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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest kompozycja farmaceutyczna zawierajaca cystatyne oraz poloksa-
mer P407 i karbomer 971P lub karbomer 974P oraz inne zwigzki, takie jak nipaginy oraz zastosowanie
jej w implantologii kostnej, w szczegdlnosci do powlekania implantéw lub tez do podawania w miejsce
mocowania implantéow w celu wspomagania ich efektywnej osseointegraciji.

Cystatyny posiadajg wtasciwosci inhibitorowe wzgledem proteaz uczestniczacych w resorpcji ko-
&ci, stymuluja powstawanie i mineralizacje kosci, dziataja réwniez immunosupresyjnie i antymikrobiolo-
gicznie. Ze wzgledu na wszystkie te wtasciwosci pokrycie TSAD (ang. Temporary Skeletal Anchorage
Devices) warstwa cystatynowa lub jej podanie do miejsca mocowania moze jednoczesnie zapobiec zja-
wiskom resorpcji kosci w okolicy TSADu, sprzyja¢ jego obrastaniu przez nowg tkanke kostng, hamowac
jego odrzucenie na drodze immunologicznej, jak i zapobiega¢ nadkazeniom mikrobiologicznym (Goto T,
Yamaza T, Tanaka T.: Cathepsins in the osteoclast. J Electron Microsc (Tokyo), 2003, 52(6):551-8;
Everts V, Korper W, Hoeben KA, Jansen ID, Bromme D, Cleutjens KB, Heeneman S, Peters C, Rein-
heckel T, Saftig P, Beertsen W.: Osteoclastic bone degradation and the role of different cysteine prote-
inases and matrix metalloproteinases: differences between calvaria and long bone. J Bone Miner Res.
2006, 9, 1399-408; Danjo A, Yamaza T, Kido MA, Shimohira D, Tsukuba T, Kagiya T, Yamashita Y,
Nishijima K, Masuko S, Goto M, Tanaka T.: Cystatin C stimulates the differentiation of mouse osteob-
lastic cells and bone formation. Biochem Biophys Res Commun., 2007, 360, 199-204).

W miedzynarodowym zgtoszeniu PCT W0200156627A1 opisano urzadzenie medyczne do sto-
sowania na lub w ciele pacjenta, ktory to wyrdb jest pokryty jednym lub wieksza liczba naturalnie wyste-
pujacych peptyddw lub biatek lub peptydéw syntetycznych i ich analogéw o dziataniu przeciwdrobnou-
strojowym, ktére to peptydy i biatka sa wybrane z grupy sktadajacej sie z: peptydéw pochodzacych
z cystatyny, peptydow pochodzacych z cystatyny, peptydéw pochodzacych z laktoferyny i specyficz-
nych inhibitoréw proteinazy.

W polskim opisie patentowym PL219098B1 opisano kompozycje farmaceutyczng do leczenia
chordb przyzebia, zaréwno w stomatologicznym lecznictwie otwartym i w leczeniu szpitalnym, jak tez
w chirurgii stomatologicznej. Kompozycja obejmuje: baze kompozycji w ilosci 20% do 50% masowych,
stanowigce nosnik substancje zelujace w ilosci 7 do 20% masowych, dodatki w ilosci 5 do 25% maso-
wych oraz wode w ilosci do 100% masowych. Baza kompozycji zawiera inhibitor peptydaz cysteinowych,
zwtaszcza pochodzacy z biatka jaj, o aktywnosci 1-50 jednostek inhibitorowych, zawieszony w 50 g glicerolu
i 50 g 0,05 molowego roztworu buforu fosforanowego o pH 6,0 do 7,5. Substancjami zelujacymi sa
metyloceluloza, hydroksypropylometyloceluloza, sél sodowa karboksymetylocelulozy, zelatyna, pek-
tyna cytrusowo-jabtkowa lub dekstran, badZ mieszanina tych substancji, natomiast dodatki stanowia
alkohole wielowodorotlenowe.

W innym polskim opisie patentowym PL218970B1 zastrzezono kompozycje farmaceutyczna do
leczenia chorob skérnych w postaci ptynow, zelow, emulsji, kremow lub masci. Sktadnikiem czynnym
jest inhibitor cysteinowych peptydaz pochodzacy z biatka jaj, z moczu, z wéd ptodowych ludzi i zwierzat,
z fozyska ludzi i zwierzat oraz z roslin, z mikroorganizméw lub wytworzony syntetycznie, o aktywnosci
od 1 do 50 jednostek inhibitorowych. Skfadnik czynny jest zawieszony w 50 g glicerolu lub PEG, zmie-
szany z 0,05 molowym roztworem buforu fosforanowego o pH 6,0 do 7,5, przy czym jako podtoze dla
sktadnika czynnego zawiera dodatki w postaci weglowodorow statych, weglowodoréw ptynnych, wo-
skow, emulgatoréw i/lub substancji zelujacych.

W kolejnym polskim opisie patentowym PL195665B1 ujawniono $rodek farmaceutyczny w po-
staci zelu do stosowania miejscowego w leczeniu chordb przyzebia zawierajacy substancje czynna,
hydroksypropylometyloceluloze, glikol propylenowy i konserwanty. Substancje czynna stanowi inhibitor
proteaz serynowych i/lub inhibitor proteaz cysteinowych w ilosci nie mniej niz 100 jednostek kazdego
z inhibitoréw w 1 g preparatu.

Mimo ogdlnie stosunkowo wysokiej skutecznosci implantacji, niepowodzenia w stosowaniu im-
plantow u niektérych pacjentéw wymuszajg wrecz na badaczach konieczno$é poszukiwania czynnikow
sprzyjajacych efektywnemu zrastaniu sie tkanki kostnej z tytanowa powierzchnig implantu czyli tzw.
osseointegracji. W przypadku niepowodzeh obserwuje sie catkowity lub czesciowy brak tego zjawiska.
Osseointegracja moze tez wystapic jedynie przez pewien czas i zanikna¢. Nie zawsze znane sg przy-
czyny takich niepowodzen. Czesto moga one zaleze¢ od czynnikow natury biologicznej, np. kos¢ moze
by¢ zbyt stabo unaczyniona, lub jej jakos¢ czy zwarto$¢ moga sie okazac nieodpowiednie. Obluzowanie
zamocowania implantu moze wigzaé sie takze z niekorzystna remodelacja kosci w miejscu mocowania



PL 239 917 B1 3

w zwigzku z reakcjami immunologicznymi, aktywacja podraznionych mechanicznie osteoklastéw lub na
skutek nadkazen mikroorganizmami, ktére dostaja sie w gitab tkanki kostnej podczas zabiegu chirur-
gicznego.

W procesie remodelingu uczestnicza miedzy innymi proteinazy cysteinowe rodziny papaino-
wej, gtownie katepsyna B, L i K, ktére wydzielane sg do macierzy miedzykomérkowej przez osteo-
klasty. Proteazy cysteinowe sg réwniez wykorzystywane przez szereg bakterii (Pseudomonas ae-
ruginosa, Staphylococcus aureus, Perphyromonas gingivalis), pasozytow (Trypanosoma cruzi, Le-
ishmania donovani) i grzybow (Candida albicans, Candida parapsilosis i Candida tropicalis) w pro-
cesie inwazji do degradacji tkanek gospodarza oraz sa niezbedne dla proliferacji niektérych wiruséw
(Polio, Picornavirus).

W warunkach fizjologicznych nadmierna aktywnos$¢ tych enzymoéw jest ograniczana przez ich
endogenne inhibitory zwane cystatynami. Dlatego tez cystatyny sa rozwazane jako potencjalne leki
w terapii chordb, w przebiegu ktérych stwierdza sie nadmierng aktywnos$¢ proteolityczng lub choréb
zwigzanych z infekcja mikroorganizmami. Stwierdzono réwniez, ze cystatyny stymulujg réznicowanie
sie osteoblastow i formowanie oraz mineralizacje kosci. Cystatyny posiadajg takze wtasciwosci immu-
nosupresyjne poprzez hamowanie leguminazy i katepsyny S biorgcych udziat w prezentacji antygenow
przy udziale MHC klasy II.

Zastosowanie cystatyn w medycynie byto przedmiotem patentéw i zgtoszen patentowych na
Swiecie. W polskim dokumencie patentowym, PAT.217192, ujawniono zastosowanie liofilizatu mono-
meru inhibitora proteaz cysteinowych, ktérym jest owocystatyna, jako substancje czynna srodka farma-
ceutycznego stosowanego w profilaktyce i/lub leczeniu zmian otepiennych, w tym zapobieganiu i hamo-
waniu deterioracji funkcji poznawczych, zwtaszcza postepujacych wraz z rozwojem procesu otepien-
nego, szczegdlnie w chorobie Alzheimera oraz w procesie starzenia. Z kolei w japonskim zgtoszeniu
patentowym, JP2017205111A, ujawniono kompozycje biatkowa zawierajaca angiogenine i/lub produkty
jej rozktadu w ilosci od 2 do 15 mg/100 mg i cystatyny i/lub produkty jej rozktadu o stosunku masowym
do angiogeniny w zakresie od 0,003 do 0,6. W wyniku zastosowania kompozycji biatkowej kosci moga
zosta¢ wzmocnione, przez co moze ona zapobiegac i leczy¢ rézne choroby kosci, takie jak osteoporoza,
ztamania kosci, reumatyzm i zapalenie stawow. W dokumencie US2918153789A1 ujawnienie dotyczy
kompozycji doustnej do zmniejszania wrazliwosci zebéw. Doustna kompozycja zawiera cynk i sél miedzi
zdolng do powlekania i zamykania kanalikéw dentystycznych przez aglomerowanie biatek, zapewniajac
w krétkim czasie wptyw na zapobieganie lub redukcje objawdw nadwrazliwosci zebdéw. Kompozycja
zawiera $rodek spieniajacy (anionowy srodek powierzchniowo czynny, taki jak alkilosiarczan sodu i lau-
rylosiarczan sodu), niejonowy $srodek powierzchniowo czynny (kopolimer (poloksamer) polioksyetyleno-
polioksypropylenu, polioksyetylowany uwodorniony olej rycynowy lub polioksyetylenosorbitan) oraz es-
ter kwasu tluszczowego. Srodek spieniajacy moze wystepowaé w ilosci 0,5 do 5% wagowych w przeli-
czeniu na catkowita mase doustnej kompozyciji, a korzystnie 0,5 do 3,5% wagowych. Z polskiego pa-
tentu PAT.219098 znana jest kompozycja farmaceutyczna do leczenia choréb przyzebia, zaréwno
w stomatologicznym lecznictwie otwartym i w leczeniu szpitalnym, jak tez w chirurgii stomatologiczne;.
Kompozycja farmaceutyczna ma posta¢ Zelu o dobranej lepkosci. Jej sktadnikiem czynnym jest baza,
sktadajaca sie z inhibitora cysteinowych peptydaz, pochodzacego z biatka jaj, z moczu, z wdd ptodo-
wych ludzi i zwierzat, z fozyska ludzi i zwierzat oraz z roslin, o aktywnosci 1-50 jednostek inhibitorowych,
ktory jest zawieszony w 50 g alkoholu wielowodorotlenowego i 50 g 0,05 molowego roztworu buforu
fosforanowego o pH od 6,0 do 7,5, w ilosci 20 do 50% masowych, za$ jej nosnikiem sa substancje
zelujace w ilosci 7 do 20% masowych oraz woda w ilosci do 100% masowych. Substancjami zelujgcymi
sg metyloceluloza, hydroksypropylometyloceluloza, s6l sodowa karboksymetylocelulozy, Zzelatyna, pek-
tyna cytrusowo-jabtkowa lub dekstran. Korzystne jest stosowanie dodatkéw w postaci alkoholi wielowo-
dorotlenowych i kompozycji Nipagin.

Mimo wysokiej skutecznosci implantacji (93,43%), niepowodzenia stosowania — szczegdlnie nie-
uzasadnione w Zuchwie, gdzie blaszka kortykalna powinna zapewnia¢ dobrg retencje mechaniczna
TSAD - wymuszaja nie tylko koniecznos$¢ poszukiwania czynnikdw sprzyjajacych dezintegracji mini im-
plantow, ale i aktywne préby stworzenia warunkow zapobiegajacych ich przedwczesnej utracie. Oblu-
zowanie zamocowania TSAD moze wigzac sie ze zjawiskiem remodelacji kosci w miejscu wkretu w dro-
dze bezposredniej aktywacji podraznionych mechanicznie osteoklastow lub wtérnie na skutek nadkazen
mikroorganizmami, ktore poprzez naciecie w dzigsle dostaja sie w gtab tkanki kostnej wraz z TSAD.
Dlatego wciaz poszukuje sie preparatow wspomagajacych remodelacje kosci, podtrzymujacych proces
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osseointergracji oraz hamujacych, czy wrecz uniemozlwiajacych nadkazanie mikroorganizmami pod-
czas zabiegow chirurgicznych. Przy czym tego typu preparat powinien takze by¢ tatwy w stosowaniu,
tatwy do podawania miejscowego, niepodrazniajacy tkanki jamy ustnej oraz wykazujacy duzg przyczep-
nos¢ do powierzchni implantéw czy tkanek twardych. Ponadto tego typu preparat powinien charaktery-
zowa¢ sie dtugim okresem stabilnosci. Niespodziewanie powyzsze problemy rozwigzat prezentowany
wynalazek.

Pierwszym przedmiotem wynalazku jest kompozycja implantologiczna zawierajaca cystatyne, no-
$nik, substancje zobojetniajaca, wode albo bufor, charakteryzujgca sie tym, ze zawiera cystatyne o ak-
tywnosci wtasciwej przynajmniej 10 jednostek inhibitorowych na miligram biatka w ilosci 0,02% (wa-
gowo), substancje nosna w ilosci od 15,0% do 20,0% (wagowo), i substancje zobojetniajaca w ilosci nie
wiekszej niz konieczna do uzyskania pH wynoszacego 7,40 = 0,05, korzystnie wybrang z grupy zawie-
rajacej: NaOH albo TEA, i kompozycja zawiera wode dejonizowana albo bufor PBS w ilosci do 100%
(wagowo) masy kompozycji, i zawiera substancje zwiekszajaca wtasciwosci adhezyjne w ilosci nie wiek-
szej niz 0,25% (wagowo) masy kompozycji, przy czym kompozycja ma posta¢ zelu w temperaturze
37°C, przy czym substancje nosng stanowi poloksamer 407, przy czym substancja no$na stanowi takze
substancje zZelujaca.

W innej korzystnej realizacji wynalazku substancje zwiekszajaca wtasciwosci adhezyjne stanowi
karbomer 974P albo karbomer 971P.

W nastepnej korzystnej realizacji wynalazku kompozycja zawiera substancje pomocnicze.

W korzystnej realizacji wynalazku substancje pomocnicze stanowiag od 0% do 25% (wagowo)
masy kompozyciji.

W kolejnej korzystnej realizacji wynalazku substancje pomocnicze sg wybrane z grupy zawiera-
jacej: parabeny (nipaginy), glicerol, glikol polioksyetylenowy-200, glikol propylenowy.

W jeszcze innej korzystnej realizacji wynalazku cystatyna jest pochodzenia zwierzecego albo ro-
$linnego albo ludzkg rekombinowana.

W kolejnej korzystnej realizacji wynalazku kompozycja ma postac ptynna w temperaturze 20°C.

Drugim przedmiotem wynalazku jest kompozycja, jak w pierwszym przedmiocie wynalazku, do zasto-
sowania w powlekaniu implantéw albo do podawania miejscowego w celu wspomagania osseointegrac;ji.

Przyktady realizacji wynalazku zobrazowano na rysunku, na ktérych na Fig. 1 przedstawiono ak-
tywnosc¢ uwolnionej cystatyny w czasie z formulacji o sktadzie: 17% poloksameru 407 i 0,02% cystatyny,
na bazie wody dejonizowanej, na Fig. 2 przedstawiono aktywnos$¢ uwolnionej cystatyny w czasie z for-
mulacji o sktadzie: 17% poloksameru 407, 0,1% karbomeru 974P i 0,02% cystatyny, na bazie wody
dejonizowanej, na Fig. 3 przedstawiono zalezno$¢ naprezenia $cinajgcego od szybkosci $cinania dla
sporzadzonych zeli w temp. 20°C, na Fig. 4 przedstawiono zalezno$¢ naprezenia $cinajacego od szyb-
kosci $cinania dla sporzadzonych zeli w temp. 37°C, na Fig. 5-8 przedstawiono zalezno$¢ lepkosci od
temperatury dla sporzadzonych zeli.

W badaniach wykazano, ze cystatyna w stezeniu 0,2 mg/ml jest stabilna w warunkach otrzymy-
wania preparatu. Réwniez obecnos¢ poloksameru 407 (w stezeniu 15%—-20% w/w) i karbomeru 974P
(w stezeniu 0,1-0,25% w/w) nie majag niekorzystnego wptywu na aktywnosc¢ cystatyny (Przykiad 8).
Ponadto stwierdzono, ze preparat o stezeniu 0,2 mg/mL jest stabilny przez okres co najmniej 12 mie-
siecy (Przyktad 9). Reasumujac, zarbwno sposob sporzadzania preparatu, jak i jego sktad zapewniaja
otrzymanie w petni aktywnego i stabilnego preparatu cystatynowego. Sporzadzone hydrozele cechujg
sie poczatkowym (do ok. 10 godziny) szybkim uwalnianiem cystatyny, natomiast w kolejnych godzinach
szybkos¢ uwalniania stopniowo zmniejsza sie (Fig. 1i2). Hydrozele na bazie poloksameru 407 i karbo-
merdéw 971P/974P moga zosta¢ zastosowane jako postac o przedtuzonym uwalnianiu dla biatka aktyw-
nego biologicznie, jakim jest cystatyna.

Wszystkie przygotowane hydrozele w temperaturze 20°C byty lepkosprezystymi cieczami, nato-
miast w temperaturze ciata ludzkiego (37°C) znajdowaty sie w stanie zelu. Jest to znana wiasciwos¢
hydrozeli zawierajacych poloksamer P407, zwana tiksotropig zalezng od temperatury. Wtasciwosci te
sg korzystne dla zastosowan preparatu jako substancji powlekajgcej implant, a duza lepkos$¢ zapewnia
retencje preparatu w obrebie miejsca aplikacji. Ptynna posta¢ preparatu w 20°C utatwia jego aplikacje
w miejscu mocowania implantu. Ponizej przedstawiono (Fig. 3 i 4) zaleznosci naprezenia scinajacego
od szybkosci scinania w temperaturach 20°C i 37°C dla zeli na bazie wody dejonizowanej o sktadach:

e 17% poloksameru 407 (Przyktady — kompozycja I).
e 17% poloksameru 407, 0,1% karbomeru 974P, wodorotlenek sodu do uzyskania pH 7,4
(Przyktady — kompozycja Il),
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W temperaturze ciata ludzkiego (37°C) formulacje na bazie poloksameru 407 znajdowaty sie
w stanie zelu. Sporzadzone hydrozele w temperaturze 37°C wykazujg znacznie wieksza lepkos¢ niz
w temperaturze 20°C. Jest to znana wiasciwos¢ hydrozeli zawierajacych ten polimer, zwana tiksotropia
zalezng od temperatury. Spowodowana jest ona tworzeniem miceli przez tancuchy poloksameru 407
wraz ze wzrostem temperatury. Przejscie z zolu w zel zachodzito w zakresie od 20,5°C do 33°C, czyli
powyzej temperatury pokojowej oraz ponizej temperatury ciata ludzkiego, dzieki czemu hydrozele moga
utrzymywac ptynnos¢ podczas przechowywania i aplikacji, a po kontakcie z btona sluzowa zwiekszy¢
swoja lepkosc¢. Ponizej przedstawiono (Fig. 5, 6, 7 i 8) zaleznosci lepkosci od temperatury dla Zeli na
bazie wody dejonizowanej o sktadach:
e 17% poloksameru 407 (Przyktady — kompozycja I).
e 17% poloksameru 407, 0,1% karbomeru 974P, wodorotlenek sodu do uzyskania pH 7,4
(Przyktady — kompozycja Il)
o 17% poloksameru 407, 0,25% karbomeru 974P, wodorotlenek sodu do uzyskania pH 7,4
(Przyktady — kompozycja Ill)
e 15% poloksameru 407 (Przyktady — kompozycja V)
o 15% poloksameru 407, 0,175% karbomeru 974P, wodorotlenek sodu do uzyskania pH 7,4
(Przyktady — kompozycja V)
e 20% poloksameru 407 (Przyktady — kompozycja VI)
o 20% poloksameru 407, 0,175% karbomeru 974P, wodorotlenek sodu do uzyskania pH 7,4
(Przyktady — kompozycja VII)
Przyktad 1. Kompozycjal
Cystatyna 0,02 g
Poloksamer 407 17 g
Woda dejonizowana ad 100,0 g
Do czesci odwazonego rozpuszczalnika dodaje sie 17 g poloksameru 407, nastepnie dodaje sie
reszte wody dejonizowanej do masy 99,98 g. Cato$¢ miesza sie w celu zwilzenia wprowadzonego po-
loksameru, a nastepnie umieszcza sie w temperaturze 2—8°C na 24 h w celu uzyskania klarownego
roztworu. Po tym czasie roztwor poloksameru przenosi sie do 0,02 g zliofilizowanej cystatyny, miesza
sie do rozpuszczenia cystatyny i uzyskania homogennej mieszaniny o pH 7,4. Nastepnie roztwoér prze-
sacza sie przez filtr strzykawkowy o $rednicy poréw 0,22 um w warunkach aseptycznych. Przesaczony
roztwor zatapia sie w amputkach o objetosci 2 mL w warunkach aseptycznych. Otrzymany $rodek prze-
znaczony jest do powlekania implantéw kostnych.

Przyktad 2. Kompozycjall

Cystatyna 0,02 g
Karbomer 974P 0,1g
Poloksamer 407 17 g
10M r-r NaOH qg.s.

Woda dejonizowana ad 100,0 g

Do ok. 60 g wody dejonizowanej dodaje sie 0,1 g karbomeru 974P, a nastepnie miesza do uzyskania
jednorodnej mieszaniny. Nastepnie, przy ciagtym mieszaniu, dodaje sie matymi porcjami 17 g poloksameru
407 do masy ok. 77 g. Po zwilzeniu wprowadzonego poloksameru catos¢ umieszcza sie w temperaturze 2—
8°C na 24 h w celu jego rozpuszczenia. Nastepnie mieszanine doprowadza sie do pH = 7,40 + 0,05 za
pomocg 2-5 kropli (w zaleznosci od potrzeb) 10M roztworu NaOH oraz wodg dejonizowang do masy 80 g.
Po doprowadzeniu do odpowiedniego pH przygotowany zel sterylizuje sie w autoklawie w warunkach 121°C
i nadcisnieniu 1 atm. przez 15 min. Po procesie sterylizacji zel schtadza sie, a nastepnie w warunkach asep-
tycznych dodaje sie do niego 20 g przesaczonego przez filtr strzykawkowy o srednicy poréw 0,22 um 17%
roztworu poloksameru 407 zawierajacego 0,02 g zliofilizowanej cystatyny. Cato$¢ miesza sie do uzyskania
homogennej mieszaniny. Gotowy roztwdr zatapia sie w amputkach o objetosci 2 mL w warunkach aseptycz-
nych. Otrzymany $rodek przeznaczony jest do powlekania implantéw kostnych.

Przyktad 3. Kompozycja lll

Cystatyna 0,02 g
Karbomer 974P 0,25¢g
Poloksamer 407 1 74
10M r-r NaOH qg.s.

Woda dejonizowana ad 100,0 g
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Do ok. 60 g wody dejonizowanej dodaje sie 0,25 g karbomeru 974P, a nastepnie miesza do uzy-
skania jednorodnej mieszaniny. Nastepnie, przy ciagtym mieszaniu, dodaje sie matymi porcjami 17 g
poloksameru 407 do masy ok. 77 g. Po zwilzeniu wprowadzonego poloksameru cato$¢ umieszcza sie
w temperaturze 2—-8°C na 24 h w celu jego rozpuszczenia. Nastepnie mieszanine doprowadza sie do
pH = 7,40 + 0,05 za pomocg 2-5 kropli (w zaleznosci od potrzeb) 10M roztworu NaOH oraz woda
dejonizowang do masy 80 g. Po doprowadzeniu do odpowiedniego pH przygotowany zel sterylizuje sie
w autoklawie w warunkach 121°C i nadcisnieniu 1 atm. przez 15 min. Po procesie sterylizacji zel schta-
dza sie, a nastepnie w warunkach aseptycznych dodaje sie do niego 20 g przesaczonego przez filtr
strzykawkowy o $rednicy poréw 0,22 um 17% roztworu poloksameru 407 zawierajacego 0,02 g zliofili-
zowanej cystatyny. Catos¢ miesza sie do uzyskania homogennej mieszaniny. Gotowy roztwor zatapia
sie w amputkach o objetosci 2 mL w warunkach aseptycznych. Otrzymany $srodek przeznaczony jest do
powlekania implantéw kostnych.

Przyktad 4. Kompozycja IV

Cystatyna 0,02 g

Poloksamer 407 15g

Woda dejonizowana ad 100,0 g

Do czesci odwazonego rozpuszczalnika dodaje sie 15 g poloksameru 407, nastepnie dodaje sie
reszte wody dejonizowanej do masy 99,98 g. Cato$¢ miesza sie w celu zwilzenia wprowadzonego po-
loksameru, a nastepnie umieszcza sie w temperaturze 2—8°C na 24 h w celu uzyskania klarownego
roztworu. Po tym czasie roztwor poloksameru przenosi sie do 0,02 g zliofilizowanej cystatyny, miesza
sie do rozpuszczenia cystatyny i uzyskania homogennej mieszaniny o pH 7,4. Nastepnie roztwor prze-
sacza sie przez filtr strzykawkowy o $rednicy porow 0,22 um w warunkach aseptycznych. Przesaczony
roztwor zatapia sie w amputkach o objetosci 2 mL w warunkach aseptycznych. Otrzymany $rodek prze-
znaczony jest do powlekania implantéw kostnych.

Przyktad 5. KompozycjaV

Cystatyna 0,02 g
Karbomer 974P 0,175 g
Poloksamer 407 15g
10M r-r NaOH g.s.

Woda dejonizowana ad 100,0 g

Do ok. 60 g wody dejonizowanej dodaje sie 0,175 g karbomeru 974P, a nastepnie miesza do
uzyskania jednorodnej mieszaniny. Nastepnie, przy ciagtym mieszaniu, dodaje sie matymi porcjami 15 g
poloksameru 407 do masy ok. 77 g. Po zwilzeniu wprowadzonego poloksameru cato$¢ umieszcza sie
w temperaturze 2—-8°C na 24 h w celu jego rozpuszczenia. Nastepnie mieszanine doprowadza sie do
pH = 7,40 + 0,05 za pomocg 2-5 kropli (w zaleznosci od potrzeb) 10M roztworu NaOH oraz woda
dejonizowang do masy 80 g. Po doprowadzeniu do odpowiedniego pH przygotowany zel sterylizuje sie
w autoklawie w warunkach 121°C i nadcisnieniu 1 atm. przez 15 min. Po procesie sterylizacji zel schta-
dza sie, a nastepnie w warunkach aseptycznych dodaje sie do niego 20 g przesaczonego przez filtr
strzykawkowy o $rednicy porow 0,22 um 15% roztworu poloksameru 407 zawierajacego 0,02 g zliofili-
zowanej cystatyny. Catos¢ miesza sie do uzyskania homogennej mieszaniny. Gotowy roztwor zatapia
sie w amputkach o objetosci 2 mL w warunkach aseptycznych. Otrzymany $rodek przeznaczony jest do
powlekania implantéw kostnych.

Przyktad 6. Kompozycja Vi

Cystatyna 0,02 g

Poloksamer 407 20g

Woda dejonizowana ad 100,0 g

Do czesci odwazonego rozpuszczalnika dodaje sie 20 g poloksameru 407, nastepnie dodaje sie
reszte wody dejonizowanej do masy 99,98 g. Cato$¢ miesza sie w celu zwilzenia wprowadzonego po-
loksameru, a nastepnie umieszcza sie w temperaturze 2—8°C na 24 h w celu uzyskania klarownego
roztworu. Po tym czasie roztwor poloksameru przenosi sie do 0,02 g zliofilizowanej cystatyny, miesza
sie do rozpuszczenia cystatyny i uzyskania homogennej mieszaniny o pH 7,4. Nastepnie roztwor prze-
sacza sie przez filtr strzykawkowy o $rednicy porow 0,22 um w warunkach aseptycznych. Przesaczony
roztwor zatapia sie w amputkach o objetosci 2 mL w warunkach aseptycznych. Otrzymany $rodek prze-
znaczony jest do powlekania implantéw kostnych.
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Przyktad 7. Kompozycja Vil

Cystatyna 0,02 g
Karbomer 974P 0,175¢
Poloksamer 407 20g
10M r-r NaOH qg.s.

Woda dejonizowana ad 100,0 g

Do ok. 60 g wody dejonizowanej dodaje sie 0,175 g karbomeru 974P, a nastepnie miesza do
uzyskania jednorodnej mieszaniny. Nastepnie, przy ciagtym mieszaniu, dodaje sie matymi porcjami
20 g poloksameru 407 do masy ok. 77 g. Po zwilzeniu wprowadzonego poloksameru catos¢ umieszcza
sie w temperaturze 2—8°C na 24 h w celu jego rozpuszczenia. Nastepnie mieszanine doprowadza sie
do pH = 7,40 + 0,05 za pomocg 2-5 kropli (w zaleznosci od potrzeb) 10M roztworu NaOH oraz woda
dejonizowang do masy 80 g. Po doprowadzeniu do odpowiedniego pH przygotowany zel sterylizuje sie
w autoklawie w warunkach 121°C i nadci$nieniu 1 atm. przez 15 min. Po procesie sterylizacji zel schta-
dza sie, a nastepnie w warunkach aseptycznych dodaje sie do niego 20 g przesgczonego przez filtr
strzykawkowy o $rednicy porow 0,22 um 20% roztworu poloksameru 407 zawierajacego 0,02 g zliofili-
zowanej cystatyny. Catos¢ miesza sie do uzyskania homogennej mieszaniny. Gotowy roztwor zatapia
sie w amputkach o objetosci 2 mL w warunkach aseptycznych. Otrzymany srodek przeznaczony jest do
powlekania implantéw kostnych.
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Przykfad 8. Kompozycje preparatéw oraz ich aktywnos$¢ antypapainowa.

Skiad

Aktywnos¢ cystatyny

Kompozycja 1

17% poloksameru 407

0,02% cystatyny

1,246 j/mL

Kompozycja 2

17% poloksameru 407
0,1% karbomeru 974P
0,02% cystatyny

NaOH do uzyskania pH 7,4

1,167 j/mL

Kompozycja 3

17% poloksameru 407
0,25% karbomeru 974P
0,02% cystatyny

NaOH do uzyskania pH 7,4

1,197 j/mL

Kompozycja 4

15% poloksameru 407

0,02% cystatyny

1,211 j/mL

Kompozycja 5

15% poloksameru 407
0,175% karbomeru 974P
0,02% cystatyny

NaOH do uzyskania pH 7,4

1,259 j/mL

Kompozycja 6

20% poloksameru 407

0,02% cystatyny

1,270 j/mL

Kompozycja 7

20% poloksameru 407
0,175% karbomeru 974P
0,02% cystatyny

NaOH do uzyskania pH 7,4

1,222 j/mL

Kompozycja referencyjna

0,02% cystatyny (wodny

roztwor)

1,251 j/mL
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Przyktad 9. Stabilnos€ przyktadowego preparatu w okresie 12 miesiecy.

Skiad zelu

Aktywnos¢ cystatyny

w czasie t=0

Aktywnos¢ cystatyny
po 12 miesigcach

17% poloksameru 407

0,02% cystatyny

1,246 j/mL

1,358 j/mL

17% poloksameru 407
0.1% karbomeru 974P

0,02% cystatyny

NaOH do uzyskania pH 7,4

1,167 j/mlL

1,160 j/mL

17% poloksameru 407
0,25% karbomeru 974P
0,02% cystatyny

NaOH do uzyskania pH 7,4

1,197 j/mL

1,250 j/mL

15% poloksameru 407

0,02% cystatyny

1,211 j/mL

1,201 j/mL

15% poloksameru 407
0,175% karbomeru 974P
0,02% cystatyny

NaOH do uzyskania pH 7,4

1,259 j/mL

1,265 j/mL

20% poloksameru 407

0,02% cystatyny

1,270 j/mL

1,243 j/mL

20% poloksameru 407
0,175% karbomeru 974P
0,02% cystatyny

NaOH do uzyskania pH 7,4

1,222 j/mL

1,182 j/mL
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Zastrzezenia patentowe

. Kompozycja zawierajgca cystatyne, nosnik, substancje zobojetniajaca, wode albo bufor,

znamienna tym, ze zawiera cystatyne o aktywnos$ci wtasciwej przynajmniej 10 jednostek in-
hibitorowych na miligram biatka w ilosci 0,02% (wagowo), substancje nosna w ilosci od 15,0%
do 20,0% (wagowo), i substancje zobojetniajaca w ilosci nie wiekszej niz konieczna do uzy-
skania pH wynoszacego 7,40 + 0,05, korzystnie wybrana z grupy zawierajacej: NaOH albo
TEA, i kompozycja zawiera wode dejonizowang albo bufor PBS w ilosci do 100% (wagowo)
masy kompozycji, i zawiera substancje zwiekszajaca wtasciwosci adhezyjne w ilosci nie wiek-
szej niz 0,25% (wagowo) masy kompozycji, przy czym kompozycja ma postac zelu w tempe-
raturze 37°C, przy czym substancje nosna stanowi poloksamer 407, przy czym substancja
nosna stanowi takze substancje Zelujaca.

. Kompozycja wg. zastrz. od 1 do 2, znamienna tym, ze substancje zwiekszajaca wtasciwosci

adhezyjne stanowi karbomer 974P albo karbomer 971P.

. Kompozycja wg. zastrz. od 1 do 3, znamienna tym, ze zawiera substancje pomocnicze.
. Kompozycja wg. zastrz. od 1 do 4, znamienna tym, ze substancje pomocnicze stanowig od

0% do 25% (wagowo) masy kompozyciji.

. Kompozycja wg. zastrz. od 1 do 5, znamienna tym, ze substancje pomocnicze sg wybrane

Z grupy zawierajacej: parabeny (nipaginy), glicerol, glikol polioksyetylenowy-200, glikol propy-
lenowy.

. Kompozycja wg. zastrz. od 1 do 6, znamienna tym, ze cystatyna jest pochodzenia zwierze-

cego albo rodlinnego albo ludzka rekombinowana.

. Kompozycja wg. zastrz. od 1 do 7, znamienna tym, ze kompozycja ma posta¢ ptynng w tem-

peraturze 20°C.

. Kompozycja, jak zdefiniowano w zastrz. od 1 do 7, do zastosowania w powlekaniu implantow

albo do podawania miejscowego w celu wspomagania osseointegraciji.
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