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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest biomimetyczny dwufazowy biomateriat na bazie naturalnego polisa-
charydu B-1,3-glukanu (kurdlanu), zawierajacy dwie spdjne fazy: gérna — polimerowa, sktadajaca sie
z kurdlanu i izolatu biatka serwatkowego (WPI) oraz dolna — polimerowo-ceramiczna, zawierajaca kur-
dlan, WPI i hydroksyapatyt (HAp). Przedmiotem wynalazku jest takze sposdb jego otrzymywania
oraz zastosowanie do regeneracji ubytkéw chrzestno-kostnych.

Ubytki chrzestno-kostne (IV° wg skali Outerbridgae’a) stanowig najpowazniejszy, a zarazem naj-
czestszy problem wséréd pacjentdw ortopedycznych. Obejmuja one nie tylko warstwy tkanki chrzestnej,
ale takze kos¢ podchrzestng (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). Tkanka chrzestna znacznie
rézni sie od tkanki kostnej zaréwno pod katem kompozycji jak i wlasciwosci strukturalnych, mechanicz-
nych i biologicznych. Ponadto chrzastka, w przeciwienstwie do kosci, charakteryzuje sie niewielkimi
zdolnosciami regeneracyjnymi. W zwiazku z powyzszym, stosowanie biomateriatébw homogennych
moze by¢ niewystarczajace. Naprawa tak ztozonych ubytkéw z zastosowaniem biomateriatéw fa-
zowych/warstwowych, ktére nasladujg zaréwno tkanke chrzestna jak i kostna, daje obecnie najlep-
sze rezultaty terapeutyczne (Deng C. i wsp. Nanomed. Nanobiotechnol. 2019, e1576; Guarnino V.
i wsp. Materials for Biomedical Engineering, Chapter 10, 2019, 297-337; Li X. i wsp. Regen. Bio-
mater. 2015, 2, 221-228).

Znanym rozwigzaniem w regeneracji ubytkéw chrzestno-kostnych jest stosowanie biomime-
tycznych fazowych/warstwowych biomateriatéw sktadajacych sie z polimeréw pochodzenia natural-
nego i/lub syntetycznego oraz sktadnikéw nieorganicznych, np. ceramiki fosforanowo-wapniowe;j,
bioszkiet itp. Dla przyktadu, z opisu patentowego CN106178126A znany jest dwufazowy biomateriat
sktadajacy sie z fazy gornej, zawierajacej fibroine jedwabiu i chitozan (SF-CS) oraz fazy dolnej,
wzbogaconej dodatkowo nanohydroksyapatytem (SF-CS-nHA). Badania in vivo wskazuja, ze bio-
materiat wytworzony wg wynalazku posiada wtasciwosci regeneracyjne wzgledem tkanki chrzestnej
oraz kostnej (badania na krdlikach Nowozelandzkich) i zatem moZe on znalez¢ zastosowanie w regeneracji
ubytkoéw chrzestno-kostnych. Z opisu patentowego W0O2017118863A1 znany jest biomimetyczny
dwufazowy biomateriat, ktéry zawiera kolagen oraz kopolimer kwasu mlekowego i glikolowego
(PLGA) (faza gorna), oraz kolagen potaczony z hydroksyapatytem (HAp), osadzony na podtozu
tytanowym (faza dolna). Biomateriat wykazuje witasciwo$ci mechaniczne zblizone do natywnej
tkanki chrzestnej oraz kostnej, a takze sprzyja wzrostowi i proliferacji komérek w czasie (badania
in vitro z wykorzystaniem komérek macierzystych pochodzacych ze szpiku kostnego owcy). Po-
nadto badania in vivo potwierdzity integracje skafoldu z chrzastka oraz koscia owiec oraz wyztow
wtoskich szorstkowtosych (Spinone lItaliano), co wskazuje, ze biomateriat moze znalezé zastoso-
wanie w regeneracji ubytkdw chrzestno-kostnych. Z opisu patentowego US2015110846A1 znany
jest dwufazowy biomateriat na bazie nanowtdkien ztozonych z siarczanu chondroityny oraz kwasu
hialuronowego (faza goérna) oraz nanowidkien zawierajacych hydroksyapatyt, B-glicerofosforan
oraz B-TCP (faza dolna). Biomateriat sprzyja zasiedleniu i proliferacji ludzkich chondrocytéw in vitro.
Z kolei, z opisu patentowego WO2010084481A1 znany jest tréjwarstwowy biomateriat do regenerac;i
ubytkéw chrzestno-kostnych. Warstwa gérna biomateriatu sktada sie z kolagenu typu | oraz kola-
genu typu Il (1 : 1), warstwa posrednia z kolagenu typu |, kolagenu typu Il (1 : 1) oraz hydroksya-
patytu, a warstwa dolna wytacznie z hydroksyapatytu. Skafold ten wspiera proliferacje prawidiowych
mysich preosteoblastow in vitro (linia komérkowa MC3T3-E1).

Z przegladu baz patentowych oraz powyzszych opiséw patentowych wynika, Zze nie ma obecnie
biomateriatéw fazowych/warstwowych zawierajacych bakteryjny B-1,3-glukan (kurdlan), izolat biatka
serwatkowego (WPI) oraz ceramike hydroksyapatytowa. Wiadomo jednak, ze hydrozel 3-1,3-glukanowy
(kurdlanowy) otrzymywany metoda termiczna znalazt zastosowanie jako sktadnik substytutu kostnego
na bazie ceramiki hydroksyapatytowe] (patent PL 206394 i international patent nr EU 2421570 B1).
Z kolei hydrozel kurdlanowy otrzymywany metoda dializy wzgledem roztworu jonéw wapnia znalazt za-
stosowanie jako skiadnik biokompatybilnego 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 polisacharydéw — amylozy, celulozy, amylopektyny, chitozanu i dekstranu, ktére moga
znalez¢ zastosowanie w regeneracji tkanki kostnej (patent USA US/2013/0101548 A1, patent USA
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US 9,758,558 B2 i international patent nr WO 2011/123760 A2). Warto jednak zaznaczyé, ze wspo-
mniane wynalazki sa biomateriatami kompozytowymi, w ktérych sktadniki sa roztozone réwnomiernie
wzgledem siebie — nie ma widocznych faz w ich strukturze.

Przedstawiony wynalazek rozwiazuje zagadnienie otrzymywania dwufazowego biomateriatu,
sktadajacego sie z: fazy goérnej — polimerowej, ktéra stanowi B-1,3-glukan (kurdlanu) i izolat biatka ser-
watkowego (WPI) oraz fazy dolnej — polimerowo-ceramicznej, ktéra stanowi kurdlan, WPI i hydroksya-
patyt (HAp), charakteryzujacego sie brakiem cytotoksycznosci oraz biokompatybilnoscia w warunkach
in vitro, poprzez sprzyjanie wzrostowi oraz proliferacji osteoblastéw ludzkich (linia hFOB 1.19, ATCC).

Dwufazowy biomateriat wedtug wynalazku stanowi 3-1,3-glukan (kurdlan), izolat biatka serwatko-
wego (WPI) oraz ceramika hydroksyapatytowa (HAp), gdzie proporcje sktadnikéw polimerowych wzgle-
dem 100 ml wodnego roztworu wynosza odpowiednio: 6—20% (w/v) — B-1,3-glukan, 20-50% (w/v) — izolat
biatka serwatkowego (WPI), natomiast ilos¢ dodawanych granul ceramiki hydroksyapatytowej (HAp)
do takiej mieszaniny polimeréw wynosi 40 g — 100 g, przy czym gorng faze stanowi mieszanina 3-1,3-glu-
kanu (kurdlanu) oraz izolatu biatka serwatkowego (WPI), za$ dolng faze stanowi mieszanina 3-1,3-glu-
kanu (kurdlanu) i izolatu biatka serwatkowego (WPI) oraz ceramika hydroksyapatytowa (HAp).

Biomateriat korzystnie zawiera 3-1,3-glukan w ilosci 8% (w/v) w odniesieniu do 100 ml| wod-
nego roztworu.

Biomateriat korzystnie zawiera izolat biatka serwatkowego (WPI) w ilosci 30% (w/v) w odniesieniu
do 100 ml wodnego roztworu.

Korzystnie ceramika hydroksyapatytowa (HAp) jest w postaci nanoproszku lub proszku lub granul
o rozmiarze 0,01-1,0 mm.

Biomateriat korzystnie zawiera ceramike hydroksyapatytowa (HAp) w ilosci 70-80 g w odniesie-
niu do 100 ml wodnego roztworu polimeréw.

Przedmiotem wynalazku jest takze dwufazowy biomateriat na bazie -1,3-glukanu (kurdlanu)
i ceramiki hydroksyapatytowej (HAp) opisany wyzej do zastosowania do regeneracji ubytkow
chrzestno-kostnych.

Sposéb wytwarzania dwufazowego biomateriatu na bazie kurdlanu do regeneracji ubytkow
chrzestno-kostnych znamienny tym, ze 20-50% (w/v) wodny roztwor izolatu biatka serwatko-
wego (WPI), korzystnie 30% (w/v), dodaje sie do proszku B-1,3-glukanu (kurdlanu), tak aby stezenie
kurdlanu wzgledem roztworu WPI wynosito 6-20% (w/v), korzystnie 8% (w/v), nastepnie do takiej mie-
szaniny dodaje sie ceramike hydroksyapatytowa (HAp) w postaci nanoproszku lub proszku lub granul
o rozmiarze 0,01-1,0 mm, wypalanych w temperaturze 500-1300°C, w ilosci 40—-100 g na 100 ml wod-
nego roztworu polimeréw, po czym uzyskang mieszanine poddaje sie wirowaniu przez 1-10 minut,
przy predkosci 800—10 000 rpm, nastepnie mieszanine z uformowanymi fazami gérna — polimerowa
oraz dolng — polimerowo-ceramiczng inkubuje sie korzystnie przez 15 minut w temperaturze 90-120°C
i poddaje sterylizaciji.

Sposodb wedtug zastrz. 2. znamienny tym, ze stosuje sie granule w ilosci od 40 do 100 g, najko-
rzystniej 70-80 g (w odniesieniu do 100 ml roztworu polimeréw), wypalane w temperaturze 1100-1200°C.
Korzystnie sterylizacje prowadzi sie poprzez autoklawowanie tak, ze ma on forme mokra.

Korzystnie sterylizacje mokrego materiatu prowadzi sie w temperaturze 121°C przez 15 minut.

Korzystnie dwufazowy biomateriat przed sterylizacja gazowa poddaje sie suszeniu w tempe-
raturze pokojowe;.

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

Korzystnie rozmiar granul wynosi 0,05-0,2 mm.

Korzystnie uzyskang mieszanine poddaje sie wirowaniu przez 3 minuty przy predkosci 3000 rpm.

Korzystnie mieszanine z uformowanymi dwoma fazami (gérna — polimerowa oraz dolng — poli-
merowo-ceramiczna) inkubuje sie w temperaturze 90°C.

Wytworzony wg wynalazku dwufazowy biomateriat na bazie kurdlanu, charakteryzuje sie korzyst-
nymi wtasciwosciami biologicznymi wzgledem ludzkich osteoblastéw hFOB 1.19 w warunkach in vitro.

Potaczenie polimeréw w postaci 3-1,3-glukanu (kurdlanu) i biatka serwatkowego (WPI) oraz ce-
ramiki hydroksyapatytowej (HAp) w odpowiednich proporcjach oraz sposdéb ich taczenia prowadzacy
do otrzymania dwufazowego biomateriatu, przyniosto poszukiwane efekty w regeneracji ubytkéw
chrzestno-kostnych.

Jak sie nieoczekiwanie okazato sktadniki te wzajemnie sie uzupetniaja, tworzac biokompatybilny,
spajny biomateriat, posiadajacy dwie fazy (polimerowa oraz polimerowo-ceramiczna), charakteryzujacy sie
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brakiem rozwarstwienia na ich granicy. Nietoksyczny 3-1,3- glukan (kurdlan) w potaczeniu z biokompatybil-
nym biatkiem serwatkowym (WPI) tworzy sprezysty Zel, ktéry umozliwia osadzenie ceramiki hydroksyapaty-
towej (HAp) w jego dolnej czesci, co w konsekwencji pozwala na otrzymanie biomateriatu ztozonego z dwéch
faz — gornej polimerowe;j (kurdlan-WPI) i dolnej polimerowo-ceramicznej (kurdlan-WPI-HAp). Obie fazy bio-
materiatu wykazuja pozadane witasciwosci biologiczne wzgledem ludzkich komérek kosciotwérczych,
poprzez wspieranie ich wzrostu i proliferacji in vitro, co wskazuje 2e dwufazowy biomateriat moze by¢
stosowany do regeneracji ubytkdw chrzestno-kostnych.

Nikt dotad w stanie techniki nie ujawnit dwufazowego biomateriatu o sktadzie wedtug wynalazku.

Biomateriat charakteryzuje sie takze tym, Ze jest biomimetyczny, tj. jego struktura i kompozycja
nasladuja naturalna chrzastke i kosé.

Korzystne wtasciwosci biologiczne i strukturalne biomateriatu, tj. zdolno$¢ do wspierania zywot-
noscii proliferacji osteoblastéw linit hFOB 1.19 oraz spoisto$¢ i biomimetyczno$¢, wynikaja z jego sktadu
jakosciowego i ilosciowego oraz sposobu jego wytwarzania. Dwufazowos$é materiatu wedtug wynalazku
uzyskiwana jest dzieki zastosowaniu okreslonych sktadnikéw i ich ilosci zwtaszcza ceramiki (HAp) w ilo-
8ci 40 g — 100 g wzgledem pozostatych sktadnikdéw oraz sposobu wytwarzania, w szczegdlno$ci po-
przez zastosowanie wirowania.

Przedmiot wynalazku ilustruja przedstawione ponizej przyktady.

Przyktad 1

Do 0,4 g izolatu biatka serwatkowego (WPI) dodano 1 ml wody destylowanej. Sktadniki mieszano,
az do catkowitego rozpuszczenia WPI. Otrzymany klarowny roztwér WPI dodano do 0,08 g kurdlanu
umieszczonego w probéwce typu Eppendorf o pojemnosci 2 ml. Sktadniki mieszano az do ich catkowi-
tego potaczenia. Nastepnie, dodawano 0,9 g nanoproszku hydroksyapatytowego. Otrzymang mieszanine
wirowano przez 1 minute przy predkosci 9000 rpm, a nastepnie poddawano inkubacji w temperatu-
rze 90°C przez 15 minut. Otrzymany dwufazowy biomateriat poddano sterylizacji przez autoklawo-
wanie (121°C, 15 minut). Przygotowany w ten sposob biomateriat posiada korzystne wtasciwosci,
tj. nie wykazuje cytotoksycznosci i wspiera proliferacje osteoblastéw.

Otrzymany materiat posiadat strukture dwufazowa, gdzie gérna faza — polimerowa stanowita
ok. 10% objetosci biomateriatu, zas dolna faza polimerowo-ceramiczng stanowita ok. 90% objetosci
biomateriatu.

Przyktad 2

Do 0,3 g izolatu biatka serwatkowego (WPI) dodano 1 ml wody destylowanej. Sktadniki mieszano,
az do catkowitego rozpuszczenia WPI. Otrzymany klarowny roztwér WPI dodano do 0,07 g kurdlanu
umieszczonego w probéwce typu Eppendorf o pojemnosci 2 ml. Sktadniki mieszano az do ich catkowi-
tego potaczenia. Nastepnie, dodawano 1,0 g proszku hydroksyapatytowego. Otrzymang mieszanine
wirowano przez 9 minut przy predkosci 900 rpm, a nastepnie poddawano inkubacji w temperaturze 90°C
przez 15 minut. Otrzymany dwufazowy biomateriat poddano sterylizacji przez autoklawowa-
nie (121°C, 15 minut). Przygotowany w ten sposob biomateriat posiada korzystne wtasciwosci,
tj. nie wykazuje cytotoksycznosci i wspiera proliferacje osteoblastow.

Otrzymany materiat posiadat strukture dwufazowa, gdzie gérna faza — polimerowa stanowita
ok. 5% objetosci biomateriatu, za$ dolna faza polimerowo-ceramiczng stanowita ok. 95% objetosci
biomateriatu.

Przyktad 3

Do 0,3 g izolatu biatka serwatkowego (WPI) dodano 1 ml wody destylowanej. Sktadniki mieszano,
az do catkowitego rozpuszczenia WPI. Otrzymany klarowny roztwér WPI dodano do 0,08 g kurdlanu
umieszczonego w probdwce typu Eppendorf o pojemnosci 2 ml. Skiadniki mieszano az do ich catkowitego
potaczenia. Nastepnie, dodawano 0,7 g granul hydroksyapatytu o rozmiarze 0,05-0,2 mm, wypalanych
w temperaturze 1150°C. Otrzymana mieszanine wirowano przez 3 minuty przy predkoéci 3000 rpm, a na-
stepnie poddawano inkubacji w temperaturze 90°C przez 15 minut. Otrzymany dwufazowy biomateriat wy-
jeto z probdwki i suszono w temperaturze pokojowej przez okres 24 godzin. Sterylizacje otrzymane;j
prébki przeprowadzono za pomoca tlenku etylenu (55°C, 3 godziny, a nastepnie 15-godzinna wen-
tylacja probki w celu odprowadzenia resztek tlenku etylenu po procesie sterylizacji). Przygotowany
w ten sposob biomateriat posiada korzystne witasciwosci, tj. nie wykazuje cytotoksycznosci
i wspiera proliferacje osteoblastow.

Otrzymany materiat posiadat strukture dwufazowa, gdzie gérna faza — polimerowa stanowita
ok. 30% objetosci biomateriatu, za$ dolna faza polimerowo-ceramiczna stanowita ok. 70% objetosci
biomateriatu.
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Dwufazowy biomateriat na bazie kurdlanu, wytworzony wg wynalazku, zawierajacy kurdlan w ilo-
8ci 0,08 g, izolat biatka serwartkowego (WPI) w iloéci 0,3 g oraz hydroksyapatyt w postaci granul o roz-
miarze 0,05-0,2 mm w ilosci 0,7 g, zostat przedstawiony na zdjeciu.

Przyktad 4

Do 0,35 g izolatu biatka serwatkowego (WPI) dodano 1 ml wody destylowanej. Sktadniki mieszano,
az do catkowitego rozpuszczenia WPI. Otrzymany klarowny roztwér WPI dodano do 0,08 g kurdlanu
umieszczonego w probowce typu Eppendorf o pojemnosci 2 ml. Skiadniki mieszano az do ich catkowitego
potaczenia. Nastepnie, dodawano 0,5 g granul hydroksyapatytu o rozmiarze 0,3—0,6 mm, wypalanych
w temperaturze 1200°C. Otrzymana mieszanine wirowano przez 5 minut przy predko$ci 3500 rpm, a na-
stepnie poddawano inkubacji w temperaturze 90°C przez 15 minut. Otrzymany dwufazowy biomateriat
wyjeto z probowki i suszono w temperaturze pokojowej przez okres 24 godzin. Sterylizacje otrzymanej probki
przeprowadzono za pomoca tlenku etylenu (55°C, 3 godziny, a nastepnie 15-godzinna wentylacja probki
w celu odprowadzenia resztek tienku etylenu po procesie sterylizacji). Przygotowany w ten sposéb biomate-
riat posiada korzystne wtasciwosci, tj. nie wykazuje cytotoksycznosci i wspiera proliferacje osteoblastow.

Otrzymany materiat posiadat strukture dwufazowa, gdzie gérna faza — polimerowa stanowita
ok. 50% objetosci biomateriatu, zas dolna faza polimerowo-ceramiczng stanowita ok. 50% objetosci
biomateriatu.

Przyktad 5

Do 0,4 g izolatu biatka serwatkowego (WPI) dodano 1 ml wody destylowanej. Sktadniki mieszano,
az do catkowitego rozpuszczenia WPI. Otrzymany klarowny roztwér WPI dodano do 0,08 g kurdlanu
umieszczonego w probowce typu Eppendorf o pojemnosci 2 ml. Sktadniki mieszano az do ich catkowi-
tego potaczenia. Nastepnie, dodawano 0,4 g granul hydroksyapatytu o rozmiarze 0,3-0,6 mm, wypalanych
w temperaturze 1150°C. Otrzymana mieszanine wirowano przez 6 minut przy predko$ci 2000 rpm, a na-
stepnie poddawano inkubacji w temperaturze 90°C przez 15 minut. Otrzymany dwufazowy biomateriat
poddano sterylizacji przez autoklawowanie (121°C, 15 minut). Przygotowany w ten sposéb biomateriat
posiada korzystne wiasciwosci, tj. nie wykazuje cytotoksycznosci i wspiera proliferacje osteoblastow.

Otrzymany materiat posiadat strukture dwufazowa, gdzie gérna faza — polimerowa stanowita
ok. 60% objetosci biomateriatu, zas dolna faza polimerowo-ceramiczng stanowita ok. 40% objetosci
biomateriatu.

Przyktad 6

Do 0,2 g izolatu biatka serwatkowego (WPI) dodano 1 ml wody destylowanej. Sktadniki mieszano,
az do catkowitego rozpuszczenia WPI. Otrzymany klarowny roztwér WPI dodano do 0,15 g kurdlanu
umieszczonego w probdwkach typu Eppendorf o pojemnosci 2 ml. Sktadniki mieszano az do ich catkowitego
potaczenia. Nastepnie, dodawano 0,7 g granul hydroksyapatytu o rozmiarze 0,05-0,2 mm, wypalanych
w temperaturze 1150°C. Otrzymanag mieszanine wirowano przez 4 minuty przy predkosci 4000 rpm,
a nastepnie poddawano inkubacji w temperaturze 90°C przez 15 minut. Otrzymany dwufazowy biomateriat
poddano sterylizacji przez autoklawowanie (121°C, 15 minut). Przygotowany w ten sposéb biomateriat
wykazuje korzystne wiasciwosci, tj. nie wykazuje cytotoksycznosci i wspiera proliferacje osteoblastéw.
Otrzymany materiat posiadat strukture dwufazowa, gdzie gérna faza — polimerowa stanowita ok. 30% obje-
tosci biomateriatu, za$ dolna faza polimerowo-ceramiczng stanowita ok. 70% objetosci biomateriatu.

W celu oceny witasciwosci biologicznych uformowanych faz biomateriatu wytworzonego wg wy-
nalazku, tj. fazy polimerowej i fazy polimerowo-ceramicznej, skafold ten pocieto na krazki. W efekcie
otrzymano prébki kurdlan-WPI pochodzace z gérnej czesci biomateriatu — fazy polimerowej, odwzoro-
wujacej tkanke chrzestna oraz kurdlan-WPI-HAp pochodzace z dolnej czesci biomateriatu — fazy poli-
merowo-ceramicznej, odwzorowujacej ko$¢ podchrzestna.

Wyniki badan dla biomateriatu kurdlan (8% w/v) — WPI (30% w/v) oraz kurdlan (8% w/v) — WPI
(30% wi/v) — granule HAp o rozmiarze 0,05-0,2 mm, wypalane w temperaturze 1150°C (70 g granul
HAp na 100 ml roztworu kurdlan-WPI) wytworzonego wedtug wynalazku przedstawiono w Tabeli 1.
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Tabela 1. Wybrane wiasciwosci dwufazowego biomateriatu kurdlan — WPI/ kurdlan — WPI — HAp wytworzonego
wedlug wynalazku, opisanego w przyktadzie 3

Cecha

Biomaterial kurdlan — WPI/kurdlan — WPI - HAp

Prébki kurdlan — WP, pochodzjce
z gornej fazy biomaterialu

Probki kurdlan — WPI — HAp,
pochodzace z dolnej fazy
biomateriatlu

Wplyw  na  zywomo$c  komorek
kosciotworczych hI'OB 1.19
(osteoblastow ludzkich pozyskanych z
ATCC) — test na ekstraktach.

Wyniki uzyskano w (escie posrednim z
wykorzystaniem ekstraktow pozyskanych
z biomaterialow, zgodnie z norma [SO
10993-5:  Biological evalnation of
medical devices — Part 5: Tests for in vitro
cytotoxicity. Komarki kantralne byly
poddawane dzialaniu plvnu
hodowlanego, inkubowanego bez
badanych  biomaterialow.  Rezultaty
przedstawiono jako wartosci srednie +
odchylenie standardowe po 24-godz.
inkubacji komorek z ekstraktami (test
MTT).

Wspieranie  7zywolnosci  komdrek
kosciotworczych

Zywotno$¢ rowna 102,86 + 3,48 % w
poréwnaniu do komdrek kontrolnych.

Wspieranie  zywotnosci  komorek
kosciotworczych

Zywotno$¢ rowna 112,79 + 5,05 % w
poréwnaniu do komérek kontrolnych.

Proliferacja osteoblastow ludzkich hIFOB
1.19 w kontakcie hezposrednim in vitro.
Ceche ta occniono poprzcz barwicnic
cytoszkietem (barwnik — falloidyna) oraz
jader  komoérkowvch  (barwnik -
Hoechst33342) po 24- i 72- godzinach od
inokulacji ludzkich ostcoblastow na
biomatcriatach.

Obserwacje mikroskopowe wykazaty,
ze komorki rosly na catej powierzchni
biomatcrialu. Liczba ostcoblastow
ludzkich rosnacych na biomateriale
kurdlan-WPI wzrastala w czasie.
Komorki wykazywaly prawidiowg
morfologic

Obserwacje mikroskopowe wykazaly,
ze komérki rosly na calej powierzchni
biomatcrialu. Liczba  ostcoblastdw
ludzkich rosngcych na biomateriale
kurdlan-WPI-HAp wzrastala w czasie.
Komérki wykazywaly prawidlowg
morfologic

Przedstawione w Tabeli 1. wyniki wskazuja, Ze wytworzony wg wynalazku biomateriat kur-
dlanWPI/kurdlan-WPI-HAp, wykazuje korzystne wtasciwosci biologiczne wzgledem komorek koscio-
twérczych linii hFOB 1.19 (komorki pozyskane z Amerykarnskiej Kolekcji Kultur Komérkowych (ATCC)).
Zaréwno faza polimerowa jak i faza polimerowo-ceramiczna biomateriatu wzmacnia zywotnos¢ i proli-
feracje ludzkich osteoblastéw in vitro, co sugeruje, ze dwufazowy biomateriat moze znalez¢ potencjalne
zastosowanie w regeneracji ubytkéw chrzestno-kostnych.

1.

w N

Zastrzezenia patentowe

Dwufazowy biomateriat na bazie B-1,3-glukanu (kurdlanu) i ceramiki hydroksyapatyto-
wej (HAp), znamienny tym, ze stanowi go B-1,3-glukan (kurdlan), izolat biatka serwatko-
wego (WPI) oraz ceramika hydroksyapatytowa (HAp), gdzie proporcje sktadnikéw polimerowych
wzgledem 100 ml wodnego roztworu wynoszg odpowiednio: 6—20% (w/v) — B-1,3-glukan,
20-50% (w/v) — izolat biatka serwatkowego (WPI), natomiast ilo§¢ dodawanych granul cera-
miki hydroksyapatytowej (HAp) do takiej mieszaniny polimeréw wynosi 40 g — 100 g,
przy czym gorna faze stanowi mieszanina 3-1,3-glukanu (kurdlanu) oraz izolatu biatka serwat-
kowego (WPI), za$ dolnag faze stanowi mieszanina 3-1,3-glukanu (kurdlanu) i izolatu biatka
serwatkowego (WPI) oraz ceramika hydroksyapatytowa (HAp).

Biomateriat wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze jest wysterylizowany.

Biomateriat wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze zawiera (3-1,3-glukan w ilosci 8% (w/v) w od-
niesieniu do 100 m| wodnego roztworu.

Biomateriat wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze zawiera izolat biatka serwatkowego (WPI)
w ilosci 30% (w/v) w odniesieniu do 100 ml wodnego roztworu.

Biomateriat wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze ceramika hydroksyapatytowa (HAp) jest
w postaci nanoproszku lub proszku lub granul o rozmiarze 0,01-1,0 mm.
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12.

13.

14.

15.
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17.
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Biomateriat wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze zawiera ceramike hydroksyapatytowa (HAp)
w iloéci 70-80 g w odniesieniu do 100 ml wodnego roztworu polimeréw.

Dwufazowy biomateriat na bazie B-1,3-glukanu (kurdlanu) i ceramiki hydroksyapatyto-
wej (HAp) opisany w zastrzez. 1 do zastosowania w regeneracji ubytkéw chrzestno-kostnych.
Sposob wytwarzania dwufazowego biomateriatu na bazie kurdlanu do regeneracji ubytkéw
chrzestno-kostnych znamienny tym, ze 20-50% (w/v) wodny roztwor izolatu biatka serwat-
kowego (WPI), korzystnie 30% (w/v), dodaje sie do proszku B-1,3-glukanu (kurdlanu),
tak aby stezenie kurdlanu wzgledem roztworu WPl wynosito 6-20% (w/v), Kkorzyst-
nie 8% (w/v), nastepnie do takiej mieszaniny dodaje sie ceramike hydroksyapatytowa (HAp)
w postaci nanoproszku lub proszku lub granul o rozmiarze 0,01-1,0 mm, wypalanych w tem-
peraturze 500-1300°C, w iloéci 40-100 g na 100 ml wodnego roztworu polimeréw, po czym zy-
skang mieszanine poddaje sie wirowaniu przez 1-10 minut, przy predko$ci 800—10 000 rpm,
nastepnie mieszanine z uformowanymi fazami gérna — polimerowa oraz dolna — polimerowo-ce-
ramiczna inkubuje sie przez korzystnie 15 minut w temperaturze 90-120°C.

Sposdb wedtug zastrz. 8, znamienny tym, ze otrzymany dwufazowy biomateriat poddaje
sie sterylizacji.

Sposéb wedtug zastrz. 8, znamienny tym, Ze stosuje sie granule w ilosci od 40 do 100 g,
najkorzystniej 70-80 g (w odniesieniu do 100 ml wodnego roztworu polimeréw), wypalane
w temperaturze 1100-1200°C.

Sposéb wedtug zastrz. 9, znamienny tym, ze dwufazowy biomateriat poddaje sie sterylizacji
poprzez autoklawowanie tak, ze ma on forme mokra.

Sposéb wedtug zastrz. 9, znamienny tym, Ze sterylizacje mokrego materiatu prowadzi sie
w temperaturze 121°C przez 15 minut.

Sposéb wedtug zastrz. 9, znamienny tym, ze dwufazowy biomateriat przed sterylizacja ga-
zowa poddaje sie suszeniu w temperaturze pokojowe;.

Sposéb wedtug zastrz. 9, znamienny tym, ze sterylizacje gazowa suchego biomateriatu pro-
wadzi sie tlenkiem etylenu (55°C) do 3 godzin.

Sposéb wedtug zastrz. 8, znamienny tym, ze rozmiar granul wynosi 0,05-0,2 mm.

Sposéb wediug zastrz. 8, znamienny tym, ze uzyskang mieszanine poddaje sie wirowaniu
przez 3 minuty przy predkosci 3000 rpm.

Sposéb wedtug zastrz. 8, znamienny tym, ze mieszanine z uformowanymi dwoma fazami
(goérna — polimerowa oraz dolng — polimerowo-ceramiczng) inkubuje sie w temperaturze 90°C.

Rysunek

<— faza polimerowa
- (kurdlan-WPI)

4— faza pollmerowc}-ceramlczna
(kurd!an-WPI HAp)
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