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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest biomateriat na bazie naturalnego polisacharydu — B-1,3-glukanu
(kurdlanu) oraz izolatu biatka serwatkowego (WP1), ktéry moze by¢ stosowany do regeneracji tkanki
chrzestnej i/lub kostnej, a takze sposéb jego wytwarzania.

Uszkodzenia tkanki chrzestnej oraz kostnej zdarzaja sie coraz czesciej i powstajg przede wszystkim
w skutek nieprawidtowo wykonywanych ¢éwiczen fizycznych, choréb lub przebytych wypadkéw komuni-
kacyjnych. Ponadto ryzyko ich wystepowania znacznie wzrasta wraz z wiekiem pacjenta (Vinatier C.
and Guicheux J., Ann. Phys. Rehabil. Med. 2016, 59, 139-144; Deng C. et al. Nanomed. Nanobiotech-
nol. 2019, e1576). Niewielkie uszkodzenia tkanki chrzestnej, ktore dotycza warstwy powierzchniowe;j
(II° wg skali Outerbridgae’a), przewaznie leczone sg farmakologicznie. Natomiast duze uszkodzenia
(I11° wg skali Outerbridgae’a), ktére obejmuja pekniecia warstwy gtebokiej chrzastki oraz bardziej po-
wazne ubytki (IV° wg skali Outerbridgae’a), dotyczace nie tylko warstw tkanki chrzestnej, ale takze war-
stwy kosci podchrzestnej, wymagaija interwencji chirurgicznej (Casey Slattery B. S., Clin. Orthop. Relat.
Res. 2018, 476, 2101-2104; Cassar-Gheiti A. J. et al. Intechopen 2016, doi: 10.5772/intechopen.70261).
Najczesciej istnieje potrzeba zastosowania wszczepu, ktory zastapi fragmenty brakujacej/ych tkanki/ek.
Chociaz autografty (przeszczepy autologiczne) sg uwazane za ,ztoty standard” w regeneracji ubytkow
chrzestnych i kostnych, ich stosowanie ma pewne wady i ograniczenia. W zwiazku z tym, coraz czesciej
stosuje sie biomateriaty implantacyjne, tzw. skafoldy. Szczegdinym zainteresowaniem medycznym cie-
sza sie biomateriaty, ktére nie tylko posiadaja kompozycje i strukture podobna do natywnej tkanki,
ale takze wykazuja zblizone do niej wtasciwosci fizyko-chemiczne, mechaniczne oraz biologiczne (Ar-
miento A. R. et al., Acta Biomaterialia 2018, 65, 1-20; Liu Y. et al., Engineering 2017, 3, 28-35;
Zhang Y., Tissue Engineering 2019, 29, 1903279).

Znanym rozwiazaniem w terapii powaznych uszkodzen tkanki chrzestnej i kostnej jest stosowanie
biokompatybilnych biomateriatéw na bazie naturalnych polimeréw, takich jak alginian, chitozan, agaroza,
kwas hialuronowy, celuloza, kolagen czy zelatyna. Skafoldy takie sa nietoksyczne, a ponadto przyspie-
szaja regeneracje tkanki w miejscu ubytku. Dla przyktadu, z opisu patentowego CN106474558A,
znany jest materiat do regeneracji tkanki chrzestnej, ktérego kompozycja zawiera alginian oraz ludzkie
rekombinowane biatko morfogenetyczne kosci 6 (rhBMP-6). Biomateriat ten nie wykazuje immunogen-
nosci i sprzyja réznicowaniu ludzkich osteoblastow (linia komdérkowa MG-63 wyprowadzona z osteosar-
komy). Z opisu patentowego US2009252798A1 znany jest biomateriat na bazie kwasu hialuronowego
(MATRIX-GEL), ktérego wtasciwosci mechaniczne sa zblizone do wtasciwosci natywnej tkanki chrzest-
nej. Ponadto, wspiera on rekrutacje mezenchymalnych komérek progenitorowych ze szpiku kostnego.
Z opisu patentowego CN105381504A znany jest skafold na bazie kolagenu, ktéry w warunkach in vivo
(badania na krélach nowozelandzkich z ubytkiem chrzestno-kostnym) indukuje powstawanie tkanki po-
dobnej do naturalnej chrzastki. Biomateriat wykazuje takze dobra integracje z natywna tkanka chrzestna
oraz warstwa kosci podchrzestnej. Z opisu patentowego CN108785751A znany jest porowaty skafold
kostny na bazie rybiego kolagenu oraz alginianu. Biomateriat ten wykazuje wtasciwos$ci mechaniczne
zblizone do ludzkiej kosci udowej. Ponadto jest on nietoksyczny wzgledem fibroblastow mysich (linia
komodrkowa 3T3). Z kolei z opisu patentowego CN102327643A znany jest skafold kostny na bazie chi-
tozanu oraz Zelatyny.

Z przegladu baz patentowych oraz z powyzszych opiséw patentowych wynika, ze nie ma obecnie
biomateriatéw na bazie bakteryjnego liniowego B-1,3-glukanu (kurdlanu) oraz izolatu biatka serwatko-
wego (WPI). Wiadomo jednak, ze hydrozel B-1,3-glukanowy (kurdlanowy) otrzymywany metoda ter-
miczna znalazt zastosowanie jako skfadnik ceramiczno-polimerowego substytutu kostnego (Patent
PL 206394 i International Patent nr EU 2421570 B1). Z kolei, hydrozel kurdlanowy, otrzymywany metoda
dializy wzgledem roztworu jonéw wapnia znalazt zastosowanie jako sktadnik ceramiczno-polimerowego
rusztowania kostnego (Patent PL 229329 B1). Ponadto znany jest hydrozel na bazie biatka serwatko-
wego (WPI), a takze hydrozele na bazie WPI i polisacharydéw — amylozy, celulozy, amylopektyny, chi-
tozanu i dekstranu, ktére dedykowane sa do regeneracji tkanki kostnej (Patent USA US/2013/0101548 A1,
Patent USA US 9,758,558 B2 i International Patent nr WO 2011/123760 A2).

Nikt dotad nie zastosowat potaczenia polimeru w postaci 3-1,3-glukanu (kurdlanu) i biatka ser-
watkowego (WPI) do regeneraciji tkanki chrzestnej i/lub kostne;j.
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Wynalazek rozwiazuje zagadnienie otrzymywania biomateriatu na bazie g-1,3-glukanu (kurdlanu)
oraz izolatu biatka serwatkowego (WPI), charakteryzujacego sie wtasciwosciami mechanicznymi zbli-
zonymi do wiasciwosci natywnej tkanki chrzestnej, a takze biokompatybilnoscig w warunkach in vitro,
poprzez zwiekszanie zywotnosci oraz proliferacji osteoblastéw ludzkich (linia hFOB 1.19, ATCC).

Biomateriat wedtug wynalazku stanowi 3-1,3-glukan (kurdlan) i izolat biatka serwatkowego (WPI),
gdzie proporcje sktadnikéw wzgledem 100 ml wodnego roztworu wynosza odpowiednio: 6-20% (w/v),
korzystnie 8% (w/v) — kurdlan oraz 20-50% (w/v), korzystnie 30% (w/v) — WPI.

Sposéb wytwarzania biomateriatu wedtug wynalazku polega na tym, Zze najpierw przygotowuje sie
w wodzie destylowanej 20-50% (w/v) roztwor izolatu biatka serwatkowego (WPI), korzystnie 30% (w/v) i do-
daje sie go do B-1,3-glukanu (kurdlanu) w postaci proszku, tak aby stezenie kurdlanu wzgledem roz-
tworu WPI wynosito 6-20% (w/v), korzystnie 8% (w/v), otrzymana mieszaninge umieszcza sie w formach
i inkubuje przez 10-30 minut, korzystnie 15 minut w temperaturze 90-120°C, korzystnie 90°C, nastepnie
otrzymany hydrozel kurdlan-WPI poddaje sie chtodzeniu w temperaturze pokcjowe;j i sterylizuje.

Korzystnie biomateriat sterylizuje sie poprzez autoklawowanie.

Korzystnie jest, gdy sterylizacje mokrego materiatu prowadzi sie poprzez autoklawowanie w tem-
peraturze 121°C przez 15 minut.

Korzystnie biomateriat poddaje sie sterylizacji gazowej z wykorzystaniem tlenku etylenu,
przy czym najpierw poddaje sie go zamrozeniu i suszeniu poprzez liofilizacje.

Korzystnie zamrozenie materiatu przeprowadza sie w temperaturze od -5°C do -170°C, korzyst-
nie -80°C, przez okres 2-5 dni, korzystnie 2 dni.

Korzystnie biomateriat suszy sie poprzez liofilizacje w czasie 15-30 godzin, korzystnie 19-26 godzin.

Korzystnie sterylizacje suchego materiatu prowadzi sie tlenkiem etylenu (55°C) przez 3 godziny.

Wytworzony wg wynalazku biomateriat na bazie kurdlanu i WPI charakteryzuje sie wtasciwosciami
mechanicznymi zblizonymi do wtasciwosci natywnej tkanki chrzestnej oraz korzystnymi wtasciwosciami
biologicznymi wzgledem ludzkich osteoblastéw w warunkach in vitro, co jest korzystne w regeneracji
tkanki kostnej.

Korzystne wtasciwosci mechaniczne biomateriatu wynikaja ze sposobu wytwarzania, a takze jego
kompozycji. Zdolnos¢ do wykazywania pozadanych wiasciwosci biologicznych, tj. do wspierania zywot-
nosci i proliferacji osteoblastow wynika ze struktury biomateriatu oraz jego kompozyciji.

Jak sie nieoczekiwanie okazato potaczenie polimeru w postaci $-1,3-glukanu (kurdlanu) i biatka
serwatkowego (WPI) w odpowiednich proporcjach przyniosto poszukiwane efekty w regeneracji tkanki
chrzestnej i/lub kostnej. Sktadniki te wzajemnie sie uzupetniaja, gdyz kurdlan posiada zdolno$¢ do tworzenia
sprezystego Zelu, z kolei biatko serwatkowe (WPI) tworzy Zel, ktéry charakteryzuje sie wtasciwosciami
mechanicznymi zblizonymi do wtasciwosci natywnej tkanki chrzestnej/kostnej, a takze wykazuje biokompa-
tybilno$¢ w warunkach in vitro, poprzez zwiekszanie zywotnos$ci oraz proliferacji osteoblastéow ludzkich.

Przedmiot wynalazku ilustruja przedstawione ponizej przyktady.

Przyktad 1

Do 3 g izolatu biatka serwatkowego (WPI) dodano 10 ml wody destylowanej i mieszano,
az do catkowitego rozpuszczenia WPI. Otrzymany klarowny roztwér dodano do 0,8 g kurdlanu
i mieszano az do potaczenia sktadnikéw. Nastepnie taka mieszanine umieszczono w probéwkach typu
Eppendorf o pojemnosci 2 ml i poddano inkubacji w temperaturze 90°C przez 15 minut. Otrzymane
hydrozele chtodzono w temperaturze pokojowej przez okres 1 godziny. Schtodzone biomateriaty wyjeto
z probdéwek i pocieto na krazki o grubosci 2-3 mm i $rednicy 1 cm. Sterylizacje otrzymanych krazkéw
przeprowadzono przez autoklawowanie w temperaturze 121°C, 15 minut. Przygotowane w ten sposéb
biomateriaty wykazuja korzystne witasciwosci, tj. posiadaja dobre parametry mechaniczne, zblizone
do wiasciwosci natywnej tkanki chrzestnej/kostnej i wspieraja procesy komoérkowe, tj. wzmacniajg zy-
wotno$¢ i proliferacje osteoblastow hFOB 1.19.

Przyktad 2

Do 3,5 g izolatu biatka serwatkowego (WPI) dodano 10 ml wody destylowanej. Sktadniki mie-
szano, az do catkowitego rozpuszczenia WPI. Otrzymany klarowny roztwér dodano do 0,7 g kurdlanu
i mieszano az do potaczenia sktadnikéw. Nastepnie taka mieszanine umieszczono w szklanej szalce
Petriego o srednicy 2 cm i poddano inkubacji w temperaturze 90°C przez 15 minut. Otrzymany hydrozel
chtodzono w temperaturze pokojowej przez okres 1 godziny. Schtodzony biomateriat poddano steryli-
zacji poprzez autoklawowanie w temperaturze 121°C, 15 minut. Przygotowany w ten sposéb biomateriat
wykazuje korzystne wlasciwosci, tj. posiada dobre parametry mechaniczne, zblizone do witasciwosci
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natywnej tkanki chrzestnej/kostnej i wspiera procesy komdrkowe, tj. wzmacnia zywotno$¢ i proliferacje
osteoblastéw hFOB 1.19.

Przyktad 3

Do 3 g izolatu biatka serwatkowego (WPI) dodano 10 ml wody destylowanej. Sktadniki mieszano,
az do catkowitego rozpuszczenia WPI. Otrzymany klarowny roztwér dodano do 0,6 g kurdlanu i mie-
szano az do potaczenia sktadnikéw. Nastepnie taka mieszanine umieszczono w probdwkach typu
Eppendorf o pojemnosci 2 ml i poddano inkubacji w temperaturze 90°C przez 20 minut. Otrzymane
hydrozele chtodzono w temperaturze pokojowej przez okres 1 godziny. Schtodzone biomateriaty wyjeto
z probdéwek, pocieto na walce o wysokosci 10 mm i $rednicy 1 cm i wysterylizowano przez autoklawo-
wanie w temperaturze 121°C, 15 minut. Przygotowane w ten sposéb biomateriaty wykazuja korzystne
wtasciwosci, . posiadaja dobre parametry mechaniczne, zblizone do wiasciwosci natywnej tkanki chrzest-
nej/kostnej i wspieraja procesy komorkowe, tj. wzmacniaja zywotnos$¢ i proliferacje osteoblastéw hFOB 1.19.

Przyktad 4

Do 3 g izolatu biatka serwatkowego (WPI) dodano 10 ml wody destylowanej. Sktadniki mieszano,
az do catkowitego rozpuszczenia WPI. Otrzymany klarowny roztwér dodano do 0,7 g kurdlanu i mie-
szano az do potaczenia sktadnikédw. Nastepnie taka mieszanine umieszczono w probdwkach typu
Eppendorf o pojemnosci 2 ml i poddano inkubacji w temperaturze 90°C przez 15 minut. Otrzymane
hydrozele chtodzono w temperaturze pokojowej przez okres 1 godziny. Schtodzone biomateriaty wyjeto
Z probowek i pocieto na krazki o grubosci 2-3 mm i $rednicy 1 cm. Krazki biomateriatu umieszczono
w zamrazarce -80°C na 2 dni. Zamrozone biomateriaty poddano suszeniu poprzez liofilizacje w cza-
sie 24 godzin. Po wysuszeniu, probki umieszczono w przeznaczonych do sterylizacji rekawach foliowo-pa-
pierowych i poddano sterylizacji tlenkiem etylenu (55°C, 3 godziny, a nastepnie 15-godzinna wentylacja
prébki w celu odprowadzenia resztek tlenku etylenu po procesie sterylizacji). Przygotowane w ten sposdéb
biomateriaty wykazuja korzystne parametry mechaniczne, zblizone do wtasciwosci natywnej tkanki chrzest-
nej/kostnej i wspieraja procesy komorkowe, tj. wzmacniaja zywotnos¢ i proliferacje osteoblastéw hFOB 1.19.

Przyktad 5

Do 4 g izolatu biatka serwatkowego (WPI) dodano 10 ml wody destylowanej. Sktadniki mieszano,
az do catkowitego rozpuszczenia WPI. Otrzymany klarowny roztwér dodano do 0,8 g kurdlanu i mie-
szano az do potaczenia sktadnikéw. Nastepnie taka mieszanine umieszczono w probdwkach typu
Eppendorf o pojemnosci 2 ml i poddano inkubacji w temperaturze 90°C przez 15 minut. Otrzymane
hydrozele chtodzono w temperaturze pokojowej przez okres 1 godziny. Schtodzone biomateriaty wyjeto
z probowek i pocieto na walce o wysoko$ci 5 mm i $rednicy 1 cm. Biomateriaty (walce) umieszczono
w zamrazarce -80°C na 2 dni. Zamrozone walce poddano suszeniu poprzez liofilizacje w czasie 24 go-
dzin. Po wysuszeniu umieszczono je w przeznaczonych do sterylizacji rekawach foliowo-papierowych
i poddano sterylizacji poprzez tlenek etylenu (55°C, 3 godziny, a nastepnie 15-godzinna wentylacja
prébki w celu odprowadzenia resztek tlenku etylenu po procesie sterylizacji). Przygotowane w ten sposdéb
biomateriaty wykazuja korzystne parametry mechaniczne, zblizone do wtasciwosci natywnej tkanki chrzest-
nej/kostnej i wspierajg procesy komorkowe, {j. wspieraja zywotnos¢ i proliferacje osteoblastow hFOB 1.19.

Wyniki badan dla biomateriatu kurdlan (8% w/v) — WPI (30% w/v) wytworzonego wedtug wyna-
lazku przedstawiono w Tabeli 1.

Tabela 1. Wybrane wiasciwosci biomateriatu kurdlan — WPI wytworzonego wedtug wynalazku

Cecha Biomaterial kurdlan-WPI

wynalazku

wytwarzany  wedlug

Korzystne wiasciwosdci mechaniczne wyrazone w postaci
wartosci modutu Young’a. Wynik uzyskano na podstawie
testu mechanicznego.

Modul Young’a biomateriatu kurdlan-WPI: 0,884 + 0,143
MPa

Wskazuje sig, ze wartosci modulu Young’a dla tkanki
chrzgstnej wynosza 0,079-320 MPa. Z kolei, warto$¢
modulu Young'a dla kosci podchrzestnej jest wyzszy i
wynosi ok. 5,7 GPa.

Wyniki te pokazuja, ze biomaterial kurdlan-WPI moze by¢
stosowany do regeneracji tkanki chrzgstnej oraz/lub tkanki
kostnej po dodatkowym jego wzmocnieniu, np. w postaci
blaszek tytanowych.
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Zdolno$¢ do wspierania zywotnosei ludzkich osteoblastow
hFOB 1.19 ir vitro w kontakcie posrednim. Zdolnos¢ ta
wyrazono jako procent zywotnosci komdrek po 48-godz.
inkubacji z ekstraktem pozyskanym z biomateriatu kurdlan-
WPI wg normy ISO 10993-5:2009. Wynik na podstawie
testu MTT.

102,98 + 2,95% w poréwnaniu z komérkami kontrolnymi
(osteoblastami ludzkimi traktowanymi ptynem hodowlanym
inkubowanym bez obcenosci materiatu).

Zdolnos¢ do wspierania zywotnosci ludzkich osteoblastow
hFOB 1.19 in vitro w kontakcie bezposrednim. Zdolnos¢ ta
oceniono po 48-godz. inkubacji ludzkich osteoblastow na
biomateriale kurdlan-WPI. Na podstawie
przeprowadzonego barwienia roznicujacego zywe/martwe
komérki (zestaw Live/Dead Cell Double Staining Kit).

Obserwacje mikroskopowe wykazaly, ze komorki rosnace
na biomateriale kurdlan-WPI byly dobrze przyklejone do
jego powierzchni i wykazywaly wysoka zywotnodé —
komoérki  emitowaly  zielong  fluorescencje.  Nie
obserwowano komorek martwych, ktére emitowatyby
czerwona fluorescencie.

Zdolnos¢ do wspierania procesow proliferacji osteoblastow
ludzkich hFOB 1.19 w kontakcic bezposrednim in vitro.
Zdolnos$¢ tg oceniono poprzez barwienie cytoszkietetu
(barwnik — falloidyna) oraz jgder komorkowych (barwnik —
Hoechst33342) po 3- i 6- dniach od inokulacji ludzkich

Obserwacje  mikroskopowe  wykazaty, 7¢  liczba
osteoblastow ludzkich rosngcych na biomateriale kurdlan-
WPI wzrastata w czasic. Zaréwno po 3- jak i po 6- dniach
inkubacji, komorki byly dobrze rozplaszczone, mialy
podiuzny ksztalt i posiadaly duze jgdra oraz rozbudowany

ostcoblastéw na biomateriale kurdlan-WPI. system cytoszkieletu, co $wiadczy o tym, ze biomateriat
kurdlan-WP1 jest odpowiednim rusztowaniem do wzrostu

komorek w warunkach in vitro.

Przedstawione w Tabeli 1. wyniki wskazuja, ze wytworzony wg wynalazku biomateriat kurdlan-WPI,
wykazuje korzystne wlasciwosci mechaniczne i biologiczne. Wynalazek moze znalez¢ zastosowanie
jako biomateriat implantacyjny w celu regeneracji ubytkéw chrzestnych i/lub kostnych.

Zastrzezenia patentowe

1. Biomateriat na bazie 3-1,3-glukanu (kurdlanu) znamienny tym, ze stanowi go 3-1,3-glukan
(kurdlan) i izolat biatka serwatkowego (WPI), gdzie proporcje sktadnikdw wzgledem 100 ml wod-
nego roztworu wynosza: 6—20% (w/v), korzystnie 8% (w/v) — kurdlan i 20-50% (w/v), ko-
rzystnie 30% (w/v) — WPI.
Biomateriat wedtug zastrz. 1 znamienny tym, Ze jest wysterylizowany.
Sposéb wytwarzania biomateriatu na bazie 3-1,3-glukanu (kurdlanu) znamienny tym, ze naj-
pierw przygotowuje sie w wodzie destylowanej 20—-50% (w/v) roztwor izolatu biatka serwatko-
wego (WPI), korzystnie 30% (w/v), i dodaje sie go do B-1,3-glukanu (kurdlanu) w postaci
proszku, tak aby stezenie kurdlanu wzgledem roztworu WPl wynosito 6-20% (w/v), ko-
rzystnie 8% (w/v), otrzymana mieszanine umieszcza sie w formach i inkubuje przez 10-30 minut,
korzystnie 15 minut w temperaturze 90-120°C, korzystnie 90°C, nastepnie otrzymany hydro-
zel kurdlan-WPI poddaje sie chiodzeniu w temperaturze pokojowe;.

4. Sposob wedtug zastrz. 3 znamienny tym, Zze otrzymany biomateriat sterylizuje sie.

5. Sposob wedtug zastrz. 3 znamienny tym, ze otrzymany mokry biomateriat sterylizuje sie po-
przez autoklawowanie.

6. Sposob wedtug zastrz. 4 znamienny tym, ze sterylizacje mokrego materiatu prowadzi sie
w temperaturze 121°C przez 15 minut.

7. Sposob wedtug zastrz. 3 znamienny tym, ze otrzymany biomateriat poddaje sie sterylizac;ji
gazowej z wykorzystaniem tlenku etylenu, przy czym najpierw poddaje sie zamrozeniu i su-
szeniu poprzez liofilizacje.

8. Sposodb wedtug zastrz. 6 znamienny tym, ze zamrozenie materiatu przeprowadza sie w tem-
peraturze od -5°C do -170°C, korzystnie -80°C, przez okres 2—5 dni, korzystnie 2 dni.

9. Sposob wedtug zastrz. 6 znamienny tym, ze biomateriat suszy sie poprzez liofilizacje w cza-

sie 15-30 godzin, korzystnie 19—26 godzin.

Sposdb wedtug zastrz. 6 znamienny tym, Ze sterylizacje suchego materiatu prowadzi sie tlen-

kiem etylenu (55°C) przez 3 godziny.

SEN

10.
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