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Dwufunkcyjny implant kostny na bazie kurdlanu oraz czutego na zmiany pH kompleksu zeolit

wapniowo-magnezowy/chitozan/bisfosfonian oraz sposob jego wytwarzania

Przedmiotem wynalazku jest dwufunkcyjny implant kostny na bazie czutego na zmiany pH
kompleksu  zeolitowo-chitozanowo-bisfosfonianowego,  kurdlanu  (3-1,3-glukan) i bioceramiki
fosforanowo-wapniowej do zastosowan w medycynie regeneracyjnej kosci oraz sposob jego
otrzymywania. Otrzymany wedtug wynalazku biomateriat moze znalez¢ zastosowanie jako implant
kostny do leczenia ztaman osteoporotycznych, gdzie bedzie zaréwno hamowat aktywno$é
osteoklastow (komoérek kosciogubnych), jak iwspierat adhezje osteoblastow (komodrek
kosciotwérczych) i ich aktywnos$¢ kosSciotworeza.

Tkanka kostna podlega ciggtej przebudowie, podczas ktérej kos¢ jest degradowana przez
osteoklasty i zastepowana nowg tkankg przez osteoblasty. Zaburzenie rébwnowagi pomiedzy resorpcjg
kosci a kosSciotworzeniem powoduje rozw6j osteoporozy. Osteoporoza jest najczesciej wystepujgca
ogoblnoustrojowg chorobg metaboliczng kosci w ktérej przebiegu ma miejsce postepujgcy ubytek masy
kostnej, a tym samym ostabienie struktury przestrzennej kosci i wysokie ryzyko ztaman (T. Sozen et
al., Eur. J. Rheumatol. 4, 2017, 46-56). Podstawowg formg leczenia osteoporozy sg terapie majgce
na celu zahamowanie aktywnos$ci osteoklastow iprocesu resorpcji kosci. Bisfosfoniany sg
powszechnie stosowanymi lekami zapobiegajgcymi nadmiernej resorpcji kosci. Ich mechanizm
dziatania polega na hamowaniu rekrutacji i réznicowania osteoklastéw oraz indukgciji ich apoptozy, czyli
tzw. ,zaprogramowanej $mierci”. W praktyce klinicznej bisfosfoniany stosuje sie gtéwnie doustnie.
Niemniej jednak diugotrwate stosowanie bisfosfonianéw podczas terapii farmakologicznej wigze sie
z powaznymi powiktaniami, m.in. z zaburzeniami zotadkowo-jelitowymi, hipokalcemig i niewydolno$cig
nerek. Ponadto fadunek bisfosfonianéw ogranicza ich przenikanie przez btony komoérkowe powodujac
bardzo niskg absorpcje w jelitach (ok. 1-10%) (M.T. Drake et al., Mayo Clin. Proc. 83, 2008, 1032—
1045). Co wiecej, w rozwijajgcej i starzejacej sie populacji wcigz wystepuje wiele przypadkoéw ciezkich
ztaman osteoporotycznych, ktére wymagajg interwencji chirurgicznej z zastosowaniem biomateriatu
wspierajgcego regeneracje tkanki w miejscu implantaciji.

Dotychczas nie zostaty opracowane i opisane w dostepne;j literaturze naukowej dwufunkcyjne
implanty kostne na bazie czutego na zmiany pH kompleksu zeolitowo-chitozanowo-
bisfosfonianowego, kurdlanu i bioceramiki fosforanowo-wapniowej do zastosowan w leczeniu ztaman
osteoporotycznych, ktére bedg jednocze$nie hamowaé resorpcje kosci przez osteoklasty oraz
wspomagaé regeneracje tkanki kostnej. Przedmiotem wynalazku jest implant kostny zawierajgcy
w swoim sktadzie ryzedronian sodu (bisfosfonian nalezacy do grupy lekéw antyresorpcyjnych), ktéry
zostat przytgczony do zeolitu CaMg-X (zeolit otrzymany poprzez wymiane jonéw sodu (Na+) na jony
wapnia (Ca®*) i magnezu (Mg?*) w strukturze zeolitu typu X — Na-X) za pomocy linkera (facznika)
chitozanowego, wrazliwego na niskie wartosSci pH, ktére wystepujg podczas resorpcji kosci za
posrednictwem osteoklastéw. Co istotne, zastosowanie zeolitu CaMg-X do produkcji implantu
kostnego pozwoli usprawni¢ proces kosciotworzenia poprzez uwalnianie do $rodowiska implantac;ji
jonéw Ca®* i Mg?*, stymulujgcych adhezje osteoblastéw (komodrek kosciotworczych) iich aktywnos$é

kosciotwérczg.
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Znany jest sposdb otrzymywania rusztowania kostnego ztozonego =z chitozanu, zeolitu

zawierajgcego jony Ca?*, hydroksyapatytu oraz ryzedronianu sodu. Sposéb produkcji biomateriatu
polega na wymieszaniu roztworu chitozanu w kwasie octowym z hydroksyapatytem oraz zeolitem
o strukturze Ca-X, ktéry otrzymano w wyniku wymiany jonowej z zeolitu komercyjnego Na-X.
Otrzymang mase poddano zamrozeniu ikolejno liofilizacji. Nastepnie zliofilizowany biomateriat
poddano moczeniu w roztworze ryzedronianu sodu w celu jego adsorpcji na powierzchni rusztowania
(M. Sandomierski i wsp., Int J Biol Macromol 223:812-820, 2022).

Z opisu patentu CN111544655A znany jest sposob wytwarzania implantéw kostnych na bazie
samokoagulujgcych soli wapniowych, takich jak krzemian tréjwapniowy, krzemian dwuwapniowy,
cytrynian wapnia, alginian wapnia, wodorofosforan wapnia, oraz bisfosfonianéw w postaci soli
wapniowych, ktére otrzymano w wyniku wymiany jonowej (alendronian wapnia, nerydronian wapnia,
opadronian wapnia, ryzedronian wapnia, ibandronian wapnia lub pamidronian wapnia) do zastosowan
w leczeniu ztaman osteoporotycznych. Sposob otrzymywania charakteryzuje sie tym, ze bisfosfoniany
w postaci soli wapniowej miesza sie z co najmniej dwoma réznymi solami wapniowymi i kolejno
rozprowadza sie mieszanine w wodzie.

Z opisu patentu PL242079B1 znany jest materiat w postaci stopu tytanu Ti6A14V
Z przeznaczeniem na implant kostny, ktory zostat pokryty warstwg zeolitowg zawierajgcg bisfosfonian
w postaci ryzedronianu. Spos6b otrzymywania charakteryzuje sie tym, ze materiat tytanowy pokrywa
sie zeolitem poprzez umieszczenie w mieszaninie glinianu sodu, krzemianu sodu i wodorotlenku sodu
w podwyzszonej temperaturze, po czym materiat tytanowy poddaje sie wymianie jonowej z jonami
Ca?+, a nastepnie po wymianie jonowej, materiat tytanowy umieszcza sie w roztworze ryzedronianu na
jeden tydzien w temperaturze 35°C. Zatozono, ze uwalnianie leku z powierzchni tego materiatlu ma
przebiegaé stopniowo pod wplywem ptyndw ustrojowych na zasadzie wymiany jonows;.

Z opisu patentu KR20020080018A, znany jest materiat wszczepialny na bazie

biodegradowalnych polimeréw (m.in. kwas alginowy, skrobia, dekstryna, dekstran, kwas polimlekowy,
kwas poliglikolowy) oraz bisfosfoniandw (np. etydronian, klodronian, pamidronian, alendronian,
ryzedronian) charakteryzujgcy sie powolnym uwalnianiem leku wraz z jego biodegradacjg w miejscu
podania. Spos6b otrzymywania materiatu opiera sie na wymieszaniu roztworu polimeru z roztworem
leku.

Z opis6w patentowych PL206394B1 i EP2421570A2 znany jest bioaktywny ceramiczno-

polimerowy materiat kompozytowy wytworzony z bioceramiki fosforanowo-wapniowej i kurdlanu.
Sposo6b produkcji biomateriatu polega na tym, ze do wodnej zawiesiny kurdlanu dodaje sie
bioceramike fosforanowo-wapniowg w postaci mikroporowatych granul o rozmiarze 0,1-1,0 mm
i 0 porowatosci otwartej 50-70% i miesza sie doktadnie, i kolejno po umieszczeniu w formie, ogrzewa
przez 5-30 minut w temperaturze 80-100°C.

W przeciwienstwie do opisanych wyzej biomateriatéw, implant kostny bedacy przedmiotem
wynalazku bedzie uwalniat lek (ryzedronian sodu) w sposéb inteligentny wytgcznie w przypadku
nadmiernej aktywnosci osteoklastéw (komérek kosciogubnych), poniewaz w swoim skfadzie zawiera
czuty na zmiany pH kompleks zeolitowo-chitozanowo-ryzedronianowy. W kompleksie tym ryzedronian

sodu zostat przytaczony do zeolitu CaMg-X za pomocg wrazliwego na niskie wartosci pH
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chitozanowego linkera. Zatem w sytuacji nadmiemej aktywno$ci osteoklastéw (ktére obnizg

miejscowo pH do wartosci ok. ~4,0-4,5), linker chitozanowy ulegnie rozpuszczeniu, uwalniajgc lek
(ryzedronian) do $rodowiska w miejscu implantacji oraz hamujac proces resorpcji kosci. Ponadto,
w kontakcie z ptynami ustrojowymi ze struktury zeolitu CaMg-X uwalniane bedg jony Ca?+ i Mg?+,

usprawniajgc proces kosciotworzenia za posrednictwem osteoblastéw (komérek kosciotwérczych).

Przedmiotem wynalazku jest dwufunkcyjny implant kostny zbudowany z czutego na zmiany
pH kompleksu zeolitowo-chitozanowo-bisfosfonianowego (CaMg-X-chitozan-ryzedronian), zeolitu
wapniowo-fosforanowego sfunkcjonalizowanego za pomocg chitozanu (CaMg-X-chitozan), kurdlanu
i bioceramiki fosforanowo-wapniowej oraz opracowana metoda jego otrzymywania.

Istotg dwufunkcyjnego implantu kostnego wedtug wynalazku jest to, ze stanowi go kurdlan,
bioceramika fosforanowo-wapniowa (HA, TCP, modyfikowany HA, BCP) w postaci granul, korzystnie
o rozmiarze <1,0 mm, kompleks CaMg-X-chitozan-ryzedronian w postaci proszku lub nanoproszku,
otrzymany w ten sposéb, ze przygotowuje sie matryce, w ktérej sktad wcehodzi:

-sproszkowany zeolit Ca-X, ktéry poddaje sie dwukrotnej wymianie jonowej dodajgc w proporcji 1
cze$¢ proszku do 20 czedci (w/v) wodnego roztworu chlorku magnezu o stezeniu 1 M, ciggle
mieszajgc, w temperaturze ponizej 60°C, po czym otrzymany zeolit wapniowo-magnezowy CaMg-X
suszy sie i rozdrabnia,

-sproszkowany zeolit CaMg-X, ktéry miesza sie w proporcji 1 cze$¢ proszku do 20 czesci (w/v) 1%
roztworu chitozanu w kwasie octowym o stezeniu 0,1 M, po czym mieszajgc dodaje sie wodnego
roztworu wodorotlenku sodu o stezeniu 1 M wilosci 20 ml do uzyskania pH=9 a nastepnie
zmodyfikowany zeolit odsgcza sie z roztworu, suszy i rozdrabnia otrzymujgc CaMg-X-chitozan, za$
w dalszej kolejnosci dodaje sie wodny roztwér ryzedronianu sodu o stezeniu 7,5 mg/ml w proporcji 1
cze$¢ proszku do 20 czeSci roztworu (w/v) mieszajgc w temperaturze pokojowej, po czym osad
oddziela sie isuszy wtemperaturze ponizej 70°C do otrzymania statej masy, nastepnie matryce
CaMg-X-chitozan-ryzedronian rozdrabnia sie;

oraz zeolit CaMg-X sfunkcjonalizowany za pomocg chitozanu (CaMg-X-chitozan) w postaci proszku
lub nanoproszku, otrzymany w ten sposéb, ze przygotowuje sie matryce, w ktorej sktad wchodzi:
-sproszkowany zeolit Ca-X, ktéry poddaje sie dwukrotnej wymianie jonowej dodajgc w proporcji 1
cze$¢ proszku do 20 czedci (w/v) wodnego roztworu chlorku magnezu o stezeniu 1 M, ciggle
mieszajgc, w temperaturze ponizej 60°C, po czym otrzymany zeolit wapniowo-magnezowy CaMg-X
suszy sie i rozdrabnia;

-sproszkowany zeolit CaMg-X, ktéry miesza sie w proporcji 1 cze$¢ proszku do 20 czesci (w/v) 1%
roztworu chitozanu w kwasie octowym o stezeniu 0,1 M, po czym mieszajgc dodaje sie wodnego
roztworu wodorotlenku sodu o stezeniu 1 M wilosci 20 ml do uzyskania pH=9 a nastepnie
zmodyfikowany zeolit odsgcza sie z roztworu, suszy i rozdrabnia otrzymujgc CaMg-X-chitozan;
rozprowadzone w wodzie dejonizowanej, przy czym proporcje wagowe statych komponentéw
wynoszg odpowiednio 8% (w/v) kurdlanu, 40% (w/v) bioceramiki fosforanowo-wapniowej (HA, TCP,

modyfikowany HA, BCP) w postaci granul, korzystnie o rozmiarze <1,0 mm, 10% (w/v) kompleksu
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CaMg-X-chitozan-ryzedronian w postaci proszku lub nanoproszku oraz 10% (w/v) zeolitu CaMg-X-

chitozan w postaci proszku lub nanoproszku w odniesieniu do wody dejonizowane;j.

Istotg sposobu wytwarzania dwufunkcyjnego implantu kostnego wediug wynalazku jest to, ze
do 8% (w/v) roztworu kurdlanu przygotowanego w wodzie dejonizowanej, dodaje sie kolejno 40%
(w/v) bioceramiki fosforanowo-wapniowej (HA, TCP, modyfikowany HA, BCP) w postaci granul,
korzystnie o rozmiarze <1,0 mm, 10% (w/v) kompleksu CaMg-X-chitozan-ryzedronian w postaci
proszku lub nanoproszku oraz 10% (w/v) zeolitu CaMg-X sfunkcjonalizowanego za pomocg chitozanu
(CaMg-X-chitozan) w postaci proszku lub nanoproszku, a nastepnie otrzymang zawiesing miesza sie
do uzyskania jednolitej masy i przektada do formy odpornej na wysokg temperature, zas forme
inkubuje sie w fazni wodnej w temperaturze 80-100°C, korzystnie 95°C, przez 5-30 minut, korzystnie
20 minut, a nastepnie studzi sie do temperatury pokojowej, a nastepnie biomateriat wyjmuje sie

z formy i poddaje sie go suszeniu na powietrzu.

Korzystnym skutkiem wynalazku jest to, ze poprzez uwalnianie jonéw Ca?* i Mg?* ze struktury
zeolitu CaMg-X-chitozan bedzie tworzy¢ korzystne mikrosrodowisko dla proceséw kosciotwérezych,
za$ uwolniony ryzedronian sodu bedzie hamowat aktywno$¢é komérek koSciogubnych, a zatem ze
wzgledu na swoje bardzo dobre wtasciwo$ci biologiczne oraz porecznos$¢ chirurgiczng, otrzymany
wedtug wynalazku dwufunkcyjny implant kostny bedzie mégt znalez¢ zastosowanie w leczeniu ztaman
osteoporotycznych, gdzie bedzie zarédwno sprzyjat procesom regeneracyjnym w miejscu implantagcji,

jak i hamowat resorpcje tkanki kostnej.

Przedmiot wynalazku ilustrujg przedstawione ponizej przyktady:
Przykiad |
Do 0,16 g kurdlanu dodano 2 ml wody dejonizowanej i mieszano. Do uzyskanej zawiesiny

kurdlanu dodano 0,8 g hydroksyapatytu (HA) w postaci granul o rozmiarze w zakresie 0,1-1,0 mm, 0,2
g kompleksu CaMg-X-chitozan-ryzedronian w postaci proszku, otrzymanego wten sposéb, ze
przygotowuje sie matryce, w ktérej sktad wchodzi:
-sproszkowany zeolit Ca-X, ktéry poddaje sie dwukrotnej wymianie jonowej dodajgc w proporcji 1
cze$¢ proszku do 20 czedci (w/v) wodnego roztworu chlorku magnezu o stezeniu 1 M, ciggle
mieszajgc, w temperaturze ponizej 60°C, po czym otrzymany zeolit wapniowo-magnezowy CaMg-X
suszy sie i rozdrabnia;
-sproszkowany zeolit CaMg-X, ktéry miesza sie w proporcji 1 cze$¢ proszku do 20 czesci (w/v) 1%
roztworu chitozanu w kwasie octowym o stezeniu 0,1 M, po czym mieszajgc dodaje sie wodnego
roztworu wodorotlenku sodu o stezeniu 1 M wilosci 20 ml do uzyskania pH=9 a nastepnie
zmodyfikowany zeolit odsgcza sie z roztworu, suszy i rozdrabnia otrzymujgc CaMg-X-chitozan, za$
w dalszej kolejnosci dodaje sie wodny roztwér ryzedronianu sodu o stezeniu 7,5 mg/ml w proporcji 1
cze$¢ proszku do 20 czeSci roztworu (w/v) mieszajgc w temperaturze pokojowej, po czym osad
oddziela sie isuszy wtemperaturze ponizej 70°C do otrzymania statej masy, nastepnie matryce

CaMg-X-chitozan-ryzedronian rozdrabnia sie;
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oraz 0,2 g zeolitu CaMg-X-chitozan w postaci proszku, otrzymanego w ten sposéb, ze przygotowuje

sie matryce, w ktérej sktad wchodzi:
-sproszkowany zeolit Ca-X, ktéry poddaje sie dwukrotnej wymianie jonowej dodajgc w proporcji 1
cze$¢ proszku do 20 czedci (w/v) wodnego roztworu chlorku magnezu o stezeniu 1 M, ciggle
mieszajgc, w temperaturze ponizej 60°C, po czym otrzymany zeolit wapniowo-magnezowy CaMg-X
suszy sie i rozdrabnia;
-sproszkowany zeolit CaMg-X, ktoéry miesza sie w proporcji 1 cze$¢ proszku do 20 czesci (w/v) 1%
roztworu chitozanu w kwasie octowym o stezeniu 0,1 M, po czym mieszajagc dodaje sie wodnego
roztworu wodorotlenku sodu o stezeniu 1 M wilosci 20 ml do uzyskania pH=9 a nastepnie
zmodyfikowany zeolit odsgcza sie z roztworu, suszy i rozdrabnia otrzymujgc CaMg-X-chitozan.

Cato$¢ mieszano do uzyskania jednolitej masy, po czym otrzymang mase umieszczono
w formie odpornej na dziatanie wysokiej temperatury. Forme inkubowano wfazni wodnej
w temperaturze 95°C przez 15 minut, a nastepnie ostudzono do temperatury pokojowej. Ostudzony
biomateriat wyjeto z formy i suszono w temp. pokojowej przez 24 godziny na powietrzu.

Ocena cytotoksycznosci w stosunku do osteoblastéw linii komérkowej hFOB 1.19 zgodnie
z normami ISO dla wyrobéw medycznych (ISO 1099-5:2009 oraz ISO 10993-12:2012) wykazata, ze
otrzymany implant kostny jest nietoksyczny (zywotno$¢ komorek eksponowanych przez okres 24
godzin na ekstrakt z implantu wynosita 84 % w poréwnaniu do negatywnej kontroli cytotoksyczno$ci).
Na podstawie przeprowadzonych badan udowodniono réwniez, ze otrzymany implant sprzyja adhez;ji
i proliferacji osteoblastéw na jego powierzchni. Uwalnianie ryzedronianu z implantu do Srodowiska
zachodzi tylko pod wptywem kwasnego pH (< 6,0).

Przykiad Il

Do 0,16 g kurdlanu dodano 2 ml wody dejonizowanej i mieszano. Do uzyskanej zawiesiny

kurdlanu dodano 0,8 g a-fosforanu tréjwapniowego (a-TCP) w postaci granul o rozmiarze w zakresie
0,1-1,0 mm, 0,2 g kompleksu CaMg-X-chitozan-ryzedronian w postaci nanoproszku, otrzymanego
w ten sposob, ze przygotowuje sie matryce, w ktérej skfad wehodzi:
-sproszkowany zeolit Ca-X, ktéry poddaje sie dwukrotnej wymianie jonowej dodajgc w proporcji 1
cze$¢ proszku do 20 czedci (w/v) wodnego roztworu chlorku magnezu o stezeniu 1 M, ciggle
mieszajgc, w temperaturze ponizej 60°C, po czym otrzymany zeolit wapniowo-magnezowy CaMg-X
suszy sie i rozdrabnia;
-sproszkowany zeolit CaMg-X, ktéry miesza sie w proporcji 1 cze$¢ proszku do 20 czesci (w/v) 1%
roztworu chitozanu w kwasie octowym o stezeniu 0,1 M, po czym mieszajagc dodaje sie wodnego
roztworu wodorotlenku sodu o stezeniu 1 M wilosci 20 ml do uzyskania pH=9 a nastepnie
zmodyfikowany zeolit odsgcza sie z roztworu, suszy i rozdrabnia otrzymujgc CaMg-X-chitozan, za$
w dalszej kolejnosci dodaje sie wodny roztwér ryzedronianu sodu o stezeniu 7,5 mg/ml w proporcji 1
cze$¢ proszku do 20 czeSci roztworu (w/v) mieszajgc w temperaturze pokojowej, po czym osad
oddziela sie isuszy wtemperaturze ponizej 70°C do otrzymania statej masy, nastepnie matryce
CaMg-X-chitozan-ryzedronian rozdrabnia sie;
oraz 0,2 g zeolitu CaMg-X-chitozan w postaci nanoproszku, otrzymanego wten sposob, ze

przygotowuje sie matryce, w ktérej sktad wchodzi:
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-sproszkowany zeolit Ca-X, ktéry poddaje sie dwukrotnej wymianie jonowej dodajgc w proporcji 1

cze$¢ proszku do 20 czedci (w/v) wodnego roztworu chlorku magnezu o stezeniu 1 M, ciggle
mieszajgc, w temperaturze ponizej 60°C, po czym otrzymany zeolit wapniowo-magnezowy CaMg-X
suszy sie i rozdrabnia;
-sproszkowany zeolit CaMg-X, ktéry miesza sie w proporcji 1 cze$¢ proszku do 20 czesci (w/v) 1%
roztworu chitozanu w kwasie octowym o stezeniu 0,1 M, po czym mieszajgc dodaje sie wodnego
roztworu wodorotlenku sodu o stezeniu 1 M wilosci 20 ml do uzyskania pH=9 a nastepnie
zmodyfikowany zeolit odsgcza sie z roztworu, suszy i rozdrabnia otrzymujgc CaMg-X-chitozan.

Cato$¢ mieszano do uzyskania jednolitej masy, po czym otrzymang mase umieszczono
w formie odpornej na dziatanie wysokiej temperatury. Forme inkubowano wtazni wodnej
w temperaturze 95°C przez 20 minut, a nastepnie ostudzono do temperatury pokojowej. Ostudzony
biomateriat wyjeto z formy i suszono w temp. pokojowej przez 24 godziny na powietrzu.

Ocena cytotoksycznosci w stosunku do osteoblastéw linii komérkowej hFOB 1.19 zgodnie

z normami ISO dla wyrobéw medycznych (ISO 1099-5:2009 oraz ISO 10993-12:2012) wykazata, ze
otrzymany implant kostny jest nietoksyczny (zywotno$é komoérek eksponowanych przez okres 24
godzin na ekstrakt z implantu wynosita 88 % w poréwnaniu do negatywnej kontroli cytotoksycznosci).
Na podstawie przeprowadzonych badan udowodniono réwniez, ze otrzymany implant sprzyja adhezji
i proliferacji osteoblastéw na jego powierzchni. Uwalnianie ryzedronianu z implantu do Srodowiska
zachodzi tylko pod wptywem kwasnego pH (< 6,0).

W przyktadach przedstawiono jedyne mozliwe zastosowanie proporcji poszczegdinych
skfadnikéw wynalazku, ktére skutkuje optymalnymi wtasciwosciami biologicznymi implantu oraz
zachowaniem wysokiej zywotno$ci komorek.
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