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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest trojsktadnikowy biomateriat ztozony z naturalnego polisachary-
du — B-1,3-glukanu (kurdlanu), izolatu biatka serwatkowego (WPI) oraz ceramiki hydroksyapatyto-
wej (HAp) do zastosowan w inzynierii tkankowe]j kosci oraz sposéb jego otrzymywania.

Ko$é¢ jest tkanka taczna, ktéra charakteryzuje sie duza sztywnoscia i twardoscia. Posiada ona
takze zdolno$¢ do regeneracji, bowiem ulega nieustannym procesom przebudowy, ktére umozliwiaja
naprawe uszkodzonych mikrofragmentéw (Taichman, Blood 2005, 105, 2631-2639; Roberts i wsp.,
Semin. Ortod. 2004, 10, 123-161). Jednak w przypadku wiekszych ubytkéw kostnych, powstajacych
w skutek ztaman, urazéw, choréb nowotworowych czy osteoporozy, naturalne procesy regeneracyjne
sg niewystarczajace i nalezy zastapié¢/uzupetni¢ uszkodzony/brakujacy fragment tkanki, wykorzystujac
odpowiedni materiat implantacyjny (Dimitriou i wsp., BMC Medicine 2011, 9, 66; Nandi i wsp., Indian J.
Med. Res. 2010, 132, 15-30; O'Brien, Mater. Today 2010, 14, 88-95). W inzynierii tkankowej ko$ci
istnieje trend do wytwarzania biomateriatéw o budowie zblizonej do kosci, ktéra jest naturalnym kom-
pozytem sktadajgcym sie z fazy mineralnej (> 60%), fazy organicznej (20-40%) oraz wody i ttuszczy
(3—10%). Dlatego tez ogromng uwage przywiazuje sie do biomateriatdw kompozytowych, ktére naj-
czesciej tworzone sa przez potaczenie materiatdw ceramicznych (odpowiednik fazy mineralnej ko-
éci) oraz polimerow (odpowiednik fazy organicznej koéci) (Clarke, Clin. J. Am. Soc. Nephrol. 2008,
3, S131-S139; Bose i wsp. Trends Biotechnol. 2012, 30, 546-554; Velasco i wsp. BioMed Res.
Int. 2015, 2015).

Oproécz odpowiedniej kompozycji, biomateriaty implantacyjne musza wykazywac korzystne wia-
Sciwosci strukturalne, mechaniczne i biologiczne. Zatem, powinny one charakteryzowac sie porowato-
$cia, duza wytrzymatoscia mechaniczna i przy tym wykazywac dobra porecznos¢ chirurgiczna. Ponad-
to, takie biomateriaty nie moga wykazywac cytotoksycznosci, genotoksycznosci, immunogenno-
§ci czy mutagennosci w organizmie pacjenta. Powinny one by¢ takze biokompatybilne, osteokonduk-
tywne i osteoinduktywne (O’'Brien, Mater. Today 2010, 14, 88-95; Polo-Corrales i wsp., J. Nanosci.
Nanotechnol. 2014, 14,15-56; Williams, Biomaterials 2008, 29, 2941-2953; Velasco i wsp. BioMed
Res. Int. 2015, 2015; Bose i wsp. Trends Biotechnol. 2012, 30, 546-554; A1brektsson i Johansson,
Eur. Spine. J. 2001, 10, S96-S101).

Znanym rozwiazaniem w regeneracji tkanki kostnej jest stosowanie biokompatybilnych kompo-
zytdbw sktadajacych sie z ceramiki oraz polimeréw pochodzenia naturalnego i/lub syntetycznego.
Dla przyktadu, z opisu patentowego CN109251352A znany jest biomateriat na bazie alkoholu poliwi-
nylowego, alginianu sodu oraz hydroksyapatytu, ktéry dedykowany jest do regeneracji ubytkéw kost-
nych i wykazuje porowata strukture oraz sprzyja adhezji i proliferacji komérek. Z opisu patentowego
US2006172918A1 znany jest biomateriat kompozytowy zawierajacy kolagen, alginian oraz hydrok-
syapatyt. Wynalazek posiada parametry mechaniczne zblizone do naturalnej kosci, charakteryzuje sie
zdolnoscia do przystosowania biologicznego, a ponadto wykazuje wiasciwosci osteokonduktywne
(badania na szczurach z ubytkiem w kosci udowej). Z kolei, z opisu patentowego US2014314824A1
znany jest porowaty biomateriat na bazie chitozanu, amylopektyny oraz hydroksyapatytu.

Biomateriat jest biodegradowalny w warunkach in vitro, nie wykazuje cytotoksyczno$ci, a takze
wspiera proliferacje i proces réznicowania ludzkich osteoblastéw (badania z wykorzystaniem linii ko-
morkowej MG-63, wyprowadzonej z ludzkiej osteosarkomy).

Z przegladu baz patentowych oraz z powyzszych opiséw patentowych wynika, Ze nie ma obec-
nie biomateriatéw na bazie bakteryjnego B-1,3-glukanu (kurdlanu), izolatu biatka serwatkowego (WPI)
oraz ceramiki hydroksyapatytowej. Wiadomo jednak, ze hydrozel -1,3-glukanowy (kurdlanowy)
otrzymywany metoda termiczna znalazt zastosowanie jako sktadnik substytutu kostnego na bazie
ceramiki hydroksyapatytowej (Patent PL 206394 i EP 2421570). Z kolei, hydrozel kurdlanowy, otrzy-
mywany metoda dializy wzgledem roztworu jonéw wapnia znalazt zastosowanie jako sktadnik biokom-
patybilnego ceramiczno-polimerowego rusztowania kostnego (Patent PL 229329 B1). Ponadto, znany
jest hydrozel na bazie izolatu biatka serwatkowego (WPI), a takze hydrozele na bazie WPI i polisacha-
rydéw — amylozy, celulozy, amylopektyny, chitozanu 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).

Wynalazek rozwigzuje zagadnienie otrzymywania biomateriatu na bazie -1,3-glukanu (kurdla-
nu), izolatu biatka serwatkowego (WPI) oraz ceramiki hydroksyapatytowej (HAp), charakteryzujacego
sie brakiem cytotoksycznosci oraz biokompatybilnoscia w warunkach in vitro, poprzez wspieranie
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wzrostu oraz proliferacji osteoblastéw ludzkich (linia hFOB 1.19, ATCC), majacego zastosowanie
w inzynierii tkankowej kosci.

Biomateriat na bazie naturalnego polisacharydu — $-1,3-glukanu (kurdlanu) oraz ceramiki
hydroksyapatytowej (HAp) charakteryzuje sie tym, Zze zawiera komponent biatkowy — izolat biat-
ka serwatkowego (WPI) w ilodci 20-50% (w/v), korzystnie 35% (w/v), za$ pozostate sktadniki jak
B-1,3-glukan (kurdlan) oraz ceramika hydroksyapatytowa (HAp) wystepuja w ilosci: B-1,3-glukan
(kurdlan) od 6 do 20% (w/v), korzystnie 8% (w/v), ceramika hydroksyapatytowa (HAp) od 10 g
do 180 g, w odniesieniu do 100 ml wodnego roztworu.

Biomateriat korzystnie jest wy sterylizowany.

Sposdb wytwarzania biomateriatu wedtug wynalazku polega na tym, ze 20-50% (w/v) roztwoér
izolatu biatka serwatkowego (WPI), korzystnie 35% (w/v), przygotowuje sie w wodzie destylowane;j
i dodaje sie do proszku f3-1,3-glukanu (kurdlanu), tak aby stezenie kurdlanu wzgledem 100 ml roztwo-
ru WPI wynosito 6—20% (w/v), korzystnie 8% (w/v). Nastepnie do takiej mieszaniny dodaje sie cerami-
ke hydroksyapatytowa (HAp) w postaci nanoproszku, proszku lub granul o wielkosci 0,1-1,0 mm, wy-
palanych w temperaturze 500-1300°C w ilosci 10 g — 180 g na 100 ml roztworu kurdlan-WPI, korzyst-
nie 160 g granul o wielko$ci 0,3-0,6 mm, wypalanych w temperaturze 1100-1200°C. Otrzymana pa-
ste umieszcza sie w formach i inkubuje przez 15 minut w temperaturze 90-120°C, korzystnie 90°C.
Taki biomateriat, moze by¢ nastepnie wysterylizowany poprzez autoklawowanie i wykorzystywany
w formie mokrej. Otrzymany kompozyt kurdlan-WPI-HAp moze by¢ takze poddany suszeniu w tempe-
raturze pokojowej (na powietrzu), a nastepnie przeznaczony do sterylizacji gazowej z wykorzystaniem
tlenku etylenu.

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

Korzystnie jest, gdy sterylizacje suchego biomateriatu prowadzi sie tlenkiem etylenu (55°C)
przez okoto 3 godziny.

Wytworzony wg wynalazku biomateriat na bazie kurdlanu, WPI i ceramiki hydroksyapatytowe]
(HAp) charakteryzuje sie korzystnymi wiasciwosciami biologicznymi wzgledem ludzkich osteobla-
stow hFOB 1.19 w warunkach in vitro. Korzystne wlasciwosci biologiczne biomateriatu, tj. zdol-
nos¢ do wspierania zywotno$ci i proliferacji osteoblastéw linii hFOB 1.19, wynikaja z jego kompozy-
cji — szczegdlnie dzieki obecnosci izolatu biatka serwatkowego (WPI).

Potaczenie polimeréw w postaci 3-1,3-glukanu (kurdlanu) i biatka serwatkowego (WPI) oraz ce-
ramiki hydroksyapatytowej (HAp) w odpowiednich proporcjach przyniosto poszukiwane efekty w rege-
neracji tkanki kostnej. llosci sktadnikéw, sposdéb i kolejnos¢ ich taczenia pozwalaja uzyska¢ materiat
kompozytowy o zwartej strukturze, majacy wtasciwosci regeneracyjne.

Jak sie nieoczekiwanie okazato sktadniki te wzajemnie sie uzupetniajg, gdyz tworzony przez
B-1,3-glukan (kurdlan) nietoksyczny i sprezysty zel jest doskonatym lepiszczem dla sypkiej ceramiki
hydroksyapatytowej (HAp), zas dodatek biatka serwatkowego (WPI) wzmacnia wtasciwosci biolo-
giczne biomateriatu, poprzez przyspieszanie wzrostu i proliferacji ludzkich komoérek kosciotwérczych
(hFOB 1.19). Potaczenie w/w trzech sktadnikéw pozwala na otrzymanie kompozytu, ktéry charakte-
ryzuje sie wysoka biokompatybilno$cia w warunkach in vitro (poprzez zwiekszanie zywotno$ci oraz
proliferacji osteoblastow ludzkich). Tworzy on zatem biomateriat nadajacy sie do zastosowan
w inzynierii tkankowe] kosci. Nikt dotad nie ujawnit w stanie techniki biomateriatu kompozytowego
o sktadzie, jak w przedmiotowym wynalazku.

Przedmiot wynalazku ilustruja przedstawione ponizej przyktady.

Przyktad 1

Do 3,5 g izolatu biatka serwatkowego (WPI) dodano 10 ml wody destylowanej. Sktadniki mie-
szano, az do catkowitego rozpuszczenia WPI. Otrzymany klarowny roztwér WPI dodano do 0,8 g kur-
dlanu i mieszano az do potaczenia sktadnikdédw. Nastepnie, dodano 16 g granul hydroksyapatytu
o wielkosci 0,3—0,6 mm, wypalanych w temperaturze 1200°C. Otrzymang paste umieszczono w pro-
boéwkach typu Eppendorf o pojemnosci 2 ml i poddano inkubacji w temperaturze 90°C przez 15 minut.
Otrzymane biomateriaty wyjeto z probdéwek, pocieto na walce o $rednicy 1 cm i wysokoéci 1 cm,
a nastepnie suszono w temperaturze pokojowej przez okres 24 godzin. Sterylizacje otrzymanych pro-
bek przeprowadzono za pomoca tlenku etylenu (55°C, 3 godziny, a nastepnie 15-godzinna wentylacja
prébki w celu odprowadzenia resztek tlenku etylenu po procesie sterylizacji). Przygotowane w ten
sposéb biomaterialy wykazuja korzystne witasciwosci, tj. nie wykazuja cytotoksycznosci i wspieraja
proliferacje osteoblastéw.



4 PL 240 725 B1

Przyktad 2

Do 4 g izolatu biatka serwatkowego (WPI) dodano 10 ml wody destylowanej. Sktadniki miesza-
no, az do catkowitego rozpuszczenia WPI. Otrzymany klarowny roztwér WPI dodano do 0,8 g kurdla-
nu i mieszano az do potaczenia sktadnikéw. Nastepnie, dodano 14 g proszku hydroksyapatytowego.
Otrzymana paste umieszczono w probdéwkach typu Eppendorf o pojemnosci 2 ml i poddano inkubacji
w temperaturze 90°C przez 15 minut. Otrzymane biomateriaty wyjeto z probdéwek, pocieto na walce
o $rednicy 1 cm i wysokosci 3 cm, a nastepnie poddano sterylizacji z uzyciem autoklawu (121°C przez
15 minut). Przygotowane w ten sposob biomateriaty wykazuja korzystne wtasciwosci, tj. nie wykazuja
cytotoksycznosci i wspieraja proliferacje osteoblastow.

Przyktad 3

Do 4 g izolatu biatka serwatkowego (WPI) dodano 10 ml wody destylowanej. Sktadniki miesza-
no, az do catkowitego rozpuszczenia WPI. Otrzymany klarowny roztwér WPI dodano do 0,7 g kurdla-
nu i mieszano az do potaczenia sktadnikéw. Nastepnie, dodano 16 g nanoproszku hydroksyapatyto-
wego. Otrzymana paste umieszczono w probdwkach typu Eppendorf o pojemnoséci 2 ml i poddano
inkubacji w temperaturze 90°C przez 20 minut. Otrzymane biomateriaty wyjeto z probdwek, pocieto
na krazki o $rednicy 1 cm i wysoko$ci 3 mm, a nastepnie suszono w temperaturze pokojowej przez
okres 24 godzin. Sterylizacje otrzymanych probek przeprowadzono za pomoca tlenku etylenu (55°C,
3 godziny, a nastepnie 15-godzinna wentylacja prébki w celu odprowadzenia resztek tlenku etylenu
po procesie sterylizacji). Przygotowane w ten sposéb biomateriaty wykazuja korzystne wtasciwosci,
tj. nie wykazuja cytotoksycznosci i wspieraja proliferacje osteoblastow.

Przyktad 4

Do 2 g izolatu biatka serwatkowego (WPI) dodano 10 ml wody destylowanej. Sktadniki miesza-
no, az do catkowitego rozpuszczenia WPI. Otrzymany klarowny roztwér WPI dodano do 0,8 g kurdla-
nu i mieszano az do potaczenia sktadnikéw. Nastepnie, dodano 16 g granul hydroksyapatytu o wielko-
8ci 0,3-0,6 mm, wypalanych w temperaturze 1150°C. Otrzymang paste umieszczono w probdwkach
typu Eppendorf o pojemnosci 2 ml i poddano inkubacji w temperaturze 90°C przez 20 minut. Otrzy-
mane biomateriaty wyjeto z probdwek, pocieto na walce o $rednicy 1 cm i wysokosci 3 cm, a nastep-
nie poddano sterylizacji z uzyciem autoklawu (121°C przez 15 minut.) Przygotowane w ten sposoéb
kompozyty wykazuja korzystne wiasciwosci, tj. nie wykazuja cytotoksycznosci i wspieraja prolifera-
cje osteoblastéw.

Wyniki badan dla biomateriatu kurdlan (8% w/v) — WPI (35% w/v) — granule HAp o rozmiarze
0,3-0,6 mm, wypalane w temperaturze 1150°C (160 g granul HAp na 100 ml roztworu kurdlan-WPI)
wytworzonego wedtug wynalazku poréwnano z wynikami dla biomateriatu bez dodatku WPI, tj. kurdlan
(8% wi/v) — granule HAp o wielkosci 0,3-0,6 mm, wypalane w temperaturze 1150°C (160 g granul HAp
na 100 ml roztworu kurdlanu). Otrzymane rezultaty przedstawiono w Tabeli 1.
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Tabela 1

Wybrane wtasciwosci biomateriatu kurdlan-WPI-HAp wytworzonego wedtug wynalazku oraz biomateriatu
kurdlan-HAp (biomateriat poréwnawczy wytworzony wedlug analogicznej procedury).

Cecha Biomaterial kurdlan-WPI-HAp Biomaterial kurdlan-HAp (material
wytwarzany wedlug wynalazku _poréwnawczy)
Cytotoksycznos¢ wzglgdem komdrek | Brak dzialania cytotoksycznege, a | Brak dzialania cytotoksyczmego, bez
kosciotwérezych hFOB 1.19 | takze wpicranie  2ywotnosci | widocznego wspicrania Zywotnosci
{osteablastéw ludzkich pozyskanych z | osicoblastow osteoblastow
ATCC).
2ywotnosé rowna 122,27 + 5,66 % w | Zywotno$¢ réwna 85,42 + 537 % w

Wyniki uzyskano w tescie posrednim z | poréwnaniu do komoérek | poréwnaniu do komérek kontrolnych.
wykorzystaniem ekstraktow | kontrolnych.

pozyskanych z biomaterialéw, zgodnie z
normg ISO  10993-5:  Biological
evaluation of medical devicgs - Part 5:
Tests for in vitro cytotoxicity. Rezultaty
przedstawiono jako wartosci $rednie =
odchylenie standardowe po 48-godz.
inkubacji ekstrak1iow z kemorkami (1est
MTT).

Biomaterial uznaje sie za nietoksyczny,
jezeli nie obni2a on zywotnosci komérek
penizej 70% w poréwnaniu do komérek
kontrolnych (inkubowanych z
ckstrakiem  kontrolnym -  czystym
plynem hodowlanym inkubowanym w
tych  samych warunkach co
biomaterialy).

Biomaterial uznaje sie za wspierajgcy
Zywotnosé komébrek, jesli ich zywotnosé
wynosi powyzej 100% w pordwnaniu do
komorek kontrolnych (inkubowanych z
ckstraktem  kontrolnym ~ czystym
ptynem hodowlanym inkubowanym w
tych samych warunkach co
biomaterialy).

2dolnos¢ do wspierania proceséw | Tak, obserwacje mikroskopowe | Tak, obscrwacje  mikroskopowe
proliferacji osteoblastéw ludzkich hFOB | wykazaly, 2e liczba osteoblastéw | wykazaly, 2¢ liczba osieablastéw
1.19 w kontakcie bezposrednim int vitro. | ludzkich rosngcych na biomateriale | ludzkich rosngcych na biomateriale
Zdolnosé t3 oceniono poprzez barwienie | kurdlan-WPI-HAp  wzrastala w | kurdlan-HAp wzrastala w czasie.
cytoszkietetu (barwnik ~ falloidyna) oraz | czasic. Zaréwno po 3- jak i po 6- | Zarowno po 3- jak i po 6- dniach

jader  komoOrkowych  (barwnik — | dmach inkubacji, komérki byly | inkubacji, komérki byly dobrze
Hoechst33342) po 3- i 6- dniach od | dobrze rozplaszczone, mialy | rozplaszczone, mialy podtuzny ksztaht
inokulacji ludzkich osteoblastow na | podluzny ksztalt i posiadaly duse | i posiadaly duze jgdra oraz
biomaterialach. jadra oraz rozbudowany system | rozbudowany system cytoszkieletu.
cytoszkieletu.
& [los¢ kombrek ¢  Wigksza e Mniejsza
*  Rozmieszczenie komérek e Zaréowno na granulach e  Preferencyjnic na granulach
HAp, jak réwniez na HAp. Pojedyncze komoérki
macierzy kurdlan-WPI na macierzy kurdlanowe;.

Przedstawione w Tabeli 1. wyniki wskazuja, ze wytworzony wg wynalazku biomateriat kurd-
lan-WPI-HAp, wykazuje poszukiwane witasciwosci biologiczne wzgledem ludzkich komérek koscio-
tworczych (linia hFOB 1.19 pozyskana z Amerykanskiej Kolekcji Kultur Komérkowych (ATCC)). Re-
zultaty te sugeruja takze, ze dodatek WPI do biomateriatu na bazie kurdlanu i ceramiki jest wysoce
korzystny, gdyz tak suplementowany biomateriat nie tylko wspiera zywotno$é osteoblastéw, ale
takze wzmacnia ich proliferacje w czasie. Wynalazek moze zatem znalez¢ zastosowanie jako bioma-
teriat implantacyjny w celu regeneracji niewielkich ubytkéw kostnych oraz jako rusztowanie kostne
do zastosowan w terapii ex vivo, tj. jako biomateriat, ktéry bedzie wstepnie zasiedlany, komorkami
osteoprogenitorowymi pobranymi od pacjentéw, a nastepnie implantowany do ich organizmu.
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Zastrzezenia patentowe

. Sposéb wytwarzania biomateriatu na bazie naturalnego polisacharydu — p3-1,3-glukanu (kur-
dlanu), oraz ceramiki hydroksyapatytowej (HAp), znamienny tym, ze 20-50% (w/v) roztwér
izolatu biatka serwatkowego (WPI), korzystnie 35% (w/v), przygotowuje sie w wodzie desty-
lowanej i dodaje sie do proszku B-1,3-glukanu (kurdlanu), tak aby stezenie kurdlanu wzgle-
dem 100 ml roztworu WPI wynosito 6—20% (w/v), korzystnie 8% (w/v), nastepnie do takiej
mieszaniny dodaje sie ceramike hydroksyapatytowa (HAp) w postaci nanoproszku, prosz-
ku lub granul o rozmiarze 0,1-1,0 mm, wypalanych w temperaturze 500—-1300°C, w iloSci
10-180 g, tak otrzymany biomateriat inkubuje od 1 do 60 minut, korzystnie 15 minut w tem-
peraturze 90-120°C, korzystnie 90°C.

. Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, Ze stosuje sie 160 g granul o wielkoéci 0,3-0,6 mm
w odniesieniu do 100 ml roztworu kurdlan-WPI.

. Sposéb wedtug zastrz. 1 i 2, znamienny tym, ze granule wypalane sa w temperaturze
1100-1200°C.

. Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze otrzymany biomateriat poddaje sie sterylizacji.
. Sposéb wedtug zastrz. 4, znamienny tym, Ze sterylizacje mokrego materiatu prowadzi sie
poprzez autoklawowanie.

. Sposéb wedtug zastrz. 5, znamienny tym, ze autoklawowanie prowadzi sie w temperaturze
121°C przez 15 minut.

. Sposéb wedtug zastrz. 4 znamienny tym, ze sterylizacje suchego biomateriatu prowadzi sie
tienkiem etylenu (55°C) do 3 godzin.

. Biomateriat na bazie naturalnego polisacharydu — B-1,3-glukanu (kurdlanu) oraz ceramiki
hydroksyapatytowej (HAp), znamienny tym, ze zawiera komponent biatkowy — izolat biat-
ka serwatkowego (WPI) w ilosci 20-50% (w/v), korzystnie 35% (w/v), za$ pozostate sktadni-
ki jak B-1,3-glukan (kurdlan) oraz ceramika hydroksyapatytowa (HAp) wystepuja w ilosci:
B-1,3-glukan (kurdlan) od 6 do 20% (w/v), korzystnie 8% (w/v), ceramika hydroksyapaty-
towa (HAp) od 10 g do 180 g w odniesieniu do 100 ml wodnego roztworu.

. Biomateriat wedtug zastrz. 8, znamienny tym, Ze jest wysterylizowany.
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