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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb wytwarzania porowatego materiatu polisacharydowego do
regeneracji ubytkéw kostno-chrzestnych, przeznaczonego do regeneracji ubytkbw w obszarze obejmu-
jacym zaréwno chrzgstke jak i kos¢. Materiat ten zawiera cze$¢ zmineralizowang majgcqg za zadanie
integrowac sie z tkankg kostng oraz czes$¢ niezmineralizowang umozliwiajgcg regeneracje chrzgstki.

Uszkodzenia i zwyrodnienia chrzgstki sg jednym z gtéwnych wyzwan ortopedii. Na $wiecie wyko-
nuje sie rocznie 1,2 min zabiegéw leczenia chrzgstki. Szacuje sie, ze rynek globalny zwigzany z na-
prawg chrzgstki wynosit w roku 2017 9,5 mld dolaréw a do roku 2025 osiggnie wartos¢ 14,7 mld dolaréw
(wg. Transparency Market Research). Ze statystyk wynika, ze w Polsce zwyrodnienie stawéw dotyka
blisko 2 min osob.

Popularna technika leczenia ubytkow kostno-chrzestnych obejmuje stymulacje komérek szpiku
kostnego poprzez nawiercanie otworéw dochodzgcych do kosci podchrzestnej lub wytworzenie mi-
kroztaman. Spontaniczna regeneracja po takim zabiegu skutkuje zazwyczaj wytworzeniem tkanki wiok-
nistej o stabych wiasciwosciach biomechanicznych, co prowadzi do postepu zwyrodnienia.

Do metod leczenia zalicza sie takze przeszczepy autologiczne i allogenicznie. Przeszczepy au-
tologiczne fragmentu kostno-chrzestnego (OAT — ang. osteochondral autograft transfer), polegaja na
pobraniu cylindrycznych fragmentéw chrzastki wraz z koscig podchrzestng z obszarow, ktdre nie sg
objete zwyrodnieniem (najczesciej niepoddawanych obcigzeniu fragmentow kosci udowej) i przeniesie-
niu ich w obreb defektu. Ograniczeniem przeszczepdéw autologicznych jest koniecznosé uszkodzenia
tkanek w obszarze, z ktérego pobierany jest przeszczep. Ograniczaniem przeszczepodw allogenicznych
jest natomiast ryzyko przeniesienia choréb oraz odrzucenia przeszczepu.

Stosuje sie takze przeszczepy autologiczne komoérek chrzestnych (chondrocytéw). Procedura po-
lega na pobraniu fragmentu tkanki chrzestnej z mato obcigzonego obszaru i wyizolowaniu z niej chon-
drocytow. Nastepnie komoérki te sg namnazane w warunkach in vitro przez okres 2-3 tygodni, po czym
implantowane sg w obreb ubytku i zamykane tatkg z okostnej pobranej z gérnego fragmentu kosci pisz-
czelowe;.

Wzrastajgce zapotrzebowanie kliniczne na nowe metody leczenia uszkodzen kostno-chrzest-
nych, znajduje swoje odbicie w coraz wigkszej liczbie publikacji i patentéw. Opisywane w nich metody
tacza ze sobg uzycie biomateriatu (rusztowania), komorek oraz specyficznych zwigzkéw biologicznie
aktywnych np. czynnikéw wzrostu.

Potgczenie kostno-chrzestne ma zréznicowang budowe, zmieniajgcg sie w sposdb ciggty od ela-
stycznej tkanki chrzestnej zawierajgcej kolagen i glikozaminoglikany wytwarzane przez chondrocyty, do
sztywnej, zmineralizowanej tkanki kostnej, ktéra sktada sie gtéwnie z kolagenu i hydroksyapatytu. Taka
budowa zapewnia wtasciwe z punktu widzenia biomechanicznego przenoszenie naprezen w obszarach
poddawanych dynamicznym obcigzeniom i powinna by¢ odwzorowana przez materiaty implantacyjne
uzywane do regeneracji ubytkéw kostno-chrzestnych. Materiaty do leczenia ubytkéw kostno-chrzest-
nych powinny swojg budowg przypomina¢ naturalne struktury tkankowe a ponadto modyfikuje sie je
substancjami zapewniajgcymi wtadciwg odpowiedz biologicznag.

Czestym postepowaniem w przypadku leczenia ubytkow kostno-chrzestnych jest naniesienie
chondrocytéw na cze$¢ porowatego rusztowania odpowiadajgcego chrzgstce zaraz przed implantacja.

Miedzy innymi w publikacji Guo X, Wang C, Di in. pt.: Repair of osteochondral defects with auto-
logous chondrocytes seeded onto bioceramic scaffold in sheep, Tissue Eng. 2004; 10(11-12):183-40,
opisano testy wykonywane z uzyciem rusztowania z porowatego B-TCP z naniesionymi autologicznymi
chondrocytami pobranymi z gtéwki kosci udowej owcy. Po 24 tygodniach od wszczepienia doszto do
utworzenia nowej niedojrzatej tkanki chrzestnej na powierzchni rusztowania.

Zgtoszenie patentowe US20060036331 A1 dotyczy materiatdéw do regeneracji ubytkéw kostno-
chrzestnych zawierajgcych chondrocyty. Materiaty te sg zbudowane z trzech warstw: z hydrozelu aga-
rozowego (2%), z warstwy zbudowanej z mikrosfer PLAGA-BG (polilaktyd-co-glikolid + bioszkto) zawie-
szonych w hydrozelu oraz z warstwy zbudowanej z samych mikrosfer PLAGA-BG. Hydrozel wraz
z chondrocytami w ilosci 60x10¢ komorek/ml zostaje zintegrowany z czescig kostng w formie. Nastepnie
na czes¢ kostng, porowatg, pozbawiong hydrozelu nanoszone sg komorki kostne (osteoblasty).

W patencie US8641774 B2 opisano metode wytworzenia konstruktu poprzez uzycie porowatego
rusztowania z komaérkami, w ktére wttaczany jest hydrozel. Powoduje to mechaniczne zakleszczenie
czesci chrzestnej zbudowanej z hydrozelu w porowatej czesci kostnej. Patent ujawnia takze procedure
leczenia ubytku kostnego z uzyciem wytworzonego rusztowania.
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W zgtoszeniu US20170112961 A1 dotyczgcym produktu do regeneracji ubytkdw chrzestnych
ujawniono metode wytwarzania materiatu sktadajgcego sie z matakrylowanej gumy gellan (o stopniu
metakrylacji 1,5 do 6%) potaczonego z komérkami chrzestnymi oraz roztworem fizjologicznym, ktéry
moze by¢ aplikowany w operacjach leczenia ubytkow chrzgstki.

W patencie US9155818B2 ujawniono wynalazek, ktéry dotyczy wielowarstwowej (do 10 warstw)
struktury kostno-chrzestnej sktadajgcej sie z kolagenu i kolagenu zawierajgcego czastki hydroksyapa-
tytu. Gorne warstwy struktury zostaty zbudowane z samego kolagenu, a w kolejnych dolnych warstwach
kolagenu zwiekszata sie zawarto$¢ czgstek hydroksyapatytu. Do tgczenia warstw i jednoczenie siecio-
wania kolagenu uzywano aldehydu glutarowego oraz bis-epoksydow.

Opis patentowy US8613943 B2 odnosi sie do metody wytwarzania wielowarstwowego rusztowa-
nia kolagenowego, przeznaczonego do leczenia ubytkéw kostno-chrzestnych. Metoda polega na wy-
tworzeniu roztworu kolagenu, wylaniu go do formy i jego liofilizacji. W ten sposéb otrzymywana jest
pierwsza warstwa. Po uwodnieniu na warstwe nanoszona jest kolejna porcja roztworu kolagenu i proces
liofilizacji jest powtarzany kilkukrotnie.

Przedmiotem wynalazku PL210783 B1 jest wyrdb wszczepialny do naprawy chrzgstki metodg
implantacji u zwierzecia, charakteryzujgcy sie tym, ze zawiera macierz nosnikowg, komoérki chrzestne
i spoiwo biokompatybilne, korzystnie autologiczng fibryne, przylegajgce do brzegu macierzy nosnikowej.
W korzystnym rozwigzaniu macierz nosnikowa jest elementem w ksztalcie arkusza i jest wytworzona
Z kolagenu.

Z opisu patentowego PL216702 B1 znany jest sposéb wytwarzania biomateriatu o wtasciwo-
Sciach chrzgstki, przeznaczonego na implanty dla chirurgii rekonstrukcyjno-odtwérczej, ktéry polega na
tym, ze celuloze mikrobiologiczng wytworzong w hodowli stacjonarnej bakterii Gluconacetobacter xyli-
nus prowadzonej w ptaskim bioreaktorze lub w rurkach polietylenowych, po oddzieleniu od cieczy po-
hodowlanej i oczyszczeniu, modeluje sie w konstrukcje przestrzenng o pozgdanym ksztatcie i poddaje
modyfikacji polegajgcej na dziataniu 30% wodnym roztworem tugu sodowego, ptukaniu w wodzie de-
stylowanej, nastepnie dziataniu 10% wodnym roztworem kwasu octowego i powtérnym ptukaniu w wo-
dzie destylowanej, az do uzyskania przez materiat celulozowy pH 5,6—6,8.

Znane ze stanu techniki metody wytwarzania materiatéw przeznaczonych do regeneracji ubytkow
kostno-chrzestnych posiadajg pewne niedogodnosci, takie jak np. skomplikowana procedura przygoto-
wania wielowarstwowych rusztowan oraz konieczno$¢ chemicznego lub mechanicznego tgczenia obu
warstw. Uzycie substancji chemicznych moze niekorzystnie wptywac na biozgodnos¢ materiatu, a tg-
czenie mechaniczne warstw przez zakleszczenie moze powodowac ryzyko delaminicji na granicy faz
po implantacji. Stabe potaczenie warstw jest czynnikiem niesprzyjajgcym prawidtowemu wytworzeniu
Scisle do siebie przylegajgcych substytutéw tkanek. Z drugiej strony materiaty jednowarstwowe nie od-
zwierciedlajg swojg budowg potgczenia chrzestno-kostnego, przez co nie stwarzajg wystarczajgcych
warunkow do leczenia ubytkéw kostno-chrzestnych. Z kolei dodatki w postaci modyfikujgcych czastek
mineralnych takich jak hydroksyapatyt, mogg wptywac niekorzystnie na wytrzymatos¢é materiatu.

Celem wynalazku jest opracowanie sposobu wytwarzania porowatego materiatu polisacharydo-
wego do regeneracji ubytkdw kostno-chrzestnych, odzwierciedlajacego swojg budowg potgczenie
kostno-chrzestne, ktéry zawiera cze$¢ zmineralizowang przeznaczong do integrowania sie z tkankg
kostng oraz czes$¢ niezmineralizowang umozliwiajgcg regeneracje chrzgstki. Sposob jest pozbawiony
niedogodnosci wskazanych w ww. stanie techniki i nie wymaga ani uzycia klejgcych substancji chemicz-
nych, ani tgczenia mechanicznego do potgczenia obu ww. czesci.

Istota sposobu wytwarzania porowatego materiatu polisacharydowego do regeneracji ubytkow
kostno-chrzestnych, zawierajgcego gume gellan, posiadajgcego cze$é zmineralizowang przeznaczong
do integrowania sie z tkankg kostng oraz czes¢ niezmineralizowang umozliwiajacg regeneracje
chrzastki, charakteryzuje sie tym, Zze sporzagdza sie jednolitg paste zawierajgcg gume gellan, alginian
sodu i fosfataze alkaliczng, przy czym stosuje sie 2—4 cze$ci masowe gumy gellan na 1 cze$¢ masowg
alginianu sodu, a fosfataze alkaliczng w takiej ilosci, aby jej kohcowe stezenie w pascie wynosito 0,05—
0,5 mg/ml oraz wode w takiej objetosci, aby koricowe stezenie polisacharydéw w pascie miescito sie
w zakresie 8—20% wagowych. Paste umieszcza sie w cylindrycznej zamykanej formie i pozostawia do
zelowania w temperaturze ponizej 20°C przez 5-30 min, a nastepnie otwiera sie forme z jednej strony
i zanurza najpierw w roztworze chlorku wapnia o stezeniu 0,01 do 0,06% na okres do 1 godziny,
a nastepnie w roztworze wodnym glicerofosforanu wapnia o stezeniu 0,5-2,5% wagowych, w ktérym
prowadzi sie proces mineralizacji od 1 do 7 dni, uzyskujgc porowaty materiat polisacharydowy, z jednej
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strony zmineralizowany wydzieleniami fosforanéw wapnia powstatymi na skutek rozktadu glicerofosfo-
ranu wapnia pod wptywem fosfatazy alkalicznej, przeznaczony do integrowania sie z tkankg kostng oraz
z drugiej strony niezmineralizowany, umozliwiajgcy regeneracje chrzgstki. Otrzymany materiat inkubuje
sie w wodzie destylowanej, az do usuniecia produktéw ubocznych reakcji oraz pozostatosci substratu,
a nastepnie poddaje liofilizacji, przy czym caty proces prowadzi sie w warunkach sterylnych lub poddaje
sterylizacji wytworzony materiat.

Korzystnie proces zelowania prowadzi sie w temperaturze 4°C.

Korzystnie forma jest w postaci ptytki zawierajgcej cylindryczne dotki i po napetnieniu pastg przy-
krywa sie jg szkietkiem nakrywkowym, ktére po zakonczeniu procesu zelowania zdejmuje sie.

Korzystnie forme zanurza sie w roztworze chlorku wapnia w utozeniu do géry dnem.

Korzystnie forme zanurza sie w roztworze glicerofosforanu wapnia w utozeniu do géry dnem.

Korzystnie w czasie procesu mineralizacji, po 1 i 3 dniu wymienia sie roztwér wodny glicerofos-
foranu wapnia na swiezy.

Sposoéb wytwarzania porowatego materiatu polisacharydowego do regeneracji ubytkow kostno-
chrzestnych pozwala uzyskac jeden produkt, ktéry jednocze$nie zawiera cze$¢ zmineralizowang ma-
jacg za zadanie integrowac sie z tkankg kostng oraz czes¢ niezmineralizowang umozliwiajgcg regene-
racje chrzastki. Wytworzenie czesci zmineralizowanej opiera sie na procesie mineralizacji enzymatycz-
nej, w ktdrej fosfataza alkaliczna (ALP, z ang. alkaline phosphatase) rozktada dyfundujgcy do hydrozelu
glicerofosforan wapnia (CaGP), przez co tworzg sie wydzielenia fosforanu wapnia wewnagtrz hydrozelu.
Ponadto dyfuzja CaGP zostaje ograniczona przestrzennie dzieki zastosowaniu otwartej tylko z jednej
strony formy, w ktérej przeprowadzany jest proces mineralizacji hydrozelu. Mineralizacji ulega czes$é
hydrozelu sgsiadujgca z roztworem CaGP a fragment hydrozelu znajdujgcy sie gtebiej w formie nie
ulega mineralizaciji.

Uzyskany dwufunkcyjny materiat nie wymaga chemicznego, czy tez mechanicznego fgczenia
czesci znajdujgcych sie na jego dwoch koncach, przeznaczonych do stosowania dla obu rodzajéw
tkanki, kazdy innej, ani stosowania modyfikujgcych czgstek mineralnych, jak ma to miejsce w wielu
dotychczas stosowanych metodach znanych ze stanu techniki. Dzieki temu nie wystepuje problem
ewentualnego rozwarstwienia materiatu w czasie oraz po implantacji. Materiat ten zapewnia Scisty kon-
takt w obszarze obejmujgcym zaréwno tkanke kostng jak i chrzestng, co ma korzystny wptyw na proces
regeneracji.

Dodatkowo materiat jest porowaty, co zwieksza poczatkowg powierzchnie dla wzrostu komorek
i pozwala na utrzymanie wigkszej ich liczby. Porowato$¢ materiatu sprawia, Ze jest on bardziej ela-
styczny, przez co tatwiej moze by¢ dopasowany do miejsca ubytku. Chropowatos¢ powstajgca dzieki
porom na powierzchni, poprawia rowniez zakotwiczenie w miejscu ubytku.

Sposdb wytwarzania porowatego materiatu polisacharydowego do regeneracji ubytkdw kostno-
chrzestnych, wedtug wynalazku, objasniono ponizej w praktycznych przyktadach realizacji oraz na za-
taczonym rysunku, na ktérym fig. 1 przedstawia schemat procesu mineralizacji enzymatycznej materiatu
hydrozelowego, a fig. 2 porowaty materiat polisacharydowy wytworzony sposobem wedtug wynalazku,
W ujeciu schematycznym.

Przyktadéw tych nie nalezy uwazaé za ograniczajgce istote lub zawezajgce zakres ochrony, gdyz
stanowig one jedynie ilustracje wynalazku.

Przyktad 1

W pierwszej kolejnosci sporzgdzono mieszanine zawierajgcg 3 g proszku gumy gellan (Gelzan
G1910, Sigma), 1 g proszku alginianu sodu (alginian o lepkosci 2000 cP, A2033, Sigma) i 4 mg proszku
fosfatazy alkalicznej (ALP, P7640 Sigma, izolowana ze $luzéwki jelita cielecego) poprzez kilkuminutowe
ucieranie w mozdzierzu. Nastepnie do mieszaniny dodano 36 ml wody i ucierano w mozdzierzu okoto
5 min, az do otrzymania jednorodnej pasty. Paste przetozono do pojemnika typu Falcon o pojemno&ci
50 ml i wirowano przy predkosci obrotowej 2000 obr/min przez 10 min w celu usuniecia powietrza,
a nastepnie wttoczono do dotkéw ptytki 48-dotkowej, kazdy dotek przykryto szkietkiem nakrywkowym,
a ptytke 48-dotkowg pozostawiono do zelowania w temperaturze 4°C przez 10 min.

Po tym czasie zdjeto szkietka naktywkowe, a wytworzony materiat hydrozelowy razem z ptytkg
48-dotkowa, w ktorej sie znajdowat, zanurzono w 0,015% roztworze chlorku wapnia na czas 1 godziny.
Ptytke utozono do géry dnem na podstawkach dystansujgcych o wysokosci 1 cm, a pod nig znajdowato
sie mieszadio magnetyczne. Roztwdr chlorku wapnia wymieniono nastepnie na 2,1% roztwér glicero-
fosforanu wapnia (CaGP) i prowadzono proces mineralizacji w temperaturze pokojowej przez 7 dni, przy
czym po 1i 3 dniu wymieniono roztwdr wodny CaGP na Swiezy.
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Proces mineralizacji zobrazowano na fig. 1, gdzie 1 oznacza roztwoér substratu CaGP, 2 — hydro-
zel niezmineralizowany, a 3 — wydzielenia mineralne fosforanu wapnia.

W procesie mineralizacji CaGP dyfunduje do $rodka zelu, po czym zachodzi reakcja enzyma-
tyczna (defosforylacja) z udziatem znajdujgcego sie w hydrozelu ALP. W wyniku reakcji defosforylacji
z substratu odtgcza sie grupa ortofosforanowa, ktéra wraz ze znajdujgcymi sie w hydrozelu jonami Ca2*
tworzy osad (wydzielenia) fosforanéw wapnia. Produktem ubocznym jest glicerol dyfundujgcy na ze-
wnatrz.

Po zakonczeniu procesu mineralizacji, ptytke inkubowano w wodzie destylowanej przez czas
24 h do usuniecia produktéw ubocznych reakcji oraz pozostatosci substratu.

Nastepnie ptytke z otrzymanym porowatym materiatem polisacharydowym liofilizowano w tempe-
raturze — 80°C przez 24 godziny, po czym poddano sterylizacji wigzkg elektronéw przy dawce 25 kGy.

Uzyskano porowaty materiat polisacharydowy, z jednej strony zmineralizowany wydzieleniami
fosforanéw wapnia powstatymi na skutek rozktadu glicerofosforanu wapnia pod wptywem fosfatazy al-
kalicznej, przeznaczony do integrowania sie z tkankg kostng oraz z drugiej strony niezmineralizowany,
umozliwiajgcy regeneracje chrzgstki, ktéry w ujeciu schematycznym przedstawiono na fig. 2, gdzie 2
oznacza hydrozel niezmineralizowany, 3 — wydzielenia mineralne fosforanu wapnia, 4 — hydrozel zmi-
neralizowany, a 5 — pory.

Przyktad 2

W pierwszej kolejnosci sporzgdzono mieszanine zawierajgcg 3 g proszku gumy gellan (Gelzan
G1910, Sigma) i 1 g proszku alginianu sodu (alginian o lepkosci 2000 cP, A2033, Sigma), poprzez
kilkuminutowe ucieranie sktadnikdw w mozdzierzu.

Nastepnie do proszkéw dodano 35,2 ml wody i ucierano w mozdzierzu okoto 5 min, az do otrzy-
mania jednorodnej pasty.

Paste przetozono do pojemnika typu Falcon o objetosci 50 ml i wirowano przy predkosci obroto-
wej 2000 obr/min przez 10 min w celu usuniecia powietrza. Pastg napetniono strzykawki o nominalnej
objetosci 10 ml do objetosci 5 ml, a nastepnie wysterylizowano w autoklawie. Strzykawke z pastg
w warunkach sterylnych potgczono przy pomocy krotkiej rurki z drugg strzykawkag o pojemnosci 10 ml
zawierajgcg 0,1 ml sterylnego roztworu fosfatazy alkalicznej (ALP, P7640 Sigma, izolowana ze Sluzéwki
jelita cielecego) o stezeniu 5 mg/ml. Sktadniki mieszano przez kilkukrotne energiczne przettaczanie po-
miedzy obiema strzykawkami, a nastepnie wttoczono do dotkéw ptytki 48-dotkowej, kazdy dotek przy-
kryto szkietkiem nakrywkowym, a ptytke pozostawiono do Zzelowania w temperaturze 4°C przez 30 min.

Po tym czasie zdjeto szkietka nakrywkowe, a wytworzony materiat hydrozelowy razem z ptytka,
w ktérej sie znajdowat, zanurzono w 0,015% roztworze chlorku wapnia na czas 1 godziny. Ptytke uto-
zono do géry dnem na podstawkach dystansujgcych o wysoko$ci 1 cm, a pod nig znajdowato sie mie-
szadto magnetyczne. Roztwor chlorku wapnia wymieniono nastepnie na 2,1% sterylnego roztworu gli-
cerofosforanu wapnia (CaGP) i prowadzono proces mineralizacji w temperaturze pokojowej w warun-
kach sterylnych przez 7 dni, przy czym po 1 i 3 dniu wymieniono roztwor wodny Ca GP na Swiezy.

Po zakonczeniu procesu mineralizacji, ptytke inkubowano w wodzie destylowanej przez czas
24 h do usuniecia produktéw ubocznych reakcji oraz pozostatosci substratu.

Nastepnie ptytke z otrzymanym porowatym materiatem polisacharydowym poddano liofilizacji
w temperaturze — 80°C przez 24 godziny.

Uzyskano materiat polisacharydowy, z jednej strony zmineralizowany wydzieleniami fosforanéw
wapnia powstatymi na skutek rozktadu glicerofosforanu wapnia pod wptywem fosfatazy alkalicznej,
przeznaczony do integrowania sie z tkankg kostng oraz z drugiej strony niezmineralizowany, umozliwia-
jacy regeneracje chrzastki.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposéb wytwarzania porowatego materiatu polisacharydowego do regeneracji ubytkow
kostno-chrzestnych, zawierajgcego gume gellan, posiadajgcego cze$¢ zmineralizowang prze-
znaczong do integrowania sie z tkankg kostng oraz cze$¢ niezmineralizowang umozliwiajgcg
regeneracje chrzastki, znamienny tym, ze sporzadza sie jednolitg paste zawierajgcg gume
gellan, alginian sodu i fosfataze alkaliczng, przy czym stosuje sie 2—4 czes$ci masowe gumy
gellan na 1 cze$¢ masowg alginianu sodu, a fosfataze alkaliczng w takiej ilosci, aby jej koh-
cowe stezenie w pascie wynosito 0,05-0,5 mg/ml oraz wode w takiej objetosci, aby koncowe



PL 243038 B1

stezenie polisacharydéw w pascie miescito sie w zakresie 8—20% wagowych, po czym umiesz-
cza paste w cylindrycznej zamykanej formie i pozostawia do zelowania w temperaturze ponizej
20°C przez 5-30 min, a nastepnie otwiera sie forme z jednej strony i zanurza najpierw w roz-
tworze chlorku wapnia o stezeniu 0,01 do 0,06% na okres do 1 godziny, a nastepnie w roz-
tworze wodnym glicerofosforanu wapnia o stezeniu 0,5-2,5% wagowych, w ktérym prowadzi
sie proces mineralizacji od 1 do 7 dni, uzyskujgc porowaty materiat polisacharydowy, z jednej
strony zmineralizowany wydzieleniami fosforanéw wapnia powstatymi na skutek rozktadu gli-
cerofosforanu wapnia pod wptywem fosfatazy alkalicznej, przeznaczony do integrowania sie
z tkankg kostng oraz z drugiej strony niezmineralizowany, umozliwiajgcy regeneracje
chrzastki, ktéry to materiat inkubuje sie w wodzie destylowanej, az do usuniecia produktow
ubocznych reakcji oraz pozostatosci substratu, a nastepnie poddaje liofilizaciji, przy czym caty
proces prowadzi sie w warunkach sterylnych lub poddaje sterylizacji wytworzony materiat.

. Sposob, wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze proces zelowania prowadzi sie w temperatu-
rze 4°C.

. Sposob, wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze forma jest w postaci plytki zawierajgcej cylin-
dryczne dofki i po napetnieniu pastg przykrywa sie jg szkietkiem nakrywkowym, ktére po za-
konczeniu procesu zelowania zdejmuje sie.

. Sposob, wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze forme zanurza sie w roztworze chlorku wapnia
w utozeniu do gory dnem.

. Sposob, wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze forme zanurza sie w roztworze glicerofosforanu
wapnia w ufozeniu do géry dnem.

. Sposob, wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze w czasie procesu mineralizacji, po 1 i 3 dniu
wymienia sie roztwér wodny glicerofosforanu wapnia na swiezy.
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