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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest wielofunkcyjny materiat hybrydowy o potencjale terapeutycznym,
sposob otrzymywania takich materiatdw hydrozelowych oraz ich zastosowanie w medycynie regenera-
cyjnej, w szczegoélnosci w leczeniu ubytkow kostnych spowodowanych osteoporoza.

Niniejszy wynalazek dotyczy wielofunkcyjnego, wstrzykiwalnego hydrozelowego materiatu hybry-
dowego przydatnego do odbudowy tkanki kostnej, w szczegdlnosci niewielkich ubytkdw kostnych spo-
wodowanych osteoporozg. Materiat ten mozna w sposdb precyzyjny i mato inwazyjny wprowadzi¢ do
miejsca stanowigcego ubytek, gdzie utworzy rusztowanie umozliwiajgce odbudowe tkanki kosci. Kom-
pozycja tego materiatu umozliwia jego biointegracje, tworzy dogodng biomatryce dla zasiedlania przez
komorki osteoblastyczne (biomimetyczny sktad), posiada pozgdane wiasciwosci mechaniczne (matryca
polimerowa wzbogacona fazg mineralng), a takze posiada wysoki potencjat terapeutyczny (obecnosé
czgstek krzemionkowo-apatytowych z przytgczonym lekiem — alendronianem). Tak skonstruowane bio-
polimerowe rusztowania, sieciowane chemicznie substancjg pochodzenia naturalnego, petni dodatkowo
funkcje uktadu do kontrolowanego, zlokalizowanego dostarczania substancji aktywnej (alendronianu)
odgrywajacej kluczowa role w terapii osteoporozy w miejscu uszkodzenia tkanki kostnej. Rozwigzanie
to zapewnia nieinwazyjng lokalizacje rusztowania w miejscu implantacji, przy jednoczesnym zachowa-
niu struktury, wtasciwosci biologicznych i ograniczeniu potencjalnych, niekorzystnych skutkéw ubocz-
nych terapii.

W literaturze opisano rézne typy nosnikéw alendronianu w tym nanoczastki [Posadowska, U., et
al., (2015), Int. J. Pharm, 485(1-2), 31-40], mikrokapsuty [Mondal, T. et al., (2012), Mater. Sci. Eng. C,
32(4), 697-706], cement kostny [van Houdt, C. I., et al., (2018), Sci Rep, 8(1), 1-13], materialy mezo-
porowate [Cicco, S. R., et al., (2019), Mater. Sci. Eng. C, 104, 109897; Manzano, M., e al., (2009),
Expert Opin. Drug Deliv, 6(12), 1383-1400], termoczute hydrozele chitozanowe [Nafee, N., et al.,
(2018), J. Drug Target, 26(7), 563-575] czy hydrozelowe materiaty hybrydowe typu kolagen — hydrok-
syaptyt [Ma X., et al., Colloids Surf B Biointerfaces 143 (2016) 81-87].

W publikacji Larsen, C., e al., (2009), Expert Opin. Drug Deliv, 6(12), 1283-1295 dokonano prze-
gladu literaturowego, w ktérym ujawniono mozliwos¢ wykorzystania mezoporowatej krzemionki jako no-
$nika dla alendronianu. Prowadzone badania obejmowaty zastosowanie réznych typéw matryc mezo-
porowatych, jak rowniez ich modyfikacji grupami aminopropylowymi. Wykazano, iz zatadunek leku w
matrycy mezoporowatej wzrasta wraz ze zwiekszajgcg sie powierzchnig materiatu. Ujawniono réwniez,
iz obecnosc¢ grup aminowych w modyfikowanej mezoporowatej krzemionce istotnie poprawia wydajnosé
zatadunku leku, co wyjadniono jako efekt silnych oddziatywan pomiedzy grupami aminowymi matrycy i
grupami fosforanowymi alendronianu.

W pracy Cicco, S. R, et al., (2019), Mater. Sci. Eng. C, 104, 109897 wykazano, ze obecnos¢
mezoporowatej biokrzemionki hamuje efekt cytotoksyczny samego alendronianu. Zaproponowany mo-
delowy uktad (materiat na podtozu) nie zapewnia jednak zlokalizowanej implantacji w sposéb nieinwa-
zyjny.

W publikacji Ma X., et al., Colloids Surf B Biointerfaces 143 (2016) 81-87 ujawniono dwuetapowy
proces otrzymywania biomimetycznych hybrydowych hydrozeli jako potencjalnych rusztowan do inzy-
nierii tkankowej, zawierajgcych kolagen, hydroksyapatyt i alendronian. Hydroksyapatyt pokryty alendro-
nianem (4,0% wag.) zawieszono w kolagenie usieciowanym za pomocg genipiny w warunkach fizjolo-
gicznych. Autorzy otrzymali uktad HAp-ALN wykorzystujgc opisane w literaturze powinowactwo leku do
hydroksyapatytu [Neamtu, J., et al., (2017), J. Therm. Anal. Calorim, 127(2), 1567-1582], przy czym
zastosowali dostepny komercyjnie HAp. Zaobserwowano poprawe wiasciwosci mechanicznych
a takze brak efektu cytotoksycznego wzgledem linii osteoklastycznej MG-63. W pracy tej nie ujawniono
badan, ktére wykazatyby efekt terapeutyczny jak réwniez poprawe biointegrac;ji.

W polskim zgtoszeniu patentowym nr P.428993 opisano sposdb otrzymywania hydrozelowego
materiatu hybrydowego zawierajgcego czgstki krzemionki modyfikowane powierzchniowo grupami ami-
nowymi rozproszone w mieszaninie biopolimeréw (kolagen, chitozan, kwas hialuronowy o stosunku wa-
gowym 50:40:10) sieciowanych geniping. Do otrzymania tego materiatu zastosowano dostepny komer-
cyjnie kwas hialuronowy (nie poddawano go zadnym modyfikacjom) i stanowit on 10% wag mieszaniny
biopolimerowej. Materiat ten nie zawierat w swoim skfadzie alendronianu i nie posiadat wtasciwosci te-
rapeutycznych.



PL 244455 B1 3

Analogiczny materiat do ujawnionego w zgtoszeniu patentowym nr P.428993 zostat takze opisany
w artykule Joanny Lewandowskiej-tancuckiej i wsp. opublikowanym w International Journal of Biologi-
cal Macromolecules, vol. 136, 25 czerwca 2019, strony 1196—-1208.

Przebudowa tkanki kostnej jest procesem warunkujgcym prawidiowe funkcjonowanie uktadu
szkieletowego i tym samym catego organizmu. Proces ten zostaje zapoczatkowany w momencie prze-
rwania ciggtosci (powstania mikropekniecia) kanalikow tworzonych przez wypustki cytoplazmatyczne
osteocytow, ktére zapewniajg osteocytom tgcznos¢ miedzy sobg oraz z osteoblastami w stanie spo-
czynku (tzw. komérkami wyscietajacymi). W konsekwencji dochodzi do apoptozy osteocytow, co jest
zarazem sygnatem dla komorek wyscietajgcych o miejscu i zakresie uszkodzenia tkanki. W kolejnym
etapie komorki wyscietajgce uwalniajg czynniki lokalne stanowigce sygnat dla komorek prekursorowych
osteoklastéw do rozpoczecia procesu migracji w uszkodzone miejsce i réznicowania w osteoklasty
(osteoklastogeneza). Dojrzate osteoklasty resorbujg macierz kostng wraz z mikropeknieciem, drgzac
tzw. jame resorpcyjng. Faza ta okreslana fazg resorpcji trwa okoto 2—4 tygodni i kohczy sie apoptoza
osteoklastow. Po tym okresie nastepuje krotka faza odwrotu, w trakcie ktdrej jama resorpcyjng zostaje
ponownie wyscielona komoérkami kosciotworczymi (osteoblastami). Nastepnie dochodzi do trwajgce;
okoto 4—6 miesiecy fazy kosciotworzenia, w trakcie ktérej osteoblasty produkujg osteoid, ktéry jest stop-
niowo mineralizowany prowadzgc do wypetnienia ubytku w petni zmineralizowang koscig.

Osteoporoza jest stanem chorobowym, w trakcie ktérego dochodzi do zaburzenia réwnowagi pro-
cesow resorpcji i kosciotworzenia, co w efekcie prowadzi do wzmozonej resorpcji i przyspieszenia ob-
rotu kostnego. Ponadto w miare starzenia sie organizmu procesy tworzenia kosci stajg sie mniej wy-
dajne, co prowadzi do zmniejszenia ilosci tworzonej kosci i zwiekszenia ilosci kosci resorbowanej. Ozna-
cza to, ze kazdemu cyklowi wewnetrznej przebudowy kosci towarzyszy usuniecie pewnej ilosci tkanki
kostnej, co wigze sie z utratg masy kosci i uszkodzeniem jej struktury. W efekcie obrét kostny zostaje
zintensyfikowany — dochodzi do tworzenia wiekszej ilosci jam resorpcyjnych na danej powierzchni
w danym momencie a czas mineralizacji kosci ulega skroceniu. Najczesciej stosowang grupg lekow
w leczeniu osteoporozy (u kobiet po menopauzie, osteoporozy indukowanej kortykosteroidami) sg bis-
fosfoniany, w szczegdlnosci bisfosfoniany azotowe, np. alendronian sodu, ALN, ktére ze wzgledu na
powinowactwo do mineratu kostnego (hydroksyapatytu) charakteryzujg sie wysokg selektywnoscig
w stosunku do tkanki kostnej. Gtéwnym celem dziatania tych lekoéw jest normalizacja nadmiernej aktyw-
nosci resorpcyjnej osteoklastéow i podwyzszonego obrotu kostnego. Bisfosfoniany azotowe doprowa-
dzajg do Smierci komorki osteoklasta w wyniku inhibicji syntazy difosforanu farnezylu (FPP — enzym
szlaku mewalonowego), ktérego podstawowg rolg jest produkcja substratow dla syntezy zwigzkéw klu-
czowych dla prawidtowego metabolizmu komérkowego. W rezultacie dochodzi do zaburzen cytoszkie-
letu osteoklastéw, faldowania btony oraz ruchu pecherzykéw transportujacych, co prowadzi do utraty
aktywno$ci resorpcyjnej osteoklastéw i w konsekwencji apoptozy komérki. Badania przedkliniczne wy-
kazaty, iz lek ten nie ma bezposredniego wptywu na proces tworzenia kosci, tkanka kostna wytwarzana
podczas leczenia alendronianem wykazuje prawidtowg budowe. Lek ten jest najczesciej podawany do-
ustnie, co niestety wigzg sie z licznymi skutkami ubocznymi (martwica kosci szczeki, podraznienie
uktadu Zzotgdkowo-jelitowego, nudnosci). Dozylne podawanie ALN obok skutkéw ubocznych w postaci
goraczki, objawéw grypopodobnych i zaburzenia rownowagi elektrolitowej niesie réwniez ze sobg ry-
zyko nefrotoksycznosci spowodowanej tworzeniem sie komplekséw z wapniem a takze akumulacjg
w niezwapnionych tkankach. W zwigzku z tym uktad umozliwiajgcy miejscowe podanie i tym samym
Zlokalizowane dziatanie tego leku wydaje sie by¢ niezwykle atrakcyjnym rozwigzaniem, zapewniajgcym
ograniczenie resorpcji kosci i jednoczesnie ograniczajgcym ogélnoustrojowe skutki uboczne w trakcie
trwania catej terapii.

Zaspokajanie rosngcego zapotrzebowania na wielofunkcyjne biomateriaty dla potrzeb inzynierii
tkankowej o okreslonych wtasciwosciach fizycznych, chemicznych i biologicznych napotyka na ograni-
czenia zwigzane ze skomplikowanymi procedurami ich otrzymywania i wysokimi kosztami produkciji.
Powoduje to powstanie probleméw technicznych pomiedzy badaniami laboratoryjnymi, a zastosowa-
niami terapeutycznymi.

Problemem technicznym jest dostarczenie wielofunkcyjnego, hydrozelowego materiatu hybrydo-
wego i sposobu jego otrzymywania, nadajgcego sie do stosowania w inzynierii tkankowej, ktéry wyka-
zywatby efekt terapeutyczny, tj. hamujgcy aktywno$¢ osteoklastow i jednoczesnie niehamujgcy aktyw-
nosci osteoblastow, przy czym poszukiwany materiat hydrozelowy powinien ulega¢ szybkiej biominera-
lizacji, korzystnie po kilku dniach od podania, co umozliwitoby jego szybszg biointegracje z tkankg
kostng wspomagajac proces kosciotworzenia.
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Celem niniejszego wynalazku byto opracowanie i wytworzenie wielofunkcyjnego, hydrozelowego
materiatu hybrydowego, ktéry charakteryzowatby sie jednoczes$nie:

e potencjatem terapeutycznym pozwalajgcym na inhibicje komérek osteoklastycznych,

e bioaktywnoscig polegajgca na szybkiej biointegracji materiatu z koscig i wspomaganiem pro-
cesu mineralizacji kosci, zwtaszcza procesu mineralizacji kosci zaburzonego w wyniku osteo-
porozy,

e biomimetycznym sktadem zapewniajgcym srodowisko sprzyjajace funkcjonowaniu osteobla-
stow,

e wstrzykiwalnoscig umozliwiajgcg nieinwazyjne i zlokalizowane wprowadzenie materiatu
w postaci zolu do ubytku kostnego i zdolnoscig do sieciowania w warunkach fizjologicznych.

Nieoczekiwanie okreslony powyzej cel zostat osiggniety w niniejszym wynalazku.

Przedmiotem wynalazku jest wielofunkcyjny, hydrozelowy materiat hybrydowy, charakteryzujgcy
sie tym, ze zawiera:

a) matryce biopolimerowg zawierajgca: kolagen, chitozan, kwas hialuronowy modyfikowany li-

zyna,

b) sfunkcjonalizowane grupami aminowymi czgstki krzemionkowo-apatytowe,

c) substancje czynng w postaci alendronianu przytgczonego do czgstek krzemionkowo-apatyto-
wych,

d) substancje sieciujgca,

przy czym matryca biopolimerowa zawiera: kolagen, chitozan, kwas hialuronowy, korzystnie mo-
dyfikowany, w stosunku wagowym wynoszgacym odpowiednio 5:2:3.

natomiast substancja sieciujgca jest genipina.

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest sposoéb wytwarzania wielofunkcyjnego, hydrozelowego
materiatu hybrydowego, charakteryzujgcy sie tym, ze obejmuje nastepujace etapy:

a) czgstki krzemionkowe funkcjonalizuje sie grupami aminowymi metodg zol-zel, przy czym do

mieszaniny reakcyjnej sktadajgcej sie z etanolu i wody wprowadza sie tetraetoksysilan
i aminopropylotrietoksysilanu i miesza sie przez 30 minut w temperaturze pokojowej, a otrzy-
many w reakcji materiat oddziela sie, a nastepnie oczyszcza przeptukujac etanolem,

b) czastki otrzymane w etapie a) zawiesza sie w sztucznym osoczu o stezeniu 1,5M, otrzymujac
po 10 dniach inkubaciji czgstki krzemionkowe pokryte apatytowg fazg mineralna,

c) do czastek otrzymanych w etapie b) przylgcza sie w warunkach zasadowych alendronian
sodu,

d) do wodnej zawiesiny czgstek z etapu c) dodaje sie roztwér kolagenu, chitozanu
i modyfikowanego lizyng kwasu hialuronowego,

e) mieszanine otrzymang w etapie d) poddaje sie reakcji sieciowania geniping.

Korzystnie, prowadzi sie go metodg zol-zel.

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest wielofunkcyjny, hydrozelowy materiat hybrydowy wedtug
wynalazku okreslony powyzej lub otrzymany sposobem wedtug wynalazku okreslonym powyzej do sto-
sowania w leczeniu lub profilaktyce uszkodzen tkanki kostnej, zwtaszcza bedacych efektem osteopo-
rozy.

Dla lepszego zrozumienia istoty wynalazku niniejszy opis zostat zilustrowany zatgczonymi figu-
rami.

Na fig. 1 przedstawiono mikrofotografie SEM submikronowych czgstek SiO2-Ap oraz SiO2-Ap-
-ALN.

Fig. 2 zestawiono dyfraktogramy czgstek SiO2-Ap oraz SiO2-Ap-ALN.

Fig. 3 zestawiono widma XPS czgstek SiO2-Ap oraz SiO2-Ap-ALN.

Fig. 4 zestawiono profile termograwimetryczne czastek SiO2-Ap oraz SiO2-Ap-ALN.

Na fig. 5 przedstawiono mikrofotografie SEM ukazujgcych morfologie otrzymanych materiatéw
hybrydowych, a takze materiatu kontrolnego KolChHAmod.

Na fig. 6 przedstawiono zestawienie wynikéw badan reologicznych, wartosci G' zmierzone po 10,
35 i 70 minutach eksperymentu, gdzie wyniki przedstawiono w skali logarytmicznej. Istotnos¢ staty-
styczng (p < 0.05) wykazano wykorzystujgc test Studenta. * wskazuje istotnos¢ statystyczng wzgledem
wyniku dla KolChHAmoed po 70 min, # wskazuje istotnos¢ statystyczng wzgledem wyniku KolChHAmod C1
po 70 min.

Na fig. 7 przedstawiono zestawienie wynikow badan stopnia pecznienia.
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Na fig. 8 przedstawiono zestawienie wynikow badan degradacji enzymatyczne;j.

Na fig. 9 przedstawiono mikrofotografie SEM materiatdw hybrydowych wraz z wartosciami sto-
sunku wapnia do fosforu (Ca/P) wyznaczonymi technikg EDS dla fazy mineralnej utworzonej na po-
wierzchni materiatéw po 3 dniach inkubacji w SBF.

Na fig. 10 przedstawiono (A) wyniki testu Alamar Blue 1, 3 i 7 dnia hodowli komérek MG-63 na
badanych materiatach (B). Aktywnos¢ fosfatazy alkalicznej po 3 i 7 dniach hodowli komérek MG-63 na
badanych materiatach. Istotnos¢ statystyczng (p < 0.05) wykazano wykorzystujgc test Studenta. (A) %
wskazuije istotnos$¢ statystyczng wzgledem wyniku dla KolChHAmed dzien 3, $ wskazuije istotnos$é staty-
styczng wzgledem wyniku dla KolChHAmed dzien 7. (B) * wskazuje istotnos¢ statystyczng wzgledem
wyniku dla kontroli dzien 3, ** wskazuje istotnosc¢ statystyczng wzgledem wyniku dla kontroli dzien 7,
# wskazuje istotnosé statystyczng wzgledem wyniku dla KolChHAmod C1 dzien 3. Jako kontrole zasto-
sowano komorki hodowane na ptytce hodowlane;.

Na fig. 11 przedstawiono (A) zestawienie mikrofotografii SEM obrazujgcych morfologie utrwalo-
nych komérek MG-63 po 3 dniach hodowli na powierzchni badanych materiatéw (B) wykres przedsta-
wiajgcy rozktad powierzchni komérek MG-63 po 3 dniach hodowli (oszacowany w oparciu
o0 uzyskane mikrofotografie SEM).

Na fig. 12 przedstawiono wyniki testu Alamar Blue po 1, 3 i 7 dnia hodowli komdrek J774A.1 na
badanych materiatach. Istotno$¢ statystyczng (p < 0.05) wykazano wykorzystujgc test Studenta.
% wskazuje istotnos¢ statystyczng wzgledem wyniku dla KolChHAmed dzien 1.

Na fig. 13 przedstawiono schemat tworzenia czastek SiO2-Ap-ALN (SiO2-NH2 — czgstki krzemion-
kowe funkcjonalizowane grupami aminowymi; Ap — warstwa apatytu uformowana na powierzchni cza-
stek krzemionkowych po inkubacji w 1,5 M SBF; ALN — alendronian sodu).

Na fig. 14 przedstawiono schemat otrzymanych czgstek SiO2-Ap-ALN (SiO2-NHz — czgstki krze-
mionkowe sfunkcjonalizowane grupami aminowym; Ap — warstwa apatytu; ALN — alendronian sodu).
Uzyskany produkt (SiO2-Ap-ALN) zawieszono w zolu biopolimerowym (kolagenowo-chitozanowo-hialu-
ronowym) i usieciowano geniping otrzymujgc materiat hybrydowy przydatny jako materiat do wypetnia-
nia ubytkéw osteoporotycznych.

Na fig. 15 przedstawiono schemat tworzenia materiatu hybrydowego.

Ponadto istota wynalazku zostata wyjasniona w ponizszych przyktadach.

W przyktadach 1,2 i 4 ujawniono kolejne etapy przykfadowej realizacje sposobu wedtug wyna-
lazku, natomiast w przyktadach 3 i 5 wtasciwosci uzyskiwanych zgodnie z wynalazkiem materiatow.

Przyktad 1. Otrzymywanie submikronowych czastek mineralnych SiO»-Ap.

Kontrolowang depozycje apatytu (Ap) na powierzchni czgstek krzemionkowych przeprowadzono
w kontakcie ze sztucznym osoczem (1,5 SBF).

Otrzymywanie sztucznego osocza

W tym celu przygotowano 1000 ml 1,5 SBF. Do plastikowej zlewki o pojemnosci 1000 mL wpro-
wadzono 700 mL wody dejonizowanej. Zlewke umieszczono na mieszadle magnetycznym w fazni
wodnej o temperaturze 36,5 + 1,5°C. Odczynniki od 1 do 8 rozpuszczono wedtug kolejnosci przed-
stawionej w Tabeli 1 (kolejny odczynnik dodawano po catkowitym rozpuszczeniu poprzedniego). Do-
dano wode dejonizowang do objetosci 900 ml i ponownie ustawiono temperature roztworu na 36,5 +
1,5°C. Nastepnie przystgpiono do kontroli pH w tym celu umieszczono elektrode pH-metru w roztwo-
rze. W kolejnym etapie rozpuszczano Tris w roztworze dodajgc mate jego porcje i caty czas mierzac
pH. Kiedy pH wyniosto 7,30 + 0,05 sprawdzono temperature w celu jej utrzymania w granicach 36,5
+ 1,5°C. Po sprawdzeniu temperatury dodano Tris, aby podnies¢ pH do 7,45. Kiedy pH podniosto sie
do 7,45 £ 0,01, zaprzestano rozpuszczania Tris i dodano 1M HCI w celu obnizenia pH do 7,42 + 0,01
uwazajgc, aby pH nie spadto ponizej 7,40. Po obnizeniu pH do 7,42 + 0,01 rozpuszczono pozostaty
Tris nie przekraczajgc pH rownego 7,45. Po rozpuszczeniu catej ilosci Tris dostosowano temperature
roztworu do 36,5 + 0,2°C. Ustawiono pH roztworu wkraplajac 1M HCI do 7,42 + 0,01 w temperaturze
36,5 + 0,2°C. Ostatecznie pH ustawiono na 7,40 w temperaturze 36,5°C. Nastepnie roztwér przelano
do plastikowej kolby ptaskodennej, uzupetniono do objetosci 1000 mL i przechowywano w lodéwce.
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Tabela 1. Odczynniki i ich ilosci potrzebne
do przygotowania 1000 ml 1,5 SBF

Lp odczynnik masa/objetosé
1 NaCl 12,0525 g
2 NaHCO3 0,5325¢g
3 KCI 0,3375¢
4 K2HPQO4 - 3H20 0,3465 g
5 MgClz - 6H20 0,4665 g
6 1,0 M HCI 58,5 ml
7 CaClz 0,438 g
8 NazS04 0,108 g
9 Tris 9,117 g
10 1,0 M HCL 0-7,5 ml

Depozycja apatytu (Ap) na powierzchni czastek krzemionkowych funkcjonalizowanych
grupami aminowymi

Sfunkcjonalizowane grupami aminowymi czgstki krzemionkowe otrzymano metodg zol-zel we-
dtug procedury opisanej w [J. Lewandowska-tancucka i wspotpracownicy, Int. J. Biol. Macromol. 136
(2019) 1196-1208] w nastepujacy sposéb: do mieszaniny sktadajgcej sie z etanolu (5,1 ml) i wody
(5 ml) wprowadzono kolejno 1,0 ml tetraetoksysilanu (TEOS) i 0,1 ml aminopropylotrietoksysilanu (AP-
TES). Uzyskang mieszanine pozostawiono na mieszadle magnetycznym i mieszano przez 30 min
w temperaturze pokojowej. Otrzymany w ten sposob materiat poddano procesowi wirowania a nastepnie
oczyszczono przeptukujgc etanolem i wirujgc. Cykl ptukania w etanolu/wirowania powtérzono cztero-
krotnie. Materiat suszono w piecu prézniowym w temperaturze 60°C. Po oczyszczeniu uzyskano biaty
proszek (SiO2-NHz). W kolejnym etapie w fiolkach o pojemnosci 50 ml umieszczono po 20 mg czgstek
SiO2-NH2 i dodano po 20 ml roztworu 1,5 M SBF. Prébki poddano sonifikacji ciggtej przez 10—15 minut.
Nastepnie fiolki zabezpieczono parafilmem i umieszczono w inkubatorze o temperaturze ustawionej na
37°C i wytrzgsano (50 rpm). Tak przygotowane materiaty inkubowano przez okres 10 dni, wymieniajgc
roztwér SBF na Swiezy co 2-3 dni. W tym celu zawiesine czgstek w SBF odwirowywano
z predkoscig 10 000 rpm przez 5 minut, zbierano roztwér znad osadu, wprowadzano $wiezg porcje
buforu, worteksowano i ponownie inkubowano. Po 10-dniowej inkubacji w sztucznym osoczu materiat
poddano procesowi wirowania, a nastepnie oczyszczono przeptukujgc wodg i wirujgc (procedure po-
wtdrzono trzykrotnie), po czym wysuszono w temperaturze pokojowej. Otrzymano materiat (SiO2-Ap)
w postaci biatego proszku.

Przykiad 2. Otrzymywanie submikronowych bioaktywnych czastek mineralnych beda-
cych nosnikiem alendronianu (SiO,-Ap-ALN)

Do otrzymanego w wyniku kontrolowanej depozycji w warunkach SBF ukfadu SiO2-Ap przytg-
czono alendronian sodu. W tym celu 20 mg materiatu SiO2-Ap zawieszono w 3 ml zasady sodowej (5
mM) i poddano 5 min sonifikacji. Nastepnie rozpuszczono 4 mg alendronianu sodu (ALN) w 2 ml roz-
tworu NaOH (5 mM). Umieszczono elektrode pH-metru w roztworze i dodajgc 20 mM roztwér NaOH
ustalono jego pH do wartosci 10. Nastepnie tak sporzgdzony roztwér alendronianu sodu dodano do
zawiesiny SiO2-Ap. Probke umieszczono na mieszadle magnetycznym z funkcjg grzania (500 rpm,
37°C) na 3 dni. Otrzymany nosnik z przytgczonym alendronianem (SiO2-Ap-ALN) oczyszczono w dro-
dze dializy do wody (24 godziny, temperatura pokojowa) i poddano liofilizacji otrzymujac biaty proszek.

Przyktad 3. Wilasciwosci fizykochemiczne submikronowych czgstek mineralnych (SiO.-
Ap) oraz submikronowych bioaktywnych czastek mineralnych bedacych nosnikiem alendro-
nianu (SiO2-Ap-ALN).
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Otrzymane w przyktadzie 1 i 2 czgstki zostaty szczegdtowo scharakteryzowane przy uzyciu sze-
regu technik fizykochemicznych — okreslono morfologie (SEM), jak rowniez sktad chemiczny (EDS,
XRD, XPS, TG). Badania SEM i EDS (Figura 1) wykazaty obecnos$¢ fazy mineralnej o morfologii i skta-
dzie (stosunek Ca/P = 1,2) charakterystycznym dla struktur apatytowych. Wyniki analizy dyfraktometrii
rentgenowskiej (XRD) (Figura 2) jednoznacznie potwierdzity obecnos$c¢ fazy krystalicznej w otrzymanym
materiale. Ponadto sygnaty pojawiajgce sie na dyfraktogramach przy 26 réwnym: 25,9; 32,0; 39,4; 42,2;
46,8; 53,2 pozostajg w zgodnosci z wartosciami literaturowymi sygnatéw przypisywanym hydroksyapa-
tytowi.

Wyniki badah potwierdzity skutecznos¢ zaproponowanej metodologii otrzymywania bioaktyw-
nego materiatu hybrydowego (SiO2-Ap) w tagodnych warunkach symulujgcych proces biomineralizaciji.
Ponadto stabilnos¢ otrzymanego materiatu bazuje na oddziatywaniach wynikajgcych z silnego powino-
wactwa ALN do apatytu. Zdeprotonowane atomy tlenu grup fosforanowych w ALN oddziatujg elektro-
statycznie z jonami wapnia obecnymi na powierzchni apatytu. Powstaty w ten sposob koniugat Ap-ALN
nie wptywa na strukture krystaliczng apatytu.

Otrzymane submikronowe czastki SiO2-Ap-ALN jak opisano w przyktadzie 2 zostaty scharaktery-
zowane za pomocg szeregu komplementarnych metod fizykochemicznych (SEM, XPS, XRD, TG) (Ry-
sunki 1-4). Analizy XPS (Figura 3) i TG (Figura 4) potwierdzity efektywnos¢ przytgczania alendronianu
do bioaktywnego nosnika SiO2-Ap. Wykazano zmiany w pierwiastkowym sktadzie powierzchni otrzyma-
nego materiatu SiO2-Ap-ALN (analiza XPS, Tabela 2), a takze réznice w profilu termograwimetrycznym
(dla materiatu z  przylaczonym lekiem zaobserwowano ubytek  masy  wiekszy
0 3,3% w stosunku do samego nosnika SiO2-Ap). Otrzymany dyfraktogram dla materiatu z przytaczonym
lekiem (Figura 2) nie wykazat istotnych réznic w poréwnaniu do dyfraktogramu uzyskanego dla no$nika,
co potwierdza, ze proces koniugacji ALN do SiO2-Ap nie wptywa na jego strukture krystalicznag.

Tabela 2. Wyniki analizy XPS

Skiad pierwiastkowy ) 7 Si 2p C1ls NIs Ca2p P2p
(%) badanych

materiatow

SiOz-Ap 62 3 4 1 26 4
SiO2-Ap-ALN 60 3 2 23 4

Przyktad 4. Otrzymywanie sieciowanych chemicznie hydrozelowych materiatléw hybry-
dowych z rozproszong bioaktywng faza mineralng bedaca nosnikiem alendronianu (SiO,-Ap-
ALN).

Otrzymane w przykfadzie 2 submikronowe czastki SiO2-Ap-ALN zawieszono w zolu biopolimero-
wym sktadajgcym sie z kolagenu, chitozanu oraz sfunkcjonalizowanego lizyng kwasu hialuronowego
i usieciowano geniping otrzymujgc materiat hybrydowy. W tym celu przygotowano trzy nawazki submi-
kronowych bioaktywnych czgstek mineralnych bedgcych nosnikami alendronianu sodu (SiO2-Ap-ALN),
odpowiednio 5 mg, 2,5 mg, 1 mg i kazdg z nich zawieszono w 0,1 ml wody. Nastepnie dodawano od-
powiednie objetosci roztwordw biopolimeréw: 76 ul roztworu chitozanu (Ch) (roztwor 1% wag. w 1%
kwasie octowym), 540 ul roztworu kolagenu (Kol) (roztwér w kwasie solnym o stezeniu 3,5 mg/ml —
roztwor dostarczony przez producenta BD Biosciences), 114 pl roztworu zmodyfikowanego lizyng
kwasu hialuronowego (HAmod) (roztwor 1% wag. w 10x buforze fosforanowym (PBS); o sktadzie: NaCl
(c=1,37 M), KCI (c=27 mM), NazHPO4 (c=43 mM), KH2PO4 (c=14 mM), pH ustawione do wartosci 7,4
stezonym (c=35%) roztworem kwasu solnego HCI). Otrzymany zol poddano energicznemu wytrzgsaniu
a nastepnie dodano 170 pl roztworu genipiny (roztwor o stezeniu 20 mM, sporzgdzony w 10xPBS)
i inkubowano w temperaturze 37°C az do catkowitego usieciowania. Otrzymany materiat ma postaé
hydrozelu. Stosunek wagowy biopolimeréw w otrzymanym materiale wyniost: Kol:Ch:HAmoed — 50:20:30.
Testowano trzy stezenia czastek SiO2-Ap-ALN zawieszonych w zolu. Stosujgc trzy rozne stezenia za-
wiesin/dyspersji bioaktywnych czagstek mineralnych (C1 = 5 mg/ml, C2 = 2,5 mg/ml, C3 = 1 mg/ml)
otrzymano trzy rodzaje materiatéw hybrydowych: KolChHAmod C1, KolChHAmod C2 i KOIChHAmed C3.
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Jako materiat kontrolny otrzymano hydrozel o analogicznym sktadzie biopolimerow, ale bez dodatku
czgstek SiO2-Ap-ALN (dodawano 0,1 ml wody) (KolChHAmod).

Procedura otrzymywania zmodyfikowanego lizyng kwasu hialuronowego zostata przedstawiona
w publikacji (Gilarska, A et al., (2020), Int. J. Biol. Macromol, 155, 938-950).

W pierwszym etapie przygotowano bufor MES (50 mM). W tym celu rozpuszczono 0,97 g kwasu
2-(N-morfolino)etanosulfonowego (MES) w 100 ml wody dejonizowanej i ustalono warto$é¢ pH do 4 wy-
korzystujac 0,1M roztwdr NaOH. Catos¢ przefiltrowano przez filtr strzykawkowy. 500 mg kwasu hialuro-
nowego (HA) rozpuszczono w 20 ml buforu MES (50 mM, pH=4) a nastepnie dodawano kolejno 0,73 g
lizyny, 360 mg EDC (chlorowodorek N-(3-dimetyloaminopropylo)-N'-etylokarbodiimidu) oraz 220 mg NHS
(N-hydroksysukcynimid) (kazdy z tych odczynnikéw zostat najpierw rozpuszczony w 5 ml buforu MES
ze wzgledu na zelowg konsystencje mieszaniny). Cato$¢ mieszano przez 24 h na mieszadle magne-
tycznym w temperaturze pokojowej, a nastepnie poddano catonocnej dializie do 0,1M wodnego roz-
tworu Na2COs (trwajgcej okoto 12 h), a pézniej 8-dniowej dializie wzgledem wody. W kolejnym etapie
mieszanine poddano zageszczeniu na wyparce (do objetosci okoto 50 ml) i trzydniowej liofilizacji. Sto-
pien podstawienia lizyng otrzymanego w ten sposdb produktu (HAmod) Okreslono za pomocg analizy
elementarnej i spektroskopii tH NMR, wyniést on okoto 25%.

Przyktad 5. Charakterystyka sieciowanych chemicznie hydrozelowych materialéw hy-
brydowych z rozproszong bioaktywng faza mineralng bedaca nosnikiem alendronianu (SiO»-Ap-
ALN).

Otrzymane hydrozelowe materiaty hybrydowe, odpowiednio KolChHAmod C1, KolIChHAmes C2,
KolChHAmod C3 poddano charakterystyce fizykochemicznej. Okreslono morfologie, liofilowos$¢, stopien
pecznienia, a takze przeprowadzono badania reologiczne.

Wykorzystujac technike SEM scharakteryzowano mikrostrukture otrzymanych materiatow hybry-
dowych, a takze materiat kontrolny KolChHAmed. Analizujgc otrzymane mikrofotografie (Figura 5) mozna
zauwazy¢ obecnos¢ submikronowych czgstek SiO2-Ap-ALN w kazdym z otrzymanych uktadéw hybry-
dowych. Czastki wystepujg zaréwno jako pojedyncze obiekty jak rowniez w postaci agregatéw cze-
$ciowo pokrytych utworzong siecig biopolimerowa.

W celu potwierdzenia mozliwosci wykorzystania opracowanych uktadéw jako materiatow wstrzy-
kiwalnych przeprowadzono pomiary reologiczne w trybie oscylacyjnym. Wartosci modutu elastycznosci
(G") zmierzone po 10, 35 i 70 minutach eksperymentu przedstawione na rysunku 6 (eksperyment pro-
wadzono w temperaturze 37°C, po dodaniu do zolu roztworu genipiny, jak opisano powyzej). Poprzez
Sledzenie w czasie zmian modutu elastycznosci (G’) mozliwym byto zweryfikowanie przejscia od stanu
zolu do zelu i tym samym wykazanie potencjatu wstrzykiwanego otrzymanych materiatéw. Na poczgtku
procesu zelowania (po 10 minutach od sporzadzenia mieszaniny) wartosci modutu elastycznosci dla
wszystkich materiatéw sg na niskim poziomie (w zakresie 10—14 Pa) potwierdzajgc ich lepko-sprezysty
stan i posta¢ wstrzykiwang. Wartosci G' znacznie wzrastajg po 35 minutach osiggajgc wartos¢ maksy-
malng w ciggu 70 minut od rozpoczecia procesu sieciowania (tworzenie zelu). Tym samym poréwnanie
wartosci G' na poczagtku i na koncu eksperymentu reologicznego dowodzi, ze opracowane materiaty
moga petni¢ funkcje materiatéw wstrzykiwalnych.

Ponadto otrzymane wyniki wykazaty, iz wprowadzenie bioaktywnego nosnika do matrycy biopo-
limerowej w istotny sposéb poprawia wtasciwosci mechaniczne uzyskanych hybryd. Wykazano réznice
istotng statystycznie dla wartosci G’ po 70 min zelowania dla wszystkich materiatéw hybrydowych po-
réwnujgc z modutem elastycznosci (G’ po 70 min) otrzymanym dla materiatu kontrolnego. Zaobserwo-
wano réwniez wzrost wartosci modutu elastycznosci (G’) z wartosci 900 Pa dla matrycy polimerowej do
2500 Pa dla ukfadu z najwyzszg zawartoscig nosnika (KolChHAmed C1) po 70 min procesu zelowania
(figura 6) (istotnos¢ statystyczna wzgledem wszystkich materiatow).

Powyzsze wyniki jednoznacznie dowodza, ze materiaty hybrydowe przy zachowaniu wstrzykiwal-
nosci typowej dla samej matrycy polimerowej, charakteryzujg sie znacznie wyzszymi (istotnosc staty-
styczna) wartosciami modutu elastycznosci po zakornczonym procesie zelowania (po 70 min).

Wyznaczono réwniez stopien pecznienia (SP) dla otrzymanych materiatéw hybrydowych. Ekspe-
ryment prowadzono w warunkach fizjologicznych (pH = 7,4; temp = 37°C), wyniki przedstawiono na
rysunku 7. Analizujgc otrzymane wyniki mozna zauwazy¢, iz wszystkie badane materiaty wykazujg zdol-
nos¢ do pecznienia (SP w zakresie 6700-11700%), przy czym obecnos$¢ czastek SiO2-Ap-ALN ma
istotny wptyw na wtasciwosci pecznienia uktadow hybrydowych. Przeprowadzone badania pecznienia
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wykazaly, iz wraz ze wzrostem stezenia czastek SiO2-Ap-ALN dochodzi do obnizenia stopnia pecznie-
nia (figura 7). Wynik ten wskazuje zatem, iz otrzymane czastki wptywajg na sztywnos¢ struktury hydro-
zelu, co potwierdzity rowniez badania reologiczne.

Zbadano takze liofilowo$¢ powierzchni otrzymanych materiatéw. Wyniki uzyskane w oparciu
o pomiary katow zwilzania zestawiono w tabeli 3. Analizujgc otrzymane dane mozna zauwazy¢, iz wpro-
wadzenie do matrycy biopolimerowej czgstek SiO2-Ap-ALN powoduje, ze powierzchnia materiatow hy-
brydowych staje sie bardziej hydrofilowa, o czym $wiadczg nizsze wartosci kgtéw zwilzania w poréwna-
niu z materiatem kontrolnym (KolChHAmod). Zaobserwowano, iz materiat o najwyzszym stezeniu czgstek
(KolChHAmod C1) charakteryzuje sie najbardziej hydrofilowg powierzchnig (66°). Poprawe hydrofilowo-
$ci mozna wyjasni¢ obecnoscig na powierzchni materiatéw hybrydowych czgstek SiO2-Ap-ALN (mikro-
fotografie SEM zestawione na rysunku 5) zawierajgcych eksponowane powierzchniowo hydrofilowe
grupy aminowe pochodzgce od przytagczonego alendronianu (co potwierdzita analiza XPS).

Tabela 3. Wartosci katow zwilzania
dla otrzymanych materiatéw

Wartosci kata
Typ materiatu L
zwilzania [°]

KolChHAmod 77.7+£13
KolChHAmo4 C1 65,8+0.6
KolChHAmod C2 70,9+13

KolChHAmad C3 67.1+0.8

Degradacja enzymatyczna

Otrzymane materiaty zostaty réwniez poddane procesowi degradacji enzymatycznej, w obecno-
8ci enzymu — kolagenazy. Degradacje enzymatyczng badano przez 144 godziny. Na rysunku 8 przed-
stawiono zmiany masy materiatéw podczas inkubacji w roztworze kolagenazy. Zaobserwowano zna-
czagce spowolnienie procesu degradacji enzymatycznej dla wszystkich materiatéw z wprowadzonym no-
$nikiem. Po 4 godzinach degradacji enzymatycznej odnotowano nieznaczny ubytek masy dla materia-
téw hybrydowych (okoto 3—7%) i 12% dla materiatu KolChHAmod. W kolejnych punktach pomiarowych
zaobserwowano istotne zmiany w masie pozostatej dla materiatu kontrolnego (31% po 144 h) podczas
gdy ubytek masy dla materiatéw hybrydowych nastepowat znacznie wolniej. Po 144 h degradacji dla
materiatbw hybrydowych zaobserwowano ubytki masy na poziomie okoto 44-52%. Analizujgc utrate
masy wszystkich badanych materiatéw w danym momencie trwania eksperymentu mozna wskazacé ten-
dencje, iz ze wzrostem zawartosci czgstek SiO2-Ap-ALN zmniejsza sie szybko$¢ procesu degradacji.
Wyniki te pozostajg w zgodno$ci z rezultatami eksperymentu reologicznego, ktory potwierdzit poprawe
wiasciwosci mechanicznych materiatéw hybrydowych wraz ze wzrastajgcym stezeniem czagstek SiO2-
Ap-ALN obecnych w uktadzie.

Wiasciwosci bioaktywne

W celu wykazania, iz otrzymane materialy hybrydowe dzieki obecnosci czastek krzemionkowo-
apatytowych beda sprzyjaty biointegraciji materiatu z koscig i tym samym wspomagaty proces minerali-
zacji kosci zaburzony w procesie osteoporozy zbadano ich wlasciwosci bioaktywne. Przeprowadzono
eksperyment biomineralizaciji in vitro w warunkach symulowanego sztucznego osocza (z ang. Simulated
Body Fluid, SBF). Dane literaturowe pokazujg, iz materialy wykazujace zdolno$¢ wytwarzania na ich
powierzchni warstwy apatytu w warunkach SBF bedg réwniez ulega¢ biomineralizacji w zywym organi-
zmie zapewniajgc tym samym efektywng integracje rusztowania z naturalng koscig. Eksperyment bio-
mineralizacji w modelowych warunkach obejmowat 5-dniowg inkubacje materiatow w SBF w 37°C. Na-
stepnie materiaty zostalty poddane badaniom przy uzyciu technik SEM i EDS. Na rysunku 9 przedsta-
wiono uzyskane mikrofotografie SEM i wartosci stosunku wapnia do fosforu (Ca/P) wyznaczone tech-
nikg EDS dla fazy mineralnej utworzonej na powierzchni materiatéw po 3 dniach inkubacji w SBF.
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Dokfadna analiza wynikow (SEM/EDS) pozwolita stwierdzi¢, iz tworzenie fazy mineralnej w formie
struktury kwiatowej, w kidrej stosunek Ca/P jest charakterystyczny dla apatytu zaobserwowano juz po
3 dniach w przypadku materiatéw hybrydowych KolChHAmod C1 i KolChHAmod C2. Ponadto ze wzgledu
na fakt, iz matryca hydrozelowa wg omawianego wynalazku sktada sie w 30% wag z modyfikowanego
kwasu hialuronowego, zaobserwowano dodatkowe wsparcie biomineralizacji pochodzgce od kwasu hia-
luronowego (tworzenie fazy mineralnej w postaci warstw na powierzchni KolChHAmoed i KOIChHAmod C3).
W przypadku poprzedniego wynalazku matryca polimerowa z 10% wag zawartosci niemodyfikowanego
kwasu hialuronowego nie wykazywata tej wtasciwosci. Warto podkresli¢, iz materiat zaprezentowany
w ramach poprzedniego zgtoszenia byt poddany analogicznemu eksperymentowi (badanie bioaktywno-
$ci w SBF); w jego przypadku proces biomineralizacji nastgpit dopiero po 7 dniach.

Otrzymane wyniki jasno wskazujg zatem, iz omawiane materiaty hybrydowe z czgstkami SiOo-
Ap-ALN o stezeniu w zakresie 1-5 mg/ml charakteryzujg sie wtasciwosciami bioaktywnymi zapewnia-
jacymi znaczne przyspieszenie procesu biomineralizacji, a mianowicie do 3 dni, a co za tym idzie efek-
tywniejszg biointegracje materiatu z naturalng koscig.

Badanie wlasciwosci biologicznych materiatu hybrydowego

Otrzymane hydrozelowe materiaty hybrydowe poddano réwniez wstepnym badaniom biologicz-
nym in vitro z zastosowaniem komérek osteoblastycznych MG-63. Okreslono proliferacje, aktywnos¢
fosfatazy alkalicznej, morfologie i adhezje komérek hodowanych na powierzchni badanych materiatow.
Przeprowadzone badania biologiczne in vitro wykazaty, iz wprowadzenie czgstek SiO2-Ap-ALN w testo-
wanych stezeniach C1, C2 i C3 do matrycy hydrozelowej nie obniza biokompatybilnosci materiatow
hybrydowych w poréwnaniu do materiatu kontrolnego KolChHAmod. Wyniki testow na zywotno$¢ komo-
rek (wykorzystano test Alamar Blue) przeprowadzone po 1, 3 i 7 dnia hodowli (figura 10 A) wykazaty, iz
wszystkie otrzymane materiaty hybrydowe wspierajg zdolno$¢ do proliferacji komoérek MG-63. Zaobser-
wowano poréwnywalny (brak réznic istotnych statystycznie) wzrost liczby komérek w kolejnych dniach
eksperymentu (1, 3, 7) prowadzonych z uzyciem materiatéw hybrydowych z czgstkami SiO2-Ap-ALN
o stezeniach C1 i C2 wzgledem wynikéw dla kontroli (KolChHAmod).

Zbadano réowniez aktywnos¢ fosfatazy alkalicznej (ALP) bedacej markerem potwierdzajgcym fe-
notyp i mineralizacje osteoblastéw w 3 i 7 dniu hodowli (figura 10 B). W przypadku wszystkich analizo-
wanych materiatéw zaobserwowano wzrost aktywnosci po 7 dniach eksperymentu. Poziom ALP za-
réwno w trzecim jak i w si6dmym dniu hodowli byt istotnie wyzszy w poréwnaniu do aktywnosci ALP
komoérek na ptytce hodowlanej. Analizujgc wpltyw stezenia czgstek SiO2-Ap-ALN na aktywnosé ALP
zaobserwowano roznice istotne statystycznie tylko dla materiatu KolChHAmods C3 w 3 dniu eksperymentu
(wzgledem KolChHAmod C1 3 dzien). W 7 dniu hodowli nie wykazano istotnych réznic w aktywnosci ALP
pomiedzy otrzymanymi uktadami hybrydowymi.

Dokonano réwniez analizy morfologii i adhezji komérek MG-63 po 3 dniach hodowli na po-
wierzchni materiatéw. Komoérki utrwalono i obrazowano przy uzyciu techniki SEM. Na rysunku 11 zesta-
wiono mikrofotografie SEM przedstawiajgce morfologie utrwalonych komarek (figura 11 A) a takze wy-
kres z rozktadem powierzchni komérek MG-63 po 3 dniach hodowli (oszacowany w oparciu o uzyskane
mikrofotografie SEM) (figura 11 B). Analizujgc otrzymane mikrofotografie (figura 11 A) mozna stwierdzic,
iz komorki przylegajg dobrze zaréwno do powierzchni materiatow hybrydowych jak i hydrozelu kontrol-
nego (KolChHAmoed). Oszacowany rozktad powierzchni komorek (figura 11 B) wskazuje, iz komarki ho-
dowane na materiale kontrolnym KolChHAmod | W uktadzie hybrydowym o najnizszym stezeniu czgstek
SiO2-Ap-ALN (C3) zajmujg poréwnywalng powierzchnie i charakteryzujg sie zblizong morfologig. Mor-
fologia komérek hodowanych na materiatach hybrydowych z czgstkami o stezeniach C1 i C2 jest bar-
dziej zroznicowana. Zaobserwowano populacje zajmujgcych wiekszg powierzchnie rozptaszczonych
komorek o wydtuzonych ksztattach. Dane te dowodzg zatem, iz obecnos¢ czgstek SiO2-Ap-ALN wptywa
korzystnie na adhezje komorek.

Badanie wlasciwosci terapeutycznych

W celu wykazania zdolnosci opracowanego materiatu hybrydowego do zahamowania resorpcji
kosci przeprowadzono wstepne badania biologiczne in vitro z wykorzystaniem modelowej linii osteokla-
stéw (komérki J774A.1). Linia ta jest linig referencyjng stosowang w analizach in vitro dotyczgcych me-
tabolizmu zwigzkéw z grupy bisfosfoniandw.

Wyniki testéw na zywotnos$¢é komoérek (wykorzystano test Alamar Blue) przeprowadzone po 1, 3
i 7 dniach hodowli przedstawiono na rysunku 12. Wstepne badania biologiczne wykazaty, iz proliferacja
komodrek osteoklastycznych hodowanych na materiatach hybrydowych zostaje zahamowana po 7
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dniach eksperymentu. Zaobserwowano tendencje, iz efekt ten rosnie wraz ze wzrostem czgstek SiOo-
Ap-ALN obecnych w matrycy hydrozelowej i jest najbardziej widoczny dla uktadu KolChHAmod C1. Tym
samym wykazano, iz testowane materiaty hybrydowe o zaproponowanej zawartosci czastek SiO2-Ap-
ALN (C1, C2i C3) posiadajg potencjat terapeutyczny przejawiajgcy sie uposledzeniem aktywnosci mo-
delowych komoérek osteoklastycznych. Biorgc zatem pod uwage posta¢ opracowanej formulacji i mozli-
wosC jej miejscowego podanie poprzez wstrzykniecie do ubytku mozliwym bedzie zapewnienie lokal-
nego dziatania leku minimalizujgc tym samym ogdlnoustrojowe skutki uboczne stosowania alendro-
nianu. Materiat zaprezentowany w ramach poprzedniego zgtoszenia nie posiadat wlasciwosci terapeu-
tycznych.

W oparciu o przeprowadzone badania mozna wskazac¢ na nastepujgce nieoczekiwane zalety

otrzymanego materiatu hybrydowego:

e potencjat terapeutyczny — przeprowadzono wstepne badania biologiczne in vitro z wykorzy-
staniem linii osteoklastow (komorki J774A.1), ktére wykazalty, iz materiaty hybrydowe o zapro-
ponowanym sktadzie i zawartosci alendronianu posiadajg potencjat terapeutyczny przejawia-
jacy sie uposledzeniem aktywnosci modelowych komérek osteoklastycznych,

e poprawa bioaktywnosci — zaobserwowano przyspieszong biomineralizacje hydrozelowego
materiatu. Doktadna analiza wynikow (SEM/EDS) pozwolita stwierdzi¢, iz w przypadku wyz-
szych zawartosci SiO2-Ap-ALN (C1, C2) juz po 3 dniach inkubacji materiatu w warunkach
symulujgcych sztuczne osocze (SBF) dochodzi do tworzenia nowej fazy mineralnej zapew-
niajgcej szybsza biointegracje materiatu z naturalng koscia,

o wstrzykiwalnos¢ materiatdw hybrydowych charakteryzujgcych sie bardzo dobrymi wtasciwo-
$ciami mechanicznymi. Biorgc zatem pod uwage posta¢ opracowanej formulacji i mozliwosé
jej miejscowego podania poprzez wstrzykniecie do ubytku mozliwym bedzie zapewnienie lo-
kalnego dziatania alendronianu minimalizujgc tym samym jego ogdlnoustrojowe skutki
uboczne zwigzane z podaniem doustnym lub dozylnym,

o biokompatybilno$¢ — przeprowadzone testy biologiczne in vitro wykazaty, iz obecnos¢ czgstek
SiO2-Ap-ALN nie obniza biokompatybilnosci materiatéw hybrydowych (w poréwnaniu do ma-
teriatu kontrolnego KolChHAmed), a takze ich zdolnosci do wspierania adhezji, proliferacji,
a takze utrzymania fenotypu komorek osteoblastycznych (MG-63).

Zastrzezenia patentowe

1. Wielofunkcyjny, hydrozelowy materiat hybrydowy, znamienny tym, ze zawiera:

a) matryce biopolimerowg zawierajgca: kolagen, chitozan, kwas hialuronowy modyfikowany li-

zyna,

b) sfunkcjonalizowane grupami aminowymi czastki krzemionkowo-apatytowe,

€) substancje czynng w postaci alendronianu przytgczonego do czgstek krzemionkowo-apaty-

towych,

d) substancje sieciujgca,

przy czym matryca biopolimerowa zawiera: kolagen, chitozan, kwas hialuronowy, korzystnie

modyfikowany, w stosunku wagowym wynoszgcym odpowiednio 5:2:3.

natomiast substancjg sieciujgcg jest genipina.

2. Sposéb wytwarzania wielofunkcyjnego, hydrozelowego materiatu hybrydowego, znamienny
tym, ze obejmuje nastepujace etapy:

a) czastki krzemionkowe funkcjonalizuje sie grupami aminowymi metodg zol-zel, przy czym do
mieszaniny reakcyjnej sktadajgcej sie z etanolu i wody wprowadza sie tetraetoksysilan i ami-
nopropylotrietoksysilanu i miesza sie przez 30 minut w temperaturze pokojowej, a otrzy-
many w reakcji materiat oddziela sie, a nastepnie oczyszcza przeptukujgc etanolem,

b) czastki otrzymane w etapie a) zawiesza sie w sztucznym osoczu o stezeniu 1,5M, otrzymu-
jac po 10 dniach inkubacji czgstki krzemionkowe pokryte apatytowg fazg mineralna,

c) do czastek otrzymanych w etapie b) przytgcza sie w warunkach zasadowych alendronian
sodu,

d) do wodnej zawiesiny czgstek z etapu c) dodaje sie roztwdr kolagenu, chitozanu i modyfiko-
wanego lizyng kwasu hialuronowego

€) mieszanine otrzymang w etapie d) poddaje sie reakcji sieciowania geniping.
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3. Sposdb wediug zastrz. 2, znamienny tym, ze prowadzi sie go metodg zol-zel.

4. Wielofunkcyjny, hydrozelowy materiat hybrydowy okreslony w zastrz. 1 lub otrzymany sposo-
bem okreslonym w zastrz. 2 do stosowania w leczeniu lub profilaktyce uszkodzen tkanki kost-
nej, zwlaszcza bedgcych efektem osteoporozy.

Rysunki
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