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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku sg kompozyty polimerowo-ceramiczne znajdujgce zastosowanie w inzy-
nierii tkanki kostnej.

Przedmiotem wynalazku jest réwniez sposéb wytwarzania kompozytéw polimerowo-ceramicz-
nych.

Z literatury znane sg metody wytwarzania biokompozytéw polimerowo-ceramicznych z zastoso-
waniem hydroksyapatytu jako napetniacza oraz biopolimerdw takich jak polilaktyd i kopolimery laktydu
z glikolidem lub kaprolaktonem. W artykule Zhongkui Hong i innych pt.: Nano-composite of poly(l-lac-
tide) and surface grafted hydroxyapatite: Mechanical properties and biocompatibility (Biomaterials,
2005, 26(32), 6296-6304) opisano sposoéb wytwarzania nanokompozytéw poprzez szczepienie
poli(L-laktydu) do powierzchni czgstek nanohydroksyapatytu, a nastepnie wprowadzenie funkcjonalizo-
wanego hydroksyapatytu do matrycy polimerowej z poli(L-laktydu). Kompozyt poli(L-laktydu) z dodat-
kiem modyfikowanych powierzchniowo czgstek hydroksyapatytu ma lepsze wlasciwosci wytrzymato-
Sciowe niz czysty PLLA. Dodatkowo szczepienie makroczgsteczek PLLA do powierzchni HAP poprawia
adhezje na granicy faz pomiedzy czgstkami ceramicznymi i matryca polimerowa. Udowodniono, ze
obecnos$¢ modyfikowanego hydroksyapatytu w kompozycie zwieksza adhezje i proliferacje chondrocy-
téw na folii kompozytowe;j.

W publikacji Ignjatovi¢ N. i innych pt.: Synthesis and properties of hydroxyapatite/poly-L-
-lactide composite biomaterials (Biomaterials, 1999, 20(9), 809—816) autorzy opisujg chemiczng syn-
teze hydroksyapatytu i poli(L-laktydu) w celu wytworzenia biomateriatu kompozytowego Hap/PLLA me-
todg prasowania pod cisnieniem na zimno i gorgco. Wedtug autoréw takie biokompozyty znajdujg po-
tencjalne zastosowanie w implantologii.

W inzynierii tkankowej znane sg réwniez tréjwymiarowe, porowate rusztowania tkankowe (ska-
foldy). W publikacji Zhang P. i innych pt.: In vivo mineralization and osteogenesis of nanocomposite
scaffold of poly(lactide-co-glycolide) and hydroxyapatite surface-grafted with poly(l-lactide) (Biomate-
rials, 2009, 30(1), 58—70) przedstawiono sposob otrzymywania tréjwymiarowych porowatych skafoldéow
sktadajgcych sie z kopolimeru PLGA oraz z hydroksyapatytu powierzchniowo szczepionego poli(L-lak-
tydem) (g-HAP/PLGA). Kompozyty wytwarzano z zastosowaniem metody rozpuszczalnikowej. Badania
wykazaty, ze po modyfikacji powierzchniowej HAP zaobserwowano bardziej rownomierny rozktad mo-
dyfikowanych czgstek HAP w matrycy, ale mniejszg ekspozycje na wapn na powierzchni biokompozytu.
Badania implantacji domiesniowej wykazaty, iz skafoldy z modyfikowanym HAP sg bardziej stabilne niz
sama matryca PLGA oraz wykazujg podobng mineralizacje i biodegradowalno$¢ do kompozytu kontrol-
nego HAP/PLGA. Co wiecej, biokompozyt g-HAP/PLGA wykazuje szybka i wydajniejszg mineralizacje
oraz lepsze wiasciwos$ci osteokonduktywne, a wigczenie biatek morfogenetycznych kosci (BMP-2) mo-
gtoby wzmocni¢ proces osteogenny implantu kompozytowego.

Znanych jest wiele metod otrzymywania kompozytéw poli(L-laktydu) PLLA i poli(L-laktydu-co-gli-
kolidu) PLLGA z zastosowaniem hydroksypatytu jako napetniacza. Znane sg takze kompozyty PLLA
i PLLGA z hydroksyapatytem modyfikowanym poli(glikolem etylenowym) lub aminokwasem egzogen-
nym jakim jest L-lizyna. Z literatury znane sg takze materiaty apatytowe funkcjonalizowane tylko poli(gli-
kolem etylenowym) o r6znych ciezarach czgsteczkowych. W artykule Liu Q. i innych pt.: Surface modi-
fication of nanoapatite by grafting organic polymer (Biomaterials, 1998, 19(11-12), 1067-1072) autorzy
opracowali skuteczng metode modyfikacji powierzchni czgstek hydroksypatytu poli(glikolem etyleno-
wym) o ciezarze czgsteczkowym Mw = 1500 z uzyciem diizocyjanianiu heksametylenu jako czynnika
sprzegajgcego, jednoczesnie stwierdzajgc reaktywnosé powierzchniowych grup hydroksylowych hy-
droksyapatytu wzgledem grup izocyjanianowych. W publikacji Liuyun J. i innych pt.: Effect of I-lysine
assisted grafting for nano-hydroxyapatite on mechanical properties and in vitro bioactivity of poly(lactic
acid-co-glycolic acid) (J. Biomater. Appl., 30(6), 750-758, 2016) autorzy zaproponowali szczepienie
aminokwasu L-lizyny do powierzchni nanohydroksyapatytu w dimetyloformamidzie DMF. Nastepnie za-
proponowano sposob otrzymywania kompozytéw metodg rozpuszczalnikowg zawierajgcych matryce
poli(L-laktyd-co- glikolid) PLGA i 10% oraz 20% napetniacza w postaci nanohydroksyapatytu modyfiko-
wanego L-lizyng. Nie sg znane kompozyty polimerowo-ceramiczne, w ktérych czes¢ ceramiczng stano-
wig modyfikowane powierzchniowo czastki hydroksyapatytu i sposéb ich wytwarzania polegajacy na
szczepieniu czgsteczek poli(glikolu etylenowego) do powierzchni hydroksyapatytu za posrednictwem
L-lizyny.
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Z rosyjskiego opisu patentowego RU2631890 (C1) pt.: Polymer composite with shape memory
effect for 3D-printing of medical of medical equipment znane sg materiaty kompozytowe z pamiecig
ksztattu przeznaczone do druku 3D w zastosowaniach medycznych. Materiaty te sktadajg sie hydrok-
syapatytu o wielkosci czgstek od 100 do 1000 nm oraz polilaktydu i poli(glikolu etylenowego) oraz kilku
czesci wagowych srodka sieciujgcego. Kompozyty wedlug wynalazku RU2631890 (C1) charakteryzujg
sie usieciowang strukturg dla zachowania dobrych wiasciwosci mechanicznych. Materiat znajduje za-
stosowanie w technologii druku 3D do produkciji sprzetu medycznego.

Istniejg zastrzezone rozwigzania dotyczace otrzymywania kompozytéw hydroksyapatyt/polilak-
tyd. Miedzy innymi wynalazek numer KR101678956 (B1) pt.: Biodegradable composites for bone fixa-
tion using polylactide and hydroxyapatite manufacturing method thereof dotyczy biodegradowalnego
kompozytu do osteosyntezy z zastosowaniem polilaktydu PLA i hydroksyapatytu oraz sposéb ich otrzy-
mywania poprzez formowanie wtryskowe po kalcynowaniu hydroksyapatytu celem polepszenia jego
dyspergowalnosci. Materiat taki znajduje zastosowanie do przeszczepdw kosci w stomatologii oraz chi-
rurgii.

Dotychczas nie odkryto sposobu otrzymywania kompozytéw biopolimerowych z napetniaczem
bioceramicznym w postaci powierzchniowo modyfikowanych czgstek hydroksyapatytu aminokwasem
egzogennym jakim jest L-lizyna oraz pochodna poli(glikolu etylenowego) o masie czgsteczkowej 600
g/mol oraz 2000 g/mol.

Istotg rozwigzania wedtug wynalazku sg kompozyty polimerowo-ceramiczne charakteryzujgce sie
tym, ze sg to kompozyty, w ktorych matryce stanowig poli(L-laktyd) PLLA lub poli(L-laktyd-co-glikolid)
PLLGA, a fazg ceramiczng sg czastki hydroksyapatytu modyfikowanego aminokwasem egzogennym —
L-lizyng oraz pochodng poli(glikolu etylenowego) z karboksylowa grupg kofncowa o ciezarach czgstecz-
kowych 600 g/mol oraz 2000 g/mol szczepiong do powierzchni hydroksyapatytu za posrednictwem
L-lizyny, przy czym kompozyt zawiera napetniacz w ilosci 10% wag.

Istotg rozwigzania wedtug wynalazku jest réwniez sposob wytwarzania kompozytéw polimerowo-
-ceramicznych z poli(L-laktydu) PLLA i poli(L-laktydu-co-glikolidu) PLLGA oraz hydroksyapatytu mody-
fikowanego L-lizyng i pochodna poli(glikolu etylenowego) w postaci folii metodg rozpuszczalnikowg, po-
legajacy na tym, ze w pierwszym etapie przytgcza sie kowalencyjnie pochodng poli(glikolu etylenowego)
z karboksylowg grupa koncowa do pierwszorzedowych grup aminowych L-lizyny na powierzchni hy-
droksyapatytu z zastosowaniem czynnika sprzegajgcego 1,1’-karbonylodiimidazolu z utworzeniem wia-
zania amidowego a w drugim etapie do dyspersji modyfikowanych powierzchniowo czgstek HAP dodaje
sie roztwor poli(L-laktydu) lub poli(L-laktydu-co-glikolidu) w dichlorometanie i otrzymuje sie kompozyty
polimerowo-ceramiczne z zawarto$cig napetniacza w ilosci 10% wag.

Zaletg kompozytow polimerowo-ceramicznych sktadajgcych sie z powierzchniowo modyfikowa-
nych czastek hydroksyapatytu L-lizyng oraz pochodng poli(glikolu etylenowego) oraz matrycy poli(L-
-laktydu) lub poli(L-laktydu-co-glikolidu) jest to, Ze materiat taki nie jest toksyczny i moze byé z powo-
dzeniem wykorzystywany w dziedzinie inzynierii tkankowej do regeneraciji tkanek twardych. Istotne zna-
czenie ma zastosowanie L-lizyna, poniewaz L-lizyna wptywa na poprawe aktywnosci biologicznej ma-
teriatu, promuje adhezje osteoblastéw zwieksza ich aktywnos¢ proliferacyjng [Yoshikawa M., Kakigi H.,
Maeda H., Nishikawa L, Ikenaga H., Bone Formation in a Scaffold Composed of Cylindrical Hydroxya-
patite and Tryptophan- or Lysine-Coated Sponge in Vivo, J. Biomed. Sci. Eng., 2015, 8(6), 389-398]
jak réwniez potencjat osteogeniczny komdrek macierzystych kosci [Yoshikawa, M., Yasunori Shimo-
mura, Hideyuki Kakigi, Norimasa Tsuiji, Takayoshi Yabuuchi, Hiroyuki HayashiEffect of L-lysine in cul-
ture medium on nodule formation by bone marrow cells, J. Biomed. Sci. Eng., 2012, 5(10), 587-592] —
parametry istotne podczas regeneracji tkanki kostnej. Ponadto udowodniono, ze L-lizyna zwieksza mi-
neralng gestosc¢ kosci, przez co zmniejsza zachorowalnos¢ na osteoporoze [A. Jennings, A. MacGregor,
T. Spector, A. Cassidy, Amino Acid Intakes Are Associated With Bone Mineral Density and Prevalence
of Low Bone Mass in Women: Evidence From Discordant Monozygotic Twins, J. Bone Miner. Res. 2016,
31, 326-335]. Ponadto, szczepienie pochodnej poli(glikolu etylenowego) do czgstek hydroksyapatytu
za posrednictwem L-lizyny jest korzystniejsze w poréwnaniu do stosowanych czesto toksycznych czyn-
nikéw sprzegajgcych takich jak (3-Aminopropylo) trietoksysilan (APTS) czy diizocyjaninany. Zastoso-
wanie w modyfikacji czastek hydroksyapatytu pochodnej poli(glikolu etylenowego) z karboksylowg
grupg koncowa korzystnie wptywa na poprawe adhezji na granicy faz polimer i napetniacz. Poli(glikol
etylenowy) jest mieszalny z PLLA i PEG o odpowiednim ciezarze czgsteczkowym oraz jest znanym
plastyfikatorem PLLA [Kulinski Z., Piérkowska E, Crystallization, Structure and Properties of Plasticized
Poly(L-Lactide), Polymer, 2005, 46, 10290-10300, Chieng B.W., Ibrahim N., Zin W., Yunus W., Hussein
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M.Z., Plasticized poly(lactic acid) with low molecular weight poly(ethylene glycol): Mechanical, thermal,
and morphology properties, J. Appl. Polym. Sci., 2013, 130(6), 4576—4580]. Zaletg zastosowania
w kompozytach czastek hydroksyapatytu modyfikowanych powierzchniowo pochodnymi poli(glikolu ety-
lenowego) i L-lizyng jest to, ze modyfikowane czgstki wykazujg zaréwno efekt plastyfikujgcy i nukleu-
Jacy.

Przedmiot wynalazku zostat blizej przedstawiony w przykfadach jego wykonania.

Przykitad 1

Otrzymywanie kompozytu poli(L-laktydu) z napetniaczem w postaci hydroksyapatytu modyfiko-
wanego L-lizyng oraz poli(glikolem etylenowym) o ciezarze czgsteczkowym 600 g/mol:

W kolbie okragtodennej o pojemnosci 50 cm? zaopatrzonej w mieszadto magnetyczne umieszcza
sie 7,9 mg glikolu O-(2-karboksyetylo)-O’-metyloundekanoetylenowego o ciezarze czgsteczkowym 600
g/mol (PEG600), 2,8 mg 1,1-karbonylodiimidazolu (CDI) i dodaje sie 10 ml DCM. Uktad miesza sie na
mieszadle magnetycznym 2 h w temperaturze pokojowej w atmosferze argonu. Dysperguje sie 0,05 g
hydroksyapatytu funkcjonalizowanego L-lizyng w 5 cm3 DCM w czasie 5 minut z zastosowaniem ultra-
dzwiekow (parametry sonikacji: A = 0,5, cykl 0,5). Dyspersje dodaje sie do roztworu PEGu i CDI. Uktad
miesza sie 4 h w temperaturze pokojowej w atmosferze argonu. Tak przygotowang dyspersje dodaje
sie do roztworu 0,45 g PLLA w 10 ml DCM. Zawarto$c¢ kolby sonikuje sie 10 minut nastepnie miesza sie
10 minut na mieszadle magnetycznym i wylewa na szalke Petriego o srednicy 9 cm i pozostawia w tem-
peraturze pokojowej do odparowania rozpuszczalnika. Nastepnie kompozyt suszy sie w suszarce proz-
niowej w temperaturze 40°C przez 4 godziny. Temperatura Tg wyznaczona metodg DSC z krzywej chto-
dzenia zmierzonej z szybkoscig 10 K/min wynosi 43,7°C, temperatura krystalizacji ze stopu (T¢) wyzna-
czona z krzywej chtodzenia zmierzonej z szybkoscig 10 K/min wynosi 104,0°C, temperatura poczgtku
zimnej krystalizacji (Tc<c°"¢") wyznaczona z drugiego ogrzewania wynosi 76,5°C.

Przyktad 2

Otrzymywanie kompozytu poli(L-laktydu) z napetniaczem w postaci hydroksyapatytu modyfiko-
wanego L-lizyng oraz poli(glikolem etylenowym) o ciezarze czgsteczkowym 2000 g/mol.

W kolbie okragtodennej o pojemnosci 50 cm? zaopatrzonej w mieszadto magnetyczne umieszcza
sie 26,3 mg bursztynian glikolu monoetoksypolietylenowego o ciezarze czgsteczkowym 2000 g/mol
(PEG2000), 2,8 mg CDI i dodaje sie 10 ml DCM. Uktad miesza sie na mieszadle magnetycznym 2 h
w temperaturze pokojowej w atmosferze argonu. Dysperguje sie 0,05 g hydroksyapatytu funkcjonalizo-
wanego L-lizyng w 5 cm3 DCM w czasie 5 minut z zastosowaniem ultradzwiekéw (parametry sonikacji:
A =0,5, cykl 0,5). Dyspersje dodaje sie do roztworu PEGu i CDI. Uktad miesza sie 4 h w temperaturze
pokojowej w atmosferze argonu. Tak przygotowang dyspersje dodaje sie do roztworu 0,45 g PLLA
w 10 ml DCM. Zawartos¢ kolby sonikuje sie 10 minut nastepnie miesza sie 10 minut na mieszadle ma-
gnetycznym i wylewa na szalke Petriego o $rednicy 9 cm i pozostawia w temperaturze pokojowej do
odparowania rozpuszczalnika. Nastepnie kompozyt suszy sie w suszarce prozniowej w temperaturze
40°C przez 4 godziny. Temperatura Tg wyznaczona metodg DSC z krzywej chiodzenia zmierzonej
z szybkoscig 10 K/min wynosi 35,2°C, temperatura Tc wyznaczona z krzywej chtodzenia zmierzonej
z szybkoscig 10 K/min wynosi 108,2°C. Na krzywej DSC z drugiego ogrzewania nie wystepuje efekt
egzotermiczny zwigzany z zimng krystalizacjg, co potwierdza, ze PLLA wykrystalizowat podczas krysta-
lizacji ze stopu, poniewaz czastki hydroksyapatytu modyfikowane poli(glikolem etylenowym) o ciezarze
czgsteczkowym 2000 g/mol i L-lizyng efektywnie nukleujg krystalizacje PLLA ze stopu.

Przykiad 3

Otrzymywanie kompozytu z kopolimeru poli(L-laktydu-co-glikolidu) z napetniaczem z hydroksya-
patytu modyfikowanego L-lizyng oraz poli(glikolem etylenowym) o ciezarze czgsteczkowym 600 g/mol.

W kolbie okragtodennej o pojemnosci 50 cm? zaopatrzonej w mieszadto magnetyczne umieszcza
sie 7,9 mg glikolu O-(2-karboksyetylo)-O’-metyloundekanoetylenowego o ciezarze czgsteczkowym
600 g/mol (PEG600), 2,8 mg CDI i dodaje sie 10 ml DCM. Uktad miesza sie na mieszadle magnetycz-
nym 2 h w temperaturze pokojowej w atmosferze argonu. Dysperguje sie 0,05 g hydroksyapatytu funk-
cjonalizowanego L-lizyng w 5 cm® DCM w czasie 5 minut z zastosowaniem ultradzwiekéw (parametry
sonikacji: A = 0,5, cykl 0,5). Dyspersje dodaje sie do roztworu PEGu i CDI. Uktad miesza sie 4 h w tem-
peraturze pokojowej w atmosferze argonu. Tak przygotowang dyspersje dodaje sie do roztworu 0,45 g
PLLGA w 10 ml DCM. Zawarto$¢ kolby sonikuje sie 10 minut nastepnie miesza sie 10 minut na miesza-
dle magnetycznym i wylewa na szalke Petriego o srednicy 9 cm i pozostawia w temperaturze pokojowej
do odparowania rozpuszczalnika. Nastepnie kompozyt suszy sie w suszarce prozniowej w temperaturze
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40°C przez 4 godziny. Temperatura Tg wyznaczona metodg DSC z krzywej chiodzenia zmierzonej
z szybkoscig 10 K/min wynosi 47,0°C. Na krzywej chtodzenia nie wystepuje efekt egzotermiczny zwig-
zany z krystalizacjg ze stopu, co oznacza, ze PLLGA w obecnosci czgstek hydroksyapatytu modyfiko-
wanych L-lizyng i poli(glikolem etylenowym) o ciezarze czgsteczkowym 600 g/mol nie krystalizuje ze
stopu podczas chtodzenia z szybkoscig 10 K/min. Temperatura poczatku zimnej krystalizacji (T cco"set)
wyznaczona z drugiego ogrzewania wynosi 98,4°C. Obecnos¢ efektu egzotermicznego zwigzanego
z zimna krystalizacjg wskazuje, ze hydroksyapatyt modyfikowany L-lizyng i poli(glikolem etylenowym)
o ciezarze czgsteczkowym 600 g/mol nukleuje zimng krystalizacje PLLGA.

Przykiad 4

Otrzymywanie kompozytu z kopolimeru poli(L-laktydu-co-glikolidu) z napetniaczem z hydroksya-
patytu modyfikowanego L-lizyng oraz poli(glikolem etylenowym) o cigzarze czgsteczkowym 2000 g/mol.

W kolbie okragtodennej o pojemnosci 50 cm? zaopatrzonej w mieszadto magnetyczne umieszcza
sie 26,3 mg bursztynian glikolu monoetoksypolietylenowego o ciezarze czasteczkowym 2000 g/mol
(PEG2000), 2,8 mg CDI i dodaje sie¢ 10 ml DCM. Uktad miesza sie na mieszadle magnetycznym 2 h
w temperaturze pokojowej w atmosferze argonu. Dysperguje sie 0,05 g hydroksyapatytu funkcjonalizo-
wanego L-lizyng w 5 cm® DCM w czasie 5 minut z zastosowaniem ultradzwiekéw (parametry sonikacji:
A = 0,5, cykl 0,5). Dyspersje dodaje sie do roztworu PEGu i CDI. Uktad miesza sie 4 h w temperaturze
pokojowej w atmosferze argonu. Tak przygotowang dyspersje dodaje sie do roztworu 0,45 g PLLGA
w 10 ml DCM. Zawartos$¢ kolby sonikuje sie 10 minut nastepnie miesza sie 10 minut na mieszadle ma-
gnetycznym i wylewa na szalke Petriego o $rednicy 9 cm i pozostawia w temperaturze pokojowej do
odparowania rozpuszczalnika. Nastepnie kompozyt suszy sie w suszarce prézniowej w temperaturze
40°C przez 4 godziny. Temperatura Tg wyznaczona metodg DSC z krzywej chiodzenia zmierzonej
z szybkoscig 10 K/min wynosi 28,7°C. Temperatura krystalizacji PLLGA ze stopu (T¢) wyznaczona
z krzywej chfodzenia zmierzonej z szybkoscig 10 K/min wynosi 100,9°C, temperatura poczgtku zimnej
krystalizacji (Tcc°"s®t) wyznaczona z drugiego ogrzewania wynosi 86,7°C.

Zastrzezenia patentowe

1. Kompozyty polimerowo-ceramiczne znamienne tym, ze matryce stanowi poli(L-laktyd) PLLA
lub poli(L-laktyd-co-glikolid) PLLGA, a fazg ceramiczng sg czastki hydroksyapatytu modyfiko-
wane powierzchniowo pochodng poli(glikolu etylenowego) z karboksylowg grupg koncowag
o ciezarach czgsteczkowych 600 g/mol oraz 2000 g/mol szczepiong do powierzchni hydrok-
syapatytu za posrednictwem L-lizyny, przy czym kompozyt zawiera napetniacz w ilosci 10%
wagowych.

2. Sposob wytwarzania kompozytow polimerowo-ceramicznych z poli(L-laktydu) PLLA i poli(L-
-laktydu-co-glikolidu) PLLGA oraz hydroksyapatytu modyfikowanego L-lizyng i pochodng
poli(glikolu etylenowego) w postaci folii metodg rozpuszczalnikowg, znamienny tym, ze
w pierwszym etapie przytgcza sie kowalencyjnie pochodna poli(glikolu etylenowego) z karbok-
sylowg grupg koncowg do pierwszorzedowych grup aminowych L-lizyny na powierzchni hy-
droksyapatytu z zastosowaniem czynnika sprzegajacego 1,1’-karbonylodiimidazolu z utwo-
rzeniem wigzania amidowego a w drugim etapie do dyspersji modyfikowanych powierzch-
niowo czgstek HAP dodaje sie roztwor poli(L-laktydu) lub poli(L-laktydu-co-glikolidu) w dichlo-
rometanie i otrzymuje sie kompozyty polimerowo-ceramiczne z zawartoscig napetniacza w ilo-
sci 10% wagowych.
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