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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest nanokompozytowy biomateriat w postaci granulatu na bazie matrycy
kurdlanowo-chitozanowej wytworzony z uzyciem spiekanego w wysokiej temperaturze nanohydroksya-
patytu, wykorzystywany w celu poprawy regeneracji tkanki kostnej. Wyprodukowany wedtug wynalazku
granulat nanokompozytowy moze stuzy¢ jako materiat implantacyjny w miejscu niewielkiego ubytku
kostnego w chirurgii szczekowo-twarzowej, ortopedii i stomatologii.

Do wiodacych materiatébw wykorzystywanych w chirurgii tkanki kostnej nalezy hydroksyapatyt
(HA). Istotnymi cechami implantu kostnego na bazie HA jest jego bioresorpcja wynikajgca z wysokiej
mikroporowatos$ci oraz duzej powierzchni wiasciwej (SSA — z ang. specific surface area), a takze wy-
soka bioaktywno$¢é (zdolno$¢ do tworzenia warstwy apatytu na powierzchni materiatu), co przekfada sie
na dobrg osseointegracje z tkankg gospodarza (Ginebra M.P. i wsp., EFORT Open Reviews, 3(5),
173-183, 2018). Wiekszo$¢ dostepnych w handlu granulatéw HA jest spiekana w wysokich temperatu-
rach (= 900°C). Chociaz ten typ ceramiki jest wysoce biokompatybilny i wykazuje podobienistwa skta-
dowe i strukturalne z naturalnym mineratem kostnym, charakteryzuje sie rowniez niskg wartoscig SSA
(2-5 m?/g), zmniejszong bioaktywnoscig i rozpuszczalnoscig, a tym samym stabg bioresorpcjg (pozo-
staje niezastgpiony tkankg kostng przez wiele lat po implantacji). Jest to cecha niepozadana, poniewaz
w celu utworzenia miejsca dla nowo powstatej tkanki, biomateriat implantacyjny powinien ulega¢ degra-
dacji i bioresorpcji. Granulat HA o wysokiej mikroporowatosci i warto$ci SSA (20-60 m?/g) mozna wy-
twarzac stosujgc niskie temperatury spiekania (ponizej 900°C). Niemniej jednak chociaz HA spiekany
w niskich temperaturach wykazuje lepszg bioabsorbowalno$¢, odznacza sie takze wysokg reaktywno-
Scig jonowa, dziatajgc cytotoksycznie na komorki kostne w otaczajgcym mikrosrodowisku (Ginebra M.P.
i wsp., EFORT Open Reviews, 3(5), 173-183, 2018; Gustavsson J. i wsp., Acta Biomaterialia, 7(12),
4242-4252, 2011; Klimek K. i wsp., Materials Science and Engineering C, 65, 70-79, 2016; Przekora A.
i wsp., Materials Letters, 190, 213-216, 2017). Istnieje zatem ogromna potrzeba opracowania granulatu
HA o wysokiej wartosci SSA, ktory nie wykazywatby cytotoksycznosci w stosunku do komérek ludzkich.

Kos$¢ jest trojsktadnikowym kompozytem tworzonym przez komorki, faze organiczng i nieorga-
niczng. Komponent organiczny zawiera gtéwnie kolageny, glikoproteiny czy proteoglikany, natomiast
dominujgcym sktadnikiem fazy nieorganiczne;j jest hydroksyapatyt (Guarino V. i wsp., International Ma-
terials Reviews, 57(5), 256-275, 2012). Z tego wzgledu biomaterialy kompozytowe sktadajgce sie
z ceramiki i polimeréw wydajg sie by¢ najbardziej obiecujgcym rozwigzaniem w medycynie regenera-
cyjnej (Chen Q. i wsp., Progress in Biomaterials, 1(1), 2, 2012). Potgczenie to umozliwia tworzenie
biodegradowalnych biomateriatéw implantacyjnych o dobrych parametrach mechanicznych i biologicz-
nych. Obecno$¢ ceramiki fosforanowo-wapniowej zapewnia bardzo dobre wtasciwosci osteokonduk-
cyjne oraz mechaniczng stabilno$¢ materiatu. Natomiast polimery ulegajg szybszej degradaciji i popra-
wiajg plastyczno$¢ materiatu (Chen Q. i wsp., Progress in Biomaterials, 1(1), 2, 2012; Velasco M. i wsp.,
BioMed Research International, 1-21, 2015). Znane sg potgczenia takie jak: fosforan B-tréjwapniowy
(B-TCP) z poli (kwasem mlekowym) (PLA) (Kikuchi M. iwsp., Journal of Biomedical Materials Research,
48(2), 108-110, 1999), hydroksyapatyt z kwasem poli (mlekowo-ko-glikolowy) (PLGA) (Laurencin C.T.
i wsp., Bone, 19(1 SUPPL.), 93—-99, 1996), chitozanem (Xu H.H.K. i wsp., Biomaterials, 25(6),
1029-1037, 2004), czy kolagenem (Kane R.J. i wsp., Acta Biomaterialia, 17, 16-25, 2015).

Atrakcyjnym polimerem pod wzgledem swoich wtasciwos$ci biologicznych jest liniowy p-1,3-glu-
kan, nazywany réwniez kurdlanem. Unikalng wtasciwo$cig kurdlanu jest zdolno$¢ do tworzenia w wod-
nej zawiesinie zelu o strukturze zaleznej od temperatury ogrzewania. \W zakresie temperatur 55-65°C
polimer tworzy stabo utwardzony zel, natomiast po zwiekszeniu temperatury do 80-130°C zel przyjmuje
stabilng i zwartg forme (Zhang R. i wsp., Biomacromolecules, 15(4), 1079-1096, 2014). Ponadto poli-
sacharyd ten jest nietoksyczny i powszechnie stosowany w przemysle spozywczym jako dodatek do
zywnosci (Miwa M. i wsp., Food Hydrocolloids, 119-124, 1994). Co wiecej udowodniono, ze kurdlan
posiada wtasciwosci przeciwnowotworowe i przeciwgrzybicze, a jego pochodne mogg dziataé przeciw-
wirusowo i przeciwzakrzepowo. Kolejne badania wykazaty, ze kurdlan moze uczestniczyé w stymulo-
waniu odpowiedzi immunologicznej (Chen Y. i wsp., European Polymer Journal, 141, 110096, 2020).
Polimer ten znalazt zastosowanie w medycynie regeneracyjnej jako m. in. skfadnik opatrunkéw (Wéj-
cik M. i wsp., Materials Science and Engineering C, 124, 112068, 2021), czy implantéw kostnych (Bel-
carz A. i wsp., Central European Journal of Biology, 8(6), 534-548, 2013; Borkowski L. i wsp., Interna-
tional Journal of Molecular Sciences, 22(19), 10414, 2021; Klimek K. i wsp., Journal of Biomedical Ma-



PL 247449 B1 3

terials Research — Part A, 104(10), 2528-2536, 2016; Przekora A. i wsp., Materials Science and Engi-
neering C, 58, 891-899, 2016). Chitozan jest réowniez powszechnie stosowany w medycynie regenera-
cyjnej jako organiczny komponent biomateriatow. Polisacharyd jest wysoce biokompatybilny, posiada
dziatanie bakteriobojcze, bakteriostatyczne i jest dobrze biodegradowalny (Madhumathi K. i wsp., Inter-
national Journal of Biological Macromolecules, 45(1), 12-15, 2009). Co wiecej dzieki swojej hydrofilowej
powierzchni promuje adhezje, proliferacje i réznicowanie komérek (Muzzarelli R.A.A., Carbohydrate
Polymers, 83(4), 1433-1445, 2011).

Z polskiego patentu nr PL235822B1 znany jest spos6b otrzymywania makroporowatego ruszto-
wania kostnego (implantu kostnego) sktadajgcego sie z chitozanu, agarozy oraz ceramiki fosforanowo-
wapniowej. Po procesie produkcyjnym, ktérego kluczowymi elementami sg zastosowanie $rodka spie-
niajgcego (wodoroweglanu sodu) oraz procesu liofilizacji, materiat jest inkubowany w roztworze NaOH
w celu neutralizacji pozostato$ci kwasu octowego. Ostateczny ksztatt materiatu zalezy od ksztattu formy,
w ktérej umieszczane sg sktadniki.

Z opisu patentow PL206394B1 oraz EP2421570B1 znany jest skfad biomateriatu kompozyto-
wego (implantu kostnego) zawierajgcego p-1,3-glukan oraz ceramike fosforanowo-wapniowg zastoso-
wang w postaci granul. Sposdb produkcji opiera sie na zmieszaniu wodnego roztworu p-1,3-glukan
z ceramika, a nastepnie ogrzewaniu powstatej mieszaniny przez 5-30 minut w temperaturze 80-100°C.

Z polskiego opisu patentu PL229329B1 znany jest sposob wytwarzania rusztowania kostnego
(implantu kostnego) na bazie 3-1,3-glukanu oraz ceramiki fosforanowo-wapniowej. Metoda produkc;ji
charakteryzuj e sie tym, ze procedura przeprowadzana jest w temperaturze pokojowe;.

Roztwér -1,3-glukan w zasadzie sodowej miesza sie z ceramikg fosforanowo-wapniowa, catos$é
umieszcza sie w workach dializacyjnych i inkubuje w roztworze soli wapniowej.

Z opisu patentu US9757494B2 znane sg dwie metody wytwarzania porowatych polisacharydo-
wych rusztowan kostnych zawierajgcych nanohydroksyapatyt. Pierwszy sposéb charakteryzuje sie do-
daniem $rodka porotwérczego, np. chlorku sodu, chlorku wapnia czy wodoroweglan sodu do alkalicz-
nego roztworu polisacharydu (np. kurdlanu lub chitozanu), hydroksyapatytu oraz Srodka sieciujgcego,
np. trimetafosforanu trisodowego (STMP) lub trichlorku fosforylu (POCI3), a nastepnie inkubacji w tem-
peraturze 4-80°C. Druga metoda opiera sie na poddaniu procesowi sublimacji zamrozonego alkalicz-
nego roztworu zawierajgcego polisacharyd, np. kurdlan czy chitozan, hydroksyapatyt oraz $rodek sie-
ciujacy, np. trimetafosforan trisodowy (STMP) lub trichlorek fosforylu (POCIs).

Z opisu chinskiego patentu nr CN101229393A znany jest materiat implantacyjny stuzacy do re-
generacji kosci sktadajacy sie z kolagenu, chitozanu i hydroksyapatytu oraz sposéb jego wytwarzania.
Procedura charakteryzuje sie tym, ze rozwér hydroksyapatytu oraz peczniejacego chitozanu zostaje
zmieszany z roztworem peczniejgcego kolagenu. Powstaty materiat jest zamrazany, a nastepnie pod-
dany procesowi liofilizacji.

W polskim patencie nr PL216995B1 opisana jest metoda produkcji kompozytowego materiatu
zaprojektowanego do wypetniania ubytkéw kostnych, sktadajgcego sie z gipsu, chitozanu i hydroksya-
patytu. Procedura wytwarzania polega na tym, ze proszek zawierajacy pétwodny siarczan wapnia oraz
wysokoreaktywny hydroksyapatyt jest zarabiany roztworem chitozanu w wodnym roztworze kwasu oc-
towego.

W polskim opisie patentu nr PL227996B1 przedstawiono sposéb produkcji materiatu petnigcego
role substytutu kosSci na bazie chitozanu, krzemionki oraz hydroksyapatytu. Metoda wytwarzania polega
na zmieszaniu wodnego roztworu soli chitozanowej z nanoproszkiem hydroksyapatytu i opcjonalnie
z glicerofosforanem wapnia przy uzyciu ultradzwiekéw do utworzenia homogennej masy. Otrzymana
pasta jest nastepnie wprowadzana do zolu kwasu metakrzemowego.

Z opisu patentu US2014072641A1 znana jest metoda produkcji porowatych granulek i/lub agre-
gatéw granulek na bazie fosforanu wapnia, ktére mogg by¢ wykorzystane w przemysle biomedycznym,
np. jako wypetniacze kostne. Proces wytwarzania obejmuje przygotowanie co najmniej jednej miesza-
niny uzyskanej poprzez zawieszenie co najmniej jednego rodzaju proszku na bazie ceramiki fosfora-
nowo-wapniowej, np. hydroksyapatytu (HA) lub p-fosforanu tréjwapniowego (B-TCP) w wodnym roztwo-
rze zawierajgcym co najmniej jeden naturalny polisacharyd, np. alginian sodu lub chitozan. Nastepnie
zawiesina wyttaczana jest w przeptywie laminarnym w postaci kropel do roztworu sieciujgcego, np.
chlorku wapnia i/lub tripolifosforanu sodu, krople ulegajg zzelowaniu i przyjmujg postaé czasteczek.
Czgsteczki sg przemywane w wodzie, suszone oraz automatycznie lub recznie rozdzielane.
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Z opisu patentu CN101401969A znany jest proces wytwarzania porowatego granulatu implanta-
cyjnego sktadajgcego sie z kolagenu, chitozanu i hydroksyapatytu w postaci sferycznych czgsteczek.
W pierwszym etapie przygotowywana jest zawiesina kolagenu i chitozanu w roztworze kwasu octowego,
nastepnie dodawany jest nanohydroksapatyt. Powstata mieszanina jest dozowana z probéwki w postaci
kropel. Nastepnie czgsteczki sg rozdzielane, liofilizowane oraz umieszczone w roztworze $rodka sieciu-
jacego (glioksalu). Na koncu w celu uzyskania kulistej czgsteczki mieszanine przemywano absolutnym
etanolem.

Z opisu patentu CN105597155A znana jest jednonaczyniowa metoda produkcji nanokompozytu
hydoksyapatytowow-polimerowego w postaci porowatych granul. Proces obejmuje dodanie do roztworu
naturalnego polimeru dwoch rodzajéw prekursorowych soli: wapniowej (azotanu wapnia, chlorku wap-
nia) i fosforanowej (np. diwodorofosforanu potasu, wodorofosforanu potasu). Roztwér naturalnego poli-
meru wedtug patentu oznacza roztwér jednego lub mieszanine kilku rodzajéw polisacharydéw, np. chi-
tyny, chitozanu, chitooligosacharydu i/lub biatek: kolagenu, fibroiny jedwabiu, serycyny lub ich pochod-
nych. Za pomocg roztworu alkalicznego (wodorotlenku sodu i wody amoniakalnej) doprowadzono mie-
szanine do pH o wartoéci 10-12, a nastepnie przeprowadzono reakcje strgcani. Materiat jest przemy-
wany do zobojetnienia oraz suszony, np. za pomocg liofilizacji lub w temperaturze 37-40°C. Po wysu-
szeniu materiat jest miazdzony i przesiewany przez sita w celu uzyskania czasteczek o trzech rozmia-
rach: 0,25-0,5 mm, 0,5-1 mm oraz 1-2 mm.

Znane sg kompozytowe granule wyprodukowane z hydroksyapatytu oraz chitozanu zmodyfiko-
wang metodg chemiczng na mokro w temperaturze pokojowej. Procedura wytwarzania charakteryzuje
sie tym, ze kwas fosforowy zostat wprowadzony bezposrednio przed syntezg, a nastepnie otrzymang
mieszanine wkroplono do zawiesiny wodorotlenku wapnia. Powstatg mieszanine przechowywano przez
24 godziny w temperaturze pokojowej, a nastepnie poddano dekantacji. Utworzony osad przemyto
wodg destylowang, zwirowano i zamrozono. W celu wytworzenia granul materiat przesiano przez sita
(Zima A., Spectrochimica Acta — Part A: Molecular and Biomolecular Spectroscopy 193: 175-84, 2018).

Znany jest biokompatybilny materiat kompozytowy (implant kostny) skfadajgcy sie z chitozanu,
3-1,3-glukanu oraz bioceramiki fosforanowo-wapniowej, ktérg stanowi granulat hydroksyapatytu lub
beta-fosforan tréjwapniowy (B-TCP). Pierwszym etapem produkcji rusztowania jest zmieszanie chito-
zanu w roztworze kwasu octowego z wodnym roztworem (3-1,3-glukanu. Do powstatej mieszaniny do-
dawana jest faza ceramiczna (granule ceramiczne) i probke ogrzewa sie w temperaturze 90°C. Po
schtodzeniu materiat ulega zobojetnieniu w 1% roztworze NaOH (Przekora A. i wsp., Journal of Biotech-
nology 182-183(1): 46-53, 2014).

Dotychczas nie zostaty opracowane i opisane w dostepne;j literaturze naukowej mezoporowate
nanokompozytowe granule na bazie matrycy z chitozanu i kurdlanu oraz nanohydroksyapatytu. Zgodnie
z aktualnym stanem wiedzy, najbardziej zblizonym biomateriatem implantacyjnym do przedmiotu wyna-
lazku jest rusztowanie kostne na bazie kurdlanu, chitozanu i granulatu bioceramicznego (Przekora A.
i wsp., Journal of Biotechnology 182-183(1): 46-53, 2014). Niemniej jednak wspomniany biomateriat
nie jest granulatem, ale implantem kostnym (w formie walca lub prostopadto$cianu) o niskiej mezopo-
rowatosci i tym samym SSA, a sposdb jego produkcji jest odmienny od przedmiotu wynalazku, tj. wy-
maga neutralizacji materiatu w zasadzie sodowej (NaOH) oraz nie wykorzystuje $rodka spieniajgcego
i procesu liofilizacji w celu wprowadzenia poréow do mikrostruktury biomateriatu. Z kolei patent
nr PL235822B1 opisuje makroporowate rusztowanie kostne (implant kostny w formie walca), ktérego
sposéb otrzymywania wprawdzie jest zblizony do przedmiotu wynalazku, jednak zawiera dodatkowe
etapy w postaci neutralizacji biomateriatu w zasadzie sodowej (NaOH) oraz 3-krotnego ptukania mate-
riatu w wodzie dejonizowane;j.

Wynalazek rozwigzuje problem otrzymywania nanokompozytowego granulatu z uzyciem kur-
dlanu, chitozanu oraz nanoproszku hydroksyapatytu, ktéry charakteryzuje sie biokompatybilnoscig, sto-
sunkowo duzg powierzchnig wtasciwg (SSA w zakresie 23—-30 m?/g) oraz wysokg mezoporowato$cig
(porowato$¢ w zakresie 45-50%, wielko$¢ poréow w zakresie 2—15 um). Dzieki tym wtadciwosciom ma-
teriat w postaci granul ma pozgdane parametry mikrostrukturalne, utatwiajgce dostep dla ptynéw ustro-
jowych, enzyméw i komdrek kosciogubnych (osteoklastéw), co gwarantuje jego catkowitg bioresorpcje
po implantacji w miejscu ubytku kostnego. Co wazne, matryca na bazie chitozanu i kurdlanu (spoiwo
dla nanoczgstek HA) jest réwniez tatwo biodegradowalna w zakwaszonym $rodowisku podczas procesu
resorpcji za posrednictwem osteoklastéw (Przekora A. i wsp., Carbohydrate Polymers, 119914, 2022).

Granule otrzymuje sie dzieki zastosowaniu spiekanego w wysokiej temperaturze nanohydroksya-
patytu (> 900°C, korzystnie 1100°C) w celu unikniecia efektu cytotoksycznego zwigzanego z wysokg



PL 247449 B1 5

reaktywnoscig jonowg ceramiki spiekanej w niskiej temperaturze (< 900°C). Ponadto istotne jest zasto-
sowanie potgczenia procesu liofilizacji ze Srodkiem spieniajgcym (wodoroweglanem sodu, NaHCO:3),
ktérego reakcja z kwasem octowym (CHzCOOH) oraz rozkfad pod wptywem wysokiej temperatury sg
zrodtem dwutlenku wegla (CO2), ktéry jest porogenem generujgcym powstanie mezoporéw w mikro-
strukturze granul (z definicji sg to pory o $rednicy w zakresie 2-50 pum) (Sachot N. i wsp., Current Or-
ganie Chemistry, 18(18), 2299-2314, 2014, Karageorgiou V. i wsp., Biomaterials, 26(27), 5474-5491,
2005).

Nanokompozytowy granulat hydroksyapatytowo-polimerowy wedtug wynalazku zsyntetyzowany
jest z biopolimeréw: kurdlanu i chitozanu oraz bioceramiki fosforanowo-wapniowej w postaci nano-
proszku hydroksyapatytu spiekanego w temperaturze > 900°C, korzystnie 1100°C, zawieszonych
w 0,5-2% wodnym roztworze kwasu octowego, gdzie proporcje wagowe komponentéw wynoszg: 4—8%
(w/v) kurdlanu, 1-4% (w/v) chitozanu oraz 20-50% (w/v) nanoproszku hydoksyapatytu w stosunku do
kwasu octowego.

Korzystnie, gdy kurdlan stosowany jest w stezeniu 4% w/v w odniesieniu do kwasu octowego.

Korzystnie, gdy chitozan stosowany jest w stezeniu 2% w/v w odniesieniu do kwasu octowego.

Korzystnie, gdy nanoproszek hydroksyapatytu stosowany jest w ilosci 40% w/v w odniesieniu do
kwasu octowego.

Spos6b wytwarzania nanokompozytowego granulatu hydroksyapatytowo-polimerowego wedtug
wynalazku polega na tym, ze do 1-4% (w/v) roztworu chitozanu, korzystnie 2% (w/v), przygotowanego
w 0,5-2% (v/v) wodnym roztworze kwasu octowego, korzystnie 2% (v/v), dodaje sie kolejno 4—8% (w/v)
kurdlanu, korzystnie 4%, oraz 20-50% (w/v) nanoproszku hydroksyapatytu (spiekanego w temperaturze
> 900°C, korzystnie 1100°C), korzystnie 40% w odniesieniu do kwasu octowego, nastepnie do uzyska-
nej masy dodaje sie 0,5-2% (w/v) wodoroweglanu sodu, korzystnie 2% (w/v) i cato$é miesza sie, po
czym mieszanine przenosi sie do formy termicznie odpornej, i inkubuje sie w tazni wodnej w tempera-
turze 90-95°C, korzystnie 95°C, przez 15-25 minut, korzystnie 20 minut, a nastepnie schfadza w tazni
lodowej w temperaturze 4—6°C, po czym prébke umieszcza sie w zamrazarce w temperaturze od -65
do -80°C na okres 2 godzin, nastepnie zamrozong probke poddaje sie procesowi liofilizacji (1-15 Pa)
przez okres do 19 godzin lub do momentu catkowitego wysuszenia probki, po czym otrzymany materiat
poddaje sie zanurzeniu w roztworze soli fizjologicznej buforowanej fosforanami (PBS) z jonami wapnia
i magnezu na okres do 1,5 godziny, nastepnie pozostawia sie do wyschniecia na powietrzu, po czym
uzyskany materiat poddaje sie procesowi granulacji oraz selekcji z wykorzystaniem sit laboratoryjnych
celem uzyskania granul o pozgdanej wielkos$ci, korzystnie 0,3-0,4 mm.

Mezoporowata mikrostruktura materiatu zostata wytworzona dzieki potgczeniu nastepujgcych
czynnikow:

e zastosowania procesu liofilizacji, podczas ktérej dochodzi do sublimacji rozpuszczalnika

e wykorzystania $rodka pianotworczego — wodoroweglanu sodu (NaHCOg), ktérego reakcja

z kwasem octowym (CH3COOH) oraz rozktad pod wptywem wysokiej temperatury sg zrédtem
dwutlenku wegla (CO»):

NaHCO; + CH;COOH — CH3COONa + H20 + COzt

2 NaHCO3 E:CI‘\I&lzC(h + H,0 + CO2?

Zaletg opracowanego wedtug wynalazku sposobu wytwarzania granul nanokompozytowych jest
otrzymanie optymalnych wtasciwosci mikrostrukturalnych dzieki zastosowaniu potgczenia procesu liofi-
lizacji ze Srodkiem spieniajgcym. Warto podkresli¢, ze w opisanej metodzie produkcji matryca na bazie
kurdlanu i chitozanu bedzie stuzy¢ jako spoiwo dla czgstek nanoHA. Wazng cechg granulatu wg wyna-
lazku jest zastosowanie do jego produkcji spiekanego w wysokiej temperaturze nanohydroksyapatytu
(> 900°C, korzystnie 1100°C) w celu unikniecia efektu cytotoksycznego zwigzanego z wysokg reaktyw-
nos$¢ jonowg ceramiki spiekanej w niskiej temperaturze (< 900°C). Uzyskane wtasciwosci granul, a mia-
nowicie brak toksycznosci w stosunku do komérek eukariotycznych, wysoka mezoporowatosé (45-50%
wielko$¢ poréw w zakresie 2-15 um) oraz duza powierzchnia wtasciwa (SSA w zakresie 23-30 m?/q)
potencjalnie bedg sprzyjaé procesowi regeneracji w miejscu implantacji, jednoczeénie zapewniajgc do-
brg bioresorpcje granulatu przez osteoklasty. Dzieki zastosowaniu opisanej w patencie metody produk-
cji, granulat posiada mezoporowatg mikrostrukture ($rednica poréw w zakresie 2-15 um) oraz stosun-
kowo duzg powierzchnie wiasciwg (SSA), dzieki ktorym bedg tatwo dostepne dla ptynéw ustrojowych,
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osteoklastow i enzyméw (m.in. metaloproteinaz macierzy pozakomérkowej) podczas przebudowy kosci,
a tym samym bedg tatwo bioabsorbowalne. Ponadto matryca na bazie chitozanu i kurdlanu (spoiwo dla
nanoczgstek HA) bedzie tatwo biodegradowalna w zakwaszonym $Srodowisku podczas procesu resorp-
cji za posrednictwem osteoklastow. Materiat wedtug wynalazku wykazuje zdolno$¢ do catkowitej biore-
sorpcji po implantacji w miejscu ubytku kostnego, dzieki czemu po spetnieniu swojej funkgji granulat nie
bedzie zalegaé w organizmie. Materiat nie traci swoich wtasciwosci w przypadku sterylizacji przy uzyciu
tlenku etylenu.

Ze wzgledu na bardzo dobre witasciwosci biologiczne i mikrostrukturalne, bioabsorbowalne nano-
kompozytowe granule bedg sprzyja¢ procesom regeneracyjnym w miejscu ubytku kostnego i mogg by¢
stosowane jako materiat implantacyjny w chirurgii szczekowo-twarzowej, ortopedii i stomatologii.

Przedmiot wynalazku ilustrujg przedstawione ponizej przykfady:

Przyktad |

Do 4 ml 1% (v/v) wodnego roztworu kwasu octowego dodano 0,08 g chitozanu i mieszano. Do
uzyskanej masy dodano 0,16 g kurdlanu, cato$é zmieszano, a nastepnie dodano 0,8 g nanoproszku
hydroksyapatytu i cato$é mieszano do uzyskania jednolitej masy. Nastepnie dodano 0,04 g wodorowe-
glanu sodu, wymieszano i otrzymang mase przeniesiono do formy odpornej na dziatanie wysokiej i ultra-
niskiej temperatury o obj. 2 cm>. Forme inkubowano w tazni wodnej w temperaturze 94°C przez 20
minut, a nastepnie ostudzono w tazni lodowej w temperaturze 2°C. Nastepnie biomateriat umieszczono
w zamrazarce w temperaturze -80°C na okres 2 godzin. Zamrozong probke poddano procesowi liofili-
zacji w $redniej prézni (10 Pa) przez okres 19 godzin. Uzyskany materiat przeniesiono do roztworu PBS
i moczono przez 1,5 godziny. Po wyjeciu materiat suszono na powietrzu w temperaturze pokojowe;j
przez 48 godzin. Nastepnie materiat poddano procesowi granulowania i selekcji przez sita laboratoryjne
celem uzyskania granul o $rednicy 0,3-0,4 mm. Uzyskane granule poddano sterylizaciji tlenkiem etylenu
(3 godziny, 55°C). W celu odprowadzenia tlenku etylenu po procesie sterylizacji, zapakowane granulki
poddano 15-godzinnemu wentylowaniu.

Otrzymany granulat charakteryzuje sie brakiem cytotoksycznosci, sprzyja adhezji i proliferaciji
osteoblastow na jego powierzchni, posiada catkowitg porowatosé ok. 48% oraz SSA ok. 25 m?/g.

Przyktad I

Do 4 ml 2% (v/v) wodnego roztworu kwasu octowego dodano 0,08 g chitozanu i mieszano. Do
uzyskanej masy dodano 0,24 g kurdlanu, cato$é zmieszano, a nastepnie dodano 1,2 g nanoproszku
hydroksyapatytu i cato§é mieszano do uzyskania jednolitej masy. Nastepnie dodano 0,08 g wodorowe-
glanu sodu, wymieszano i otrzymang mase przeniesiono do formy odpornej na dziatanie wysokiej i ultra-
niskiej temperatury o obj. 2 cm3. Forme inkubowano w tazni wodnej w temperaturze 95°C przez 20
minut, a nastepnie ostudzono w tazni lodowej w temperaturze 2°C. Nastepnie biomateriat umieszczono
w zamrazarce w temperaturze -80°C na okres 2 godzin. Zamrozong prébke poddano procesowi liofili-
zacji w $redniej prézni (10 Pa) przez okres 19 godzin. Uzyskany materiat przeniesiono do roztworu PBS
i moczono przez 1 godzine. Po wyjeciu materiat suszono na powietrzu w temperaturze pokojowej przez
48 godzin. Nastepnie materiat poddano procesowi granulowania i selekcji przez sita laboratoryjne celem
uzyskania granul o $rednicy 0,2-0,3 mm. Uzyskane granule poddano sterylizacji tlenkiem etylenu
(3 godziny, 55°C). W celu odprowadzenia tlenku etylenu po procesie sterylizacji, zapakowane granulki
poddano 15-godzinnemu wentylowaniu.

Otrzymany granulat charakteryzuje sie brakiem cytotoksycznosci, sprzyja adhezji i proliferaciji
osteoblastow na jego powierzchni, posiada catkowitg porowatosé ok. 47% oraz SSA ok. 28 m?/g.

Przyktad I

Do 4 ml 2% (v/v) wodnego roztworu kwasu octowego dodano 0,08 g chitozanu i mieszano. Do
uzyskanej masy dodano 0,16 g kurdlanu, cato$é zmieszano, a nastepnie dodano 1,6 g nanoproszku
hydroksyapatytu i cato§é mieszano do uzyskania jednolitej masy. Nastepnie dodano 0,08 g wodorowe-
glanu sodu, wymieszano i otrzymang mase przeniesiono do formy odpornej na dziatanie wysokiej i ultra-
niskiej temperatury o obj. 2 cm>. Forme inkubowano w tazni wodnej w temperaturze 95°C przez 20
minut, a nastepnie ostudzono w tazni lodowej w temperaturze 2°C. Nastepnie biomateriat umieszczono
w zamrazarce w temperaturze -80°C na okres 2 godzin. Zamrozong prébke poddano procesowi liofili-
zacji w $redniej prézni (10 Pa) przez okres 19 godzin. Uzyskany materiat przeniesiono do roztworu PBS
i moczono przez 1,5 godziny. Po wyjeciu materiat suszono na powietrzu w temperaturze pokojowe;j
przez 48 godzin. Nastepnie materiat poddano procesowi granulowania i selekcji przez sita laboratoryjne
celem uzyskania granul o $rednicy 0,3-0,4 mm. Uzyskane granule poddano sterylizaciji tlenkiem etylenu
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(3 godziny, 55°C). W celu odprowadzenia tlenku etylenu po procesie sterylizacji, zapakowane granulki
poddano 15-godzinnemu wentylowaniu.

Otrzymany granulat charakteryzuje sie brakiem cytotoksycznosci, sprzyja adhezji i proliferac;ji
osteoblastow na jego powierzchni, posiada catkowitg porowato$é ok. 50% oraz SSA ok. 30 m?/g.

Przyktad 1V

Do 4 ml 2% (v/v) wodnego roztworu kwasu octowego dodano 0,08 g chitozanu i mieszano. Do
uzyskanej masy dodano 0,24 g kurdlanu, cato$é zmieszano, a nastepnie dodano 2,0 g nanoproszku
hydroksyapatytu i cato§é mieszano do uzyskania jednolitej masy. Nastepnie dodano 0,08 g wodorowe-
glanu sodu, wymieszano i otrzymang mase przeniesiono do formy odpornej na dziatanie wysokiej i ultra-
niskiej temperatury o obj. 2 cm3. Forme inkubowano w tazni wodnej w temperaturze 95°C przez 20
minut, a nastepnie ostudzono w tazni lodowej w temperaturze 2°C. Nastepnie biomateriat umieszczono
w zamrazarce w temperaturze -80°C na okres 2 godzin. Zamrozong prébke poddano procesowi liofili-
zacji w $redniej prézni (10 Pa) przez okres 19 godzin. Uzyskany materiat przeniesiono do roztworu PBS
i moczono 1-1,5 godziny. Po wyjeciu materiat suszono na powietrzu w temperaturze pokojowej przez
48 godzin. Nastepnie materiat poddano procesowi granulowania i selekcji przez sita laboratoryjne celem
uzyskania granul o $rednicy 0,3—-0,4 mm. Uzyskane granule poddano sterylizacji tlenkiem etylenu
(3 godziny, 55°C). W celu odprowadzenia tlenku etylenu po procesie sterylizacji, zapakowane granulki
poddano 15-godzinnemu wentylowaniu.

Otrzymany granulat charakteryzuje sie brakiem cytotoksycznosci, sprzyja adhezji i proliferaciji
osteoblastow na jego powierzchni, posiada catkowitg porowatos$é ok. 4 % oraz SSA ok. 30 m?/g.

Przyktad V

Do 4 ml 2% (v/v) wodnego roztworu kwasu octowego dodano 0,08 g chitozanu i mieszano. Do
uzyskanej masy dodano 0,32 g kurdlanu, cato$é zmieszano, a nastepnie dodano 2,0 g nanoproszku
hydroksyapatytu i cato$¢ mieszano do uzyskania jednolitej masy. Nastepnie dodano 0,08 g wodorowe-
glanu sodu, wymieszano i otrzymang mase przeniesiono do formy odpornej na dziatanie wysokiej i ultra-
niskiej temperatury o obj. 2 cm3. Forme inkubowano w tazni wodnej w temperaturze 90°C przez 20
minut, a nastepnie ostudzono w tazni lodowej w temperaturze 2°C. Nastepnie biomateriat umieszczono
w zamrazarce w temperaturze -80°C na okres 2 godzin. Zamrozong prébke poddano procesowi liofili-
zacji w $redniej prézni (10 Pa) przez okres 19 godzin. Uzyskany materiat przeniesiono do roztworu PBS
i moczono 1-1,5 godziny. Po wyjeciu materiat suszono na powietrzu w temperaturze pokojowej przez
48 godzin. Nastepnie materiat poddano procesowi granulowania i selekcji przez sita laboratoryjne celem
uzyskania granul o $rednicy 0,4—0,6 mm. Uzyskane granule poddano sterylizacji tlenkiem etylenu
(3 godziny, 55°C). W celu odprowadzenia tlenku etylenu po procesie sterylizacji, zapakowane granulki
poddano 15-godzinnemu wentylowaniu.

Otrzymany granulat charakteryzuje sie brakiem cytotoksycznosci, sprzyja adhezji i proliferaciji
osteoblastow na jego powierzchni, posiada catkowitg porowatosé ok. 47% oraz SSA ok. 30 m%/g.

Przyktad VI

Do 4 ml 1% (v/v) wodnego roztworu kwasu octowego dodano 0,04 g chitozanu i mieszano. Do
uzyskanej masy dodano 0,16 g kurdlanu, cato$é zmieszano, a nastepnie dodano 1,6 g nanoproszku
hydroksyapatytu i cato§é mieszano do uzyskania jednolitej masy. Nastepnie dodano 0,04 g wodorowe-
glanu sodu, wymieszano i otrzymang mase przeniesiono do formy odpornej na dziatanie wysokie;j i ultra-
niskiej temperatury o obj. 2 cm3. Forme inkubowano w tazni wodnej w temperaturze 95°C przez 20
minut, a nastepnie ostudzono w tazni lodowej w temperaturze 2°C. Nastepnie biomateriat umieszczono
w zamrazarce w temperaturze -80°C na okres 2 godzin. Zamrozong prébke poddano procesowi liofili-
zacji w $redniej prézni (10 Pa) przez okres 19 godzin. Uzyskany materiat przeniesiono do roztworu PBS
i moczono przez 1,5 godziny. Po wyjeciu materiat suszono na powietrzu w temperaturze pokojowej
przez 48 godzin. Nastepnie materiat poddano procesowi granulowania i selekcji przez sita laboratoryjne
celem uzyskania granul o $rednicy 0,3-0,4 mm. Uzyskane granule poddano sterylizacji tlenkiem etylenu
(3 godziny, 55°C). W celu odprowadzenia tlenku etylenu po procesie sterylizacji, zapakowane granulki
poddano 15-godzinnemu wentylowaniu.

Otrzymany granulat charakteryzuje sie brakiem cytotoksycznosci, sprzyja adhezji i proliferaciji
osteoblastéw na jego powierzchni, posiada catkowitg porowato$¢ ok. 47% oraz SSA ok. 25 m2/g.



10.

11.

12.

PL 247449 B1

Zastrzezenia patentowe

. Nanokompozytowy granulat hydroksyapatytowo-polimerowy na bazie matrycy kurdlanowo-

-chitozanowej znamienny tym, ze stanowi go kurdlan, chitozan, oraz bioceramika fosfora-
nowo-wapniowa w postaci nanoproszku hydroksyapatytu spiekanego w temperaturze
> 900°C, korzystnie 1100°C, rozproszone w wodnym roztworze kwasu octowego o stezeniu
0,5—-2%, gdzie proporcje wagowe statych komponentdéw wynoszg 4—-8% (w/v) kurdlanu, 1-4%
(w/v) chitozanu i 20-50% (w/v) ceramiki fosforanowo-wapniowej w stosunku do kwasu octo-
wego.

Nanokompozytowy granulat wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze kurdlan wystepuje w iloSci
4% w/v w stosunku do kwasu octowego.

Nanokompozytowy granulat zastrz. 1 znamienny tym, ze chitozan wystepuje w ilosci 2% w/v
w stosunku do kwasu octowego.

Nanokompozytowy granulat wedtug zastrz. 1 znamienny tym, ze nanoproszek hydroksyapa-
tytu wystepuje w ilosSci 40% w/v w stosunku do kwasu octowego.

Sposo6b wytwarzania nanokompozytowego granulatu hydroksyapatytowo-polimerowego zna-
mienny tym, ze do 1-4% (w/v) roztworu chitozanu, przygotowanego w 0,5-2% (v/v) wodnym
roztworze kwasu octowego, dodaje sie kolejno 4-8% (w/v) kurdlanu, oraz 20-50% (w/v) spie-
kanego w temperaturze > 900°C, korzystnie 1100°C nanoproszku hydroksyapatytu, w odnie-
sieniu do kwasu octowego, nastepnie do uzyskanej masy dodaje sie 0,5-2% (w/v) wodorowe-
glanu sodu i cato$é miesza sie, po czym mieszanine inkubuje sie w temperaturze 90-95°C,
korzystnie 95°C, przez 15-25 minut, korzystnie 20 minut, a nastepnie schtadza w temperatu-
rze 4-6°C, po czym otrzymany materiat zamraza sie w temperaturze od - 65 do -80°C przez
okres 2 godzin, nastepnie zamrozony materiat poddaje sie procesowi liofilizacji (1-15 Pa)
przez okres do 19 godzin lub do momentu catkowitego wysuszenia probki, po czym otrzymang
mase zanurza sie w roztworze soli fizjologicznej buforowanej fosforanami (PBS) z jonami wap-
nia i magnezu na okres do 1,5 godziny, po czym wysuszony na powietrzu materiat poddaje
sie granulacii.

Sposo6b wedtug zastrz. 5 znamienny tym, ze kurdlan jest uzywany w ilosci 4% w/v w stosunku
do kwasu octowego.

Sposo6b wedtug zastrz. 5 znamienny tym, ze chitozan jest uzywany w ilosci 2% w/v w sto-
sunku do kwasu octowego.

Spos6b wedtug zastrz. 5 znamienny tym, ze nanoproszek hydroskyapatytu jest uzywany
w iloéci 40% w/v w stosunku do kwasu octowego.

Spos6b wedtug zastrz. 5 znamienny tym, ze wodoroweglan sodu (NaHCO3) jest uzywany
w ilosci 2% w/v w stosunku do kwasu octowego.

Sposo6b wedtug zastrz. 5 znamienny tym, ze kwas octowy (CH3COOH) jest uzywany w ste-
zeniu 2% viv.

Sposo6b wedtug zastrz. 5 znamienny tym, ze proces liofilizacji prowadzi sie przez okres do 19
godzin lub do momentu catkowitego wysuszenia probki.

Sposo6b wedtug zastrz. 5 znamienny tym, ze po zgranulowaniu poddaje sie go selekcji z wy-
korzystaniem sit laboratoryjnych celem uzyskania granul o pozgdanej wielkosci, korzystnie
0,3-0,4 mm.
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