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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest makroporowate rusztowanie kostne na bazie chitozanu i biocera-
miki fosforanowo-wapniowej do zastosowan w inzynierii tkankowej oraz medycynie regeneracyjnej
koéci oraz sposob jego otrzymywania. Otrzymany wedtug wynalazku biomateriat moze znalez¢ zasto-
sowanie jako rusztowanie kostne stuzgce do wygenerowania w warunkach in vitro autologicznego
zywego wszczepu kostnego oraz w warunkach in vivo jako wypetniacz niewielkich ubytkdéw kostnych
(bez wczesniejszego zasiedlenia komérkami pacjenta).

Rusztowanie kostne do, zastosowan biomedycznych powinno posiadaé kluczowe cechy, takie
jak dobre wiasciwosci biologiczne i mechaniczne, w celu zapewnienia optymalnych warunkéw do
wzrostu komoérek oraz dostatecznego wsparcia strukturalnego. Zatem rusztowanie kostne winno
sprzyja¢ adheziji, proliferacji, réznicowaniu komoérek osteoprogenitorowych i osteoblastéw oraz two-
rzeniu zewngtrzkomérkowej macierzy kostnej w obrebie implantu (Chun J.H. i wsp., Journal of Physics
and Chemistry of Solids, 69, 1573-1576, 2008; Kim E.S. i wsp., Fibers and Polymers, 2(2), 64-70,
2001). Co wiecej, optymalne rusztowanie powinno charakteryzowac sie wysokim stopniem porowato-
Sci oraz posiadac sie¢ wzajemnie potgczonych ze sobg poréw, czyli tzw. pory zespolone, ktére sprzy-
jajg unaczynieniu oraz przerastaniu biomateriatu tkankg kostng (Hannink G., Arts C.J.J. Injury, 42,
S22-S25, 2011). Rozwazajgc wplyw biomateriatlu na proces réznicowania osteogennego, implant
kostny powinien wykazywac wiasciwosci osteokonduktywne, osteoinduktywne i/lub osteostymuluja-
ce oraz charakteryzowac sie wysokg biokompatybilnoscig (Albrektsson T., Johansson C., European
Spine Journal, 10, S96-S101, 2001).

Substancje zewnagtrzkomérkowg tkanki kostnej tworzy organiczna macierz oraz cze$¢ mine-
ralna w postaci hydroksyapatytu. Z tego wzgledu zdecydowana wiekszo$¢ biokompozytéw do za-
stosowan w inzynierii tkankowej oraz medycynie regeneracyjnej kosci sktada sie z bioceramiki
fosforanowo-wapniowej, takiej jak hydroksyapatyt (HAp), fosforan p-tréjwapniowy (B-TCP), fosforan
o-tréjwapniowy (o-TCP) lub cement fosforanowo-wapniowy (CPC), oraz sktadnika organicznego
w postaci biodegradowalnego biopolimeru, np. kolagenu (Kim E.S. i wsp., Fibers and Polymers, 2(2),
64-70. 2001), fibroiny jedwabiu (Qi X.N. i wsp., Journal of Biomedical Materials Research Part A, 102
(2), 366-372, 2014), alginianu (Jin H.H. i wsp., International Journal of Biological Macromolecules, 51,
1079-1085, 2012), amylopektyny, siarczanu, chondroityny (Venkatesan J. i wsp., International Journal
of Biological Macromolecules, 51,1033-1042, 2012), karboksymetylocelulozy (Liuyun J. i wsp., Journal
of Biomedical Science, 16, 65-75, 2009) lub chitozanu (Jin H.H. i wsp., International Journal of Biological
Macromolecules, 51,1079-1085, 2012; Venkatesan J. i wsp., International Journal of Biological
Macromolecules, 51,1033-1042, 2012).

Chitozan to polimer pochodzenia naturalnego stosowany w wielu aplikacjach medycznych ze
wzgledu na cenne biologiczne wtasciwosci, takie jak brak toksycznosci, biokompatybilno$¢, biodegra-
dowalnos$é, hydrofilowo$¢ oraz dziatanie bakteriostatyczne, bakteriobdjcze i przeciwgrzybicze (Chung
Y.C., Chen C.Y., Bioresource Technology, 99 (8), 2806-2814, 2008). Istnieje jednak potrzeba popra-
wy jego wiasciwosci mechanicznych, zwtaszcza w zastosowaniach inzynierii tkankowej kosci. Osigga-
ne jest to poprzez tgczenie chitozanu z bioceramikg fosforanowo-wapniowg (Raz M. i wsp., Silicon,
10(2), 277-286, 2018}. Bioceramika fosforanowo-wapniowa obecna w rusztowaniach kostnych wpty-
wa réwniez korzystnie na potencjat osteokonduktywny oraz bioaktywny biomateriatéw (Dhivya S.
i wsp., Journal of Nanobiotechnology, 13:40, 2015).

Z polskiego opisu patentu nr PL 222 085 B1 znany jest spos6b wytwarzania kompleksu mikro-
krystalicznego chitozan/ortofosforan tréjwapniowy o postaci zelopodobnej zawiesiny, polegajacy na
potagczeniu wodnej zawiesiny chitozanu z roztworem ortofosforanu tréjwapniowego w kwasie solnym.

Z polskiego opisu patentu nr PL 217 897 B1 znany jest spos6b otrzymywania kompozytowych
materiatow implantacyjnych opartych na fosforanie tréjwapniowym (a-TCP) i chitozanie. Sposéb cha-
rakteryzuje sie tym, ze do roztworu chitozanu w wodnym roztworze kwasu octowego, wprowadza sie
w jego skiad modyfikujgce jony Ca®", Mg?* i/lub PO4%, a nastepnie tak sporzgdzony roztwor dodaje sie
do wyjsciowego proszku a-TCP.

Znany jest réwniez z polskiego opisu patentu nr PL 216 995 B1 spos6b wytwarzania kompozy-
towego kosciozastepczego materiatu implantacyjnego zawierajgcego gips, chitozan i hydroksyapatyt.
Sposo6b otrzymywania charakteryzuje sie tym, ze pétwodny siarczan wapnia z dodatkiem wysokoreak-
tywnego hydroksyapatytu, zarabia sie roztworem chitozanu w wodnym roztworze kwasu octowego.
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Z polskiego opisu patentu nr PL 227 996 B1 znany jest sposéb wytwarzania materiatu kompo-
zytowego na bazie chitozanu, hydroksyapatytu i krzemionki, przeznaczonego na substytuty koSci.
Sposo6b otrzymywania materiatu kompozytowego polega na tym, ze roztw6r wodny soli chitozanowej
miesza sie z nanoproszkiem hydroksyapatytowym oraz ewentualnie z glicerofosforanem wapnia za
pomocg ultradzwiekédw do uzyskania homogenicznej pasty, ktérg wprowadza sie nastepnie do zolu
kwasu metakrzemowego.

Znany jest sposéb otrzymywania kompozytu z agarozy i hydroksyapatytu, ktéry polega na wy-
trgcaniu hydroksyapatytu z roztworu zawierajgcego Ca(NO3)2-4H20 i (NH4)2HPO4 w zelu agarozowym
(Hu J. i wsp., International Journal of Biomedical Macromolecules, 82, 134-143, 2016).

Znany jest réwniez makroporowaty kriozel na bazie chitozanu, agarozy i zelatyny do zastoso-
wan w inzynierii tkanki chrzestnej. Metoda wytwarzania kriozelu jest nastepujgca: do roztworu chito-
zanu i zelatyny, przygotowanego w wodnym roztworze kwasu octowego, dodawano wodny roztwor
agarozy oraz aldehyd glutarowy. Kriozel otrzymano poprzez inkubacje roztworu polimeréw w temperatu-
rze -12°C przez okres 16 godzin, a nastepnie suszeniu w temperaturze pokojowej (Bhat S., Tripathi A.,
Kumar A., Journal of The Rolay Society Interface, 8(57), 540-554, 2011).

Znany jest sposob wytwarzania rusztowania na bazie chitozanu i agarozy. Sposdb obejmuje
przygotowanie roztworu chitozanu w wodnym roztworze kwasu octowego oraz wodnego roztworu
agarozy przygotowanego w temperaturze 90°C. Nastepnie do roztworu agarozy, dodawano roztwor
chitozanu i cato$¢ zamrazano w temperaturze -80°C. Po zamrozeniu biomateriat liofilizowano. Otrzy-
many w ten sposéb biomateriat zastosowano w inzynierii tkanki chrzestnej (Merlin Rajesh Lal'L.P.
i wsp., Society For Biomaterials, 105(7), 1845-1855, 2017).

Dotychczas nie zostaty opracowane i opisane w dostepnej literaturze naukowej tréjsktadniko-
we rusztowania kostne na bazie matrycy zelowej z chitozanu i agarozy oraz bioceramiki fosforano-
wo-wapniowej. Wiele: badan z zakresu inzynierii tkankowej kosci, dotyczy biomateriatéw powstatych,
z potgczenia tylko dwdch wyzej wymienionych komponentow.

Celem wynalazku jest otrzymanie rusztowania kostnego na bazie matrycy kriozelowej z chito-
zanu i agarozy oraz bioceramiki fosforanowo-wapniowej, ktére przez swoje strukturalne i biologiczne
wiasciwosci bedzie sprzyjato procesom regeneracyjnym w miejscu implantaciji.

Przedmiotem wynalazku jest kriozelowy biomateriat zbudowany z chitozanu, agarozy, oraz ce-
ramiki fosforanowo-wapniowej w postaci proszku lub nanoproszku, rozprowadzone w 0,5-3% wodnym
roztworze kwasu octowego, przy czym proporcje wagowe statych komponentéw wynoszg odpowiednio
0,5-4% (w/v) chitozanu, 0,5-5% (w/v) agarozy oraz 1-70%, (w/v) bioceramiki fosforanowo-wapniowe;j
w odniesieniu do kwasu octowego.

Korzystnie, gdy chitozan stosuje sie w ilosci 2% w/v w odniesieniu do kwasu octowego.

Korzystnie, gdy agaroze stosuje sie w ilosci 5% w/v w odniesieniu do kwasu octowego.

Korzystnie, gdy bioceramike fosforanowo-wapniowg stosuje sie w ilosci 30-70% w/v w odnie-
sieniu do kwasu octowego.

Sposo6b wytwarzania makroporowatego rusztowania kostnego wedtug wynalazku polega na
tym, ze do 0,5-4% (w/v) roztworu chitozanu przygotowanego w 0,5-3% (v/v) wodnym roztworze
kwasu octowego, korzystnie 2% (v/v), dodaje sie kolejno 0,5-5% (w/v) agarozy, korzystnie 5% oraz
1-70% (w/v) bioceramiki fosforanowo-wapniowej w postaci proszku lub nanoproszku, korzystnie
30-70% w odniesieniu do kwasu octowego, nastepnie do otrzymanej masy dodaje sie 0,5-4% (w/v)
wodoroweglanu sodu, korzystnie 2% (w/v) i cato§é miesza sie, a nastepnie przektada do formy
odpornej na wysokg i ultra-niskg temperature, gdzie inkubuje sie w fazni wodnej w temperaturze
90-95°C, korzystnie 95°C, przez 15-25 minut, korzystnie 15 minut, a nastepnie studzi w fazni lo-
dowej w temperaturze 2—4°C, po czym ostudzong prébke umieszcza sie w fazie gazowej nad cie-
ktym azotem w temperaturze od -135 do -150°C na 1-3 minuty, korzystnie 1 minute, nastepnie
forme umieszcza sie w zamrazarce w temperaturze od -60 do -80°C na okres dwdch godzin, po
czym zamrozong probke poddaje sie procesowi liofilizacji (10-°~10-3mbar) przez okres do 18 godzin
lub do momentu catkowitego wysuszenia probki, po czym po liofilizacji biomateriat poddaje sie
zanurzeniu w 1% w/v wodnym roztworze zasady sodowej na okres 10 minut dla probek o objetosci
do 2 cm® lub na okres wedtug wzoru t = V x 10/2, gdzie t oznacza potrzebny czas inkubagii,
a V oznacza objeto$¢ materiatu, nastepnie po wyjeciu biomateriatu z roztworu NaOH, ptucze sie go
korzystnie trzykrotnie w wodzie dejonizowane;j i suszy.
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Porowatos$¢ rusztowania zostata osiggnieta dzieki sublimacji rozpuszczalnika oraz wytwo-
rzeniu dwutlenku wegla w wyniku reakcji NaHCO3 z kwasem octowym (CH3COOH):

NaHCO; + CH3COOH — CH3COONa + H20 + CO2t

a takze podczas obrébki cieplnej:

2 NaHCO3 22 Na:COs + H20 + COaf

Opracowana wedtug wynalazku metoda wytwarzania makroporowatego rusztowania kostnego,
wykorzystujgca réwnolegle dwie reakcje, ktére sg zrédtem porogenu COz2, to jest reakcje wodorowe-
glanu sodu z kwasem octowym (1) oraz rozktad wodoroweglanu sodu pod wptywem obrébki ciepl-
nej (2), jest metodg dotychczas niestosowang w procesie tworzenia porowatych biomateriatéw. Nowo-
Scig jest rébwniez zastosowanie $rodka pianotwoérczego (NaHCO3) w potgczeniu z procesem liofilizaciji
w celu wytworzenia porowatej struktury materiatu.

Zaleta opracowanego wedtug wynalazku sposobu wytwarzania biomateriatu jest otrzymanie
makroporowatej struktury oraz sieci wzajemnie potgczonych ze sobg poréw, ktéra potencjalnie bedzie
sprzyja¢ unaczynieniu oraz przerastaniu biomateriatu tkankg kostng. Waznym elementem jest, ze
rusztowanie kostne na bazie chitozanu, agarozy i bioceramiki fosforanowo-wapniowej otrzymane spo-
sobem wedtug wynalazku, charakteryzuje sie wysoce makroporowatg strukturg (& poréw > 100 pm),
dobrg porecznoscig chirurgiczng, brakiem toksycznosci w stosunku do komérek eukariotycznych oraz
korzystnymi wiasciwosciami biologicznymi (sprzyja adhezji i proliferacji komérek koéciotwérczych na
jego powierzchni). Ponadto biomateriat wykazuje bardzo duzg chtonno$¢, dzieki czemu tatwo pochia-
nia ptyny np. wode, sol fizjologiczng, osocze, krew. Kompozyt zachowuje wszystkie swoje wtasciwosci
po procesie sterylizacji za pomocg tlenku etylenu.

Biomateriat bedgcy przedmiotem wynalazku, ze wzgledu na swoje bardzo dobre wiasciwosci
strukturalne i biologiczne bedzie sprzyjat procesom regeneracyjnym w miejscu implantacji i moze by¢
stosowany zaréwno w inzynierii tkankowej jako rusztowanie kostne do wstepnego przedoperacyjnego
zasiedlania komérkami macierzystymi lub osteoprogenitorowymi in vitro, a takze in vivo w medycynie
regeneracyjnej jako wypetniacz niewielkich ubytkéw kostnych.

Przedmiot wynalazku ilustrujg przedstawione ponizej przykfady:

Przyktad |

Do 0,04 g chitozanu dodano 2 ml 1% (v/v) wodnego roztworu kwasu octowego i mieszano.
Do uzyskanej masy dodano 0,1 g agarozy, cato$¢ zmieszano, a nastepnie dodano 0,6 g hydroksyapa-
tytu w postaci nanoproszku. Cato$¢ mieszano do uzyskania jednolitej masy. Nastepnie dodano 0,03 g
wodoroweglanu sodu, starannie wymieszano, po czym otrzymang mase umieszczono w formie (o obj.
2 cm®) odpornej ha dziatanie wysokiej i ultra-niskiej temperatury. Forme inkubowano w tazni wodnej
w temperaturze 95°C przez 15 minut, a nastepnie ostudzono w tazni lodowej w temperaturze 2°C.
Ostudzony biomateriat umieszczono w fazie gazowej nad cieklym azotem w temperaturze -140°C
na 1 minute. Nastepnie biomateriat umieszczono w zamrazarce w temperaturze -75°C na okres
dwodch godzin. Zamrozong probke poddano procesowi liofilizacji w Sredniej prozni (6 x 102 mbar)
przez okres 18 godzin. Biomateriat wyciggnieto z formy, moczono 10 minut w 1% (w/v) wodnym roz-
tworze zasady sodowej, w celu zneutralizowania pozostato$ci kwasu octowego w prébce. Po wyjeciu
materiatu z roztworu zasady, ptukano go trzykrotnie przez okres 30 minut w wodzie dejonizowane;j
i suszono na powietrzu w temperaturze pokojowej przez 24 godziny. Uzyskany biomateriat poddano
sterylizacji tlenkiem etylenu w temperaturze 55°C przez okres 3 godzin oraz 15-godzinnemu wentylo-
waniu w celu odprowadzenia tlenku etylenu po procesie sterylizaciji.

Otrzymany biomateriat charakteryzuje sie makroporowatg strukturg (& poréw > 100 um), jest
nietoksyczny, sprzyja adhezji i proliferacji osteoblastéw na jego powierzchni.

Przyktad Il

Do 0,04 g chitozanu dodano 2 ml 0,5% (v/v) wodnego roztworu kwasu octowego i mieszano.
Do uzyskanej; masy dodano 0,06 g agarozy, cato$¢ zmieszano, a nastepnie dodano 0,8 g hydroksya-
patytu w postaci nanoproszku. Cato$¢ mieszano do uzyskania jednolitej masy. Nastepnie dodano
0,02 g wodoroweglanu sodu, starannie wymieszano, po czym otrzymang mase umieszczono w formie
(o obj. 2 cm®) odpornej na dziatanie wysokiej i ultra-niskiej temperatury. Forme inkubowano w tazni wod-
nej w temperaturze 90°C przez 20 minut, a nastepnie ostudzono w fazni lodowej w temperaturze 4°C.
Ostudzony biomateriat umieszczono w fazie gazowej nad cieklym azotem w temperaturze -140°C
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na 1,5 minuty. Nastepnie biomateriat umieszczono w zamrazarce w temperaturze -80°C na okres
dwodch godzin. Zamrozong probke poddano procesowi liofilizacji w Sredniej prozni (8 x 102 mbar)
przez okres 18 godzin. Biomateriat wyciggnieto z formy, moczono 10 minut w 0,1% (w/v) wodnym
roztworze zasady sodowej, w celu zneutralizowania pozostatosci kwasu octowego w prébce. Po wyje-
ciu materiatu z roztworu zasady, ptukano go trzykrotnie przez okres 30 minut w wodzie dejonizowanej
i suszono na powietrzu w temperaturze pokojowej przez 24 godziny. Uzyskany biomateriat poddano
sterylizacji tlenkiem etylenu w temperaturze 55°C przez okres 3 godzin oraz 15-godzinnemu wentylo-
waniu w celu odprowadzenia tlenku etylenu po procesie sterylizaciji.

Otrzymany biomateriat charakteryzuje sie makroporowatg strukturg (& poréw > 100 um), jest
nietoksyczny, sprzyja adhezji i proliferacji osteoblastéw na jego powierzchni.

Przyktad Il

Do 0,06 g chitozanu dodano 2 ml 2% (v/v) wodnego roztworu kwasu octowego i mieszano.
Do uzyskanej masy dodano 0,08 g agarozy, cato$¢ zmieszano, a nastepnie dodano 0,6 g hydroksya-
patytu w postaci nanoproszku. Cato$¢ mieszano do uzyskania jednolitej masy. Nastepnie dodano
0,04 g wodoroweglanu sodu, starannie wymieszano, po czym otrzymang mase umieszczono w formie
(o obj. 2 cm?) odpornej na dziatanie wysokiej i ultra-niskiej temperatury. Forme inkubowano w tazni wod-
nej w temperaturze 95°C przez 15 minut, a nastepnie ostudzono w tazni lodowej w temperaturze 2°C.
Ostudzony biomateriat umieszczono w fazie gazowej nad cieklym azotem w temperaturze -135°C
na 1 minute. Nastepnie biomateriat umieszczono w zamrazarce w temperaturze -80°C na okres
dwodch godzin. Zamrozong probke poddano procesowi liofilizacji w $redniej prozni (6,2 x 102 mbar)
przez okres 18 godzin. Biomateriat wyciggnieto z formy, moczono 10 minut w 1% (w/v) wodnym roz-
tworze zasady sodowej, w celu zneutralizowania pozostato$ci kwasu octowego w prébce. Po wyjeciu
materiatu z roztworu zasady, ptukano go trzykrotnie przez okres 30 minut w wodzie dejonizowanej
i suszono na powietrzu w temperaturze pokojowej przez 24 godziny. Uzyskany biomateriat poddano
sterylizacji tlenkiem etylenu w temperaturze 55°C przez okres 3 godzin oraz 15-godzinnemu wentylo-
waniu w celu odprowadzenia tlenku etylenu po procesie sterylizaciji.

Otrzymany biomateriat charakteryzuje sie makroporowatg strukturg (& poréw > 100 um), jest
nietoksyczny, sprzyja adhezji i proliferacji osteoblastéw na jego powierzchni.

Przyktad IV

Do 0,04 g chitozanu dodano 2 ml 2% (v/v) wodnego roztworu kwasu octowego i mieszano,
Do uzyskanej masy dodano 0,1 g agarozy, cato$¢ zmieszano, a nastepnie dodano 0,8 g hydroksyapa-
tytu w postaci nanoproszku. Cato$¢ mieszano do uzyskania jednofitgj masy. Nastepnie dodano 0,04 g
wodoroweglanu sodu, starannie wymieszano, po czym otrzymang mase umieszczono w formie (o obj.
2 cm3) odpornej na dziatanie wysokiej i ultra-niskiej temperatury. Forme inkubowano w tazni wodnej
w temperaturze 95°C przez 15 minut, a nastepnie ostudzono w tazni lodowej w temperaturze 2°C.
Ostudzony biomateriat umieszczono w fazie gazowej nad cieklym azotem w temperaturze -135°C
na 1 minute. Nastepnie biomateriat umieszczono w zamrazarce w temperaturze -80°C na okres
dwodch godzin. Zamrozong probke poddano procesowi liofilizacji w $redniej prozni (6,2 x 102 mbar)
przez okres 18 godzin. Biomateriat wyciggnieto z formy, moczono 10 minut w 1% (w/v) wodnym roz-
tworze zasady sodowej, w celu zneutralizowania pozostatoéci kwasu octowego w prébce. Po wyjeciu
materiatu z roztworu zasady, ptukano go trzykrotnie przez okres 30 minut w wodzie dejonizowane;j
i suszono na powietrzu w temperaturze pokojowej przez 24 godziny. Uzyskany biomateriat poddano
sterylizacji tlenkiem etylenu w temperaturze 55°C przez okres 3 godzin oraz 15-godzinnemu wentylo-
waniu w celu odprowadzenia tlenku etylenu po procesie sterylizaciji.

Otrzymany biomateriat charakteryzuje sie makroporowatg strukturg (& poréw > 100 um), jest
nietoksyczny, sprzyja adhezji i proliferacji osteoblastéw na jego powierzchni.

Przyktad V

Do 0,04 g chitozanu dodano 2 ml 2% (v/v) wodnego roztworu kwasu octowego i mieszano.
Do uzyskanej masy dodano 0,1 g agarozy, cato$¢ zmieszano, a nastepnie dodano 1,4 g hydroksyapa-
tytu w postaci nanoproszku. Cato$¢ mieszano do uzyskania jednolitej masy. Nastepnie dodano 0,04 g
wodoroweglanu sodu, starannie wymieszano, po czym otrzymang mase umieszczono w formie (o obj.
2 cm®) odpornej na dziatanie wysokiej i ultra-niskiej temperatury. Forme inkubowano w fazni wodnej
w temperaturze 95°C przez 25 minut, a nastepnie ostudzono w fazni lodowej w temperaturze 2°C.
Ostudzony biomateriat umieszczono w fazie gazowej nad cieklym azotem w temperaturze -145°C
na 1,5 minuty. Nastepnie biomateriat umieszczono w zamrazarce w temperaturze -80°C na okres
dwodch godzin. Zamrozong probke poddano procesowi liofilizacji w Sredniej prozni (8 x 102 mbar)
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przez okres 18 godzin. Biomateriat wyciggnieto z formy, moczono 10 minut w 1% (w/v) wodnym roz-
tworze zasady sodowej, w celu zneutralizowania pozostatosci kwasu octowego w prébce. Po wyjeciu
materiatu z roztworu zasady, ptukano go trzykrotnie przez okres 30 minut w wodzie dejonizowane;j
i suszono na powietrzu w temperaturze pokojowej przez 24 godziny. Uzyskany biomateriat poddano
sterylizacji tlenkiem etylenu w temperaturze 55°C przez okres 3 godzin oraz 15-godzinnemu wentylo-
waniu w celu odprowadzenia tlenku etylenu po procesie sterylizaciji.

Otrzymany biomateriat charakteryzuje sie makroporowatg strukturg (& poréw > 100 um), jest
nietoksyczny, sprzyja adhezji i proliferacji osteoblastéw na jego powierzchni.

10.

Zastrzezenia patentowe

. Rusztowanie kostne na bazie chitozanu w roztworze kwasu octowego oraz bioceramiki fos-

foranowo-wapniowej, znamienne tym, ze stanowi go chitozan, agaroza oraz bioceramika
fosforanowo-wapniowa w postaci proszku lub nanoproszku, rozprowadzone w 0,5-3% wod-
nym roztworze kwasu octowego, przy czym proporcje wagowe statych komponentéw wyno-
szg odpowiednio 0,5-4% (w/v) chitozanu, 0,5-5% (w/v) agarozy oraz 1-70% (w/v) biocera-
miki fosforanowo-wapniowej w odniesieniu do kwasu octowego.

Rusztowanie kostne wediug zastrzezenia 1, znamienne tym, ze chitozan stosuje sie w ilo-
Sci 2% w/v w odniesieniu do kwasu octowego.

Rusztowanie kostne wedtug zastrzezenia 1, znamienne tym, ze agaroze stosuje sie w ilo-
Sci 5% w/v w odniesieniu do kwasu octowego.

Rusztowanie kostne wedtug zastrzezenia 1, znamienne tym, ze bioceramike fosforano-
wo-wapniowg stosuje sie w ilosci 30—70% w/v w odniesieniu do kwasu octowego.

Sposo6b wytwarzania makroporowatego rusztowania kostnego na bazie chitozanu w roztworze
kwasu octowego, bioceramiki fosforanowo-wapniowej, znamienny tym, ze do 0,54% (w/v)
roztworu chitozanu przygotowanego w 0,5-3% (v/v) wodnym roztworze kwasu octowego,
korzystnie 2% (v/v), dodaje sie kolejno 0,5-5% (w/v) agarozy oraz 1-70% (w/v) bioceramiki
fosforanowo-wapniowej w postaci proszku lub nanoproszku, w odniesieniu do kwasu oc-
towego, nastepnie do otrzymanej masy dodaje sie 0,5-4% (w/v) wodoroweglanu sodu i ca-
to$¢ miesza sie, a nastepnie przektada do formy odpornej na wysok3 i ultra-niskg tempera-
ture, gdzie inkubuje sie w fazni wodnej w temperaturze 90-95°C, korzystnie 95°C, przez
15-25 minut, korzystnie 15 minut, a nastepnie studzi w fazni lodowej w temperaturze 2—-4°C,
po czym ostudzong probke umieszcza sie w fazie gazowej nad cieklym azotem w temperatu-
rze od -135 do -150°C na 1-3 minuty, korzystnie 1 minute, nastepnie forme umieszcza sie
w zamrazarce w temperaturze od -60 do -80°C na okres dwdch godzin, po czym zamrozong
probke poddaje sie procesowi liofilizacji (10°=10-3mbar) przez okres do 18 godzin lub do
momentu catkowitego wysuszenia prébki, po czym po liofilizacji biomateriat poddaje sie za-
nurzeniu w 1% w/v wodnym roztworze zasady sodowej na okres 10 minut dla prébek o obje-
tosci do 2 cm? lub na okres wedtug wzoru t = V x 10/2, gdzie t oznacza potrzebny czas inku-
bacji, a VV oznacza objeto$¢ materiatu, nastepnie po wyjeciu biomateriatu z roztworu NaOH,
ptucze sie go korzystnie trzykrotnie w wodzie dejonizowanej i suszy.

Rusztowanie kostne wedtug zastrzezenia 5, znamienne tym, zZe chitozan stosuje sie w iloSci
2% w/v w odniesieniu do kwasu octowego.

Rusztowanie kostne wedtug zastrzezenia 5, znamienne tym, ze agaroze stosuje sie w iloSci
5% w/v w odniesieniu do kwasu octowego.

Rusztowanie kostne wedtug zastrzezenia 5, znamienne tym, te bioceramike fosforano-
wo-wapniowg stosuje sie w ilosci 30—70% w/v w odniesieniu do kwasu octowego.
Rusztowanie kostne wedtug zastrzezenia 5, znamienne tym, ze wodoroweglan sodu stosu-
je sie wilosci 2% w/v w odniesieniu do kwasu octowego.

Rusztowanie kostne wedtug zastrzezenia 5, znamienne tym, ze biomateriat ptucze sie
w wodzie dejonizowanej przez okres 30 minut.



