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(54) !’quryeml kompozice stimulujici biologické procesy osifikace a zpisob
jeif pfipravy

Refeni se tyké& polymerni komposice sti-
mulujfci{ biologické procesy osifikace a
zpisobu jeji p¥ipravy. Polymerni komposice
na zékladé trojrozmérn& zesiténého hydroge-
lu poly{2-hydroxyetylmetakryldtu)-polyHEMA
a rozpustného kolagenu typu I m& schopnost
p¥i své implantaci do lidského &i zvifeciho
organismu indukovat biologické procesy
osteoplasie nebo osifikace. Této vlastnosti
miZe byt s dspéchem vyuZito v t&ch oborech
lékafstvi, kde je poZadovdna novotvorba
kostni tkdné&, nap¥iklad v oboru kostni chirur-
gie, ortopedie, &elistni chirurgie a endodon-
cie. Podstata zpésobu p¥ipravy polymerni kom-
posice spo&ivd v p¥ipravé polymeralni smési,
kter4 obsahuje vodny roztok kolagenu typu I,
monomerni HEMA, vhodnou kyselinu a sloZky
tzv. redox systému, ktery je schopen inicio-
vat radikdlovou polymerizaci p¥itomného mono-
meru p¥i béZné teploté mistnosti a tato smés
pak p¥ejde v krdtké dob& do formy nerozpust-
ného gelu. Vychozi{ kapalnd polymeraéni smés
miZe p¥ipadn& obsahovati i dalsi 1l&atky,
nap¥iklad plnivo, rtg-kontrastni latku, anti-
biotika &i jiné biologicky aktivni l4tky a
podobn&. Té&chto pomocnych létek je moZno
pouZft v mnoZstvi do 35 % hmot., vztaZeno
na celkovou polymeraéni smés.
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Vyndlez se tyk& polymerni komposice stimulujici biologické procesy osifikace a zpusobu
jejt pfipravy. Radu let je zndmo, %e houbovity hydrogel na zdklad® poly(2-hydroxyetylmeta-
kryldtu) -polyHEMA po své implantaci do zvi¥ecfho nebo lidského organismu je n&chylny
ke kalcifikaci. Je zfejmé, Ze masivni deposity nerozpustnych solf kalcia jsou ve v&tZiné&
piipadl pouZ?itf tohoto protetického materidlu krajnd ne¥ddouci. Plat{ to zejména u ndhrady
m&kkych tkéni, nap¥iklad protézy mammy. Jinak tento aloplasticky materidl nevyvol&va
prakticky Z&dnou zané&tlivou reakci. !

Casem byv4 implantét obklopen zpravidla jen tenkym fibréznim pouzdrem.

AvSak byly popsény nédlezy, kde tentyZ materidl, implantovany do podko%{ pokusnych
prasat, vyvolal biologické procesy, které za normdlnfch okolnosti divaji vzniknout tvrdym
tkdnim - kostem. Tato druhov& zdvisla metaplastickd osifikace, vyvoland p¥itomnost{ makro-
porézniho polyHEMA,implantdtu, nebyla dosud zcela uspokojivé vysv&tlena. P¥edpokl&dd se,
fe ,zde hraji v¢znamnou dlohu deposity nerozpustnych sol{ kalcia, hlavn& v podob¥& hydro-
xyapatitu.

Nyni bylo pfekvapivé zjisténo, Ze rozpustny kolagen typu I, p¥itomny v polyHEMA
hydrofelu, je schopen v mist& implantace stimulovat migraci osteoblastli a nisledné procesy
osteoplasie. P¥esto, Ze jsou v soudasné dob& zndmy jiné dva typy kompositnich materidld
na zdklad& polyHEMA a kolagenu, p¥ipravované podle &s. patentu &. 146 130 a &s. autorského
osvé&ddeni ¢&. 216 992, u #4dného z nich nebyla prokézéna schopnost stimulovat procesy
osifikace. Oba uvedené kompositni materidly obsahujf{ sm&s kolagend typu I a III, zpravidla
ve své nerozpustné formé&.

Rozborem uvedené problematiky jsme dosp&li k ndzoru, ¥e p¥itomnost rozpustné formy
kolagenu typu I v polyHEMA hydrogelu je zdrukou Usp&%né stimulace uvedenych biologickych
procesl. Vyznamnou tlohu zde hraje zfejm& i schopnost kalcifikace u vlastni matrice polyHEMA

hydrogelu.

Je znémo, ¥e norm&lni kostni buiiky produkujf vyhradn& makromolekuly typu I. Tyto
polarizované bunky jsou té% zodpov8dné za procesy nukleace hydroxyapatitovych krystalu
a kalcifikace kolagennich fibril v extracelulérnf matrici. V tomto sm&ru je pozoruhodny
histologicky nélez p#i implantaci nového kompositnfiho materi&lu do podko%i krys, kde
se mezi invadujfcimi bunkami vyskytuji metabolicky aktivni kostni buiky - osteoblasty
a Casem té% zralé bunky - osteocyty. Tyto bunky jsou z¥ejm& zodpovédné za tvorbu osteoidni
tk&né s loZisky mineralizace uvnit¥ implantovaného materiédlu.

Predmétem soufasného vyndlezu je polymerni komposice na zdklad® polyHEMA a rozpustné
formy kolagenu typu I a zplsob jejfl p¥ipravy, vyznaleny tim, Ze kolagen uvedenych vlastnostf,
v mnozstvi 0,025 a% 2,5 % hmot., se rozpustf ve vodné sm&si obsahujici{ 15 a% 50 % hmot.
monomernfho HEMA, ddle 0,01 aZ 1 % hmot. vhodné kyseliny, nap¥fklad kyseliny octové nepo
chlorovodikové, a nejvySe 1 % hmot. lAtek vytvd¥ejicich tzv. redox systém, ktery je schopen
iniciovat radikdlovou polymerizaci p¥ftomného monomeru p¥i b&Zné teploté& mistnosti, pridem?
uvedend kapalnd smds p¥ejde v kratké dobé& do formy nerozpusiného gelu.

Vychozi kapalnéd polymeraldni smés miZe p¥ipadn& obsahovati i dal%f{ l4tky, napfiklad
plnivo &i rtg-kontrastni 1l4tku, antibiotika &i jiné biologicky aktivni l&tky a podobn&.
T&chto pomocnych latek je moZno pouZit v mnoZstvi do 35 % hmot., vzta¥eno na celkovou
polymeraéni smés.

‘Monomerni HEMA musi byt &istoty "pro biomedicinské aplikace" a nemd obsahovat vice
ne? 1 % hmot. p¥islu¥ného situjicfho diesteru, tj. etylendimetakryldtu.

' Kolagen izolujeme zndmymi postupy, tj. extraket zivo&idnych tk&ni bohatych na kolagenni
bilkoviny typu I, jako jsou kosti, Zlachy a klZe obratlovci.
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Extrakci provddime pomoci kyselych &inidel,jejich%Z pH je optimdlné v rozmezi 2,5
az 3,5, napt¥fklad 0,5 M kyselinou octovou nebo 0,05 citrdtovym pufrem. Rozpustné frakce
kolagenu typu I se ddle zpracuji obvyklym zplisobem a uchovdvaji se nejlépe v lyofilizovaném

stavu.

V3echny ostatni chemik&lie musf mit zarulenou &istotu, tj. nejlistii nebo "pro analyzu".
PouZitd voda musi byti rovn&%Z vysoké Cistoty a prosta pyrogennich létek.

Vychozi kapalnd smés s .monomernim HEMA je v uvedeném koncentradnim rozsahu autosterilnif,
tj. potladuje rist mikroorganismi, vletné zdrodkld patogennich. Toto zna&n& zjednoduduje
a zvyhodnuje jeji pouZiti pro ¥elené biomedicinské aplikace. Tato vlastnost spolu s prokazatelnd
ne$kodnym dfinkem na Zivé tkdné pfedurduji tento novy aloplasticky materidl pro jeho
pfimou aplikaci, tj. polymerizaci "in situ". Kapalnou polymeraéni smés je tedy moZno
aplikovat pffmo tam, kde chceme z4dm&rné& vyvolat procesy osteoplasie &i osifikace. MiZeme

k tomu pouZit i bé&Znou injek&ni stifikacku.

Polymerni komposici podle sou&asného vyndlezu je vZak moZno pfipravit pFedem v libovolném
mno¥stvi a tvaru, tj. polymerizacf vychozi kapalné smési ve vhodné form&. Takto miZe
byt p¥ipravena félie. &i roubik nebo i jinak tvarovany odlitek, které mohou byti steriln&
uskladnény pro jejich instantni pouZiti v chirurgii. Je zde moZné i dodatelné& tvarové
p¥izpisobeni implantétu st¥ihdnim &i krdjenim, podle operadni situace a pouZitim béinych

chirurgickych ndstroji. Dovoluje to mékkost a elastifnost nového protetické materidlu.

Sterilizace kompositnfho materidlu je moZn&, avSak vzhledem k obsahu kolagennich
bilkovin je zde vhodn&jsi radia&ni technika, nap¥iklad sterilizace beta~ &i gama-z&¥enfim.
% toho je zfejmé, ¥e b&%né techniky sterilizace, jako je autokldvovani &i vyvéafeni ve
vod&, nejsou zde pouZitelné. Rovn&i zde memiZe byt dopprufeno i pouziti jingch sterilizal-~
nich prost¥edkli, nap¥iklad parami etylenoxidu &i formaldehydu, vzhledem k toxickym G&inktm v
residuf &i aduktt a jejich moZné difuze do nitra implantdtu. Posledné& zminénou vlastnost
gelového kompositniho materidlu je v3ak moZno vyuZit k vytvo¥eni depa vhodnych antibiotik
¢i jinych biologicky aktivnich l&tek. Vodny roztok té&chto latek snadno difunduje do hmoty
gelové komposice a Casem rovnom&rné prostoupi cely objem materidlu ur&eného k implantaci.
Tato vlastnost hydrofilniho gelu na z&klad& polyHEMA byla jiZ d¥ive popséna a vyzkouSena
v n&kterych oborech léka¥stvi. Vytvofené depo lé&iva miZe byt vyuZito k ci{lené terapii,

tj. v mist& implantace.

Kompositni materidl p¥ipraveny postupem podle soufasného vyndlezu miZe nalézti praktické
uplatnéni v téch oborech léka¥stvi, kde je Zddouci stimulovat novotvorbu kostni tkdng&,
jako napfiklad v oboru kostni chirurgie, ortopedie, &elistnf chirurgie a endodoncie.

Déle ndsleduji p¥iklady pro ilustraci vyndlezu, které v3ak nikterak nevymezuji
podet moEnych kombinaci a pouZiti jednotlivych slo¥ek komposice, a to se ty&e kvality

i kvantity.
P¥{klad 1

Kolagen typu I byl izolovdn z telecf kiZe extrakci 0,5 M kyselinou octovou; metodika
viz S. Bazin a A. Delaunay: Preparation of acid and citrato soluble collagen, in: The
Methodology of Connective Tissue Research, Ed. D. A. Hall, Chapter 3, Joynson Bruvvers
Ltd., Oxford, 1976.

Ve 29,5 ml vodného roztoku kyseliny octové o koncentraci 0,5 % hmot. bylo za michdni
p¥i +4 9C rozpuitdno 0,5 g lyofilizovaného preparitu kolagenu a poté bylo za michani
pridéno 15 g Cistého HEMA monomeru, ktery obsahoval 0,28 % hmot. sifujfcfiho diesteru.

Do polyetylénové zkumavky obsahu 5 ml a rozméri: ¢ 9 x 80 mm, bylo naddvkovédno 2,7 ml
vySe uvedené sm&si a po 0,15 ml vodného roztoku persiranu amonného a pyrosyfYiéitanu sodného,
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oba o koncentraci 10 % hmot. Polymeradni sm&s byla krdtce homogenizovdna pomoci sklené&né
tydinky a pak ponechdna v klidu p¥i teploté& mistnosti. Pivodné& kapalnd sm&s ztuhla b&hem

3 a¥ 4 minut do podoby pruZného gelu. Gelovy roubik byl vyjmut ze zkumavky, pak dlkladné&
pran v prebytku destilované vody a nakonec ve sterilnim fyziologickém roztoku 0,9 % chloridu
sodného. Prani probihalo za chladu pfi +4 °c. vyprany roubik byl umist&n do dvojitého

sd&ku z polyetylénu, kfery byl uzav¥en zatavenim a podroben radiadni sterilizaci pomoci
kobaltového gamma-z4¥i¥e, celkovou ddvkou 1,8 Mrad. Sterilni implantadni materidl se

skladuje v chladu a je p¥ipraven k okam¥itému chirurgickému pouziti.
P¥fklad 2
V p¥ipravé polymeradnf sm&si bylo postupovédno podle p¥ikladu 1.

Homogenizovand sm&s byla nasdta do sterilnf plastikové st¥ika&ky a injekén& aplikovéna
do podko#i krys typu Wistar. Ka¥dému ze t¥{ pokusngch zvi¥at bylo v dorsdlni krajin&
oboustrann& vst¥iknuto po 0,5 ml polymera®ni sm&si, kterd pak v krdtké dob& zpolymerovala
"in situ". P¥{tomnost gelu v podkoZi bylo moZno zjistit palpaénim vySet¥enim.

V prib&hu 4 a% 6 tydnt bylo moZno histologicky prokdzat rozsdhlou kalcifikaci implan-
tovaného materidlu a po 3 a% 4 m&sfcich téZ metaplasii osteoidni tkéné&.

P¥{klad 3

Postupovéno podle p¥fkladu 1 a 2; polymeradni smds tvo¥ilo 0,9 ml vodné smé&si uvedeného

slo¥enf a po 0,05 ml obou slofek redox inicia&niho systému.

Psim rasy Beagle byla v pentoberbitalové narkdze provedena vitdlni exstirpace zubni
d¥end, mechanické roz&f¥énf ko¥enovych kan&lk@, trepanace hrotu a po zé&stavé krvdceni
byly takto preparované kandlky vypln&ny uvedenou kapalnou polymera&ni sm&€si. U kaZdého
psa se:jednalo o Sest dolnich premoldrl, tj. celkem bylo zaplan&no 12 kofenovych kandlkl,
pFidem? &&st polymeradni sm&si byla p¥etla&ena do periapiké&lni oblasti. Ust{ kofenovych
kandlkld bylo p¥ekryto fosfitovym cementem a amalgamem.

Histologické nélezy prokézaly ji¥ dva mdsice po implantaci vodného gelu v periapikdlni
oblasti relativn& hojnou bun&&nou fibroprodukci. V Zetnych p¥ipadech bylo zjiSt&no pronikdni
fibroplastd do nitra gelové hmoty, pfiemZ zde nebyla pozorovdna z&n&tlivd reakce.

V intervalu 4 a% 6 m&sfcd po implantaci byla prokdzéna neoplasie apikdlniho cementu,
ktery v n&kterych p¥ipadech uzaviral trepanovany hrotovy otvor zubnich kofenl. Pevny
uz&vdr kofenovych kandlkt se povaZuje za idedlnf reparalni proces v soulasné endodoncii.

P¥iklad 4
Postupovdno podle p¥ikladd 1 a% 3, avZak zuby byly pfedem devitalizovdny a kofenové
kandlky ponechdny volnému p¥istupu prost¥edf dutiny tUstni po dobu Zesti tgdni. Po této

dob& rtg-kontrola prok&zala chronickou apikdlni periodontitidu.

Aplikace polymeradnf smdsi a oSet¥enf devitalizovanych zubl byly provedeny zplisobem

uvedenym v p¥fkladé 3.

Také zde bylo dosaZeno dobrych vysledkl v cflené tvorb& osteoidni tkdné&, kterd se
vytvd¥ela dokonce v prost¥edf potlafeného chronického zén&tu.

P¥{iklad 5

Postupovdno podle p¥ikladu 4, aviak uvedend polymeraéni smé&s obsahovala 30 % hmot.
jemn& sré%eného sfranu barnatého - pro medicindlni uddely.
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Tim bylo dosaZeno dobré rtg-kentrastnosti u vysledného implantadniho materidlu a

umoZnilo to kontrolu vSech f4zi experimentu in vivo.
P¥{fklad 6

Postupovano podle p¥ikladu 1, av8ak neprany gelovy roubik byl za sterilnfch podminek
uloZen do sklen&né nddoby s dob¥e té&snfcim viikem, kterd obsahovala 1 litr fyziologického
roztoku 0,9 % hmot. chloridu sodného a 0,1 % hmot. chlorhexidinu (1:6-di-4'-chlorophenyl-
digquanidohexanu) jako antiseptika. Takto oéeéfeny materidl vydrZ{ sterilni po ¥adu m&sficd
a je p¥ipraven k okam?itému chirurgickému pouZiti.

PREDMET VYNALEZU

1. Polymerni kompozice, stimulujici{ biologické procesy osifikace, pro léka¥stvi
nebo biologii, vyznafend tim, %e sestdvd z trojrozm&rné& zesiténého hydrogelu na zékladé
poly/2-hydroxyetylmetakryldtu/ a z rozpustného kolagenu typu I a pomocnych latek, nap¥iklad
rtg-kontrastnich ldtek nebo 1é&iv, v mnoZstvi aZ do 35 % hmot., vztaZeno na celkovou

smés .

2. Zplsob p¥ipravy polymerni komposice podle bodl 1 a 2, vyzna&eny tim, Ze kolagen uvedenych
vlastnosti, v mnoZstvi 0,025 aZ 2,5 % hmot., se rozpusti ve vodné smési obsahujici 15 aZ
50 % hmot. monomernfiho HEMA, d4le 0,01 a%¥ 1 % hmot. vhodné kyseliny, nap¥iklad kyseliny'
octové nebo chlorovodikové, p¥ipadnd aZ 35 % hmot. daldich aditiv, nap¥iklad rtg-kontrastni
1l4tku nebo 1é&ivo, a nejvy¥e 1 % hmot. latek vytvd¥ejicich tzv. redox systém, ktery je
schopen iniciovat radiké&lovou polymerizaci p¥{tomného monomeru p¥i bé&%né teplot& mistnosti,
p¥itemZ uvedend kapalnd smé&s p¥ejde v krdtké dob& do formy nerozpustného hydrogelu.

3. zZplsob podle bodu 3, vyznaleny tim, %e polymerizace uvedené smési se provede ve
vhodné form&, &im# se zisk4 odlitek poZadovaného tvaru, nap¥fklad félie,&i roubik, ktery
se dale sterilné skladuje.

4. Zplsob podle bodu 3, vyznaleny tim, Ze polymerisace sterilni smési se provede
pfimo v lidském &i zvifecim organismu "in situ", p¥ifemZ aplikace polymeradéni smési se
provede vyhodné& pomoci{ injek&ni st¥fkalky.
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