnie koloidu fazowegoestjzaadsorbowany
w postaci jonu tadunek powierzchniowy, ktory jeéivnowaony elektrostatycznie przez
warstwe przeciwjondw znajduapa sic w asrodku dyspersyjnym. Gatka koloidalna i warstwa
przeciwjonéw tworz tzw. micelk. tadunki powierzchniowe @ztki, znajdujce se¢ w
warstwie przeciwjondbw w @wodku dyspersyjnym, two#z tzw. podwojm  warstwe
elektryczr. tadunek elektryczny ggtki maze by dodatni lub ujemny w zateosci od tego
jakie jony - kationy czy aniony - przewaja w warstwie adsorpcyjnej. tadunek elektryczny
moze pojawid sSie w wyniku powierzchniowej reakcji chemicznej, dymEugi
elektrokinetycznej grup funkcyjnych oraz oddziatywelektromechanicznych. Miamuktadu
koloidalnego jest potencjat elektrokinetyczny. Wpstie on m¢dzy warstva sztywra, a
warstwa dyfuzyjm.

Istnieje wiele modeli opisggych warstw podwoéjra. Maja one ré@ny stopig
skomplikowania i w régnym stopniu oddajone wilasnéci elektryczne na granicy faz. Z
bogatej literatury dotyezej elektrycznej warstwy podwdjnej wynika,ze wiasndci
elektryczne granic fazowych rmma  opisd& modelem Helmholza, opartym na

wiasciwosci  kondensatora pfaskiego lub modelem yaebhapmana, opartym na



rozmytej warstwie  elektrycznej. Muwa rownie zastosowa zmodyfikowar
kombinacg obu modeli.

Obecnie wytwarzanie bioceramicznych kompozytowozwala na sterowanie
struktury i tekstury biomateriatu, jak rownieprowadzi s modyfikacje powierzchni, w taki
sposob, zeby w kaicowym efekcie uzyska optymalne, wczaiej zaprogramowane
wiasciwosci, w tym roOwnieg potencjat elektrokinetyczny zeta [13]. Polega ta n
wprowadzeniu na powierzcliniimplantu odpowiedniego dla danej tkanki potencjatu
elektrokinetycznego. Zmodyfikowany w ten sposob tenat charakteryzuje i znacznie
lepszymi widciwosciami adsorpcyjnymi. Zjawisko to me mie podstawowy wplyw na
rodzaj i ilas¢ komérek, adsorbowanych na powierzchni wszczepuemvszym okresie po
implantaciji.

Najbardziej miarodajnym okgékeniem biozgodngci materiatdbw ceramicznych jest
obraz histologiczny na granicy implangkoWe wczesnym okresie pojavdagic
komoérki zapalne typu limfocyta i komorki mezegotalne. Réwnoczmie obserwuje si
wystepowanie fibrocytéw, fibroblastbw oraz osteobdasti osteocytow, ktére naginie
przeksztalcaj sic w tkank kostry $cisle przylegajca do sciany wszczepu. Takie implanty
nazywa st osteoindukcyjnymi [14].

Podstawowe znaczenie dla oceny biomateriatdwa npaizedkliniczne badania
eksperymentalne na zwietach. Dlatego pog¢fo badania odczynu tkanek w odniesieniu do
dwoch rodzajow ceramiki korundowej litej i litej silanowanej o aktywnej powierzchni.
Wykonano badania porownawcze reakcji tkanki kostpej implantacji ceramiki litej i
silanowanej, oraz oceniano wptyw fadunku elektrggmi zmiag potencjatu zeta na odczyn
tkankowy [15].

MATERIALY | METODY BADA N

Charakterystyka i otrzymywanie materiatu

Ceramik lita i lita silanowarm o sktadzie chemicznym CaO-2%, MgO-3%, 28k-95%
wypalano w temp. 1500°C . Obie ceramiki otrzymaretath  zol=el.
Do matrycy ceramicznej o vig wymienionym sktadzie chemicznym, dodawano od

10 do 30 % zolu krzemionkowego z dodatkami kdoWwanego zelowania. Probki



prasowano pod émieniem 15 MPa. Tworzywo zan#ano szokowo w temperaturze — 68°C
przez 2 h, a nagbnie wypalano w temp. 1500° C przez 0,5 h.

Ceramik lita o aktywnej powierzchni otrzymywano w procesglanowania.
Powierzchnia implantow modyfikowana byta pMNuminoetylos-amino-
propylotrimetoksysilanem {N (CH,), NH(CH,)s (OCHg)3}, produkowanym pod nazw
Z6020, w sposob opisany paej.

Wypalone w temp. 1500°C implanty ceramiczne, da@ehno procesowi
silanowania zwitajac je 0,12% (okjtosciowo) roztworem silanu w izopropanolu. Implanty
pozostawiano na 72h w temperaturze otoczeniawdozlekantowano, a implanty suszono
w temp. 60°C przez 3h. Neghie wielokrotnie odmywano je do uzyskania raatwo pH
okoto 7, w ktérym byty zanurzone.

Probki ceramiki litej i litej silanowanej przygot@mo w postaci walcow o wymiarach
dt. 10 mm isr. 3 mm . Powierzchnie ceramiki litej i litej silewanej byty zbite gtadkie,a
wygladem przypominaly powierzchhizwiazanego cementu. Miejscami obserwowano
drobne nieregularne ggania.

Na powierzchni ceramiki litej i litej silanowanejgladanej w mikroskopie
skaningowym, przy powkszeniu 2000x, widoczne bylyczne ziarna o nieregularnym
ksztalcie i ranej wielkasci . Ziarna te utbone byly miejscamiscisle, a miejscami no
wzgledem siebie. Mniejsze ziarnistd wykazup bardziej owalny i regularny ksztatt,
natomiast ziarnasredniej wielkdci oraz dae < bardziej nieregularne, a ich brzegi s
ostre. Niektore ziarnazlepione i tworz réznej wielkasci konglomeraty.

Sterylizacg ksztattek ceramicznych przeprowadzono w sterydizat gazowym GST-
21, przy uyciu tlenku etylenu GS-1 przez 4 h. Ksztaittki vzeino przez 3 tygodnie.

Badania d&wiadczalne na zwiergtach

Badania na zwiegtach zostaty wykonane za Zgod Komisji Etycznej Nr KEBN

103/99. Badanie miejscowych odczynow tkanki kostmeeprowadzonma 20 krélikach

obojga pfci, rasy biatej nowozelandzkiej, 0 masaa 3,2-3,5 kg.

Kréliki do zabiegu znieczulano w naptijacy sposob:

Premedykacja: Chloropromazine w dawce 5-10 mg/kg m.c./im. (arep Trankwilina —

Biowet-Putawy),  Atropini sulfas w dawce 0,1 mg/kg.c.s.c. (preparat Atropinum

sulfuricum- Polfa Warszawa).



Sen podstawowy Pentobarbital w dawce max. 30 mg/kg m.c. podawany wg efektu
dziatania (preparat Vetbutal-Biowet-Putawy). Dodatlo przeciwbdélowo krélikom
podawano noraminofenazol w dawce 0,5-2,5 ml i.meggarat Biovetalgin-Biowet-Putawy).
Operacja: Pole operacyjne odkano preparatem alkoholowym dodesept (Prevacared- pr
ARCANA —Austria). Cecie skory wykonywano po prgsodkowej stronie podudzia tylnej
tapy krdlika, na wysok&i guzowatdéci kosci piszczelowej. Po rozdzieleniu ngob sciegien,
przecinano okostnodstaniagc kas¢ piszczelow. W miejscu jej guzowagoi nawiercano
2 otwory odpowiedniej wielkkei i wprowadzano implanty: do &@ lewej — ceramik

lita, do kaci prawej ceramik lita silanowan. Skok zaszywano pojedynczymi szwami.

Badania pooperacyjne

Badania pooperacyjne obejmowaly obserwacje klmecogolnego stanu zdrowia zwigrz
i przebiegu gojenia ran pooperacyjnych. Szczegadimag: zwracano na ruchlivéd konczyn
w stawie biodrowym oraz ich ksztait i wieléo

Badania sekcyjne

Eutanaz krolikow przeprowadzono przez podanie Pentobdtbitadawce maksymalnej 200
mg/kg m.c., a nagbnie wykonano dyslokagjkregow szyjnych. Sekcje krolikow wykonano
12, 26, 36 i 54 tygodnie po operacji, przeznagzap 5 zwierat na kady termin. W czasie
przeprowadzonych sekcji zwracano uwag wyghd miesni przylegagcych i pokrywagcych
wszczep, a po ich odpreparowaniu - na wgidkasci w bezpdrednim gsiedztwie implantu.
Okreslano take scistos¢ przylegania wszczepu do da i jego pokrycie okostn Badaniem
makroskopowym oceniano réwuaiestan nargdow wewretrznych jamy brzusznej i klatki
piersiowe]. W czasie sekcji wykonywano @ug rentgenowskie i pobierano wycinki sko
wraz z implantem do bafla patomorfologicznych, oraz pobierano implardg bada w

celu okrdglenia wartdci potencjatu zeta.



Badania radiologiczne

Rentgenogramy wykonano za pora@paratu Rtg o ogniskowej 0,3 x 0,3 mm, gejpi 50
KVi25m AS, z odlegkri 143 cm, z iyciem uniwersalnej folii wzmacnigjej,

przy utazeniu wypreparowanych kezyn tylnych krolikéw bezpgednio na kasecie Rtg.

Badania mikroskopowe

Kosci wraz z implantem utrwalano w 8% roztworze fordeddydu mrowkowego, odwapniano
w roztworze kwasu mrowkowego i kwasu solnego,aatpnie odwadniano w szeregu

acetonowym i zatapiano w bloczki parafinowe. Prapabarwiono HE i metegvan Gieson.

Badania potencjatow Zeta

Pomiary wykonywano na aparacie Zeta Potential ya®al NICOMP 380/ ZLS. Parametry
pomiaru: pole elektryczne 8-10 V/cm, czas pomiai26 do 120 s, intensywfio padajcej

wiazki swiatta laserowego ok. 200 kHz, temp. pomiars Z3

WYNIKI BADA N
Obserwacije kliniczne kroélikow

Wszystkie operowane kroéliki przgty zabieg. Rany skérne wygoityesprzez rychtozrost.
Operowane kaczyny miaty prawidtow wielkos¢, ksztalt i ruchom& w stawie biodrowym i

kolanowym, a stan r®ni operowanych kiczyn wykazywat prawidtowe nagiie.

Badania makroskopowe

W czasie wykonywanych sekcji krolikéw, w tkance tkeeg otaczajcej implanty z ceramiki
litej i lite] silanowanej, nie stwierdzonoadic w obrazie makroskopowym.
12 tygodni po implantacji, K6 w bezpdgrednim gsiedztwie implantow nie

wykazywatazadnych odchyle od normy. Po przegtiu poprzecznym ki widoczny byt



wszczep, tkwicy zarbwno w cgsci zbitej, jak i w jamie szpikowej. K6 zwiazana byta
silnie z powierzchni implantu. Szpik w miejscu kontaktu z ceramiiyt prawidtowy. 26 i
36 i 54 tygodnie po implantadji wickszasci krélikbw implanty byty niewidoczne, pokryte

okostry. W celu zlokalizowania implantow wykorzystano gada rentgenowskie.

Badania mikroskopowe

W grupie z ceramik lita, 12 i 26 tygodni po implantacji, przestrzenie psungtym
implancie ograniczone byly tkamkkostra, a miejscami tkarktaczrm widknisty. Tkanka
taczna zbudowana byta z licznych widkien klejorodnyehniej licznych fibrocytéw i
pojedynczych osteoblastow. 36 i 54 tygodnie polamiacji, przestrzenie po usgtym
implancie otaczata tkanka kostna, w ktorej widocayy kanaty Haversa (ryc. 1 i 2).

W grupie z cerami lita silanowam 12, 26, 36 i 54 tygodnie po implantaciji,
widoczne byly przestrzenie po usegtlym implancie otoczone tkamkkostra. W miejscach
gdzie implant stykat giz jana szpikowa obserwowano tworzenie ¢ddlaszek kostnych (ryc.
3i4).

Badania radiologiczne

W grupie z ceramiklita oraz w grupie z ceramiklita silanowan, wyniki bada
radiologicznych byly bardzo podobne. Wokét immitav - w warstwie korowej, widoczna
byla kostnina. Wzdlu zacienienia implantéw obserwowano odczyny ostgmine. Na
powierzchni kéci, widoczne byly odczyny okostnowe w postaciebulkowatych”
nawarstwi@. 36 i 54 tygodnie po implantacji we wszystkichrzypadkach miejsca

implantéw wypetnione byty kostrin

Badania potencjatow zeta

36 tygodni po implantacji ceramiki litej, badaniat@ncjatu zeta przeprowadzone z tkanki
kostnej krolika wykazaly,ze zmiany potencjatu elektrokinetycznego na  poveienz
implantu wahaty s w granicach od —24 mV do -19 mV (wykres 1), a $gotinie po
implantacji wahaty siw zakresie od 24 mV do 15 mV (wykres 2).

36 tygodni po implantacji w grupie z ceramikita silanowan, zaobserwowano

nieznaczne wahania wast potencjatu elektrokinetycznego w granicach-e2D,59 mV do



-20,56 mV (wykres 1). Pomiary wykonane 54 tygedm implantacji wahaty siw zakresie
od -20 mV do -17,5 mV (wykres 2).

OMOWIENIE

Wyniki bada radiologicznych, makroskopowych i mikroskopowyahipplantacji w tkank
kostra ceramiki litej i lite] silanowanej przedstawionotabeli 1, 2.

W obrazie radiologicznym po implantacji obu rodzaj@eramiki, obserwowano
wystepowanie w ranym nasileniu odczyndw osteolitycznego i okostnooyeyg zalenosci od
typu ceramiki i czasu po implantacji. Odczyn ostgokny w przypadku ceramiki litej
wystepowat do 36 tygodnia, a w przypadku ceramiki légdpanowanej do 26 tygodnia po
implantacji. Niezalenie od rodzaju ceramiki i czasu badania nie stwiend odczynu
osteosklerotycznego (tab. 1).

Po implantacji ceramiki litej, stwierdzano d26 tygodnia wyspowanie wokot
implantu malych wysepek tkankiadznej witoknistej, ktora nie wygtowata w okresie
odlegtym tj. 36 i 54 tygodnie po implantacji. aldmiast w przypadku ceramiki litej
silanowanej we wszystkich terminach, ppezzy od 12 tygodnia po implantacji, widoczna
byta tkanka kostndcisle przylegajca do implantu (tab. 2).

Badania potencjatu elektrokinetycznego zeta, poi 3! tygodniach przebywania w
tkance kostnej krolika wykazalyge wartdci tego potencjatu pierwotnie wprowadzone
na powierzchri wszczepdw utrzymywaly @ina stabilnym poziomie. Potwierdza to,
ze aktywacja powierzchni implantow, poprzéanowanie metad  zolzel,
pozwala na wprowadzanie  zaplanowanego pgtlenczeta, w zalaosci od

potencjatu charakterystycznego dla danego rodkajuki.

WNIOSKI

1. Silanowanie ceramiki litej uniiwia uzyskanie zaprogramowanej wielikd potencjatu
elektrokinetycznego, ktéry po 54 tygodniowym okeesmplantacji nie zmienit swej
wartasci.

2. Ceramika z potencjatem elektrokinetycznym  zeta,wart@gci zblizonej do wtasnego
potencjalu  elektrokinetycznego dam,  tagodzi odczyn tkankowy zekszajc

biozgodna¢ ceramiki litej silanowanej.
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Summary
Investigations on implants have proved that noy ahé kind of material structure, but also

the surface character of grafts influences thallogaction of biomaterials. In recent years
electrochemical reactions on implants surface leadio the so called zeta potential arouse
interests. Applications of these properties haslanas carry on experiments on use of
biomaterials with active potential on their bammpatibility.

The aim of this work is evaluation of influenceadéctrical charge with zeta potentials
character on the local reaction of bone tissue aftplantation. Two kinds of ceramics were
used in experiments: solid and sotdsilane with active surface. Implantation experitsen
were made on 20 rabbits. Selections were carriedl)f 26, 36 and 54 weeks after
implantation of the tested materials.

After implantation of solid ceramics, not only lofissue but also fibrous tissue was
observed around the graft. But in case of solidn&lceramics, in all terms of tests, bone
tissue tightly sticking to the implant was obseraedund the graft.

Investigations of electrokinetic zeta potentialrieat out 36 and 54 weeks after
implantation showed that the values of that poéémtiiginally introduced on the grafts
surface were maintained on stable level. The choig investigations confirmed that
activation of implants surface through silaninghwigol— gel method allows to introduce
the planned zeta potential depending on the chersiot for a given kind of tissue.

Key words: solid ceramics, solig silane ceramics, zeta potential, bone tissueigract

INTRODUCTION

Reconstructive surgery of osseous system con&itbheemost representative realm

of use of biomaterials as regards quantity andigu&omplicated conditions of bionics
of movement and environment of osseous tissue neqse of materials with specific
physicochemical and functional properties.

To ensure proper compatibility of implant with tevironment of piezoelectrics
and organic semconductors, to obtain proper connection imptaohne, proper
physicochemical state of the surface of matenmglanted into an organism should
be ensured [1].

During production of bioceramic composites, thegppears necessity of introducing
specific binders and using neypical technological methods which allow their pse
forming, and in the final effect achieving compesitith optimally programmed
properties [2 4].

Production of substitute with the same parametetsone is very difficult. In the
majority of publications the bone is treated asstartting material anatomically
differentiated as far as size and shape are coageepending on the function of implant in
the organism the main accent is put on its texttralcture, that is size and shape of pores [5
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—7]. Biomaterials use in reconstructive surgery ahtarise with similar microstructural
properties, way of surface finishing and chemicabprties.

The results of implants investigations lead resd&ss to conclusions, that not only the
kind of material structure but also the charactegrafts surface influences the local reaction
around biomaterial. Investigations on biomateraadd its surface were carried out not only
comparing them with other implants but also in def@mce on using different technologies of
their production. In recent years electrochemieattions on implant surface leading
to appearance of electrical phenomena on phasetsoadd of the s@alled zeta potential
arouse interest of researches. Investigationsesietiphenomena and possibility
of measuring zeta potential encourage to underedearches on implants with active
surfaces [2, 5, 8]. It is supposed that activeasa$ has advantageous influence on
biocompatibility of biomaterials introduced intarhan organism [212].

Because of the fact that nowadays not many relsearceal with experiments of that
type, description of electrical phenomena on thespk borders is necessary to present zeta
potential. Theory and practice show that electiiicfliences are essential in processes
appearing in systems of mineralogical structuresseous system.

Describing structure and stability of colloidaksyms attention should be paid that
characteristic of colloidal particle particularly of a phase colloielis adsorbed as ion surface
charge, which is electrostatically balanced by ¢teunions layer found in dispersion
medium. Colloidal particle and counterons layer create sgalled micelle. Surface charges
of particle found in countef ion layer in dispersion medium create-salled double
electrical layer. Electrical charge of particle nisypositive or negative depending which
ions— cations or anions prevail in the adsorption layer. Electrical changgy appear as the
result of surface chemical reaction, electrokiratdissociation of functional groups and
electromechanical reactions. Electrokinetical poérs the measure of colloidal system.

It appears between the stiff and diffusion layer.

There are many models describing a double laywy have different degree
of complication and in different degree they giveag electrical properties on phases borders.
From the rich literature dealing with electricalutiée layer results that electrical properties of
phase borders can be described with Helmholtz nimaked on properties
on flat condenser or with Gou€hapman model based on washed away electrical layer
Modified combination of both models can be alsaduse

Nowadays production of bioceramic composites aliosteer structure and texture
of biomaterial and also modifications of structare carried out in such a way to achieve,
in the final effect optimal, earlier programmed pedies including also electrokinetical zeta
potential [13]. It depends on introducing on thelamt surface electrokinetical potential
proper of a given tissue. Material modified intthay characterises with much better
adsorption properties. That phenomena can haveatsie influence on the kind and amount
of cells adsorbed on the graft surface in the fiestod after implantation.

Histological picture on the border implant bonéhis most competent marking
of biocompatibility of ceramic materials. In therlggoeriod there appear inflammatory cells
of lymphocyte and mesenchyme cells. Simultanecashearance of fibrocytes, fibroblasts
and osteoblasts as well as osteocytes which naxigehinto bone tissue tightly sticking to the
graft wall is observed. Such implants are callsigoinductive [14].

Preclinical experiments on animals have basic mapoe for estimation of
biomaterials. That’'s why investigations of tissaaation in relation to two kinds of
corrundum ceramics solid and solidsilane with active surface were undertaken.
Comparative investigations were made of reactiomhaie tissue after implantation of solid
and silane ceramics and estimated the influenetecfrical charge and change of zeta
potential on tissue reaction [15].
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INVESTIGATION MATERIALS AND METHODS
Characteristic and obtention of materials

Solid and solidsilane ceramics with chemical construction Ca®%, Mg— 3%, Al .03 —
95 % was burned out in temp. 15@ Both ceramics were obtained with-zgél method.

From 10 % to 30 % siliceous zol with additioncohtrolled gelling was added to
a ceramic matrix with the above mentioned chentoaktitution. Samples were pressed
under pressure of 15 MPa. The material was shodefrin temperatures8 C for 2 h,
and next burned out in temp. 15@for 0,5 h.

Solid ceramics with active surface was obtainethéprocess of silaning. Implants
surface was modified with AB—aminoethyle-d—aminopropylotrimetoxysilane
{H2oN (CH.)2 NH ( CH, )3 ( OCH; )3}, produced with the name 26020, in the way desatib
below.

Ceramic implants burnt out in temp. 15@were subjected to the process of silane
wetting them with 0,12% (as regards volume) silspletion in isopropanol. The implants
were left for 72 h in environment temp. The solutwas decanted and the implants were
dried in temp 68C for 3 hours. Next, they were washed many time# smiution with pH
about 7 in which they were dipped was obtained.

Samples of solid and sotidilane ceramics were prepared in the form of c@iedlO
mm long and 3 mm of diameter. The surfaces of soid solid-silane ceramics were dense
and smooth and resembled in appearance surfacnotibd cement. Tiny, irregular cracks
were observed locally.

On the surface of solid and sotgllane ceramics observed in a scanning microscope
with magnitude 2000 x, numerous grains with irragghape and various size were seen. The
grains were arranged locally tightly and locallgdely. Smaller granularities have more oval
and regular shape but meditsized and large grains are more irregular and duges are
sharp. Some grains are stuck together and creatgornerates with various sizes.

Ceramic moulders sterilization was performed gaa sterilizer GST21 with use of
ethylene oxide GSlL for 4 h. The moulders were ventilated for 3 weeks

Experiments on animals

The experiments on animals were made with Conddgithical BoardNe KEBN 103/99.
Investigation of local reactions of bone tissueav@ade on 20 rabbits, males and females of
white New Zealand breed with body weight 3,3,5 kg.

The rabbits, for tests were anaestheized in thewaig way:

Premedication: Chloropromazine in doses:510 mg/kg m.c./i.m. (Trankwilir- Biowet—
Putawy preparation), Atropini sulfas in dose 0,1/kg m.c.s.c. (Atropinum sulfuricum

Polfa Warsaw preparation).

Basic sleepPentobarbital in max dose 30 mg/kg m.c. adminigdtexe according to the

effect of activity (Vetbutat Biowet— Putawy preparation). Additionally analgeticallyeth
rabbits were administered noraminofenazol in dgSe @,5 ml i.m. (Biovetalgin- Biowet—
Putawy preparation).

Surgery: Operative field was disinfected with alcoholic dsept (Prevacare prod.

By ARCANA - Austria). Skin cut was made along medial sideabbit’s hind shank at the
level of tuberosity of tibia. After blunt disseati@f tendons periosteum was cut exposing the
tibia. At the place of its tuberosity 2 holes obper size were drilled and implants were
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introduced: to the left bonesolid ceramics, to the right borsolid-silane ceramics. Skin
was sutured with single stitches.

Postoperative examinations

Postoperative examinations included clinical obagowns of the general state of animals
health and of the course of postoperative wound§rige Particular attentiowas paid to
mobility of limbs at hip joint as well as their gfeand size.

Postmortem examinations

Euthanasia of rabbits was made through administratf Pentobarbital in max. dose 200mg/
kg m.c., and next dislocation of cervical vertebnees made. Sections of rabbits were made
12, 26, 36 and 54 weeks after the operation, asgjgnanimals for each term. During
sections attention was paid to the appearance stlesiadhesing and covering graft, and
after their preparation to the appearance of bone in the near vicinitthefimplant.

Precision of the adhesion of the graft to the bame its covering with periosteum was also
determined. The state of internal organs of theafdal cavity and thorax was also
estimated with macroscopic examination. DuringisastX — ray pictures were made and
bone segments with the implant were taken for pathhphological examinations and
implants were taken for tests to determine zetaryia.

Radiological investigations
Roentgenograms were made with Rtg apparatus fwithl length 0,3 x 0,3 mm, tension 50
kV and 2,5 m AS, from distance 143 cm with useratersal foil with positioning of
strengthening the prepared hind legs of rabbitctiy on a Rtg cassette.

Microscopic investigations
Bones with implant were preserved in 8% solutiofoofic formaldehyde, were
decalcificated in solution of formic acid and hychtoric acid and next dehydrated in acetone
series and submerged in paraffin blocks. Preparsiiere stained with HE and van Gieson
method.

Zeta potentials investigation
Measures were made on Zeta Potential Analyzer NIEGBIO/ZLS. Parameters of measure:
electrical field 8 + 10 V/cm, measure time fromtaQL20 s, intensity of incident beam laser
light about 200 kHz, measure temP@3

INVESTIGATIONS RESULTS

Clinical observations of rabbits
All operated rabbits survived the surgery. Skin nagihealed by first intention. The operated

limbs had proper size, shape and mobility in thpedmd knee joint, and the state of operated
muscles of limbs showed correct tension.
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Macroscopic investigations

During sections of rabbits in the bone tissue surding implants from solid and soligilane
ceramics difference, in macroscopic picture wereohserved.

12 weeks after implantation, the bone in the neanity of implants did not show any
deviations from the norm. After crosscutting of the bone, the graft was seen bothén th
dense part and in the marrow cavity. The bone wasdb tightly with the surface of the
implant. Marrow in the place of contact with cerasmwvas correct. 26, 36 and 54 weeks after
implantation implants were not seen, covered wihqgsteum in most rabbits.-xay pictures
were used to localize implants.

Microscopic investigation

In the group with solid ceramics, 12 and 26 wed&ramplantation, spaces after the removed
implant were limited by bone tissue, and in pldzg$ibrous tissue. Connective tissue
consisted of numerous collagen fibres, less nunsgfibtocytes and single osteoblasts. 36 and
54 weeks after implantation, the spaces after remhawplant were surrounded by bone tissue
where Havers canals were seen (fig. 1 and 2).

In the group with solidsilane ceramics 12, 26, 36 and 54 weeks after imtgii@n,
spaces after the removed implant surrounded witle bigsue were seen. In the places where
the implant was connected with marrow cavity caatf lamellas of bone were seen (fig. 3
and 4).

Radiological investigation

In the group with solid ceramics and in the groughwolid-silane ceramics the results of
radiological investigations were very similar. Aralthe implants- in the cortical layer,
callus was seen. Along shading of implants osieat#actions were seen. On the surface of
bone periosteum reactions were seen in the forfarebn-like” stratifications. 36 and 54
weeks after implantation in all cases places oflamis were filled with callus.

Zeta potentials investigations

36 weeks after implantation of solid ceramics, getgential investigations made from bone
tissue of rabbit showed that electrokinetical po&rchanges on the surface of implant
balanced in the limits from24 mV to-19mV (graph 1) and 54 weeks after implantation they
balanced in the range from 24 mV to 15 mV (graph 2

36 weeks after implantation in the group with degilane ceramics, tiny balances
of electrokinetical potential values in the limitem —20,59 mV to-20,56 mV (graph 1).
Measures made 54 weeks after implantation balaimcée: range from20 mV to-17,5 mV

(graph 2).
DISCUSSION

The results of Xray investigations, macroscopic and microscopierafhplantation
of solid and solidsilane ceramics in bone tissue are presented i@ 1adnd 2.
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In the X-ray picture after implantation of both kinds of ae¥ics, there appeared
osteolitic and periosteum reactions of differeniénsity depending on the type of ceramics
and time after implantation. Osteolitic reactiorthie case of solid ceramics appeared tiff 36
week, and in the case of solid silane ceramitgail week after implantation. Independingly
on the kind of ceramics and time of investigatiosteolitic reaction was not observed (tab.1).

After implantation of solid ceramics, small islefisfibrous tissue were observed
around the implant till ZBweek, which did not appear in the distant pertbdt is, 36 and 54
weeks after implantation. But, in the case of saithne ceramics in all terms beginning with
12" week after implantation, bone tissue tightly stigkto the implant was seen (tab. 2).

Electrokinetical zeta potential investigationeaft6 and 54 weeks in bone tissue of
rabbit showed that the values of that potentiajioélly introduced on the surface grafts were
on a stable level. It confirms that activationmaplants surface through silaning with sgél
method, allows to introduce the planned zeta ptkntepending on the potential
characteristic for a given kind of tissue.

CONCLUSIONS

1. Silaning with solid ceramics allows to obtaie fhrogrammed size of electrokinetical
potential, which after 54 week implantation did obange its value.

2. Ceramics with electrokinetical zeta potentighwialue similar to its own electrokinetical
potential of bone, mitigates tissue reaction insirggabiocompatibility of solidsilane
ceramics.
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Tabela 1. Ocena odczynow tkanki kostnej na podstalbrazu radiologicznego w zahesci
od rodzaju ceramiki, po wszczepieniu dédigiszczelowej krolika w rinych terminach
Table 1 Estimation of bone tissue reactions on the bas¥-ody picture depending on the

kind of ceramics after implantation into rabbiilsia in different terms.

Rodzaj Odczyn osteolityczny | Odczyn osteosklerotyczny  Odczyn okostnowy

ceramiki/ Osteolitic reaction Osteosclerotic reaction Periosteum reaction

kind of Termin badania — tygodnie| Termin badania — tygodnie| Termin badania — tygodnie

ceramics Investigation termr weeks | Investigation term- weeks | Investigation term- weeks
26 36 54 26 36 54 26 36 54

ceramika

lita/ solid + + - - - - + - -

ceramics

ceramika lita

silanowana/

solid-silane + - - - - - + - +

ceramics

Tabela 2.Rodzaj tkanki wokdét implantu w zaleosci od rodzaju ceramiki oraz czasu po
implantacji
Table 2. Kind of tissue around implant depending on the lahderamics and time after

implementation

Rodzaj Tkanka/Tissue
ceramiki/ Tkanka wtoknistaFibrous tissue Tkanka kostrBadne tissue
kind Termin badania — tygodnie/ Termin badania — tygodnie/
of ceramics Investigation term- weeks Investigation term+ weeks
12 26 36 54 12 26 36 54

ceramika
lita/ solid + + - - + + + +
ceramics
ceramika lita
silanowana/

sy - - - - + + + +
solid-silane
ceramics
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Wykres 1. Wartéci potencjatu elektrokinetycznego zeta 36 tygodmiipplantacji ceramiki
litej i litej silanowanej do tkanki kostnej krélikomiar Apar. Zeta Pot. Anal. NICOMP
Graph 1. Electrokinetic zeta potential values 3€eks after implantation of solid and
solid-silane ceramics into bone tissue of rabbit. Measya: Zeta Pot. Anal. NICOMP
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Wykres 2. Wartéci potencjatu elektrokinetycznego zeta 54 tygogroemplantaciji ceramiki
litej i litej silanowanej do tkanki kostnej krolik®omiar Apar. Zeta Pot. Anal. NICOMP
Graph 2 Electrokinetic zeta potential values 54 weeks aftgrlantation of solid and
solid-silane ceramics into bone tissue of rabbit. Measya: Zeta Pot. Anal. NICOMP
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Ryc.1. Obraz mikroskopowy 12 tygodni po implantaejramiki litej w tkank kostra krélika.
W centrum przestrzepo usunitym implancie ograniczona tkasmlkostry. Barw. HE. Pow
40x

Fig. 1. Microscopic picture 12 weeks after implaiota of solid ceramics into bone tissue of
rabbit. In the centre space after removed implant limited with boneugssStain HE. Magn.
40 x.

Ryc.2. Obraz mikroskopowy 26 tygodni po implantaggramiki litej w tkank kostry
krélika. Po stronie prawej widoczna przesfryp® usungtym implancie ograniczona pasmem
widknistej tkanki 4cznej. Barw. HE. Pow. 140x

Fig. 2. Microscopic picture 26 weeks after implaiota of solid ceramics into bone tissue of
rabbit. On the right side space after removed implant limited with a banéilwbus tissue.
Stain HE. Magn. 40 x.

Ryc. 3. Obraz mikroskopowy 12 tygodni po implajitaeramiki litej silanowanej w tkark
kostm krélika. Po stronie lewej przestizgpo usungtym implancie ograniczona tkaampk
kostru. Barw. HE. Pow. 140x

Fig. 3. Microscopic picture 12 weeks after implaiota of solid-silane ceramics into bone
tissue of rabbit. On the left sidespace after removed implant limited with boneugssStain
HE. Magn. 140 x.

Ryc. 4. Obraz mikroskopowy 26 tygodni po implajitaeramiki litej silanowanej w tkark
kostry krolika. U gory przestrzepo usunitym implancie ograniczona tkamkostry. Barw.
HE. Pow. 140x

Fig. 4. Microscopic picture 26 weeks after implaiota of solid-silane ceramics into bone
tissue of rabbit. On the topspace after removed implant limited with boneussStain HE.
Magn. 140 x.
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