Sposoéb wytwarzania implantu kostnego i implant kostny.

Przedmiotem wynalazku jest spos6b wytwarzania implantu kostnego majg-
cego postaC struktury nosnej pokrytej przynajmniej czesciowo syntetycznym
hydroksyapatytem oraz implant kostny, znajdujgcy zastosowanie w ortopedii,
chirurgii urazowej (traumatologii) implantologii regeneracyjnej, ktéry umozliwia lub

przyspiesza regeneracje tkanki kostne;.

W medycynie, a w szczegélnosci w ortopedii, stomatologii i traumatologii,
oraz w leczeniu ubytkéw kosci spowodowanych usunieciem nowotworu, wykorzys-
tuje sie implanty, zwane réwniez rusztowaniami dla regeneracji tkanki kostnej
(ang. scaffold) w celu przyspieszenia, lub umozliwienia odtworzenia przez
organizm, tkanki kostnej utraconej w wyniku urazu, operacji wyciecia nowotworu,
operacji ortopedycznej, chirurgii stomatologicznej, usuniecia zeba, innych przy-
czyn, lub tez poprawienie estetyki. Do wytworzenia takich implantéw wykorzystuje
sig réznego rodzaju biomateriaty syntetyczne (metale, ceramiki, tworzywa sztucz-
ne - polimerowe, kompozyty), jak i materialy pochodzenia naturalnego. Musza one
spetnia¢ wiele warunkéw, m.in. brak toksycznosci dla organizmu, zapetnienie
objetosci po brakujacej kosci i odpowiednie wiasciwo$ci mechaniczne. Szcze-
golnie cenng cechg takich materiatéw jest ich bio-resorbowalno$é.

Obecnie istnieje wiele metod leczenia niewielkich ubytkow w koséci, lecz nadal nie
znaleziono rozwigzania w przypadku duzych ubytkéw tkankowych (tzw. ubytkéw
krytycznych). Aby wypetni¢ ubytek i utatwi¢ aktywna regeneracje kostng nalezy
wykonac rusztowanie (implant) wypetniajacy przestrzen ubytku oraz przenoszacy
obcigzenia mechaniczne, dzieki ktdéremu tkanka kostna stopniowo wypetnia
przestrzen luki. Korzystne jest, aby z czasem implant zostat zresorobowany,
a cata przestrzen luki wypetnita sie nowa tkankg kostng. Dodatkowym kryterium
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jest zapewnienie przeptywu substancji odzywczych i komérek wraz z krwig przez
materiat rusztowania. Aby przyspieszy¢ odbudowe znacznego ubytku tkanki
stosuje sie modyfikacje powierzchni implantu.

Dla skutecznosci implantéw kostnych istotng role petnig warstwy powierzchniowe
zawierajgce fosforany wapnia. W kosci naturalnej nawet 70% (w zaleznosci od
rodzaju tkanki kostnej) stanowi cze$¢ nieorganiczna, w duzej czesci sktadajaca sie
z odktadanego w postaci krysztatdbw hydroksyapatytu. Hydroksyapatyt
Cao(PO4)s(OH); jest jednym z gtéwnych sktadnikéw mineralnych w ciele ludzkim.
Odpowiada za twardos¢ oraz wytrzymatos¢ kosci i zeboéw. W organizmie hydro-
ksyapatyt wystepuje w postaci krysztatéw o strukturze ptytkowe i o grubosci 2 nm,
szerokoSci 25 nm i diugosci 50 nm [M. Sadat-Shojai, M.-T. Khorasani,
E. Dinpanah-Khoshdargi, A.Jamshidi ,Synthesis methods for nanosized hydroxy-
apatite with diverse structures”, Acta Biomaterialia, Vol. 9, 2013, str. 7591-7621].
Jest on materiatem szeroko stosowanym w ortopedii, chirurgii szczekowo-twarzo-
wej iimplantologicznej, miedzy innymi do wytwarzania warstw na implantach
stuzgcych regeneracji kostne;.

Nowe mozliwosci przy$pieszenia lub umozliwienia regeneracji tkanki kostnej stwa-
rza nanotechnologia, w ktorej wtasciwosci znanych materiatdw zmieniajg sie
w sposéb czesto zaskakujgcy wraz ze zmiang rozmiaru materiatu w zakresie od 1
do 100 nm.

W publikacji WO2011/022642 ujawniono pokrycia implantéw kostnych porowatg
warstwg sktadajgca sie z hydroksyapatytu i dwutlenku cynku, przy czym majgq one
rozmiar wiekszy niz 50 nm.

W publikacji WO 2013/112743 opisano implant z wyspami hydroksyapatytu
o Sredniej grubosci 45-70 nm, przy czym brak tam informacji o wielko$ci nanoczg-
stek hydroksapatytu i jego stosunku molowym wapnia do fosforu.

W opisie patentowym US6129928 przedstawiono warstwy fosforanéow wapnia o
nieokre$lonej nanostrukturze i o grubosci 2-30 pm, naniesione na implantach me-
talicznych. Wada ujawnionej tam metody pokrywania tych implantéw jest wieloeta-
powos¢ procesu wytwarzania oraz znaczna grubo$¢ otrzymywanych warstw.

W opisie patentowym US5441536 ujawniono metode wytwarzania warstw hydro-
ksyapatytu na implantach medycznych poprzez obrébke hydrotermalng w tempe-
raturach ponad 100°C, natomiast nie podano struktury powstatych warstw.
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Wytworzone ta metodg pokrycia charakteryzuje $rednia grubosé 50 pym i skion-
no$¢ do delaminaciji przy obcigzeniu.

W publikacji WO 2002/078759 opisano bioaktywng warstwe ztozong z réznych faz
fosforanowo-wapniowych. W skifad tej warstwy wchodzg amorficzne i nanokrysta-
liczne fosforany wapnia tworzace porowatg warstwe o grubosci od 0,1 do 50 ym
i 0 gestosci poréw wynoszacej od 10* do 10%/mm? Taka warstwa moze byé
Zzrédtem jonow wapnia potrzebnych do aktywnej odbudowy kosci. Stosunek
wapnia do fosforu na catej powierzchni podifoza wynosi od 0,5 do 2. Wadg opisa-
nej warstwy jest konieczno$¢ wytworzenia w niej poréw. Publikacja sygnalizuje
obecnosé w warstwie nano-krystalicznego hydroksyapatytu, nie sg jednak podane
wazne w nanotechnologii dane takie jak wielkoS¢ i rozktad wielkosci krystalitéw
oraz ich struktura. Oprécz tego, fosforki wapnia i hydorksyapatyt stanowig jedynie
od 1 do 40% pokrycia. Brak tez informacji o pokrywaniu rusztowan porowatych.
Publikacja numer CN101703798 ujawnia pokrycie wytworzone metodg wytadowa-
nia elektrostatycznego. Otrzymana w taki sposéb warstwa sktada sie z nanoczg-
stek hydroksyapatytu w ilosci od 70 do 90% oraz dodatku wtdkien jedwabnych w
iloéci od 10 do 30% wagowych. Nie podano natomiast ani grubo$é warstwy ani jej
struktury.

Publikacja US2011/0281127 ujawnia sposéb wywarzania warstwy hydroksyapaty-
tu o grubosci od 30 do 50 nm. Optymalng biokompatybilno$¢, potwierdzong w tes-
tach komérkowych, wykazuja warstwy ztozone z czastek o $rednicy ponizej
50 nm, korzystnie 30 nm. Nie pokazano jednak faktycznej skutecznosci takich
warstw.

Przegladowy artykut S.R.Paital i N.Dahore ,Calcium phosphate coatings for bio-
implant applications: Materials, performance factors, and methodologies”, [Mate-
rials Science and Engineering R 66 (2009) 1-70] opisuje rézne metody wytwa-
rzania warstw fosforanéw wapnia na implantach do regeneracji kosci, gtéwnie
metalowych, szczegdlnie stopach tytanu. Publikacja ta ujawnia miedzy innymi na-
noszenie z fazy gazowej z rodziny metod PVD (ang. Physical Vapour Deposition)
lub CVD (ang. Chemical Vapour Deposition), na przyktad metoda IBAD (ang. lon
Beam Assisted Deposition) wykorzystujgca wigzke jonowg. Opisane sg tam takze
procesy natryskiwania plazmowego (ang. Plasma Spray Deposition), technologie
laserowe PLD (ang. Pulsed Laser Deposition), nanoszenia elektroforetycznego,
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obrébki jarzeniowej np. MAO (ang. Micro-arc oxidation), osadzanie rozpylonych
atoméw/jondw w polu magnetycznym (ang. Magnetron Sputtering Deposition),
Direct laser melting, metoda zol-zel, a takze wytwarzanie warstw w roztworach
symulujgcych plyny fizjologiczne (ang. Simulated Body Fluid — SBF). Wiele z tych
metod mozna stosowacé jedynie do wytwarzania warstw na materiatach odpornych
na temperatury powyzej 200°C, co wyklucza ich zastosowanie dla wiekszosci
tworzyw sztucznych. Z wyzej wymienionych jedynie metoda PVD, zol-zel i wyko-
rzystujgca ptyny SBF moga byé stosowane w temperaturach ponizej 200°C.
W przypadku dwéch ostatnich metod wymagana jest dodatkowo aktywacja powie-
rzchni materiatu, aby pdzniejszy proces zarodkowania przebiegat efektywniej,
a takze aby wzmocni¢ potgczenie miedzy podtozem a hydroksyapatytem.

Przyktad wykorzystania metody napylania plazmowego do pokrywania implantéw
z tworzywa sztucznego ujawniono w publikacji W02012/110816. Metoda ta polega
na wytworzeniu warstwy przejsciowej, na przyktad tytanowej, a nastepnie nanie-
sieniu kolejnej warstwy z materiatu polimerowego lub ceramicznego, na przyktad
hydroksyapatytu. Materiat podtoza musi by¢ odporny na temperatury powyzej 200-
250°C (np. PEEK, PAEK, poliamid). Warstwa zewnetrzna, hydroksyapatytu moze
by¢ nanoszona metoda napylania plazmowego lub galwanicznie. Zaletg tej
metody jest dobra przyczepno$¢ warstw do podioza, natomiast jej wadg jest
koniecznos¢ uzycia posredniej warstwy metalicznej i temperatura procesu wieksza
niz 200°C. Brak informacji o grubosci i strukturze tej warstwy.

Innym sposobem wytwarzania warstwy hydroksyapatytu jest tzw. metoda ,wars-
twa po warstwie” (ang. layer by layer — LBL). Takim sposobem wytworzono
warstwy kompozytowe sktadajgce sie z warstw chitozanu z hydroksyapatytem
naprzemiennie z warstwa polikwasu akrylowego (PAA). Taka metode ujawniono w
publikacji N.Shah, J.Hong et al. ,Osteophilic multilayer coatings for accelerated
bone tissue growt” [Adv Mater. 15 maja 2012; 24(11): str.1445-50], przy czym
dodatkowo stosowano warstwe zawierajgcg czynniki wzrostu takie jak rhBMP-2.
Zaletg tej metody jest mozliwo$¢ otrzymania homogenicznej warstwy, zawierajgcej
takze réznego rodzaju substancje aktywne. Proces jest prowadzony w tempera-
turze pokojowej. Dla zastosowania w skali przemystowej istnieje koniecznos¢ wie-
lokrotnego zamaczania materiatu w roztworach. Wydtuza to znacznie czas trwania

procesu i zwieksza mozliwosci wprowadzania zanieczyszczen. Publikacja
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S.Goodman, Z.Yao , The future of biologic coatings for orthopaedic implants” [Bio-
materials Vol.34, Issue 13 kwietnia 2013, str. 3174—-3183] ujawnia problem niewy-
starczajacej wytrzymatosci mechanicznej potaczenia takiej warstwy z podtozem.

W publikacji A.Oyane, C.Choong, J.Triffitt ,Simple surface modification of
poly(e-caprolactone) for apatite deposition from simulated body fluid” [Bioma-
terials, Vol. 26, Issue 15 maja 2005, str. 2407—2413] opisano sposéb wytwarzania
warstwy hydroksyapatytu przez jej wytragcanie w roztworze symulujgcym plyny
fizjologiczne ludzkiego ciata. Materiatem pokrywanym jest rusztowanie z polikapro-
laktonu (PCL), wytworzone technikg drukowania tréjwymiarowego (ang. Fused
Deposition Modeling, FDM). Rusztowanie zostato zanurzone dodatkowo w rozt-
worze SBF na 14 dni, w czasie ktérych narastata warstwa fosforanu wapnia. Uzys-
kana warstwa skfada sie z hydroksyapatytu. Podobna technike opisano w pracy
T.Kokubo ,Formation of biologically active bone-like apatite on metals and
polymers by a biomimetic process”, [Thermochimica Acta, Vol. 280-281, lipiec
1996, str. 479-490]. Wadg tej metody jest diugi czas procesu, a takze stabe wigza-
nie pomiedzy polimerem a ceramikg. Na mikrofotografii SEM widoczne sg pek-
nigcia warstwy i jej ubytki w miejscu odpadniecia warstwy od podioza. Wykorzys-
tanie tej samej metody ujawnia opis patentowy US8075562. Przedstawiono tam
otrzymywanie warstw na podfozu polimerowym za pomocg zamaczania materiatu
przeznaczonego do pokrycia w roztworze symulujgcym ptyny fizjologiczne (SBF) z
dodatkiem substancji stymulujgcych wzrost kosci (ang. growth factors), na przy-
ktad proteiny e-BMP 2, oraz gotowy implant w postaci polimerowej $ruby pokryte;
warstwg hydroksyapatytu. Ujawniona technologia daje homogeniczng warstwe,
ktéra zawiera chemicznie zwigzane z hydroksyapatytem czynniki wzrostu. Niedo-
godnoscig tej technologii jest konieczno$¢é zamaczania materiatu pokrywanego w
Kilku réznych roztworach idtugi czas otrzymywania warstwy. Brak informacji
o strukturze nanoczgstek i warstw.

Publikacja EP2251049 ujawnia spos6éb wytwarzania na metalowym podiozu
warstwy hydroksyapatytu, ktéra sktada sie z kolagenu, fosforanu wapnia (hydro-
ksyapatytu) oraz ewentualnie czynnikéw wzrostu. Wedtug tego sposobu przezna-
czone do pokrycia metalowe podtoze wktada sie do cieczy zawierajgcej kolagen,
lub pokrywa sie kroplami takiej cieczy. Nastepnie usuwa sie nadmiar kolagenu

i zanurza podioze w metastabilnym roztworze zawierajgcym jony wapniowe
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i fosforanowe, w wyniku czego wytrgcajg sie fosforany wapnia. Niedogodnoécig
tego rozwigzania jest diugi czas wytwarzania powloki, czyli minimum 12 godzin
zamaczania w roztworze z jonami wapnia i fosforu, dwie godziny mrozenia
i kilkugodzinny etap liofilizacji. Takze tutaj brak informacji o strukturze warstwy
i czgsteczek.

Zblizong technologie ujawnia opis patentowy US6280789. Przedstawiono w nim
wytwarzanie pokry¢ hydroksyapatytowych na powierzchni implantow metalicznych
i ceramicznych. Materiat podtoza zanurzany jest w roztworze zawierajacym jony
wapnia, fosforanowe i wodoroweglanowe, o odczynie pH w zakresie od 6,8 do 8.
Roztwér ten podgrzewany jest do temperatury pomiedzy 50 a 80°C, co wywotuje
wzrost odczynu pH i wytrgcanie sie hydroksyapatytu z domieszkg jonéw wodoro-
weglanowych. Wytrgcone krystality hydroksyapatytu majg dtugo$¢ od 10 do 40 nm
i szeroko$s¢ od 3 do 10 nm. Zaletg tej metody jest krotki czas trwania procesu,
natomiast stosunkowo wysoka jest temperatura procesu, ktéra uniemozliwia zas-
tosowanie tej metody do podtozy polimerowych, szczegélnie tych o niskiej tempe-
raturze miekniecia i stabej odpornosci chemicznej.

Znane sg takze technologie wytwarzania warstw wykorzystujgce energie ultra-
dzwiekow. Opis patentowy US7896539 ujawnia pokrywania lekami lub polimerami
stentoéw (implantéw przywracajacych droznosci naczyn krwionosnych) przy uzyciu
dyszy ultradzwiekowej stuzgcej do rozpylania materiatu pokryciowego. Brak nato-
miast mozliwosci jednolitego pokrycia podtozy o strukturze porowatej i brak nawet
sugestii 0 mozliwosci pokrywania nanaoczgstkami hydroksyapatytu.

W publikacji WO2007/127193 opisano otrzymywanie warstw na powierzchni
implantéw medycznych za pomocg elektrostatycznego nanoszenia rozpylanego
materiatu. Jednakze ograniczone jest ono jedynie do pokrywania materiatéw prze-
wodzacych prad lub pokrytych wstepnie dodatkowa warstwg przewodzaca.
Dodatkowo trudne lub niemozliwe jest pokrycie tym sposobem catej objetosci
materiatu 0 matym rozmiarze poréw i o skomplikowanej geometrii. Brak tez nawet
sugestii 0 mozliwo$ci pokrywania nanaoczastkami hydroksyapatytu.

Wiele z tworzyw sztucznych uzywanych jako implanty do regeneracji tkanki
kostnej to materiaty termoplastyczne, co umozliwia ich formowanie przez wytta-
czanie lub wtryskiwanie. Temperatury, w ktérych mozna formowa¢ takie materiaty

sg czesto w granicach 100°C, a nawet nizsze. Na przykfad temperatura miekniecia
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polikaprolaktonu wynosi okoto 60°C. Z tego powodu proces nanoszenia warstwy
na implant z takiego materiatu wymaga temperatur nizszych od temperatury
migkniecia, aby zapobiec jego znieksztatceniu lub zniszczeniu. Publikacja
US2011/097957 opisuje metode ultradzwickowego nanoszenia tlenkéw metali
(CuO, ZnO, MgO) na tkaniny, w celu nadania im wiasciwosci antybakteryjnych,
za$ publikacja US 2011/300767 ujawnia sposob ultradzwiekowego przyczepiana
do tkanin proteinowych mikrosfer zawierajacych substancje, np. lecznicza, ktora
nastepnie uwalnia sie do otoczenia. Obie publikacje nie zawierajg natomiast zad-
nych wskazéwek dotyczacych pokrywania implantéw kostnych hydroksyapatytem.
W publikacji JP2013022234 ujawniono wytworzenie warstwy hydroksyapatytu na
podtozu z materiatu termoplastycznego poprzez naniesienie na to podtoze czastek
hydroksyapatytu, ktére wtapiajg sie w nie po podgrzaniu catosci powyzej tempe-
ratury miekniecia. Skuteczno$¢ pokrycia sprawdza sie poddajgc pokrycie dziataniu
ultradzwiekdéw o czestotliwosci 38 KHz przez okres 10 minut, czyli w tym rozwig-
zaniu ultradzwieki nie sg elementem procesu pokrywania. Brak informacji o nano-
strukturze stosowanego hydroksyapatytu.

W publikacji KR101005499 ujawniono sposob utwardzania powierzchni trojwymia-
rowych stentdéw oraz nanoszenia na ich powierzchnie substancji leczniczych
poprzez ultradzwickowe wytwarzanie kawitacji w cieczy, w ktorej zanurzony jest
stent. Takze w tym rozwigzaniu brak jest wskazéwek dotyczacych wykorzystania
ultradzwiekéw do wywarzania warstw hydroksyapatytowych.

Polskie zgtoszenie patentowe numer P.396906 ujawnia nanoptytki z syntetyczne-
go hydroksyapatytu o strukturze heksagonalnej i o $redniej wielkosci ziarna mie-
szczgcym sie z zakresie od 3 do 30 nm. Stosunek molowy wapnia do fosforu
(Ca/P) w tych nanoptytkach miesci sie w przedziale od 1,55 do 1,65. Ujawniony
nanoproszek przeznaczony jest do wypetniania niepozgdanych luk w tkance kost-
nej, brak jest natomiast we wspomnianym zgtoszeniu jakichkolwiek wskazéwek do
zastosowania takiego nanoproszku do wytwarzania implantéw oraz warstw na
implantach.

Polskie zgtoszenie patentowe numer P.399701 ujawnia implant kostny utworzony
Ze sprasowanego pod wysokim ci$nieniem nanoproszku z syntetycznego hydro-
ksyapatutu o strukturze heksagonalnej, ktérego $redni rozmiar ziarna wynosi od 3

do 30 nm a powierzchnia wiasciwa jest wieksza niz 200 m?g. Zgtoszenie to nie
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zawiera natomiast zadnych wskazéwek dotyczgcych trwatego pokrywania tym
proszkiem przestrzennych implantéw kostnych, zwtaszcza o duzej elastyczno$ci.
W publikacji 1.Salma i wsp ,First results of the bone tissue morphological evalu-
ation after implantation of new polymer and tricalcium phosphate scaffolds coated
with resorbable nano hydroxyapatite”. [Journal of Tissue Engineering and Regene-
rative Medicine 8, 409-410] ujawniono efekty prob pokrywania nano-hydroksy-
apatytem porowatych scaffoldow z wykorzystaniem ultradzwiekdéw. Jednakze pu-
blikacja ta nie ujawnia zadnych szczegétéw tego pokrywania oraz witasciwosci
uzyskanego pokrycia, podczas gdy powszechnie wiadomo, ze w nanotechnologii
wiasciwosci nanoczgstek bardzo silnie zaleza od ich rozmiaru, ksztattu, skiadu
chemicznego molekut przymocowanych do ich powierzchni oraz ich wewnetrzne;j
struktury.

W publikacji A.Kedzierskiej i wsp. ,Ultrasonic coating technique of a polymer
scaffold for bone implant applications” [European Cells and Materials, Vol. 26,
Suppl. 2, 2013, str. 17] opisane s3a rusztowania do regeneracji tkanki kostnej
wykonane przez naniesienie na polimerowe rusztowanie warstwy nano-hydroksy-
apatytu o strukturze ptytkowej i rozmiarach od § do 30 nm, z wykorzystaniem
ultradzwiekéw. Publikacja ta nie zawiera natomiast informacji dotyczacych sktadu
chemicznego wykorzystanego hydroksyapatytu i zjawisk fizycznych zachodzgcych
podczas dziatania ultradzwiekéw oraz ewentualnego wptywu uzyskanej struktury
na proces regeneracji tkanki kostnej. Jest to o tyle istotne, ze przecietny specja-
lista zajmujgcy sie procesami jakie zachodzg, gdy rozmiar czastek materii jest
mniejszy niz 100 nm, wie ze zjawiska te sg bardzo trudno przewidywalne i bardzo
silnie zalezg od rozmiaru nanostruktur, gdyz ta sama z punktu widzenia chemicz-
nego i fizycznego substancja przy rozmiarze czgstek wynoszgcym 70 nm moze
mie¢ wtasciwosci diametralnie rézne od tych obserwowanych dla czgstek o roz-
miarze 20 nm.

Celem wynalazku byto uzyskanie implantu kostnego efektywnie stymulujg-
cego wzrost tkanki kostnej oraz szybkiego i prostego sposobu wytwarzania takich
implantéw.

Cel ten realizuje sposéb wedlug wynalazku polegajacy na nanoszeniu na
strukture nosng syntetycznego hydroksyapatytu w wyniku zanurzenia tej struktury
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w cieczy bedacej zrédlem tego hydroksyapatytu. Charakteryzuje sie tym, ze
najpierw strukture nodng implantu zanurza sie w zawiesinie, ktérg tworzg ciekta faza
rozpraszajgca, korzystnie woda, oraz faza rozpraszana w postaci ziaren synte-
tycznego hydroksyapatytu, przy czym $redni rozmiar tych ziaren jest nie wigkszy niz
100 nm, korzystnie nie wickszy niz 30 nm. Nastepnie w czesci zawiesiny kontaktu-
jacej sie ze strukturg no$ng implantu wywotuje sie zjawisko kawitacji.

W jednym z wariantéw sposobu wedtug wynalazku do wytworzenia fazy rozpra-
szanej zawiesiny stosuje sie ziarna hydroksyapatytu zawierajgce wode struktu-
ralng w ilosci od 2 do 6% wagowych.

W innym wariancie sposobu wedtug wynalzku stosunek molowy wapnia do fosforu
(Ca/P) w ziarnach hydroksyapatytu tworzacych faze rozpraszang zawiesiny jest
wiekszy niz 1,55 i mniejszy niz 1,67.

W innym wariancie sposobu wediug wynalazku stan kawitacji wywotuje sie przy
pomocy obiektu zanurzanego w zawiesinie w poblizu struktury nosnej implantu
i wprawianego w drgania o czestotliwosci z zakresu od 18 do 40 kHz, korzystnie
o czestotliwosci 20 kHz.

W innym wariancie sposobu wedtug wynalazku obiekt zanurzany w zawiesinie ma
wprawiang w drgania powierzchnie czotowg. W trakcie wytwarzania stanu kawi-
tacji odlegto$¢ powierzchni czotowej tego obiektu od powierzchni struktury nosnej
implantu wynosi nie wiecej niz 200% $rednicy jego powierzchni czotowej, korzyst-
nie okoto 100% tej Srednicy.

W innym wariancie sposobu wedtug wynalazku udziat wagowy fazy rozpraszanej
w zawiesinie wynosi od 0,01% do 2%, korzystnie wynosi od 0,1% do 0,5%.

W innym wariancie sposobu wediug wynalazku temperatura zawiesiny nie prze-
kracza 100°C, korzystnie nie przekracza 40°C.

W jeszcze innym wariancie sposobu wediug wynalazku czas trwania stanu
kawitacji miesci sie w zakresie od 1 minuty do 30 minut i korzystnie nie przekracza
15 minut.

Implant wedtug wynalazku ma strukture no$ng pokrytg przynajmniej czesciowo
syntetycznym hydroksyapatytem. Charakteryzuje sie tym, ze syntetyczny hydro-
ksyapatyt tworzgcy pokrycie struktury no$nej ma posta¢ ziaren o srednim roz-
miarze nie wiekszym niz 100 nm, korzystnie nie wiekszym niz 30 nm, poddanych

dziataniu kawitacji, korzystnie ultradzwiekowej. Grubosé tego pokrycia wynosi od
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50 nm do 1000 nm, korzystnie od 50 nm do 300 nm.

W jednym z wariantéw implantu wediug wynalazku ziarna hydroksyapatytu tworzg-
ce pokrycie struktury nosnej zawierajg wode strukturalng w ilosci od 2% do 6%
wagowych.

W innym wariancie implantu wedtug wynalazku stosunek molowy wapnia do fosforu
(Ca/P) w ziarnach hydroksyapatytu jest wiekszy niz 1,55 i mniejszy niz 1,67.

W innym wariancie implantu wedtug wynalazku pokrycie ziarnami hydroksyapatytu
zajmuje co najmniej 50% powierzchni struktury no$nej implantu.

W innym wariancie implantu wedtug wynalazku jego struktura nosna wykonana
jest z materiatu polimerowego lub ceramicznego.

W innym wariancie implantu wedtug wynalazku jego struktura no$na wykonana z
materiatu polimerowego ma porowato$¢ wynoszaca od 40% do 80% i moze byé
wykonana z wiokien polimerowych.

W jeszcze innym wariancie implantu wediug wynalazku jego struktura no$na
wykonana z materialu ceramicznego charakteryzuje sie mikroporowatos$cig
strukturalng mieszczacy sie w zakresie od 25% do 75 %, korzystnie wynoszaca
50%. Ceramiczna struktura nosna implantu moze by¢ wykonana z fosforanu wap-
nia B-TCP.

Implant wedtug wynalazku moze by¢ wytworzony opisanym wyzej sposobem

wedtug wynalazku.

Implant wedtug wynalazku pokryty jest warstwa hydroksyapatytu bardzo sku-
tecznie stymulujgca proliferacje komorek oraz wzrost tkanki kostnej w srodowisku
tkanek organizmu. Wyniki testéw in vivo przeprowadzonych na krélikach wska-
Zujg, ze co najmniej 25% poroéw takiego implantu oraz co najmniej 10% objetosci
ubytku kosci zostaje wypetnione nowo wytworzong tkankg kostng po trzech
miesigcach od implantacji. Tkanka ta narasta réwnomiernie oraz charakteryzuje
sig dobrg jako$cig okreslong przez podstawowe biatka kosci, aktywno$é komér-
kowg i czynniki wzrostu kosci, wspoétczynniki rozktadu tkanek i ich inhibitory oraz
pro- i przeciwzapalne cytokiny. Trwato$¢ pokrycia hydroksyapatytowego naniesio-
nego sposobem wedtug wynalazku nawet na podatng strukture no$ng implantu,
utatwia dopasowywanie ksztattu implantu, np. poprzez docinanie lub uginanie, juz

w trakcie operacji, bez utraty korzystnych wtasciwosci powierzchniowych.
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Wytworzenie implantu sposobem wedtug wynalazku daje takze wymierne oszcze-
dnosci, dzieki krotkiemu czasowi (ponizej 60 min.) i niskiej temperaturze procesu
(ponizej 100°C) oraz mozliwosci stosowania zawiesiny o niskiej zawartoéci hydo-
roksyapatytu. Niska temperatura procesu radykalnie poszerza dostepno$é ma-
teriatow, z ktérych mozna wykonaé strukture nosng implantu, w szczegdlnosci
materiatow o niskiej temperaturze topnienia, dotychczas nie nadajacych sie do ta-

kich celéw.

Przyktady realizacji wynalazku zostaly uwidocznione na rysunku, na ktérym
fig. 1 przedstawia schemat przyktadowego stanowiska do pokrywania struktury
nosnej implantu hydoksyapatytem. Fig. 2 przedstawia obrazy mikroskopowe
(SEM) implantu z pierwszego przyktadu w trzech réznych powigkszeniach. Fig. 3
przedstawia obraz SEM niepokrytej polimerowej struktury nosnej z pierwszego
przyktadu po teScie in vivo, za$ fig.4 przedstawia obraz mikroskopowy implantu
z takg strukturg nosng pokryta GoHAP po analogicznym tescie na modelu zwie-
rzgcym. Fig. 5 przedstawia obrazy mikroskopowe (SEM) implantu z drugiego
przyktadu w trzech réznych powiekszeniach. Fig. 6 przedstawia obraz mikroskopo-
wy ceramicznej struktury nos$nej z przyktadu drugiego po tescie in vivo, za$ fig. 7
przedstawia obraz mikroskopowy implantu z takg strukturg nosna pokrytg GoHAP
po analogicznym tescie in vivo. Fig. 8 przedstawia obrazy mikroskopowe (SEM)

implantu z trzeciego przyktadu w trzech réznych powiekszeniach.

Wynalazek zostanie bardziej szczegdtowo przedstawiony w ponizszych
przyktadach realizacji. W przyktadach tych uzyto hydroksyapatytowego nano-
proszku o nazwie handlowej GoHAP, majgcego nastepujgce wtasciwosci:

- czastki nanoproszku majg posta¢ ptytek o srednim rozmiarze nie wiekszym niz
30 nm, wyznaczonym na podstawie analizy obrazu uzyskanego na elektronowym
mikroskopie transmisyjnym (TEM) metodg ciemnego pola dla co najmniej 200
czgstek, gdzie $rednim rozmiarem jest $rednica okregu obrysowujgcego ksztaft
zZiarna;

- stosunek wapnia do fosforu (Ca/P) jest wiekszy niz 1,55 ale mniejszy niz 1,67;

- zawiera wode strukturalng w ilosci od 2 do 6% wagowych, przy czym ilos¢ tej

wody okres$la utrata wagi nanoproszku podczas wygrzewania powyzej 200°C;
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- rozpuszczalnos¢ okre$lana na podstawie procedury normy ISO 10993-14 wynosi
od 5 do 35 mg/dm?,

Przyktad 1

Porowaty implant polimerowy

Strukture nodng 1 implantu wytworzono z biodegradowalnego polikaprolaktonu
(PCL) Miata ona posta¢ przestrzennego rusztowania o wymiarach 4 x 6 mm wyt-
worzonego z wtdkien polimerowych metodg druku przestrzennego w technologii
.rapid prototyping”, ktére opisano w publikacji W.Swieszkowski i wsp. ,Repair and
regeneration of ostechondral defects in the articular joints” [Biomolecular Engine-
ering, 2007, 24(5): str. 489-95] Struktura nosna 1 charakteryzowata sie porowa-
toscig na poziomie ok. 41 %. Jako materiat pokryciowy struktury nosnej zastoso-
wano nanoproszek hydroksyapatytowy GoHAP o stosunku molowym (Ca/P) wyno-
szacym 1,65, zawierajacy 5% wagowych wody strukturalnej. Proszek ten w naczy-
niu 2 o pojemnosci 50 ml, wymieszano (zawarto$¢ wagowa 0,1%) z wodg dejo-
nizowang, tworzac jednorodng zawiesine 3 w ktorej fazg rozpraszajaca jest woda,
a fazg rozpraszang jest hydroksyapatyt. Strukture nosng 1 obmyto wodg destylo-
wang, a nastepnie zamocowano w statywie unieruchamiajgcym 4. Statyw 4
umieszczono w naczyniu 2 z zawiesing 3, ktorg podgrzano do temperatury 30°C.
Gtowice ultradzwiekowa 5 z powierzchnig czotowa (emitujgcg) o $rednicy wyno-
szgcej 13 mm, bedaca zrédiem ultradzwiekéw podiaczono do urzadzenia zasila-
jacego 6 i zanurzono w zawiesinie 3. Odlegto$¢ powierzchni czotowej gtowicy 5 od
struktury no$nej 1 powinna wynosi¢ nie wiecej niz 200% $rednicy tej powierzchni,
przy czym optymalne jest utrzymywanie odlegtosci rownej 100% tej $rednicy.
Nastepnie przez 15 minut gtowica 5 generowata ultradzwieki o czestotliwosci
20kHz. Generowane ultradzwieki o tej czestotliwosci wywotywaty zjawisko kawi-
tacji ultradzwiekowej, czyli formowania sie i aktywnosci pecherzykow gazu w
cieczy poddanej dziataniu pola ultradzwiekowego. Kawitacja zachodzita przede
wszystkim w tej czesci zawiesiny 3, ktéra kontaktowata sie z powierzchnig
struktury nosnej 1, w tym w zawiesinie 3 wypetniajgcej pory struktury nosnej 1.
Wystepowanie kawitacji potwierdzita obserwacja cieczy oraz monitorowanie tem-
peratury uktadu. W celu utrzymywania stabilnej temperatury zawiesiny 3 zasto-
sowano przeptywowy uktad chiodzacy 7. Po wylgczeniu zasilania gtowicy 4
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pokryty implant 1 wydobyto z naczynia 2 i obmyto woda destylowang, a nastepnie
wysuszono pod wyciggiem w szafie laminarnej o wysokiej czystosci. Czynnosci te
powtarzano kilkunastokrotnie aby otrzymaé liczbe implantéw dostateczng do
badan in vitro i in vivo. Na podstawie analizy obrazéw SEM ustalono, ze warstwa
GoHAP naniesiona na strukture nosng 1 wykazuje cechy morfologiczne
charakterystyczne dla wyjsciowego proszku GoHAP (rozmiar, ksztatt drobin).
Uzyskano pokrycie o grubosci 200 nm, pokrywajace jednolicie ponad 85% powie-
rzchni struktury nosnej 1 implantu (fig.2).

Otrzymane implanty najpierw do przeprowadzenia testow komorkowych in vitro.
Do badania wykorzystano linie komérkowg MG-63 (osteosarcoma) oraz w postaci
D-MEM z dodatkiem 10% FBS. Dodatkowo do utworzenia medium komérkowego
do wyzej podanych probek dodano penicyline/streptomycyne. Proces inkubacji od-
bywat sie na ptytkach 24-dotkowych w temperaturze 37°C i w $rodowisku 5% CO,.
Komorki zostaty oderwane od podtoza inkubacyjnego przy uzyciu 0,25% roztworu
trypsyny/EDTA. Implanty (rusztowania) do badan optukano PBS (roztwér soli
fizjologicznej o pH=7,4). Nastepnie wykonano posiew na tak przygotowanych
rusztowaniach. Na kazdy materiat posiano ok. 105 komérek w 200 pl medium
hodowlanego oraz umieszczono w inkubatorze na péttorej godziny. Po uplywie
tego czasu dotki zostaty dopetnione medium w celu catkowitego przykrycia probki.
Proces inkubacji trwat nastepnie 5 dni. Wyniki badan wykazaly, ze proliferacja
komoérek na rusztowaniu polimerowym z warstwg GoHAP jest wyzsza niz na
analogicznym rusztowaniu polimerowym pozbawionym takiej warstwy. Analiza
liczebnosci komérek jednoznacznie wykazata, iz rusztowanie polimerowe z war-
stwg GoHAP posiada lepsze wiasciwosci stymulujgce proliferacje komérek.
Po pieciu dniach hodowli gesto$§¢ komdrek na rusztowaniu polimerowym z takg
warstwg jest trzy razy wyzsza niz na rusztowaniu polimerowym bez pokrycia. Po
pieciu dniach hodowli na mikroskopie inwersyjnym zauwazono, ze konfluencja
komoérek we wszystkich studzienkach wokot badanego materiatu wynosi =2 95%.
Implanty otrzymane w tym przykiadzie przebadano takze invivo na modelu
zwierzecym. Dziesieciomiesieczne meskie kroliki nowozelandzkie otrzymaly w
znany sposob znieczulenie og6ine i w tym stanie w ich kosci biodrowej wykonano
otwory, ktore zostaty wypetnione wspomnianymi implantami. Jako materiat odnie-

sienia wykorzystano czyste rusztowanie polimerowe opisane wyzej, ktorymi
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wypetniono otwory w kosci biodrowej osobnikéw z grupy kontrolnej. Po
zakoniczeniu implantacji okostna u wszystkich osobnikéw zostata zszyta i tkanka
migkka zostata zamknieta warstwa po warstwie przy pomocy 5-0 szwoéw Vicryl.
Skéra zostata zaszyta za pomocg przerywalnych szwéw 4-0 Prolene. Zastoso-
wano podskoérne wstrzykniecie roztworu antybiotyku Enrobioflox 5% (50mg/mi
roztworu), ktéry zawiera aktywng substancje Enrofloxacin w dawce 5 mg na kilo-
gram wagi jednorazowo na dzien przez 5 dni. Po trzech miesigcach dokonano w
znany sposob eutanazji wszystkich biorgcych udziat w badaniu osobnikéw, ktérych
twarde i miekkie prébki tkanek zostaty zebrane i ocenione pod wzgledem histolo-
gicznym i zdolno$ci wspomagania regeneracji kosci. Rutynowe barwienie hemato-
ksyling i eozyng przeprowadzono dla kazdego przypadku. Wydobyte rusztowanie
polimerowe bez warstwy hydroksyapatytu przedstawiono w przekroju na fig 3, na
ktérej widoczna jest przestrzen do przenikania czerwonego szpiku kostnego (BM)
wokot widkien (S) czystego rusztowania. Na fig.4 widoczna jest nowa kosé (NB)
wypetniajgca przestrzenie pomiedzy pozostato$ciami widkien (S) implantu wedtug
wynalazku. Analiza morfometryczna obrazu z fig.4 wykazata, ze udziat nowych
tkanek w porowatej przestrzeni implantu z warstwg GoHAP wynosi ok. 33% z cze-
go 35% stanowi nowa tkanka kostna (NB), natomiast w przypadku rusztowania (S)

bez warstwy jej przyrost byt znikomy.

Przyktad 2:

Porowaty Implant ceramiczny

W celu wytworzenia implantu ceramicznego pokrytego warstwg nanoczgstek
hydroksyapatytu zastosowano strukture no$ng w postaci porowatych pastylek
ceramicznych. Do wytworzenia pastylek wykorzystano metode jednoosiowego
prasowania proszku B-TCP przy sile nacisku 15 kN. Na potrzeby wykonania jednej
prébki zuzywano 3,06 g proszku. W celu uzyskania mikroporowatosci strukturalnej
zastosowano metode obrobki termicznej wspomnianych pastylek w temperatu-
rze1200°C przez okres dwodch godzin. Nastepnie pastylki zbadano pod katem
oznaczenia porowato$ci metodami mikrotomografii komputerowej i Archimedesa.
Wedlug obliczen u-CT uzyskano porowato$¢ réwng 49%, podczas gdy wynik z
analizy metodg Archimedesa wynidst 52% (+/- 2,6%). Proces pokrywania GoHAP
tak przygotowanej ceramicznej struktury nosnej implantu przeprowadzono w



- 15 -

sposdb analogiczny jak w przykfadzie pierwszym, przy czym zastosowano nano-
proszek o zawarto$ci wody wynoszacej 5% wagowych. Uzyskano pokrycie o gru-
bos¢ 250 nm, pokrywajgce jednolicie ponad 80% powierzchni struktury nosnej 1
implantu (fig.5). Jako materiat bedgcy zrodtem tego pokrycia zastosowano nano-
proszek hydroksyapatytowy GoHAP o stosunku molowym (Ca/P) wynoszacym
1,66.

Ceramiczne implanty z warstwa GoHAP przebadano in vivo na modelu zwierze-
cym (krélik nowozelandzki). Procedure wszczepiania implantu ceramicznego, zas-
tosowany materiat poréwnawczy, pobranie probek do badan oraz barwienie
hematoksyling i eozyng przeprowadzono analogicznie jak w pierwszym przykta-
dzie. Wydobyte ceramiczne struktury nosne bez warstwy GoHAP po trzech mie-
sigcach zostaly znacznie wypetnione tkanka kostng (NB na fig.6). Analiza
morfometryczna obrazéw takich struktur wykazata prawie 50%-owe wypetnienie
poréw implantu (rusztowania) tkankg kostng. Analiza morfometryczna obrazu
rusztowania ceramicznego z warstwg GoHAP dokonana dla obrazu z fig.7 wyka-

zafa wypetnienie poréw rusztowania tkankg kostng prawie w 70%.

Przyktad 3

Monolityczny implant metaliczny
W celu wytworzenia monolitycznego implantu metalicznego zastosowano strukture
no$ng w postaci tytanowego wkretu o srednicy 5 mm i dlugosci 150 mm, przezna-
czonego do artroskopii. Wkret ten pokryto warstwg nanoczgstek GoHAP poprzez
ultradzwiekowe oddziatywanie na wodng zawiesine tych czastek w sposéb opisa-
ny szczegotowo w pierwszym przyktadzie, przy czym zastosowano proszek o roz-
miarze nie wiekszym niz 6 nm, o zawartosci wody strukturalnej wynoszacej 3%
wagowych, o stosunku molowym wapnia do fosforu (Ca/P) wynoszacym 1,60. Na
podstawie analizy obrazéw SEM ustalono, ze uzyskane pokrycie wykazuje cechy
morfologiczne charakterystyczne dla wyjsciowego proszku GoHAP. Tytanowa $ru-
ba zostata pokryta jednolita warstwa hydroksyapatytu o grubosci 200nm zajmu-
jaca 85% jej powierzchni (fig.8).

mer in%. Piotr Adamczyh



