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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposob hydrofilizacji polilaktydowego substytutu kosci ggbczaste;.

Powszechnie stosowanym leczeniem duzych ubytkéw kosci jest przeszczep, polegajacy na po-
braniu czesci tkanki i umieszczeniu go w miejscu defektu. WWspomniane leczenie, pomimo powszechnej
praktyki, niesie ze sobg ryzyko zakazenia miejsca przeszczepu, krwotoku lub uszkodzenia nerwéw.
Dlatego zamiast transplantacji zywych narzaddéw wykorzystuje sie substytuty, takie jak biokompatybilne
metale, ceramike i polimery [1, 2]. Polimery posiadajg wtasciwosci sprezyste i cierne, ktére zblizajg je
do wtasciwosci tkanki stawéw maziowych, dlatego szybko zyskaty szerokg akceptacje chirurgéw. Do-
datkowo implanty polimerowe cechuje mata masa. Obecnie najczestszym zastosowaniem polimerow
w ortopedii jest alloplastyka stawow. Szeroko stosowanym poliestrem w inzynierii tkankowej jest poli-
laktyd (PLA) [3]. Degraduje on w organizmie w przewidywalny sposéb, co pozwala na kontrolowang
regeneracje kosci. PLA ulega degradacji w wyniku hydrolizy i jest wydalany w naturalnych procesach
fizjologicznych [4, 5]. Dzieki stopniowej degradaciji implantu polilaktydowego z czasem coraz wieksze
obcigzenie jest przenoszone na kos$é. Dzieki temu nowo odbudowana ko$¢ jest mocniejsza.

Implanty kostne muszg spetnia¢ szereg wymagan. Podstawowymi wymaganiami sg nietoksycz-
nos¢, efektywnos$é (funkcjonalno$é, wydajnosé, trwato$é w warunkach uzytkowania), mozliwo$é podda-
nia sterylizacji. Istotna jest biozgodno$¢ implantu polegajgca na podtrzymywaniu aktywno$ci komoérko-
wej bez wywotywania lokalnej lub systemowej reakcji immunologicznej organizmu. Pozgdang cechg jest
biodegradowalnos$é, to znaczy rozktad materiatu implantu do nietoksycznych produktéw, wydalanych
z organizmu. Czas degradaciji substytutu zalezy od jego zastosowania oraz indywidualnych cech pa-
cjenta. Specyficznym wymaganiom, zaleznym od typu regenerowanej tkanki, podlegajg wtasciwosci
mechaniczne, morfologia wewnetrzna (porowato$é otwarta, rozmiar i ksztatt poréw), wymiar implantu.
W przypadku implantéw kosci ggbczastej istotna jest duza porowato$¢ (>80%), wielko$é poréw w za-
kresie 200-350 um i struktura potgczonych poréw. Wymagania okre$lone dla danej tkanki mozna osig-
gnac nie tylko poprzez dobdr materiatu implantu, ale wyb6r odpowiedniej metody wytwarzania.

Testy biologiczne materiatéw poliestrowych (w tym polilaktydu) ujawnity, ze sg one w przewaza-
jacej czesci biologicznie obojetne. Brak interakcji jest pozadany z perspektywy immunologiczne;j, jed-
nakze ten sam brak bioaktywno$ci wymaga dodatkowego zabiegu w celu integraciji biologicznie obojet-
nego implantu z twardg tkankg pacjenta [6]. Poprawe bioaktywnos$ci powierzchni materiatéw polimero-
wych mozna osiggngé poprzez modyfikacje mechaniczng, fizyczng lub chemiczng, czy uzycie cementu
kostnego.

W ortopedii zaczeto stosowac bioaktywne powtoki wapniowo-fosforanowe (CaP) w celu zapew-
nienia sprzyjajacego otoczenia do wzrostu kosci na powierzchni wszczepdw oraz wzmocnienia integra-
cji twardej tkanki z implantami ortopedycznymi [6]. Jedng z metod osadzania powtok CaP jest metoda
biomimetyczna, oparta na naturalnych procesach zachodzgcych podczas mineralizacji koSci.

Metoda biomimetyczna zostata opisana m.in. w opisie patentowym US6344061 (B1). Autorzy
ktadli nacisk na uzyskanie okre$lonej chropowatos$ci powierzchni implantu. Podkres$lano, ze chropowa-
tos¢ powierzchni podtoza jest krytycznym czynnikiem pozwalajgcym na uzyskanie odpowiedniego im-
plantu. Implant o pozadanej fizycznej topografii moze byé nastepnie powlekany in vitro warstwg fosfo-
ranu wapnia lub srodkami biologicznie aktywnymi. Ujawniony proces jest bardzo czasochtonny. Polega
na zanurzeniu implantu w symulowanym ptynie ustrojowym w temperaturze 37°C przez 14 dni w od-
dzielnych pojemnikach z polietylenu. Ptyn jest wymieniany co 48 godzin w celu ufatwienia dalszego
zarodkowania i wzrostu krysztatéw soli.

Proces biomimetyczny opisano réwniez w zgtoszeniach patentowych US2017326272 (A1) oraz
WO2008066613 (A2). Zgodnie z tym ostatnim rozwigzaniem przygotowuje sie przesycony roztwér fos-
foranu wapnia, implant zawiesza sie w tym roztworze na 36—84 godzin, od$wiezajgc roztwor co 8—-24
godzin. Nastepnie sptukuje sie roztwdr z zewnetrznej powierzchni implantu za pomocg wody dejonizo-
wanej i suszy sie powierzchnie w 50-100°C, przez 10-15 minut. Stosowany zgodnie z WO2008066613
przesycony roztwér fosforanu wapnia otrzymuje sie mieszajgc dwa roztwory: CaCl;*2H,O oraz
NaH2PO4 w stosunku objetosciowym 1:1, a w stosunku molowym od 1,3 do 2,0. Nastepnie podnosi sie
pH roztworu z 3,2 do okoto 5,8-7,45 za pomocg buforu TRIS. Zanurzanie implantu w przesyconym
roztworze fosforanowo-wapniowym moze by¢ realizowane trzema sposobami. W pierwszym sposobie
umieszcza sie implant w zlewce, pod kgtem 65—70 stopni. Drugi sposéb realizowano réwniez w zlewce
pokrytej parafiimem. Pionowg pozycje implantu wymuszano przez zastosowanie metalowych zaczepéw
przymocowanych zaréwno do implantu, jak i parafiimu pokrywajgcego zlewke albo przez metalowe
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klipsy utrzymujgce implanty w pionie. Trzeci sposéb polegat na zastosowaniu klipséw specjalnie skon-
struowanych tak, aby prébki byty ustawione pionowo, w réwnych odstepach, w jednym naczyniu.

Opisany wyzej proces dotyczyt osadzania powtoki CaP na zewnetrznej powierzchni implantu.
Jednak powtoki CaP czesto sg wytwarzane na implantach o ztozonej geometrii (Sruby, miedzytrzonowe,
itp.), co skutkuje niejednorodnos$cig pod wzgledem pokrycia podtoza i grubosci powtoki. Ponadto wazne
jest to, aby uzyskana powtoka posiadata morfologie w jak najwiekszym stopniu zblizong do naturainej
koéci.

Celem wynalazku byto rozwigzanie wyzej zdefiniowanych probleméw.

Spos6b hydrofilizacji polilaktydowego substytutu kosci ggbczastej wedtug wynalazku charaktery-
zuje sie tym, ze sporzadza sie roztwor bezwodnej soli wapnia, wybranej spo$réd chlorku, bromku, jodku
lub azotanu wapnia, o stezeniu jonéw wapnia co najmniej 2,5 mM oraz roztwér bezwodnego wodoro-
weglanu sodu lub potasu i uwodnionego ortofosforanu (V) sodu o stezeniu jonéw wodoroweglanowych
co najmniej 18 mM oraz jonéw ortofosforanowych (V) co najmniej 2,5 mM, przy czym oba rozwory spo-
rzadza sie w wodnym buforze HEPES/s6l sodowa lub potasowa HEPES o stezeniu 0,1-1 M oraz pH
w zakresie 6-8. Kazdy z roztworéw miesza sie oddzielnie w temperaturze 30—-45°C przez 10-30 min.
Nastepnie oba roztwory tgczy sie w stosunku molowym Ca do P jak 1:1 i miesza w temperaturze
30-45°C przez 20-40 min. Nastepnie potgczonym roztworem zalewa sie implant umieszczony w formie
cylindrycznej z zakrecanym wieczkiem i stozkowym dnem, przy czym stosuje sie implant uprzednio
nasaczony alkoholem C1-Cs, po czym forme wytrzgsa sie w temperaturze 30-45°C, przy obrotach 100-
200 rpm, przez 1-5 dni. Nastepnie implant suszy sie pr6zniowo w temperaturze 30-45°C przez 8-24 h.

Korzystnie implant obcigza sie ciezarkiem tak, by caty implant zanurzyt sie w roztworze.

Korzystnie stosuje sie implant nasgczony alkoholem w czasie 20—-60 minut, w warunkach prézni
lub pod ci$nieniem atmosferycznym.

W sposobie wedtug wynalazku, w poréwnaniu z metodg opisang w zgtoszeniu patentowym nr
WO2008066613, nie stosuje sie przesyconego roztworu CaP, a stosunek molowy i stezenia jonéw Ca
i P w roztworze sg zblizone do stezenia tych jonéw w osoczu cztowieka, dzieki czemu uzyskuje sie
powtoke CaP o morfologii zblizonej do kosSci naturalnej. Uzyskaniu skfadu zblizonego do osocza sprzyja
takze uzycie bezwodnych soli jako prekursoréw do wytworzenia roztworéw. Kolejng cechg sposobu
wedtug wynalazku jest to, ze pH kazdego roztworu ustala sie oddzielnie, a nastepnie tgczy sie roztwory
0 juz ustalonym pH. Istotne jest takze uzycie bufora HEPES, ktdry jest bardziej obojetny w poréwnaniu
ze stosowanym w podobnych metodach buforem TRIS. Bardziej obojetny zakres pH jest wiasciwy dla
ptynéw fizjologicznych, a ponadto materiat implantu, wrazliwy na degradacje w $rodowisku zasadowym,
jest lepiej chroniony. Stozkowa forma typu falcon, w ktérej umieszcza sie pojedyncze implanty, sprzyja
utrzymaniu pozycji pionowej, a ponadto umozliwia wytrzgsanie kazdej formy, co powoduje cyrkulacje
roztworu i omywanie catej prébki. Dzieki temu powioka osadza sie rownomiernie zaréwno na po-
wierzchni zewnetrznej, jak i wewnetrznej implantu. Dodatkowo, wcze$niejsze nasgczanie implantu al-
koholem sprzyja intensyfikacji procesu, dzieki czemu zachodzi on z wiekszg wydajnoscig i nie jest ko-
nieczna wymiana roztworu w czasie catego procesu w celu zwiekszenia stezenia soli wapnia i fosforu.

W wyniku procesu przeprowadzonego zgodnie z wynalazkiem uzyskuje sie powtoke fosforanowo
wapniowg na powierzchni implantu polilaktydowego. Powtoka sktada sie z krysztatdw przyjmujgcych
formy od zbitych, litych wielokgtéw do form przypominajgcych igty. Powierzchnia implantéw polilaktydo-
wych po procesie opisanym w wynalazku jest bardziej hydrofilowa w stosunku do samego polilaktydu
i sprzyja regeneracji koSci ggbczastej. Proces wedtug wynalazku nasladuje naturalne procesy minerali-
zacji kosci zachodzace podczas jej regeneraciji. W wyniku zwiekszenia wydajnosci sole nieorganiczne
pokrywajg rowniez wnetrze porowatej struktury polilaktydowej. Pory we wnetrzu implantu po hydrofili-
zacji mogg by¢ zasiedlane przez namnazajgce sie komorki. Dzieki obecnosci fosforanéw wapnia stwa-
rza sie warunki bardziej zblizone do naturalnych. We wnetrzu implantu po hydrofilizacji mozna umiescic
osocze bogatoptytkowe w celu poprawienia regeneracji kosci. W rezultacie komérkom sg dostarczane
niezbedne do wzrostu substancje odzywcze poprzez kontrolowane i stopniowe ich uwalnianie ze struk-
tury implantu wraz z postepujgcg hodowlg. Otrzymane implanty po hydrofilizacji charakteryzujg sie po-
rowatoscig otwartg 80-95% oraz nasigkliwoscig wzgledem izopropanolu 200-1400%. Nasigkliwos¢
wzgledem osocza konskiego wynosi 350-1750%.

Sposdb wedtug wynalazku zostat blizej przedstawiony w przykftadach.

Na Fig. 1 przedstawiono obraz SEM implant polilaktydowego poddany procesowi hydrofilizacji
wedtug wynalazku (po lewej) oraz schematyczny rysunek miejsc poboru prébek do analizy SEM (po
prawej).
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Na Fig. 2 przedstawiono obrazy SEM form krystalicznych soli osadzajgcych sie na réznych po-
wierzchniach przestrzennego porowatego implantu polilaktydowego.

Przyktad 1

Roztwér do hydrofilizacji: do kolby miarowej 100 ml odwazono 23,8 g (0,1 mol) kwasu HEPES,
dodano ok. 75 ml wody destylowanej. Zamknieto kolbe korkiem i intensywnie mieszano. Po rozpusz-
czeniu catego kwasu dodawano porcjami (np. po 1 ml) 3,5 ml 10 M NaOH. Po kazdej dodanej porcji
intensywnie mieszano zawarto$¢ kolby i kontrolowano pH przy pomocy pehametru. Kolbe uzupetniono
wodg destylowang do kreski. Finalnie pH buforu doprowadzono do 7,2. Do 50 ml kolby miarowej odwa-
zono 0,028 g (2,5-104 mol) CaCl.. Do drugiej kolby 50 ml odwazano 0,151 g (1,8-10 mol) NaHCOz3
i 0,095 g (2,510 mol) Na3PO4-12 H20. Obydwie kolby uzupetniono do kreski przygotowanym buforem
HEPES. Roztwory w kolbach mieszano przez 10 minut w temperaturze 37°C przy uzyciu mieszadta
magnetycznego, tazni wodnej oraz elementu mieszajgcego (szybko$¢é mieszania 200 min-'). Nastepnie
zawarto$¢ obu kolb umieszczono w kolbie stozkowej o pojemnosci 150 ml i mieszano 20 minut w tem-
peraturze 37°C z szybkos$cig 500 min-'.

Implant polilaktydowy umieszczono w ampule prézniowej o pojemnosci 100 mL. Nastepnie do
amputy wprowadzono 25 ml izopropanolu. Zamontowano nasadke dwudrozng i zamknieto doptyw po-
wietrza. Zastosowano chtodzenie amputy, w tym celu umieszczono jg za pomocg fapy i stojaka
w tazni sktadajgcej sie z mieszaniny suchego lodu z acetonem. W ampule utrzymano warunki prézni
przez 30 minut za pomocg pompy olejowe;.

Proces hydrofilizacji: implant polilaktydowy umieszczono sie w formy cylindrycznej z zakrecanym
wieczkiem i stozkowym dnem (typu falcon), o objetosci 50 ml. Do formy wlano 50 ml przygotowanego
uprzednio roztworu do hydrofilizacji. Implant obcigzono podtuznym elementem, aby caty implant zanu-
rzyt sie w roztworze. Forme zakrecono i zabezpieczono parafilmem na gwincie. Tak przygotowany im-
plant nasgczano roztworem przy uzyciu wytrzasarki w temperaturze 37°C, z szybkoscig 185 min-'. Po
uptywie 3 dni implant wyjeto z formy. Nastepnie implant wysuszono pod zmniejszonym ci$nieniem w
temperaturze 45°C przez 24 h, badz na powietrzu do statej masy. Otrzymano sie implant polilaktydowy,
zawierajgcy krysztaty fosforanéw wapnia na powierzchni i we wnetrzu poréw, jak pokazano na Fig. 1.

Przyktad 2

Implant polilaktydowy umieszczono w ampule prézniowej o pojemnosci 100 mL. Nastepnie do
amputy wprowadzono 25 ml metanolu. Zamontowano nasadke dwudrozng i zamknieto doptyw powie-
trza. Zastosowano chiodzenie amputy, w tym celu umieszczono jg za pomocg tapy i stojaka
w tazni sktadajgcej sie z mieszaniny suchego lodu z acetonem. W ampule utrzymano warunki prézni
przez 30 minut za pomocg pompy olejowej. Po uptywie tego czasu nasgczony implant wyjeto z amputy
i wiozono do formy typu falcon o objetosci 50 ml.

Proces hydrofilizacji: implant polilaktydowy umieszczono sie w formy cylindrycznej z zakrecanym
wieczkiem i stozkowym dnem (typu falcon), o objetosci 50 ml. Do formy wlano 50 ml przygotowanego
uprzednio jak w Przykfadzie 1 roztworu do hydrofilizacji. Implant obcigzono podtuznym elementem, aby
caty implant zanurzyt sie w roztworze. Forme zakrecono i zabezpieczono parafilmem na gwincie. Tak
przygotowany implant nasgczano roztworem przy uzyciu wytrzgsarki w temperaturze 30°C, z szybko-
$cig 100 min-'. Po uptywie 5 dni implant wyjeto z formy. Nastepnie implant wysuszono pod zmniejszo-
nym ci$nieniem w temperaturze 30°C przez 8 h do statej masy. Otrzymano sie implant polilaktydowy,
zawierajgcy krysztaty fosforanéw wapnia na powierzchni i we wnetrzu poréw.
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Zastrzezenia patentowe

Sposo6b hydrofilizacji polilaktydowego substytutu kosci ggbczastej, zgodnie z ktérym polilakty-
dowy implant zalewa sie roztworem fosforanu wapnia w buforze, a nastepnie suszy sie, zna-
mienny tym, Ze sporzadza sie roztwér bezwodnej soli wapnia, wybranej sposréd chlorku,
bromku, jodku lub azotanu wapnia, o stezeniu jonéw wapnia co najmniej 2,5 mM oraz roztwér
bezwodnego wodoroweglanu sodu lub potasu i uwodnionego ortofosforanu (V) sodu o steze-
niu jonéw wodoroweglanowych co najmniej 18 mM oraz jonéw ortofosforanowych (V) co naj-
mniej 2,5 mM, przy czym oba rozwory sporzgdza sie w wodnym buforze HEPES/sél sodowa
lub potasowa HEPES o stezeniu 0,1-1 M oraz pH w zakresie 68, po czym kazdy z roztworéw
miesza sie oddzielnie w temperaturze 30-45°C przez 10-30 min., a nastepnie oba roztwory
taczy sie w stosunku molowym Ca do P jak 1:1 i miesza w temperaturze 30-45°C przez
20—-40 min., po czym potgczonym roztworem zalewa sie implant umieszczony w formie cylin-
drycznej z zakrecanym wieczkiem i stozkowym dnem, przy czym stosuje sie implant uprzednio
nasgczony alkoholem C1-Cs, po czym forme wytrzgsa sie w temperaturze 30-45°C, przy ob-
rotach 100-200 rpm, przez 1-5 dni, a nastepnie implant suszy sie prézniowo w temperaturze
30-45°C przez 8-24 h.

Sposdb weditug zastrz. 1, znamienny tym, Zze implant obcigza sie ciezarkiem tak, by caty
implant zanurzyt sie w roztworze.

Sposdb weditug zastrz. 1, znamienny tym, Zze stosuje sie implant nasgczony alkoholem
w czasie 20-60 minut, w warunkach prézni lub pod ci$nieniem atmosferycznym.
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