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Makroporowaty implant kostny na bazie zeolitu Na-X sfunkcjonalizowanego za pomocg chitozanu oraz

sposéb jego wytwarzania

Przedmiotem wynalazku jest stymulujgcy regeneracje makroporowaty implant kostny na bazie
zeolitu sfunkcjonalizowanego za pomocg chitozanu, hydroksyapatytu, agarozy oraz chitozanu do
zastosowan w medycynie regeneracyjnej kosci oraz sposoéb jego otrzymywania. Otrzymany wedtug
wynalazku biomateriat moze znalez¢é zastosowanie jako implant kostny do leczenia ztaman kosci
oréznej etiologii, ktéry bedzie wspierat adhezje osteoblastéw (komoérek kosciotworczych) i ich
aktywno$¢ kosciotworeza.

W rozwijajgcej i starzejacej sie populaciji wcigz wystepuje wiele przypadkéw ciezkich ztaman
kosci, ktére wymagajg interwencji chirurgicznej z zastosowaniem biomateriatu wspierajgcego
regeneracje tkanki w miejscu implantacji. Dotychczas nie zostaty opracowane i opisane w dostepne;j
literaturze naukowej implanty kostne zawierajgce w swoim sktadzie zeolity sfunkcjonalizowane za
pomocg chitozanu, bioceramike fosforanowo-wapniowg, agaroze oraz chitozan. Przedmiotem
wynalazku jest implant kostny zawierajgcy w swoim skfadzie zeolit typu X (Na-X) sfunkcjonalizowany
za pomocyg chitozanu (Na-X-chitozan), hydroksyapatyt, agaroze oraz chitozan. Zastosowanie
potgczenia zeolitu Na-X z chitozanem stwarza korzystne mikrosrodowisko wspierajgce procesy
kosciotwércze. Chitozan to polimer pochodzenia naturalnego stosowany w wielu aplikacjach
medycznych ze wzgledu na cenne biologiczne wilasciwosci, takie jak brak toksycznosci,
biokompatybilno$¢, biodegradowalno$é, hydrofilowo$é oraz  dziatanie  bakteriostatyczne,
bakteriobojcze i przeciwgrzybicze (Chung Y.C., Chen C.Y., Bioresource Technology, 99 (8), 2806—
2814, 2008). Istnieje jednak potrzeba poprawy jego wiasciwosci mechanicznych, zwtaszcza
w zastosowaniach inzynierii tkankowej kos$ci. Osiggane jest to poprzez tgczenie chitozanu
z bioceramikg fosforanowo-wapniowg (Raz M. i wsp., Silicon, 10(2), 277-286, 2018). Bioceramika
fosforanowo-wapniowa obecna w rusztowaniach kostnych wplywa réwniez korzystnie na potencjat
osteokonduktywny oraz bioaktywny biomateriatébw (Dhivya S. i wsp., Journal of Nanobiotechnology,
13:40, 2015).

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.

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 i kolejno 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).
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Z opisu patentu PL217897B1 znany jest sposéb otrzymywania kompozytowych materiatow
implantacyjnych opartych na fosforanie trojwapniowym (a-TCP) i chitozanie. Spos6b charakteryzuje
sie tym, ze do roztworu chitozanu w wodnym roztworze kwasu octowego, wprowadza sie w jego skfad
modyfikujace jony Ca?*, Mg? i/lub PO.+*, a nastepnie tak sporzadzony roztwér dodaje sie do
wyjsciowego proszku a-TCP.

Z opisu patentu PL235822B1 znany jest sposob otrzymywania makroporowatego rusztowania
kostnego na bazie chitozanu w roztworze kwasu octowego oraz bioceramiki fosforanowo-wapniowe;j,
ktére charakteryzuje sie tym, ze stanowi go chitozan, agaroza oraz bioceramika fosforanowo-
wapniowa w postaci proszku lub nanoproszku, rozprowadzone w 0,5 - 3% wodnym roztworze kwasu
octowego, przy czym proporcje wagowe statych komponentéw wynoszg odpowiednio 0,5 - 4% (w/v)
chitozanu, 0,5 - 5% (w/v) agarozy oraz 1 - 70% (w/v) bioceramiki fosforanowo-wapniowej
w odniesieniu do kwasu octowego.

Z opisu patentu PL227996B1 znany jest sposdb wytwarzania materiatu kompozytowego na
bazie chitozanu, hydroksyapatytu i krzemionki, przeznaczonego na substytuty kosSci. Sposéb
otrzymywania materiatu kompozytowego polega na tym, ze roztw6r wodny soli chitozanowej miesza
sie z nanoproszkiem hydroksyapatytowym oraz ewentualnie z glicerofosforanem wapnia za pomoca
ultradzwiekdéw do uzyskania homogenicznej pasty, ktérg wprowadza sie nastepnie do zolu kwasu
metakrzemowego.

Znany jest spos6b wytwarzania rusztowania na bazie chitozanu i agarozy. Spos6b obejmuje
przygotowanie roztworu chitozanu w wodnym roztworze kwasu octowego oraz wodnego roztworu
agarozy przygotowanego w temperaturze 90°C. Nastepnie do roztworu agarozy, dodawano roztwor
chitozanu i cato$¢ zamrazano w temperaturze -80°C. Po zamrozeniu biomateriat liofilizowano.
Otrzymany w ten sposéb biomateriat zastosowano w inzynierii tkanki chrzestnej (Merlin Rajesh Lal
L.P. i wsp., Society For Biomaterials, 105(7), 1845-1855, 2017).

Przedmiotem wynalazku jest stymulujgcy regeneracje makroporowaty implant kostny na bazie
zeolitu Na-X sfunkcjonalizowanego za pomocg chitozanu (Na-X-chitozan), hydroksyapatytu, agarozy i
chitozanu oraz sposo6b jego otrzymywania.

Istotg makroporowatego implantu kostnego wedtug wynalazku jest to, ze stanowi go chitozan,
agaroza, hydroksyapatyt w postaci proszku lub nanoproszku oraz zeolit Na-X sfunkcjonalizowany za
pomocg chitozanu - Na-X-chitozan w postaci proszku lub nanoproszku, otrzymany w ten sposdb, ze
przygotowuje sie matryce, w ktérej sktad wchodzi:

-sproszkowany zeolit Na-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 mieli otrzymujgc Na-X-chitozan;
rozprowadzone w 2% (v/v) wodnym roztworze kwasu octowego, przy czym proporcje wagowe statych
komponentéw wynoszg odpowiednio 2% (w/v) chitozanu, 5% (w/v) agarozy, 20% (w/v)
hydroksyapatytu w postaci proszku lub nanoproszku oraz 20% (w/v) zeolitu Na-X-chitozan w postaci

proszku lub nanoproszku w odniesieniu do kwasu octowego.
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Istotg sposobu wytwarzania makroporowatego implantu kostnego wedtug wynalazku jest to,
ze do 2% (w/v) roztworu chitozanu przygotowanego w 2% (v/v) wodnym roztworze kwasu octowego,
dodaje sie kolejno 5% (w/v) agarozy, 20% (w/v) hydroksyapatytu w postaci proszku lub nanoproszku
oraz 20% (w/v) zeolitu Na-X sfunkcjonalizowanego za pomocg chitozanu w postaci proszku lub
nanoproszku, a nastepnie otrzymang zawiesine miesza sie do uzyskania jednolitej masy, za$ do
otrzymanej masy dodaje sie 2% (w/v) NaHCOs, cato$é miesza sie i przektada do formy odpornej na
wysokg i ultra-niskg temperature, za$ forme inkubuje sie wtazni wodnej w temperaturze 90-95°C,
korzystnie 95°C, przez 15-25 minut, korzystnie 15 minut, anastepnie studzi wtazni lodowej
w temperaturze 4°C, za$ ostudzong prébke umieszcza sie w zamrazarce w temperaturze -80°C na
okres 12 godzin, za$ zamrozong prébke poddaje sie procesowi liofilizacji (10-2-10% mbar) przez okres
18 godzin lub do momentu catkowitego wysuszenia probki, zas po liofilizacji, biomateriat wycigga sie
z formy i zanurza w buforowanym roztworze soli fizjologicznej (PBS) na 5-15 minut lub do momentu
catkowitego namoczenia probki, a nastepnie biomateriat poddaje sie suszeniu na powietrzu

w temperaturze pokojowe;.

Korzystnym skutkiem wynalazku jest to, ze ze wzgledu na swoje bardzo dobre wiasciwosci
mikrostrukturalne i biologiczne, otrzymany wedlug wynalazku implant kostny moze znalezé
zastosowanie wleczeniu ztaman kos$ci ordznej etiologii, gdzie bedzie sprzyjat procesom

regeneracyjnym w migjscu implantaciji.

Przedmiot wynalazku ilustrujg przedstawione ponizej przyktady:

Przykiad |

Do 0,04 g chitozanu dodano 2 ml 2% (v/v) wodnego roztworu kwasu octowego i mieszano. Do
uzyskanej masy dodano 0,1 g agarozy, cato$¢ zmieszano, a nastepnie dodano 0,4 g hydroksyapatytu
w postaci nanoproszku oraz 0,4 g zeolitu Na-X sfunkcjonalizowanego chitozanem w postaci proszku,
otrzymanego w ten sposob, ze przygotowuje sie matryce, w ktérej sktad wchodzi:

-sproszkowany zeolit Na-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 mieli otrzymujgc Na-X-chitozan.

Cato$¢ mieszano do uzyskania jednolitej masy. Nastepnie dodano 0,04 g NaHCOs, starannie
wymieszano, po czym otrzymang mase umieszczono w formie odpornej na dziatanie wysokiej i ultra-
niskiej temperatury. Forme inkubowano wtazni wodnej wtemperaturze 95°C przez 15 minut,
a nastepnie ostudzono w fazni lodowej wtemperaturze 4°C. Ostudzony biomateriat umieszczono
w zamrazarce w temperaturze -80°C na okres 12 godzin. Zamrozong prébke poddano procesowi
liofilizacji w $redniej prézni (6 x 102 mbar) przez okres 18 godzin. Biomateriat wyciagnieto z formy,
moczono 7 minut w buforowanym roztworze soli fizjologicznej (PBS) i nastepnie pozostawiono na
powietrzu w temperaturze pokojowej w celu wysuszenia.

Otrzymany implant kostny charakteryzuje sie makroporowatg mikrostrukturg (& poréw > 100
pum, porowato$é > 40%). Ocena cytotoksycznosci w stosunku do osteoblastéw linii komérkowej hFOB
1.19 zgodnie z normami ISO dla wyrobéw medycznych (ISO 1099-5:2009 oraz ISO 10993-12:2012)
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wykazata, ze otrzymany implant kostny jest nietoksyczny (zywotno$¢ komérek eksponowanych przez
okres 24 godzin na ekstrakt zimplantu wynosita 82% w poréwnaniu do negatywnej kontroli
cytotoksycznosci). Na podstawie przeprowadzonych badan udowodniono réwniez, ze otrzymany
implant sprzyja adhezji i proliferacji osteoblastow na jego powierzchni. Uwalnianie ryzedronianu
z implantu do $rodowiska zachodzi tylko pod wptywem kwasnego pH (< 6,0).

Przyktad Il

Do 0,08 g chitozanu dodano 4 ml 2% (v/v) wodnego roztworu kwasu octowego i mieszano.
Do uzyskanej masy dodano 0,2 g agarozy, cato$¢ zmieszano, a nastepnie dodano 0,8 g
hydroksyapatytu w postaci nanoproszku oraz 0,8 g zeolitu Na-X sfunkcjonalizowanego chitozanem
w postaci nanoproszku, otrzymanego w ten sposob, ze przygotowuje sie matryce, w ktérej skiad
wchodzi:

-sproszkowany zeolit Na-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 wiilosci 20 ml do uzyskania pH=9 a nastepnie
zmodyfikowany zeolit odsgcza sie z roztworu, suszy i mieli otrzymujgc Na-X-chitozan.

Cato$é mieszano do uzyskania jednolitej masy. Nastepnie dodano 0,08 g NaHCOs, starannie
wymieszano, po czym otrzymang mase umieszczono w formie odpornej na dziatanie wysokiej i ultra-
niskiej temperatury. Forme inkubowano wfazni wodnej w temperaturze 90°C przez 20 minut,
a nastepnie ostudzono w fazni lodowej wtemperaturze 4°C. Ostudzony biomateriat umieszczono
w zamrazarce w temperaturze -80°C na okres 12 godzin. Zamrozong prébke poddano procesowi
liofilizacji w $redniej prézni (6 x 103 mbar) przez okres 18 godzin. Biomateriat wyciagnieto z formy,
moczono 7 minut w buforowanym roztworze soli fizjologicznej (PBS) i nastepnie pozostawiono na
powietrzu w temperaturze pokojowej w celu wysuszenia.

Otrzymany implant kostny charakteryzuje sie makroporowatg mikrostrukturg (& poréw > 100
pum, porowato$é > 40%). Ocena cytotoksycznosci w stosunku do osteoblastéw linii komérkowej hFOB
1.19 zgodnie z normami ISO dla wyrobéw medycznych (ISO 1099-5:2009 oraz ISO 10993-12:2012)
wykazata, ze otrzymany implant kostny jest nietoksyczny (zywotno$¢ komérek eksponowanych przez
okres 24 godzin na ekstrakt zimplantu wynosita 80% w poréwnaniu do negatywnej kontroli
cytotoksycznosci). Na podstawie przeprowadzonych badan udowodniono réwniez, ze otrzymany
implant sprzyja adhezji i proliferacji osteoblastow na jego powierzchni. Uwalnianie ryzedronianu
z implantu do $rodowiska zachodzi tylko pod wptywem kwasnego pH (< 6,0).

W przyktadach przedstawiono jedyne mozliwe zastosowanie proporcji poszczegdlnych
sktadnikéw wynalazku, ktére skutkuje optymalnymi wiasciwosciami biologicznymi implantu oraz

zachowaniem wysokiej zywotnosci komérek.
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