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KOMPOZITNI MATERIALY S OTEVRENOU POROVITOSTI PRO
NAHRADY KOSTNI TKANE

POROUS COMPOSITES FOR HARD TISSUE REPLACEMENTS

Miroslav SOCHOR', Karel BALIK®, Tom4s SUCHY', Martin CERNY?,
Hana HULEJOVA?, Vlasta PESAKOVA®

Abstrakt

Na kompozitnim materidlu pfipraveném na bazi skelnych vlaken, ktery vykazoval shodné
mechanické vlastnosti s lidskou kosti, byl studovan vliv upravy povrchu na vristani kostni tkang.
Za timto ucelem byly kompozity s riznou otevienou porovitosti podrobeny testim in vitro a in
vivo. Uelem této studie bylo nalézt na zakladé analyzy mechanickych a chemickych vlastnosti,
vlastnosti biotolerance material, vhodny pro aplikace ve formé spojovacich, nahradnich a
vypliovych prvka kosti.

Kli¢ova slova: kompozitni materidly, biomateridly, skelnd vlakna, polysiloxan,
hydroxyapatit, osteointegrace, povrch, kostni dlahy

Abstract

A composite material was prepared, based on glass fabrics and polysiloxane, which
displays mechanical properties similar to those of the human bone, and the effects of surface
treatment on osseointegration were studied. The prepared composite samples with controlled open
porosity were used to study by methods in vivo and in vitro the effect of the structure of the
surfaces thus treated on the downgrowth of bone tissue. The purpose of the study is the application
of these materials as connective and substitutive elements in bone surgery on the basis of analysis
of mechanical and chemical properties and biotolerance.

Keywords: composite materials, biomaterials, glass fibers, polysiloxane, hydroxyapatite,
osseointegration, surface, bone plates

UvVoD

Kompozitni materialy jako nahrady kostni tkan€ jsou pfedmétem zajmu uz vice jak ctvrt
stoleti [1,2]. Kompozity na bazi uhlikovych, skelnych nebo polymernich materidlt, nitridd ¢&i
karbidd a uhlikovych €¢i riznych polymernich matric vykazuji, ve srovnani s kovovymi materialy
bézn€¢ uzivanymi v lékafstvi, v mnoha piipadech vhodnéjsi mechanické vlastnosti [4,3].
Pfedmétem tohoto projektu byla jednoduchd a tedy i relativné levna vyroba kompozitnich
materidlti pro kostni nadhrady, vypln¢ a spojovaci prvky na bazi komeréné dostupnych skelnych
tkanin a siloxanti s ohybovou pevnosti a tuhosti srovnatelnou s lidskou kosti, pérovitym povrchem,
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ktery mtize vykazovat vhodnou stimulaci vristu kostnich buné¢k, pfipadné bioaktivitu, nebo je
naopak inertni. Jinymi slovy pfiprava materidlu na bazi inertnich komponenti s inertnim nebo
naopak bioaktivnim povrchem.

VYBER MATERIALU A POUZITE METODY

Byly pfipraveny kompozitni materidly na bazi skelnych vlaken a polysiloxanové matrice.
Jako vyztuzujici slozka byly pouzity skelné tkaniny z E-skla (tkanina V240, VETROTEX,
Litomysl, CR) a R-skla (saten 21055, VETROTEX, Saint Gobain, Francie). Prekurzorem matrice
byly dva druhy polysiloxanové matrice, a to M130 a L901 (Luéebni zdvody, Kolin, CR). Timto
zpisobem byly vyrobeny ¢tyfi druhy kompozitnich material, znichz kazdy byl kombinaci
jednoho druhu tkaniny a matrice.

Po stanoveni objemovych podilt vlaken (Vf) byly ovéfeny mechanické vlastnosti. V této
fazi byla vyloucena kombinace R-sklo+L901 vzhledem ke zna¢né delaminaci jednotlivych vrstev
kompozitu po vytvrzeni. Youngtv modul (Eres.) a smykovy modul (Gres.) byl méfen pomoci
elektordynamické rezonanéni metody (Erudite, London, UK), modul pruznosti (E4p.b.) a ohybova
pevnost (Rm) byly méfeny ¢tyt a tfibodovym ohybem (Inspekt 100 HT, Hagewald&Peschke,
Germany), Youngtiv modul (Estr.) a pevnost v tlaku (Rstr.)vzorkd ve sméru paralelnim ke sméru
osnovy tkaniny byly méfeny pomoci aplikovanych tenzometrt (HBM, Germany) na méficim
systému MTS 858.2 Mini Bionix (MTS Systems Corporation, Minnesota, USA).

Naméfené mechanické charakteristiky poslouzily k dal§imu zazeni vybéru kompozitd.
Byl hledan takovy kompozit, ktery ma mechanické vlastnosti podobné vlastnostem lidské kosti.
Dalsim méftitkem pro vybér kompoziti byly testy biotolerance, pii kterych byl pouzit stabilni
kmen fibroblastt LEP, také byla stanovena viabilita osteoblastli a hladiny syntetické aktivity
nekterych cytokinl. V testech byly sledovany biologické vlastnosti — adherence, proliferace a
metabolicka aktivita bun€k rostoucich na testovanych materidlech a hladiny zanétlivych cytokint
exprimovanych béhem kultivace do bunécného média. Soucasné bylo provedeno histologické
vyhodnoceni kostni tkané s implantaty vlozenymi do femuru prasete (miniprasata, staii 3 roky), a
to deset tydnd od implantace. Na zakladé¢ téchto pokust byly ze ¢ty kompozitnich typt zvoleny
dva materialy, dobfe tolerované bunikami a byly tedy vylouceny kompozitni typy s prekurzorem
matrice L901. Pro dalsi vyzkum byly tedy dale uvazovany pouze kombinace R-sklo+M130 a E-
sklo+M130.

Vzhledem k uvazované aplikaci materialu byl kompozit dale modifikovan. Pro zvyseni
stimulace vristu kostnich bunék byla do nevytvrzeného povrchu vtlaovana téliska specialni soli o
kontrolované velikosti a po vytvrzeni vymyta. Touto metodou byly vyrobeny vzorky s riznou
otevienou porovitosti, a to v rozmezi 200-400um, 400-600um a vyssi nez 600um. Hustota pora
byla v zavislosti na jejich rozlozeni 350-450 p6rti na cm”. Pro dalsi zlepSeni moZné osteointegrace
byl do matrice nékterych vzorkt pfidan praskovy hydroxyapatit (HAp) o velikosti ¢astic Sum
v mnozstvi 10 hm.% na matrici. Zamérem bylo jesté vice zvysit stimulaci osteointegrace u vzorkl
se zjisténou optimalni velikosti port. Byla provedena povrchova analyza kompozitii obohacenych
o HAp infradervenou spektroskopii a rentgen-fluorescenéni analyzou. Vysledky IC analyzy
potvrzuji pfitomnost apatitu na povrchu kompozitu pfitomnosti pasu OH skupin apatitu pii 3573
cm’'. Pitomnost apatitu potvrzuje i vysoky obsah vapniku (26,7%) a fosforu (4,04%) na povrchu
kompozitu.

Déle byla studovana rozpustnost kompoziti v modifikovaném esencidlnim mediu D-
MEM simulujicim t€lni prostiedi. Expozice 6ks vzorku z obou fad kompoziti bez povrchové
Gipravy probihala pfi teploté 37°C a pH 7 po dobu 2, 4 a 6 tydni. V uvedenych asovych
intervalech bylo odebrano medium ke stanoveni vyextrahovaného kifemiku, soucasné byly
provedeny testy mechanickych vlastnosti na piivodnich a vysusenych vzorcich.
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Pro posouzeni vlivu struktury povrchu na stimulaci vristu kostni tkan€ byly provedeny in
vivo Pull-off testy na pokusnych zvifatech — kralici plemena Belgicky obr, stari 1 rok. Tyto testy
byly odvozeny od Nakamurovy metody [5.]. Vzorky materiald o rozmérech (5x10x2)mm byly
implantovany pod proximalni kondyl femuru. Do kosti byl pomoci diamantového fezného kotouce
o tloustce vzorkl nejprve vytvoren otvor odpovidajici velikosti vzorku, a to v paralelnim sméru
k podélné ose femuru, asi 10 mm od proximalniho kondylu, distalné. Kompozitni vzorek byl do
otvoru umistén tak, aby z kosti minimalné ptesahoval ale pozdéji nedrazdil okolni tkan. Zvirata
byla chovana za standardnich podminek podle pravidel platnych pro chov laboratornich zvifat
v Ceské republice. Vzorky byly z laboratornich zvifat vyjmuty sedm tydnii po implantaci. Z kosti
byl pomoci fezného kotouce paralelnimi fezy oddélen segment obsahujici implant tak, ze fez byl
veden vzdy cca 2 mm od okraji implantu. Segment kosti byl po zafixovani v pripravku dale
obrabén. Byla odstranéna kostni tkan mezi konci segmentu a konci kompozitniho vzorku. Kostni
segment byl na opacné stran¢ od implantacniho otvoru profiznut v ose kosti tak, aby spojeni obou
¢asti segmentu bylo dano pouze sristem kosti a implantu. Takto pfipraveny vzorek byl upevnén do
ptipravku tak, aby kompozitni vzorek byl v horizontalni poloze. K zatézovani byl pouzit testovaci
systétm MTS 858.2 Mini Bionix (MTS Systems Corporation, Minnesota, USA). Aplikovana sila
pro odtrzeni pisobila v kolmém sméru na kompozitni vzorek, rychlost posuvu 0,5 mm/min. Byla
snimana maximalni sila pro prvotni odtrzeni kompozitniho vzorku od kosti. Provedeni Pull-off
testd je ilustrovana na obr.1.

Obr.1 Vzorek pro Pull-off testy po odtrzeni v pripravku

VYSLEDKY A DISKUZE

Utelem mechanickych zkousek bylo ovéfit chovani kompozitu a, vzhledem k uvazované
aplikaci, srovnani s vlastnostmi lidské kortikalni kosti. Vysledky ukazuji (Tab. 1), ze skelny
kompozit vykazuje vhodné mechanické vlastnosti. Predpokladame, Ze jeho vlastnosti umozni,
napriklad pfi pouziti ve formé vnitinich dlah pro lécbu zlomenin dlouhych kosti, vhodny ptenos
zatizeni a k tomu i ¢asteCné zatizeni oSetfené kosti, coz mlze s vyhodou vést k proliferaci kostni
tkané a jeji vhodné remodelaci.
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Mechanické vlastnosti kompoziti Tabulka 1

vilastnosti vf Rm Eres. E4p.b. Estr. Gres. Rstr.
materidl [%] [MPa] [GPa] [GPa] [GPa] [GPa] [MPa]

E-sklo+M130 51 200,81 25,38 23,70 32,56 2,39 80,39

E-sklo+L901 52 195,75 27,70 25,70 27,27 2,77 119,90

R-sklo+M130 39030 | 5340 | 5594 ] 6.69 52.95
(osnova) 65*

R-sklo+M130 97,90 | 1620 | 1222 | 1554 | 579 -

(ttek)

Pii pouziti stejné matrice (M 130) pro obé tfady vzorkid je mozno konstatovat, ze
vyluhovani je zavislé zejména na druhu skelné vyztuze. Déle je nutno téz zvazit strukturu obou
kompozitd. Zatimco povrch kompozitd na bazi E-skla je pfedevsim diky platéné vazbé znacné
otevien pro pronikani roztoku, je povrch vzorkli na bazi R-skla — saténova vazba tkaniny - vice
uzavieny. To dokumentuje i rozdilné hodnoty oteviené porovitosti obou vzorki (E-sklo: 11,4%,
R-sklo: 9,7%). Svou roli zde miize mit i rozdilny objemovy podil vlaken obou kompozitt, viz Tab.
1. S dobou expozice v mediu se v ramci piesnosti méfeni neméni zdanliva hustota obou fad
zatimco oteviena porovitost nepatrné klesd. Mnozstvi vyextrahovaného kifemiku v casovych
intervalech je uvedeno na obr.2.

50

40
Si [ng/14]

42 dni
28 dni

E-sklo+M130

R-sklo+M130

Obr.2 Mnozstvi extrahovaného Si v zavislosti na dobé maceni

Hodnoty mechanickych vlastnosti, tj. ohybové pevnosti Rm, smykového modulu G i
modulu pruznosti E se po vylouzeni a vysuSeni u obou kompoziti prakticky neméni a jsou
srovnatelné s vychozimi materialy, viz obr.3. Malé odchylky jsou na hranici citlivosti pouzitych
metod méfeni. Pouze u kompozitu na bazi R-skla lze hovofit o mirném poklesu smykového
modulu G.
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Z vysledkil in vitro ain vivo testll vyplyva, ze zvétSeni a zdrsnéni povrchu materald
vyrobenim mnozstvi rizné velkych otvort na jeho povrchu, vede ke stimulaci bunééné viability.
Toto zvySeni oteviené porovitosti ma piiznivy vliv nejen na proliferaci osteoblastli, ale i na
mediatort. Pfitom plati, Ze otvory o velikosti 200-600pum jsou buiikami 1épe akceptovany, nez
pory vétsi nez 600 pm. Obohaceni matrice o HAp vede k mirnému zvySeni exprese tkanovych
mediatort, t.j. ke zvySeni syntetické aktivity osteoblastd, ale za soucasného poklesu bunééné
proliferace.

Pull-off testy jsou pomérné jednoduchou a snadno opakovatelnou metodikou pro méfeni
pevnosti spojeni na rozhrani implant — kost. Pfesto s sebou pfinasi urcité potize. Operacni zakrok
je v konetném disledku pomérné invazivni. U nékolika pokusnych kralika se projevila kiehkost
kosti — po vyjmuti femuru byly ve sméru fezu viditelné praskliny v délce desitek mm. Proto
musely byt tyto vzorky vylouceny z vlastniho vyhodnoceni. Oproti Nakamurou publikované
metod¢ jsme se snazili snizit tyto sekundarni praskliny vytvafenim otvoru pro implant pouze na
jedné strané kosti, jak je popsano vySe. Pii posuzovani kvality sristu pouze pomoci aplikované
sily bylo tieba klast dtiraz na dodrzeni stejnych okrajovych podminek pro vSechny implantované
vzorky (rozméry, umisténi vzorku, stafi pokusnych kralikd, smér aplikované sily). Z vysledka
Pull-off testl vyplyva jasné zvyseni pevnosti sristu implantovanyych vzorki s kosti u materialu
s pory 400-600 pum. Dalsi zvySeni je patrné u vzorkd s pridavkem HApu, to ilustruje obr.4.

60 18
E [GPa] FIN]
55 16
50 - e 14
45 ik
40 —
~+ E-sklo+M130
8
35 - R-sklo+M130|__|
" & //
4
25 L
3
g I
20 0
0 dni 14 dni 28 dni 42 dni bez porli 0204 [mm] 0406 [mm] HAp,0.4-0.6 [mm]

Obr.3 Zména modulu pruznosti v zavislosti ~ Obr.4 Zavislost sily nutné pro odtrzeni implantu
na dobé expozice v D-MEM od kosti na Gpravé povrchu implantu
a pridavku HAp

ZAVER

Kompozitni materialy na bazi skelnych tkanin a polysiloxanové matrice (predev$im
kombinace R-sklo+M130) maji dobré predpoklady k aplikaci v ortopedii. Tyto materiadly by mohly
byt aplikovany ve dvou formach. Jako materialy s optimalnimi pory o velikosti 400-600 um a s
matrici obohacenou piidavkem HApu by mohly byt aplikovany ve formé nahrad kosti a
vypliiovych prvki. Jako materialy bez zmény struktury povrchu a bez pridavku HApu, které jsou
vuci prostiedi lidského organismu inertni, by mohly byt aplikovatelné ve formée vnitinich dlah pro
1écbu konkrétnich typti zZlomenin dlouhych kosti.

Tato studie byla podpoiena projektem Ministerstva Skolstvi, mladeze a t€lovychovy
Ceské Republiky pod ndzvem Transdisciplinarni vyzkum v oblasti biomedicinského inzenyrstvi II,
&islo MSM 6840770012 a Grantovou agenturou CR (projekt &islo 106/03/1167).
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