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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposdb otrzymywania bioaktywnych, resorbowalnych implantéw
do leczenia ubytkéw kostnych, w postaci modyfikowanych, resorbowalnych ggbek polimerowych.

Porowate struktury wytwarzane z polimeréw resorbowalnych sg coraz powszechniej stosowane
do leczenia i rekonstrukcji tkanki kostnej cztowieka. Ubytki kostne, szczegdlnie o wiekszych rozmia-
rach, powstajgce w wyniku urazu, infekcji, zmian degeneracyjnych itp. nie ulegajg samoistnemu wygo-
jeniu i stanowig nadal nierozwigzany problem w chirurgii kostnej. Jedyng alternatywa dla auto lub allo-
przeszczepow stajg sie metody z wykorzystaniem kosciozastepczych materiatow syntetycznych.

Jednym z polimeréw, coraz powszechniej stosowanym w medycynie, jest resorbowalny polilak-
tyd (PLA), nalezacy do grupy poliestrow alifatycznych. Pomimo jego zalet w zastosowaniu w leczeniu
tkanki kostnej, nie jest on jednak bioaktywnym materiatem zwiekszajgcym potencjat regeneracyjny
tkanki kostnej. Z tego wzgledu, jako faze modyfikujacg matryce polimerowa, czesto wprowadza sie
bioaktywne nanododatki, takie jak hydroksyapatyt lub bioszkto.

Ze zgtoszenia P-385197 znany jest sposob otrzymywania produktu inzynierii tkankowej do re-
konstrukciji i regeneracji kosci, ktory polega na tym, ze sporzadza sie tréjwymiarowe rusztowanie, wy-
konane z syntetycznego weglanu wapnia, na ktérym w warunkach hodowli dynamicznej osadza sie
zywe komorki osteogenne, przy czym stosuje sie syntetyczny weglan wapnia o zawartosci domieszek
nie wiekszej niz 10% i o porowatosci otwartej, od 40% do 95%, przy czym pory majg wielkos$¢ od 100
do 500 um i sg potgczone miedzy sobg. Komorki osteogenne otrzymywane sg z materiatu biologicz-
nego, pochodzgcego od dawcy, bedgcego réwnoczesnie biorcg PIT, a po izolacji, namnazaniu i ewen-
tualnym réznicowaniu w hodowli in vitro odrywane sg od podtoza, a nastepnie w warunkach dyna-
micznych z zastosowaniem urzgdzenia zapewniajgcego przeptyw pozywki przez urzgdzenie w obiegu
zamknietym osadzane sg na podtozu rusztowania. Komorki dodawane sg w postaci zawiesiny w duzej
objetosci medium hodowlanego o sktadzie dostosowanym do typu komorek.

Z polskiego opisu patentowego PL 206 394 B1 znany jest kompozyt bioaktywny, ktéry zawiera
B-1,3-glukan, zwany dalej kurdlanem oraz bioceramike fosforanowo-wapniowg w postaci mikroporo-
watych granul o rozmiarze 0,1-1,0 mm i o porowatosci 50-70%, przy czym ilosci sktadnikoéw oblicza
sie wedtug odpowiedniego, ujawnionego w opisie wzoru.

Z polskiego zgtoszenia P-395212 znany jest biodegradowalny implant kostny skfadajgcy sie
z granulek wykonanych z biodegradowalnego polimeru organicznego i/lub z biodegradowalnej cera-
miki, zawierajacych wewnatrz zwigzki wapnia i/lub magnezu, oraz z wodnego roztworu polikwasu
organicznego.

Z publikacji ,Kompozyty z polimeréw resorbowalnych przeznaczone dla chirurgii kostnej”
(J. Chtopek, A. Morawska-Chochét, Kompozyty 2009 nr 4) znane sg badania wptywu modyfikatoréw
w postaci widkien i czgstek, na wtasciwosci mechaniczne kopolimeru laktydu z glikolidem, w ktérych
okreslono szybkos$¢ utraty wytrzymatosci kompozytéw w wyniku oddziatywania symulowanego $rodo-
wiska biologicznego oraz wptyw stosowanych dodatkéw na szybko$¢ degradacji. W tym celu wykona-
no pomiary wytrzymatosci kompozytéw wyjsciowych oraz po inkubacji w ptynie Ringera. Degradacje
okreslono na podstawie zmian pH ptynu Ringera w funkcji czasu inkubacji, dodatkowo przeprowadzo-
no analize mikroskopowg powierzchni badanych kompozytéw. Wszystkie badane materiaty charakte-
ryzujg sie niskim modutem Younga. Stanowi to istotng zalete tych materiatéw, gdyz dopasowanie mo-
dutéw sprezystosci implantu i kosci sprzyja wtasciwemu obcigzaniu tkanki kostnej i umozliwia jej pra-
widtowg odbudowe. Najbardziej efektywng poprawe wytrzymatosci uzyskano przez wprowadzenie do
osnhowy polimerowej widkien z poliakrylonitrylu modyfikowanych hydroksyapatytem. Kompozyt ten
posiada rownocze$nie cechy bioaktywnosci, zwigzane z obecnoscig hydroksyapatytu. Poprawe wy-
trzymatosci kopolimeru zapewnia takze dodatek wiékien weglowych. Réwnoczes$nie widkna te znacz-
nie przyspieszajg degradacje osnowy. Szybkg degradacje kopolimeru obserwuje sie rowniez po jego
modyfikacji nanorurkami weglowymi (CNT).

Z polskiego opisu patentowego 210579 znany jest sposdb wytwarzania biomateriatu ceramicz-
no-weglowego znajdujgcego zastosowanie w leczeniu chorej tkanki kostnej i operacjach rekonstruk-
cyjnych w przypadku duzych ubytkéw tkanki kostnej. Sposdb polega na przygotowaniu 18—25% roz-
tworu przedzalniczego sporzadzonego z terpolimeru akrylonitrylu, akrylanu metylu i alilosulfonianu
sodu i DMF jako rozpuszczalnika, do ktérego wprowadza sie dwa skfadniki ceramiczne w postaci na-
nometrycznych proszkéw SiO; i hydroksyapatytu (HAp) w ilosci do 10% wagowych, przy czym stosu-
nek wagowy SiO, do HAp wynosi od 0,1:1 do 1:0,1, po czym formuje sie polimerowe, prekursorowe
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witdkna poliakryionitrylowe, ktére z kolei poddaje sie dwustopniowej obrobce termicznej, polegajgcej
na utlenieniu w pierwszej fazie polimerowych wiékien w atmosferze powietrza w czasie 1 do 10 go-
dzin, w zakresie temperatur od 200° do 300°C, a nastepnie obrébce termicznej w atmosferze argonu
lub azotu od temperatury pokojowej do temperatury 950°C.

W pracy ,Kompozyty z polimeréw biostabilnych i bioresorbowalnych modyfikowane bioaktywng
ceramikg” (P. Rosét J. Chiopek, AGH) przedstawiono analize wiasciwosci mechanicznych i biologicz-
nych w warunkach in vitro materiatdw przeznaczonych na implanty przenoszgce obcigzenia mecha-
niczne. Na osnowy kompozytéw wybrano polimery o réznym zachowaniu biologicznym: biostabilny —
polisulfon (PSU) oraz bioresorbowalny kopolimer poli(laktyd-ko-glikolid) (PGLA). Prébki polimerowe
modyfikowano bioaktywnymi czgstkami hydroksyapatytu (HA) otrzymanego z kosci zwierzecych. Za-
chowanie biologiczne badanych materiatéw oceniono na podstawie obserwacji SEM, prébek inkubo-
wanych w warunkach zblizonych do panujgcych w ludzkim organizmie przez 30 dni. Probki poddano
dziataniu wybranych obcigzen z zakresu 2,5+50 MPa i obserwowano czasy ich zniszczenia. Dodatek
czgstek hydroksyapatytu do PSU i PGLA spowodowat zmniejszenie trwatosci kompozytéw w stosunku
do materiatéw wyjsciowych. Badane kompozyty wykazywaty natomiast korzystne zachowanie biolo-
giczne, co potwierdzity obserwacje powierzchni prébek inkubowanych w sztucznym srodowisku biolo-
gicznym.

W publikacji ,Nanokompozyty polimerowe modyfikowane powierzchniowo w procesie elektrofo-
retycznego osadzania” (E. Sottysik, E. Dlugon, J. Dulnik, M. Blazewicz, Przetworstwo Tworzyw 6,
2011) przedstawiono nhanokompozyty przeznaczone dla medycyny regeneracyjnej w zastosowaniu do
leczenia ubytkow tkanki kostnej, charakteryzujgce sie specyficzng biomimetyczng strukturg i bioak-
tywnoscia.

Tkanka kostna, ze wzgledu na strukture i sktad (kolagen/nanokrysztaty hydroksyapatytu) jest
tworzywem nanokompozytowym. Dlatego tez projektowanie tworzyw implantacyjnych, do leczenia
ubytkow tkanki kostnej, skupia sie wtasnie na tej grupie materiatowej, jakg sg nanokompozyty polime-
rowe, modyfikowane bioaktywnymi nanoczgstkami. Celem pracy byty badania, majgce okresli¢ przy-
datnos¢ nowej, dwuetapowej metody, do wytwarzania porowatych materiatdw implantacyjnych, do
leczenia tkanki kostnej. Ggbki nanokompozytowe, wytworzone w oparciu o dwuetapowg metode —
wyptukiwanie rozpuszczalnego porogenu oraz elektroforetyczne osadzanie warstwy nanohydroksy-
apatytu, przebadano metodg mikroskopii elektronowej SEM, przeprowadzono badania przy zastoso-
waniu metody EDS oraz zbadano parametry mechaniczne i bioaktywnosé otrzymanych materiatow.
Zastosowana w pracy metoda prowadzi do otrzymania bioaktywnych nanokompozytowych ggbek
0 pozgdanych parametrach mechanicznych.

W pracy “Polymer Nanocomposite Scaffolds Modified With Carbon Nanotubes for Tissue Re-
generation” (A. Fraczek-Szczypta, E. Stodolak-Zych, S. Jurdziak, M. Blazewicz, Materials Science
Forum 714 (2012) 245-253) przedstawiono metody otrzymywania skafoldow polimerowych na bazie
polilaktydu modyfikowanych nanorurkami weglowymi (CNT). Opisano réwniez metode wprowadzania
CNT do osnowy polimerowej, ktéra polegata na stopniowym dodawaniu nanorurek do rozpuszczalnika
(dichlorometanu), a nastepnie mieszaniu za pomocg ultradzwiekéw przez 15 min. Kolejnym krokiem
byto dodanie polilaktydu do mieszaniny dichlorometan/CNT i przygotowanie 5% roztwor polilaktydu
z CNT. W pracy analizowano wptyw trzech udziatéw wagowych CNT w polimerze; 0,5,1 i 2%.

Porowate skafoldy przygotowano metodg wymywania soli (NaCl) oraz metodg tgczong (wymy-
wania soli i wywigzywania sie gazéw), gdzie jako porogen zastosowano NH4;HCO3). Stezenie polilak-
tydu wynosito 12%, z kolei stosunek porogenu do polilaktydu 10:1. Porogen z roztworem polimeru
mieszano recznie. Zastosowano trzy frakcje ziarnowe porogendw, odpowiednio 100-200 pm,
200-300 pm i 300-400 pum w stosunku 5:10:15. Przygotowane pasty polilaktydu z CNT i porogenem
wprowadzono do form. W przypadku porogenu NH,HCO; paste wprowadzono do pojemnikéw szkla-
nych o $rednicy 15 mm i wysokosci 20 mm, natomiast w przypadku NaCl pasta umieszczona zostata
w pojemniku z polipropylenu o srednicy 25 mm i wysokosci 60 mm. W celu uzyskania porowatych
skafoldéw probki z NHsHCOs umieszczono w wodzie o temperaturze 80°C-90°C przez 10 min, a na-
stepnie w zimnej wodzie przez 20 min oraz wodzie o temperaturze 40°C przez 2 dni w celu usuniecia
pozostatosci porogenu. W przypadku probek z NaCl w pierwszym etapie suszono je przez 5 min
w temperaturze pokojowej, w celu odparowania rozpuszczalnika, a nastepnie zanurzono w wodzie
przez 1 tydzieh w celu usuniecia porogenu. Otrzymane porowate skafoldy polimerowe z nanorurkami
cechujg sie lepszymi parametrami mechanicznymi w poréwnaniu do skafoldéw bez dodatku nanoru-
rek. Dodatkowo zaobserwowano za pomocg skaningowego mikroskopu elektronowego wydzielenia
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apatytowe na powierzchni nanorurek po inkubacji w SBF, co moze $wiadczy¢ o bioaktywnym charak-
terze wielosciennych nanorurek weglowych (MWCNT). Badania biologiczne na linii komérkowej oste-
oblastéw MG63 potwierdzity biozgodny charakter polilaktydu z MWCNT, czego dowodem jest wzrost
proliferacji komérek wraz z czasem hodowli osteoblastéw (od 1 do 7 dnia). Stopien proliferacji po
7 dniach hodowli byt najwyzszy dla kompozytu z 1% wag. MWCNT.

W publikacji “In vivo biocompatibility of ultra-short single-walled carbon nanotube/biodegradable
polymer nanocomposites for bone tissue engineering” (B. Sitharaman, X. Shi, X.F. Walboomers, H.
Liao, L.J. Wilson, A.G. Mikos, J.A. Jansen, V. Cuijpers. Bone 43 (2008) 362—370) opisano réwniez
metode otrzymywania skafoldow porowatych na bazie biodegradowalnych polimeréw (PPF i PF-DA)
(ang. poly(propylene fumarate) i propylene fumarate diacrylate) z ultrakrétkimi jednosciennymi nano-
rurkami (US-tube) do regeneracji tkanki kostnej. Stezenie US-tube w polimerze wynosito 0,5% wag.
Porowate skafoldy z nanorurkami (US-tube) otrzymywane byly metodg termicznego sieciowania,
a nastepnie wymywania porogenu (NaCl). Roztwér polimeru z US-tubes mieszano z 90%wag. NaCl
o wielkosci ziaren z przedziatu 300-500 pm. Otrzymane skafoldy implantowano do kosci oraz pod-
skornie krolikom. Odpowiedz tkanki na implant obserwowano za pomocg mikrotomografii komputero-
wej, badan histologicznych oraz histomorfometrii po 4 i 12 tygodniach od implantacji. Zaréwno w przy-
padku tkanki kostnej jak i miekkiej zaobserwowano korzystny wptyw US-tube na odpowiedz komérko-
wa. Po 12 tygodniach od implantacji zauwazono trzykrotnie lepsze wrastanie kosci w skafold zawiera-
jacy nanorurki niz w skafold bez nanorurek. Poza tym zaobserwowano redukcje stanu zapalnego
w przypadku skafoldéw modyfikowanych US-tube. Otrzymane przez autoréw wyniki sugerujg, ze
obecnos$¢ US-tube w skafoldach polimerowych moze dziata¢ bioaktywnie wspomagajgc osteogeneze.

Celem wynalazku jest opracowanie sposobu otrzymywania hybrydowego materiatu implanta-
cyjnego, ktéry charakteryzowatby sie jednoczesnie wtasciwosciami osteokonduktywnymi i osteoinduk-
tywnymi.

Sposoéb wedtug wynalazku polega na tym, ze z resorbowalnych polimeréw takich jak polilaktyd,
poliglikolid oraz ich kopolimery, zawierajgcych 0,5-2% wagowych funkcjonalizowanych nanorurek
weglowych (funkcjonalizacja w mieszaninie stezonych kwasow H,SO4:HNO3, w stosunku 3:1), wytwa-
rza sie znang metodg wymywania porogenu lub metodg fgczong, polegajgcg na wymywaniu porogenu
i spienianiu z zastosowaniem wodoroweglanu amonu (NH+sHCOs). Bardzo waznym etapem wytwarza-
nia ggbek polimerowych jest wtasciwa dyspersja nanorurek w matrycy polimerowej, ktérg prowadzi sie
w rozpuszczalniku (dichlorometan) stosujgc mieszadto ultradzwiekowe, a nastepnie w tak przygoto-
wanej zawiesinie rozpuszcza sie polimer i cato$¢ poddaje sie wielogodzinnej homogenizacji mecha-
nicznej. Otrzymane gabki z nanorurkami posiadajg wielkos¢ poréw od 50 do 400 um. W drugim etapie
gabki z nanorurkami poddaje sie infiltracji nanoproszkiem ceramicznym w postaci nanohydroksyapaty-
tu pochodzenia syntetycznego i naturalnego. W tym celu gabke z nanorurkami umieszcza sie jako
elektrode ujemna, w zawiesinie alkoholu etylowego i nanoproszku hydroksyapatytu o wielko$ci ziaren
od 30 nm do 200 nm i stezeniu od 1-2% wag., a nastepnie poddaje si¢ dziataniu statego pola elek-
trycznego o napieciu od 15 do 40 V w czasie od 0,5 do 5 minut az do uzyskania przyrostu wagi od 0,5
do 5%. Proces prowadzi sie¢ w temperaturze pokojowe;j.

Natadowane nanoczgstki poruszajg sie w polu elektrycznym, zgodnie z potencjatem w kierunku
elektrody ujemnej, ktérg stanowi porowaty materiat polimerowy modyfikowany nanorurkami.

Wykorzystanie sposobu elektroforetycznego do transportu nhanometrycznych czgstek hydroksy-
apatytowych do powierzchni i wnetrza porowatej matrycy polimerowej pozwala unikng¢ skomplikowa-
nych procesOw impregnacji proszkowych surowcéw ceramicznych, formowania wyrobu polimerowego,
zawierajgcego sktadnik ceramiczny i koniecznosci prowadzenia ztoZzonej procedury usuwania roz-
puszczalnikdw z mieszaniny polimerowo-ceramicznej przed samym formowaniem wyrobu.

Sposdb wedtug wynalazku pozwala na petng kontrole sktadu chemicznego produktu, uzyskanie
produktu o wysokiej czystosci chemicznej, homogenicznosci i zapewnia tatwo$¢ dalszej modyfikacji
sktadu koncowego produktéw.

Sposdb wedtug wynalazku pozwala na wytworzenie hybrydowej ggbki polimerowej, zawieraja-
cej dwa rézne sktadniki nanometryczne, ktére nadajg jej podwyzszong wytrzymato$é mechaniczng
i aktywnos¢ biologiczng tj. sg jednoczesnie osteokonduktywne i osteoinduktywne. Poprawa wytrzyma-
tosci mechanicznej ggbek nastepuje dzieki niewielkiej ilosci nanorurek weglowych wprowadzonych do
oshowy polimerowej, natomiast osteokonduktywnos$é gabki uzyskujg drogg resorpcji bioresorbowalnej
osnowy polimerowej, odstaniajgcej funkcjonalizowane nanorurki weglowe. Wyeksponowane na po-
wierzchnie nanorurki weglowe, w miejscu ubytku kostnego, aktywujg proces adhezji komérek mezen-
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chymalnych i promujg ich réznicowanie w osteoblasty. Obecno$¢ nanoczgstek hydroksyapatytowych
czyni te materiaty osteokonduktywnymi w procesie regeneracyjnym. Obecnos$¢ poréw w ggbce umoz-
liwia wrastanie naczyn krwionosnych, komérek i nowej tkanki.

Przyktad 1

Porowatg ggbke z polilaktydu otrzymuje sie metodg tgczong polegajacg na wymywaniu poroge-
nu i spienianiu z zastosowaniem wodoroweglanu amonu (NH4;HCO3). Waznym etapem wytwarzania
gabki jest wiasciwa dyspersja nanorurek w matrycy polimerowej. Prowadzi sie jg w rozpuszczalniku,
stosujgc mieszadto ultradzwiekowe, a nastepnie w przygotowanej mieszaninie rozpuszcza sie polimer
i catos¢ poddaje sie wielogodzinnej homogenizacji mechanicznej. Konieczna jest réwniez funkcjonali-
zacja nanorurek weglowych celem wytworzenia grup karboksylowych, ktérg prowadzi sie znang meto-
dg utleniania w mieszaninie kwaséw H,SO, i HNOs;.

Tak wytworzong gabke zawierajgca 1% wagowy nanorurek weglowych, w formie krazka o $rednicy
okoto 2 cm i grubosci 0,4 cm, o $redniej porowatosci 80% i wielkosci porow w zakresie 50 do 400 um
zanurza sie w zawiesinie alkoholu etylowego zawierajgcego 1,5% wagowych nanohydroksyapatytu
o $rednicy wynoszacej srednio 0,2 um. Nastepnie prowadzi sie proces elektroforezy przy napieciu
30 V w czasie 1 minuty. Odlegto$¢ pomiedzy elektrodg dodatnig a ggbka polimerowg stanowigcg elek-
trode ujemng wynosi 1,5 cm. Po przeprowadzeniu procesu nanoszenia elektroforetycznego otrzymane
probki hybrydowego biomateriatu przeptukuje sie woda destylowang i suszy w temperaturze pokojowej.

Przyktad 2

Gabke z polilaktydu zawierajgcg 1% wagowy nanorurek weglowych, uzyskang metodg wymy-
wania porogenu (ktérym jest NaCl) w ksztatcie kwadratowej ptytki prostopadtosciennej o boku 2 cm
i wysokosci 4 mm zawierajgcej pory w zakresie 50 do 400 um i porowatosci 85% zanurza sie w za-
wiesinie alkoholu etylowego zawierajgcego 1,5% wagowych nanohydroksyapatytu o Srednicy ziaren
wynoszacej $rednio 0,2 um. Proces elektroforezy prowadzi sie przy napieciu 15 V w czasie 2 minut.
Odlegtos¢ pomiedzy elektrodg dodatnig a ggbka polimerowg stanowigca elektrode ujemng wynosi 1,5 cm.
Po przeprowadzeniu procesu nanoszenia elektroforetycznego otrzymane prébki hybrydowego bioma-
teriatu przeptukuje sie wodg destylowang i suszy w temperaturze pokojowe;j.

Przyktad 3

Gabke z polilaktydu zawierajgcg 2% wagowy nanorurek weglowych, uzyskang metodg wymy-
wania porogenu (ktérym jest NaCl) w ksztatcie krgzka o srednicy 4 cm i grubosci 0,4 cm o wielkoSci
poréw w zakresie 50 do 400 um i porowatosci 70% zanurza sie w zawiesinie alkoholu etylowego za-
wierajgcego 2% wagowych nanohydroksyapatytu o Srednicy ziaren wynoszacej srednio 0,2 pm. Pro-
ces elektroforezy prowadzi sie przy napieciu 30 V w czasie 2 minut. Odlegto$¢ pomiedzy elektrodg
dodatnig a ggbka polimerowg stanowigcg elektrode ujemng wynosi 2 cm. Po przeprowadzeniu proce-
su nanoszenia elektroforetycznego otrzymane probki hybrydowego biomateriatu przeptukuje sie wodg
destylowang i suszy w temperaturze pokojowe;j.

Zastrzezenie patentowe

Sposdb otrzymywania bioaktywnych, resorbowalnych implantéw do leczenia ubytkéw kostnych,
polegajgcy na wytworzeniu ggbki polimerowej z resorbowalnych polimeréw takich jak polilaktyd, poli-
glikolid oraz ich kopolimery, modyfikowanej funkcjonalizowanymi nanorurkami weglowymi, oraz wyko-
rzystujgcy proces nanoszenia elektroforetycznego, znamienny tym, ze z resorbowalnych polimerdw,
zawierajgcych 0,5-2% wagowych funkcjonalizowanych nanorurek weglowych, wytwarza sie gabke
o wielkosci poréw od 50 do 400 um, po czym otrzymang strukture, w drugim etapie, poddaje sie im-
pregnacji za pomocg czastek nanohydroksyapatytu, umieszczajgc ggbke z nanorurkami, jako elektro-
de ujemng, w zawiesinie alkoholu etylowego i nanoproszku hydroksyapatytu o wielkosci ziaren od
30 nm do 200 nm i stezeniu od 1-2% wagowych, a nastepnie poddaje sie jg dziataniu statego pola
elektrycznego o napieciu od 15 do 40 V w czasie od 0,5 do 5 minut az do uzyskania przyrostu wagi od
0,5 do 5%, przy czym proces prowadzi sie w temperaturze pokojowe;.
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