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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest implant metaliczny pokryty powtokg antybakteryjng i sposoéb jego
otrzymania z uwzglednieniem otrzymania powtoki na implancie.

Wynalazek ma zastosowanie w obnizaniu i zapobieganiu bakteryjnych powiktan infekcyjnych po
operacjach wszczepienia implantu.

Ze wzgledu na rodzaj materiatu, z ktérego zbudowany jest implant wyr6znia sie implanty cera-
miczne, metalowe i polimerowe. Materiaty te charakteryzujg sie biokompatybilnoécia.

Wséréd metali, do produkcji implantéw metalicznych, wykorzystuje sie gtéwnie stal nierdzewna,
stopy chromowo-kobaltowe, tytan. Implanty metalowe posiadajg porowatosci lub mikroporowatosci na
swojej powierzchni, co umozliwia wrastanie w szczep implantu tkanek kostnych, ktére go otaczajg, tym
samym polepsza sie jego stabilizacja.

W celu poprawy wiasnosci biologicznych implantéw stosuje sie na ich powierzchni powtoki
ochronne. Znane sg powtoki na implanty metaliczne takie jak warstwy dyfuzyjne, powtoki hydroksyapa-
tytowe. Bariery dyfuzyjne podwyzszajg odporno$¢ na korozje, za$ ceramiczne warstwy bioaktywne po-
prawiajg osteointegracje, czyli catkowite zro$niecie sie kosci z implantem.

Wprowadzenie implantu do okreslonego organu wigze sie z koniecznoscig przeprowadzenia za-
biegu operacyjnego, w wyniku ktérego mogg zosta¢ wprowadzone bakterie.

W przypadku osadzania sie bakterii na powierzchni implantéw, najwiekszym problemem jest
obecnie tworzenie sie biofilmu bateryjnego na porowatej powierzchni implantu, w tym zwlaszcza na
implantach metalowych, ktéra sprzyja adhezji bakterii. Biofilmy bakteryjne chronig tworzgce je bakterie
przed czynnikami zewnetrznymi, w tym antybiotykami.

W zwigzku z tym istnieje konieczno$¢ aby implant metaliczny zbudowany z metalu nie tylko nie
powodowat niepozadanych reakcji w organizmie, w tym reakcji alergicznej zwigzanej z nadwrazliwo$cia
na metal, ale réwniez byt odporny na rozwéj bakterii na styku implant — tkanka i stanowit ochrone przed
infekcjami. W zwigzku z tym poszukuje sie srodka ochrony tkanek i implantéw, tak aby po wszczepieniu
implantu do organizmu zywego nie dochodzito do niepozadanych reakcji, zwtaszcza powikifan infek-
cyjnych.

Biomateriaty, okre$lane w medycynie jako cementy kostne sg wykorzystywane przede wszystkim
do mocowania endoprotez stawdw oraz wypetniania ubytkéw kostnych. Wsréd innych zastosowan ce-
mentu kostnego mozna wymieni¢ wypetianie kregéw w kregostupie oraz stabilizowanie ztaman.

Znane biomateriaty stosowane jako cement kostny otrzymuje sie w ten sposéb, ze miesza sie ze
sobg $rodek budulcowy w postaci proszku z ptynem wigzgcym. Stosunek proporcji wagowej proszku do
ptynu wynosi okoto 2:1. Po zmieszaniu powstaje masa homogeniczna o niskiej lepkosci, ktéra wzrasta
wraz z czasem. Po uptywie czasu plastycznego, lepkos¢ cementu kostnego gwattownie roénie i jego
formowanie nie jest juz dalej mozliwe.

Znanych jest kilka rodzajow cementéw kostnych, takich jak cement polimerowy, cement fosfora-
nowo-wapniowy, cement kompozytowy oraz cement hydrozelowy.

Akrylanowy cement kostny jest przygotowany na bazie polimetakrylanu metylu (PMMA). PMMA
jest to biodegradowalny polimer sktadajgcy sie z monomeréw metakrylanu metylu. Podczas polimery-
zacji cementu akrylanowego temperatura poczgtkowo ro$nie wolno, ale nagle wystepuje jej szybki
i gwattowny wzrost nawet do 50°C.

Znane sg réwniez dodatki stosowane do proszku cementéw akrylanowych takie jak kopolimery
MMA z innymi polimerami, w tym styrenem i akrylanem metylu, inicjator polimeryzacji rodnikowej — nad-
tlenek benzoilu w ilosci 0,75 do 2,7% wagowych proszku, czastki dajgce kontrast radiologiczny, w tym
siarczan baru lub dwutlenek cyrkonu w ilosci okoto 10% wagowych.

W celu poprawy adhezji cementdéw akrylanowych do powierzchni kosci i substanciji nieorganicz-
nych opracowuje sie bioaktywne cementy kostne oparte na PMMA z dodatkiem ceramiki takiej jak hy-
droksyapatyt, szkto bioaktywne.

Znane sg rowniez mieszaniny cementu akrylanowego z antybiotykiem w celach profilaktycznych
oraz terapeutycznych powiktan infekcyjnych po operacjach wszczepienia endoprotez. Uwalnianie anty-
biotykéw nastepuje w drodze dyfuzji, ktéra jest $ciSle zwigzana z penetracjg ptyndéw do cementu, jego
porowatoscig i gtadkoscig powierzchni. [Btazewicz 5., Stoch L, Biomateriaty, Warszawa, 2003, Akade-
micka Oficyna Wydawnicza Exit].

Znane sg dwa rodzaje akrylanowych cementéw zawierajgcych antybiotyki: z niskg — mniejszg niz
2,5% zawarto$cia leku, czyli ponizej 1000 mg na 40 g cementu, oraz z wysokg zawartoscig — powyzej
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2,5%, czyli wiecej niz 1000 mg antybiotyku na 40 g cementu. Skuteczne w leczeniu infekcji okazaty sie
dawki co najmniej 2,5% antybiotyku, za$§ cementy z niskg zawartoscig stosowane sg rutynowo jako
profilaktyka infekcji w pierwotnej alloplastyce. Dodane antybiotyki pozostajg w cemencie w formie inklu-
Zji, tym mniejszych im bardziej efektywna byta homogenizacja leku z polimerem cementu przed zmie-
szaniem z kopolimerem. Antybiotyk zasadniczo uwalnia sie przez pory na powierzchni zewnetrznej ce-
mentu. Dane na temat wielko$ci uwolnionej dawki i czasu utrzymywania sie skutecznego stezenia ha-
mujacego rozwa0j bakterii na powierzchni cementu sg rozbiezne, co ogranicza pewnos¢ ich stosowania
[Anguita - Alonso P. Rouse M.S. et all: Comparative study of antimicrobal release kinetics from polimet-
hylmethacrylate. Clin.Orthop., 2006, 445, 239-244].

Aby uzyskac¢ skuteczne uwolnienie i dziatanie antybiotyku dodanego do cementu kostnego ko-
nieczne jest uzycie cementu, ktéry juz w procesie produkcji jest nasycony antybiotykiem. Tylko wéwczas
wiasciwosci fizykochemiczne cementu umozliwiajg elucje dodanego antybiotyku. [Ruzaimi M.Y., Shabhril
Y., Masbah et ail.: Antimicrobal properties of erytromycyn and colistin impregnatem bone cement. An in
vitro analisys. Med. J. Malaysia, 2006, 61, 21-26].

Z drugiej strony ze wzgledu na egzotermiczno$é procesu polimeryzacji akrylanowego cementu
kostnego, istnieje ryzyko unieczynnienia aktywnosci antybiotyku przez duze ilosci ciepta, jakie wydzie-
lajg sie w trakcie reakcji polimeryzacji cementu. Innym ograniczeniem zastosowania antybiotykéw jest
z jednej strony oporno$é szczepbw bakteryjnych, zwtaszcza w warunkach szpitalnych, a z drugiej strony
waskie spektrum dziatania antybiotykédw w warunkach szpitalnych.

Z tego wzgledu wcigz poszukuje sie alternatywnego rozwigzania problemu powiktan infekcyjnych
po operacjach wszczepienia implantu.

Znane sg witasciwosci antybakteryjne nanoczasteczek metali, zwltaszcza srebra. Nie jest jed-
nakze wyjasniony mechanizm dziatan antybakteryjnego nanoczasteczek srebra. Ograniczeniem wyko-
rzystania nanoczgstek srebra w medycynie jest ich cytotoksycznos$¢ w kierunku osteoblastow i zabu-
rzenie roznicowania mezenchymainych linii komérek macierzystych w kierunku linii adipocytéw i osteo-
blastéw [Albers CE, Hofstetter W, Siebenrock KA, Landmann R, Klenke FMIn vitro cytotoxicity of silver
nanoparticles on osteoblasts and osteoclasts at antibacterial concentrations. Nanotoxicology. 2013
Feb;7(1): 30-6].

Znane sg cementy kostne z nanomateriatébw o danych biologicznych wtasciwosciach antybakte-
ryinych nie stanowigce materiat do utworzenia powtok, m.in. w publikacji: Alt V. Biomaterials. 2004
Aug;25(18):4383-91, An in vitro assessment of the antibacterial properties and cytotoxicity of nanopar-
ticulate silver bone cement; Pauksch L, Cells Tissues Organs. 2014;199(5-6):384-92. Synergistic toxi-
city of gentamicin- and nanosilver-doped polymethylmethacrylate bone cement on primary human
osteoclasts; Pauksch L, PLoS One. 2014 Dec 8;9(12):e114740. In vitro assessment of nanosilver-func-
tionalized PMMA bone cement on primary human mesenchymal stem cells and osteoblasts; Prokopo-
vich P, Biomed Mater Res B Appl Biomater. 2015 Feb;103(2):273-81. Potent antimicrobial activity of
bone cement encapsulating silver nanoparticles capped with oleic acid. Wiasciwosci cementéow wska-
zanych w publikacjach majg inne parametry niz powtoki do pokrywania metali i nie znajdujg zastosowa-
nia jako typowe powtoki bazujgce na akrylanowym cemencie kostnym o skfadzie wedtug wynalazku.
W szczeg6Inosci cementy opisane w artykutach majg temperature polimeryzaciji powyzej 60°C, a nawet
90°C, co powoduje degradacje komérek wokét implantu.

Przedmiotem wynalazku jest implant metaliczny pokryty powtokg antybakteryjna.

Sposéb otrzymywania implantu metalicznego pokrytego powtokg, charakteryzuje sie wedtug wy-
nalazku tym, ze celem otrzymania materiatu na powtoke przygotowuje sie mieszanine o postaci proszku
zawierajgcg polimetakrylan metylu z nanoczastkami srebra i/lub nanoczgstkami miedzi, a nastepnie
uzyskany proszek miesza sie z cieczg wigzgcg w postaci metakrylanu metylu w temperaturze pokojo-
wej, zachowujgc nadmiar mieszaniny proszku do metakrylanu metylu, az do uzyskania homogennej
mieszaniny plastycznej do pokrycia powierzchni implantu metalowego. Dodaje sie takg ilo§é nanocza-
stek metalu aby w koricowej mieszaninie uzyskaé od 0,1 do 0,8% wagowych, korzystnie 0,3-0,5% wa-
gowych, a nastepnie implant pokrywa sie plastyczng homogenng mieszaning tworzac powtoke o gru-
bosci od 1 do 3 mm.

Korzystnie, wielko$¢ nanoczgstek w powtoce metalu wynosi od 15 nm do 45 nm.

Korzystnie, mieszanine proszku miesza sie¢ z metakrylanem metylu w temperaturze od 22
do 24°C.



4 PL 235 083 B1

Implant metaliczny pokryty powtoka, charakteryzuje sie wedtug wynalazku tym, ze jako powtoke
zawiera akrylanowy cement kostny zawierajgcy polimetakrylan metylu oraz nanoczgstki srebra i/lub na-
noczastki miedzi wilosci od 0,1 do 0,8% wagowych powtoki, ktére razem zmieszane sg z cieszg wigzgca
w postaci metakrylanu metylu, przy czym grubo$é powtoki na implancie wynosi od 1 do 3 mm.

Korzystnie, wielko$¢ nanoczgstek metalu wynosi od 15 nm do 45 nm.

Celem otrzymania materiatu na powtoke wedtug wynalazku przygotowuje sie mieszanine o po-
staci proszku zawierajgcg polimetakrylan metylu z nanoczastkami srebra i/lub nanoczgstkami miedzi,
a nastepnie uzyskany proszek miesza sie z cieszg wigzgcg w postaci metakrylanu metylu w tempera-
turze pokojowej, jak opisano w przyktadach wykonania i zastrzezeniach patentowych). Wedtug wyna-
lazku, powtoka do pokrywania powierzchni implantéw metalowych ma wtasciwo$ci antybakteryjne dzieki
czemu chroni przed bakteryjnymi powikfaniami infekcyjnymi po operacjach wszczepienia implantu. Spo-
s6b wedtug wynalazku umozliwia otrzymanie powtoki do pokrywania powierzchni implantéw metalicz-
nych o czynnych wtasciwosciach antybakteryjnych. Implant metaliczny pokryty powtokg wedtug wyna-
lazku charakteryzuje sie niskim ryzykiem bakteryjnych powiktan infekcyjnych a jednocze$nie biokompa-
tybilnoscig i w przypadku implantéw stosowanych w ortopedii wtasciwosciami osteointegracyjnymi. Po-
wioka wedtug wynalazku ma temperature polimeryzacji ponizej 60°C, co korzystnie wptywa na komorki
kostne (osteoblasty), ktére powinny adherowac do biomateriatu. Materiat na powtoke bowiem jest uzy-
skiwany przez zmieszanie dobranych sktadnikéw z cieczg wigzgca w temperaturze pokojowej i natoze-
niu na implant przed umieszczeniem go in vivo.

Wynalazek przedstawiono blizej w przyktadach wykonania i na rysunku, na ktérym na fig. 1 przed-
stawiono powierzchnie implantu naczyniowego pokrytego powtokg wedtug wynalazku po 6 miesiecznej
inkubacji w roztworze bakteryjnym, za$ na fig. 2 przedstawiono widok implantu stawowego z naniesiong
powtoka, ktory zostat wszczepiony w koS¢ udowg szczuréw na okres 6 tygodni.

Przyktad 1

Powtoke na implanty metaliczne otrzymuje sie w ten sposéb, ze przygotowuje sie mieszanine
0 postaci proszku zawierajgcg 40 g polimetakrylan metylu i 0,2 g nanoczastek srebra o wielkosci ziaren
Srednio 40 nm. Oba sktadniki miesza sie ze sobg w temperaturze pokojowej. Do uzyskanej mieszaniny
proszku w temperaturze 23°C +/-1°C dodaje sie ciecz wigzgcg w postaci metakrylanu metylu w ilosci
13,30 g i miesza sie recznie lub prézniowo, znanym sposobem, az do uzyskania homogennej mie-
szaniny.

Nastepnie w czasie plastycznosci uzyskanej mieszaniny, pokrywa sie powierzchnie implantu me-
talowego tworzgc powtoke o grubosci 2 mm, znanym sposobem. Uzyskana w ten sposéb powloka ba-
zujgca na cemencie kostnym zawierajgcym polimetakrylan metylu bardzo dobrze wigze sie do po-
wierzchni implantéw zbudowanych z metalu, w tym zwtaszcza zbudowanych ze stali nierdzewnej i niklu.

Przyktad 2

Powtoke otrzymuje sie w ten sam sposob jak opisano w przykfadzie 1, z tym, ze stosuje sie na-
noczastki miedzi w ilosci 0,35 g o wielko$ci 25—-30 nm, ktére miesza sie z polimetakrylanem metylu. Do
uzyskanej mieszaniny proszku w temperaturze 25°C dodaje sie ciecz wiezgca.

Przyktad 3

Powtoke otrzymuje sie w ten sam sposob jak opisano w przykfadzie 1, z tym, ze stosuje sie na-
noczastki srebra w ilosci 0,15 g, o wielkosci 20-25 nm.

Przyktad 4

Badanie wtasciwosci przeciwbakteryjnych i cytotoksycznoéci otrzymanych powtok.

Powierzchnie kilku rodzajéow implantéw metalicznych, w tym gwozdzia $rédszpikowego zbudo-
wanego ze stali z domieszkg chromu, niklu i molibdenu, trzpienia endoprotezy ze stopu tytanu i pindw
tytanowych Ti6Al4V oraz Ti13Zr13Nb pokryto plastyczng homogenng mieszaning, tworzgc powtoke
otrzymang jak opisano w przyktadzie 1, przyktadzie 2 i przyktadzie 3.

Powtoke utworzono znang technikg zanurzeniowg i elektroforetyczna.

Uzyskano powtoki o grubosci 1-3 mm.

Prébki implantéw o wielkosci Srednio 10x15 mm i piny tytanowe pokryte powtokg umieszczono
w roztworze mieszaniny bakterii Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas
aeruginosa, Enterobacter cloacae, Enterococcus faecalis wedtug sposobu opisanego w polskim zgto-
szeniu patentowym P.409082.

Nastepnie probki inkubowano w mieszaninie bakterii przez okres 6 miesiecy w utworzonym roz-
tworze z pozywka. Po 6 miesigcach przebywania w roztworze bakteryjnym obserwacja mikroskopowa
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nie wykazata adhezji bakterii do powierzchni prébek implantéw i pinéw tytanowych albo wykazano po-
jedyncze kolonie bakteryjne bez utworzonego biofilmu, co pokazano na fig. 1, przedstawiajgcym po-
wierzchnie implantu pokrytego powtokg po 6 miesiecznej inkubacji w roztworze bakteryjnym. Badania
te potwierdzity aktywnos$¢ przeciwbakteryjng powierzchni zawierajgcej nanoczgstki metali — srebra
i miedzi.

Réwnolegle przeprowadzono badania adhezji osteoblastéw do powierzchni implantéw metalo-
wych z naniesiong powtokg zawierajgcg nanoczgstki srebra, utworzone jak w przyktadzie 1 i 3, ktére
wszczepiono w kosci udowe szczuréw. Po okresie 6 tygodni implanty byty usuwane z organizmu i pod-
dane obserwacji mikroskopowej. Obserwacja wykazata dobry zrost tkanki kostnej z powtokg oraz brak
komoérek bakteryjnych w obrebie zrostu. Wyniki badania przedstawiono na fig. 2.

W kazdym przypadku zastosowania powtoki otrzymanej wedtug przyktadu 1, 2, 3 nie wykazano
réwniez znaczacych zmian na powierzchni implantu typu takich jak degradacja.

Przeprowadzono réwniez badanie cytotoksyczno$ci nanoczgstek srebra o $Sredniej wielkoSci
40 nm stosujgc model komoérkowy badania osteoblastéw in vifro — hodowle linii ludzkich osteoblastow
hFOB 1,19. Linie hodowano w znanych warunkach stosujgc znane pozywki wzrostowe [Swieczko-Zurek
B., Inkielewicz-Stepniak |., Siwicka K. i The Influence of Biological Environment on the Silver-Coated
Implants. IJSBAR, ISSN 2307-4531, 2016]. Linie inkubowano w roznych stezeniach wodnej zawiesiny
nanoczastek srebra przez 24 h stosujgc medium zawierajgce surowice cielecg SFC. Przezycie komérek
badano testem MTS z wykorzystaniem formazanu jest substancji barwnej, a intensywno$¢ jego zabar-
wienia mierzono przy uzyciu spektrofotometru. Wykazano, ze w stezeniu 1, 5,10, 20 ng/ml nanoczgstek
srebra nie wykazano znaczgcych statystycznie réznic w przezyciu komoérek.

Stezenie, przy ktérym nie wystepuje cytotoksycznos¢ uwzgledniono w przypadku zawarto$ci na-
noczastek metalu w powtoce.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposo6b otrzymywania implantu metalicznego pokrytego powiokg, znamienny tym, ze celem
otrzymania materiatu na powtoke przygotowuje sie mieszanine o postaci proszku zawierajgcg
polimetakrylan metylu z nanoczgstkami srebra i/lub nanoczgstkami miedzi, a nastepnie uzy-
skany proszek miesza sie z cieczg wigzgcg w postaci metakrylanu metylu w temperaturze
pokojowej, zachowujgc nadmiar mieszaniny proszku do metakrylanu metylu, az do uzyskania
homogennej mieszaniny plastycznej do pokrycia powierzchni implantu metalowego z tym, ze
dodaje sie takg ilos¢ nanoczgstek metalu aby w koncowej mieszaninie uzyskac¢ od 0,1 do 0,8%
wagowych, korzystnie 0,3-0,5% wagowych, a nastepnie implant pokrywa sie plastyczng ho-
mogenng mieszaning tworzac powtoke o grubosci od 1 do 3 mm.

2. Sposo6b wediug zastrz. 1, znamienny tym, ze wielko$é nanoczastek w powtoce metalu wynosi
od 15 nm do 45 nm.

3. Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze mieszanine proszku miesza sie z metakrylanem
metylu w temperaturze od 22 do 24°C.

4. Implant metaliczny pokryty powtokg, znamienny tym, ze jako powtoke zawiera akrylanowy
cement kostny zawierajgcy polimetakrylan metylu oraz nanoczgstki srebra i/lub nanoczgstki
miedzi w ilosci od 0,1 do 0,8% wagowych powtoki, ktére razem zmieszane sg z cieczg wigzgca
w postaci metakrylanu metylu, przy czym grubo$é powtoki na implancie wynosiod 1 do 3 mm.

5. Implant metaliczny wedtug zastrz. 4, znamienny tym, ze wielko$é nanoczgstek metalu wynosi
od 15 nm do 45 nm.



PL 235 083 B1

Rysunki

» 7 -"'f —-“‘{- 7 B
Do R : "
. i N ~1 P
A e ! ’ :} " “?ﬁ?’ﬁ
a
e « 2"
we # 3w ’1! ‘ 7 -
] - J # o~
‘_J&. g - - - 1
L :""v-' 3 - ﬂh -
. E y ll‘%";)“‘»
A \ ’ ®
i Pl -t‘,’. E -
o - i ’ -
- : M) 72 A
- T N
5 y -'i ‘. 10 pm
- > e -

Fig. 2



