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Analysis of the usefulness of micro-CT scans in assessing the efficacy of hydroxyapatite
tricalcium phosphate in the treatment of experimental femoral bone defects in rabhits

Summary

This paper focuses on analysing the usefulness of micro-CT scans in assessing the efficacy of hydroxyapatite
tricalcium phosphate in the treatment of experimental femoral bone defects in rabbits.

The tests were conducted on 12 male Termond White rabbits, which had previously undergone bilateral
surgical interventions involving femoral bone diaphysis (shaft) performed under operating-theatre conditions.
The bones were drilled with a 4 mm drill. All rabbits had their left femur defects left without filling, whereas the
right femur defects were filled with 100 mg of hydroxyapatite tricalcium phosphate preparation. After 8 weeks,
the animals were euthanized to take specimens of both femurs. Micro-CT scans were taken with a Skyscan 1174
(Bruker — SkyScan). The area examined was subjected to volume rendering to determine the following
parameters: Vb [mm?] — total volume of the specimen, Vb, [mm?®] — high-density fraction volume in the specimen,
and Vb, [mm’| — low-density fraction volume in the specimen, calculated by the formula Vb, [ mm*| =Vb-Vb,.
Subsequently, after appropriate preparation, the specimens were assessed histopathologically.

The analysis of micro-CT scan results showed a statistically significant increase in the total volume (Vb) of
the part of the femur filled with the bone substitute (B) compared to the control group (A), and an increase in
the low-density fraction volume (Vb,). The volume of high-density fraction tissue (Vb,) showed no statistically
significant difference between the groups. The histopathological assessment of the control-group specimens (A)
showed that bone defects had been completely filled by osteoid tissue with an irregular, feathery structure, and
the cortical layer exhibited a marrow-induced thickening. The specimens from group (B) showed amorphous
masses of the bone-substitute preparation surrounded by callus formed concentrically around preparation
particles.
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Uszkodzenia 1 choroby w obrgbie uktadu ruchu
w weterynarii i medycynie pomimo dynamicznego po-
stepu nauki nadal stanowig wyzwanie terapeutyczne dla
zespotu leczacego. Wraz ze wzrostem wiedzy 1 mozli-
wosci lekarzy weterynarii, ortopedéw i traumatologow
rosng oczekiwania pacjentéw co do jak najszybszego

powrotu do pelnej sprawnosci, co zmusza lekarzy do
statego poszukiwania metod umozliwiajacych szybsze
1 bardziej efektywne, takze pod wzgledem finansowym,
ich leczenie. Jesli chodzi o aspekt biomechaniczny
w leczeniu uszkodzen kostnych, osiagni¢to bardzo
wiele. Niemal nieograniczony dostep do materiatow
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Zespalaj acych daje szerokie mozliwosci zaopatrywania
urazow. Wyzwaniem pozostajg jednak te przypadki,
w ktérych w wyniku zmian pourazowych dochodzi
do deficytow tkanki kostnej. Naturalng metoda ich
leczenia staly si¢ szeroko stosowane unaczynione lub
wolne autoprzeszczepy kostne, ktorych uzycie wigze
si¢ jednak z ograniczeniami przede wszystkim w za-
kresie ilosci mozliwego do pobrania autoprzeszczepu
oraz mozliwych miejscowych powiktan (10). Z kolei
alloprzeszczepy uzyskiwane od zywych lub czesciej
martwych dawcow sg zazwyczaj trudne do pozyska-
nia (niewystarczajaca liczba dawcow, koniecznosé
bankowania, a w ZW1qzku z tym wysokie koszty)
za$ ich zastosowanie wigze si¢ z pewnym ryzykiem
przeniesienia infekcji. Naprzeciw temu ograniczeniu
wychodza produkowane komercyjnie substytuty tkanki
kostnej: ceramiczne (sole fosforanu wapnia) (3, 11) i te
powstale z odpowiedniej preparatyki tkanki kostne;,
gtéwnie bydlecej. Niewatpliwg zaletg substytutéw ko-
$ci jest teoretyczna mozliwos¢ zastosowania ich w kaz-
dej oczekiwanej ilosci, uniezaleznienie si¢ od dawcow
oraz ich bezpieczenstwo (1). Watpliwosci budzi jednak
ich zdolno$¢ do wgajania w obrebie tkanki biorcy.
W ocenie wgajania si¢ przeszczepdw i substytutow
kostnych stosuje si¢ wiele metod badawczych niszcza-
cych, m.in. badania histologiczne, jak i nieniszczacych
(klasyczne radiogramy, USG, rezonans magnetyczny,
tomografia komputerowa, densytometria). W ostatnich
latach coraz szerzej stosuje si¢ takze badania mikroto-
mografii komputerowej (mikro-CT) dajace mozliwos¢
bardzo doktadnej oceny jakosciowej 1 ilo§ciowej oce-
nianych tkanek 1 materiatow.

Celem pracy byta analiza przydatnosci badan mikro-
-CT w ocenie wynikdéw leczenia eksperymentalnych
ubytkow trzonu kosci udowej krolika z zastosowaniem
preparatu kosciozastgpczego — fosforanu trojwap-
niowego (80%) hydroksyapatytu (20%) (HA/BTCP)
zuwzglednieniem oceny histopatologicznej przebiegu
gojenia.

Ryc. 1. Trojplaszczyznowe przekroje (mikroCT) badanych preparatow kosci: Al
z widoczna niewypelniona strefa ubytku (lewa ko$¢é — grupa kontrolna) — lewa strona
ryciny; B1 z widocznym wypelnieniem ubytku materialem ko$ciozastepczym (prawa
kos$¢ — grupa badana) — prawa strona ryciny
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Materiat i metody

Po uzyskaniu wymaganej prawem zgody (I Lokalnej
Komisji Etycznej do Spraw Dos$wiadczen na Zwierzetach
w Lublinie — Uchwata nr 6/2013 z dnia 18.01.2013 r.) bada-
nie zostato przeprowadzone na 12 krolikach, samcach rasy
termondzkiej biatej, w wieku czterech miesiecy. Zwierzgta
pochodzity z Zaktadu Doswiadczalnego Instytutu Zootech-
niki Panstwowego Instytutu Badawczego w Chorzelowie,
gdzie zostaly zaszczepione przeciwko myksomatozie i wiru-
sowej krwotocznej chorobie krolikow (RHD). Po dwutygo-
dniowej kwarantannie i wykluczeniu ew. chordéb mogacych
mie¢ wplyw na przebieg doswiadczenia zwierzgta zwazono,
okreslajac jednorodnos¢ badanej grupy (2,98 + 0,07 kg).
Nastepnie w warunkach sali operacyjnej po premedykacji
(Ksylazyna — 20 mg/ml, 5 mg/kg m.c. i.m.) w znieczuleniu
og6lnym (Diazepam 1,5 mg/kg, Ketamina 30 mg/kg m.c.
1.m.) wykonywano obustronne zabiegi operacyjne w obrebie
trzonow kosci udowych, ktore to kosci nawiercano wierttem
o $rednicy 4 mm w wymierzonej potowie ich dtugosci. Wy-
twarzano w ten sposob ubytki unikortykalne. U wszystkich
badanych krolikow ubytek w lewej kosci pozostawiany byt
bez wypetnienia, za§ ubytek w prawej wypekiano 100 mg
preparatu fosforanu trojwapniowego (80%) hydroksyapa-
tytu (20%) (BoneSave [Stryker]) w postaci granulatu. Po
8 tygodniach zwierzgta zostaty uspione (Morbital 1 ml/kg
m.c. 1.v.), a nastgpnie pobrano preparaty obu kosci udowych,
ktoére oznaczono symbolami literowymi: preparaty kosci le-
wych literg ,,A”, a kosci prawych litera ,,B”. Ze wzgledow
na wielko$¢ komory badawczej aparatu mikro-CT badane
koSci przycieto w taki sposob, aby otrzymacé bloczki kostne
o dhugosci 4 cm, ktorych srodek stanowita strefa ubytku.

Badania mikro-CT. Badania wykonywano na aparacie
Skyscan 1174 (Bruker — SkyScan) z zastosowaniem opro-
gramowania Nrecon 1.6.9.8, CTAnalyser 1.13.11.0, CTVox
2.1.0 r741, DataViewer 1.4.2. Dla kazdego preparatu uzy-
skano po 140 zdje¢ w skali szaro$ci (ryc. 1), w ktorych po
komputerowym opracowaniu danych oznaczone objetosci
tkanek podzielono na podstawie skali szaro$ci na objetoscio-
we frakcje tkanek o mniejszej gestosci—od 15 do 75 w skali
szarosci (w tym nowo utworzona tkanka kostna w obrgbie
ubytkow) i tkanki o wzmozonej gestosci — od 15 do 225
(ryc. 2). Wyznaczono parametry
objetosciowe:

Vb (mm?) — objetos¢ catkowita
badanego fragmentu preparatu,

Vb, (mm’) — objetos¢ frakcji
tkanki o wysokiej gestosci badane-
go fragmentu preparatu,

Vb, (mm®) — objetos¢ frakcji
tkanki o niskiej gestosci badanego
fragmentu preparatu wyliczona we-
dhug rownania:

Vb, (mm’) = Vb - Vb,.

Parametry te wyznaczono dla
strefy, ktorej srodek wyznaczat
srodek ubytku, za$ granice jej znaj-
dowatly si¢ 5 mm proksymalnie
i dystalnie od tego miejsca.

Badania histopatologicze.
W celu przygotowania preparatow
tkankowych do oceny histopato-
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Ryec. 2. Przekrdj poprzeczny badanego preparatu kosci B3
w strefie wypelnionego ubytku (mikro-CT) — na podstawie
skali szaroS$ci rozdzielono badang objetos¢ kosci na frakcje
tkanki o wysokiej i niskiej gestosci. Kolorem czerwonym
zaznaczono wyznaczong do badania strefe ubytku

logicznej pobrang tkanke kostng odwapniano poprzez za-
tapianie na okres 3 dni w roztworze 7% kwasu azotowego
a nastgpnie pobierano material z badanych stref ubytkow.
Nastepnie skrawki tkankowe umieszczano kolejno w 73%
alkoholu etylowym, 96% alkoholu etylowym, acetonie, ksy-
lenie po czym zatapiano je w parafinie a nastepnie krojono
na mikrotomie na skrawki o grubosci 0,3 mikrona.

Wyniki i omdwienie

W analizie wynikéw badan mikro-CT w poréwna-
niu do grupy kontrolnej (A) zaobserwowano istotne
statystycznie zwigkszenie calkowitej objetosci (Vb)
badanego fragmentu kosci udowej wypelnionego
substytutem kostnym (B) oraz wzrost obj¢tos¢ frakcji
tkanki o niskiej gestosci (Vb,). Objetos¢ frakcji tkanki
0 wysokiej gestosci (Vb,) nie roznila sig istotnie staty-
stycznie pomig¢dzy grupami (tab. 1).

W ocenie histopatologicznej preparatoéw z grupy
kontrolnej (A) zaobserwowano catkowite wypetnienie
strefy ubytkéw przez tkanke osteoidalng o nieregular-
nej, pierzastej strukturze z odszpikowym pogrubieniem
warstwy korowej. Nie zaobserwowano cech martwicy
ani zapalenia. W preparatach z grupy badanej (B)
zaobserwowano bezpostaciowe masy preparatu ko-

Tab. 1. Srednie wartosci i odchylenie standardowe badanych
frakcji objetosci preparatu w strefie ubytku z zaznaczonymi
statystycznie istotnymi réznicami pomiedzy grupa badana
i kontrolna

Parametr Grupa Xz SD

A 80,88 = 11,61
Vb (mmd)

B 129,34 + 25,73**

A 35,32+ 13,86
Vb, (mm?)

B 30,15+ 11,98

A 54,27 + 18,32
Vb, (mm?)

B 99,19 + 29,99*

Objasnienia: * — p < 0,05 — w porownaniu z koscig lewa ,,A”;
** _p<0,01 —w poréwnaniu z koscig lewa ,,A”; *** —p < 0,001
— w poréwnaniu z koscig lewa ,,A”
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Ryec. 3. Preparat prawej kosci B3 — strefa ubytku z preparatem
kosciozastepczym — 1: szpik pierwotny, 2: bezpostaciowe masy
preparatu ko$ciozastepczego Bone Save, 3: tkanka osteoidal-
na. Barwienie van Gieson, powiekszenie 200 X

Ryec. 4. Preparat prawej kosci B3 — przekréj poprzeczny
(mikro-CT), strefa ubytku z preparatem ko$ciozastepczym:
kolor rézowy — frakcja tkanki o wysokiej gestosci, kolor zie-
lony — frakcja tkanki o niskiej gestosci

$ciozastepczego otoczone kostning tworzaca koncen-
tryczne formy wokot drobin preparatu (ryc. 3), czemu
w badaniach mikro-CT odpowiada wzrost objetosci
frakcji tkanki o niskiej ggstosci (Vb,) (ryc. 4). Uklad be-
leczek w nowo utworzonej tkance kostnej jest bardziej
regularny niz w preparatach z grupy kontrolnej (A),
a ilo$¢ powstatej mtodej kostniny wydaje si¢ wigksza
(ryc. 51 6). Podobnie jak w grupie kontrolnej nie za-
obserwowano cech martwicy ani zapalenia w obrebie
wytwarzanych ubytkow.

Badania mikro-CT stanowig stosunkowo nowe
narzadzie pozwalajace bardzo doktadnie oznaczy¢
ilosciowe frakcje badanych tkanek. W analizowanych
85 pracach z ostatniego dziesigciolecia, dotyczacych
wgajania substytutow kostnych, jedynie w 9 z nich
autorzy zastosowali omawiang w pracy metod¢ badaw-
czg. Badania mikro-CT stosowano do oceny wgajania
substytutow kosci (trojfosforanu hyrdoksyapatytu —
HA/BTCP) z dodatkiem PRP (Platelet Rich Plasma)
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Ryec. 5. Preparat lewej kosci A8 — warstwa korowa w strefie
ubytku: pogrubiala, bezladna tkanka osteoidalna. Barwienie
van Gieson, powiekszenie 200 X

w eksperymentalnych ubytkach sklepienia czaszki
u krolikow, uzyskujac istotne statystycznie wigksze
ko$ciotworzenie w grupie, w ktorej ubytki wypetniono
HA/BTCP z PRP w poréwnaniu do wypetienia wy-
Iacznie substytutem kostnym (4). Badania mikro-CT
z powodzeniem zastosowano takze m.in. do oceny
wgajania substytutow kostnych w ubytkach chrz¢stno-
-kostnych kos$ci skokowej u kozy (2), w ocenie gojenia
eksperymentalnych ubytkéw kostnych w czaszkach
krolikow wypetnianych HA/BTCP, thBMP 1 PRP (7),
w ocenie gojenia ubytkow kosci czaski szczuréw z za-
stosowaniem wzbogacanych substytutow kostnych (6,
8, 9). Zastosowano je takze do oceny kosciotworzenia
w obrebie eksperymentalnych ubytkéw kosci dlugich
(kosci promieniowej) u krolikow, gdzie poréwnywano
efekty gojenia z zastosowaniem substytutow kosci, PRP
i komorek macierzystych (5) oraz w ubytkach kosci
dtugich u szczuréw, gdzie badano wptyw dodania PRP
do substytutu kosci (10).

Analiza mikro-CT stanowi cenne narzedzie dajace
mozliwo$¢ zaréwno jakosciowej, jak i iloSciowej oce-
ny objetosci tkanek w obrebie stref gojenia ubytkow.
W przypadku tkanki kostnej rozdziat frakcji pod wzgle-
dem gestosci tkanki moze by¢ dokonany w oparciu
o skale Hounsfielda lub w oparciu o skale szarosci
obrazowanych preparatow. Wykazany w pracy wzrost
objetosci kosci w strefie ubytku 1 wzrost frakcji tkanki
o niskiej gestosci stanowi dowod na osteoindukcyjne
wlasciwosci zastosowanego preparatu kosciozastepcze-
go. Zauwazony wzrost objetosci kosci w strefie ubytku
badanych preparatoéw (B) koreluje z obserwowanym
w badaniach histopatologicznych bardziej obfitym
ko$ciotworzeniem w tej grupie, co dowodzi osteoin-
dukcyjnych wtasciwos$ci zastosowanego w badaniu
substytutu kostnego.

Badanie mikro-CT jest nowym, przydatnym narze-
dziem pozwalajacym na oceng mikrostruktury ubytkow
kostnych i dajacym mozliwo$¢ oceny morfologii stoso-
wanych do ich wypetienia biomateriatow.
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Ryec. 6. Preparat prawej kosci B8 — warstwa korowa w strefie
ubytku: pogrubiala warstwa korowa z regularnym ukladem
beleczek kostnych. Barwienie van Gieson, powi¢kszenie 200 x
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