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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb wytwarzania dwufunkcyjnych polilaktydowych skafoldéw
przeznaczonych do hodowli komérkowych.

Rusztowania komoérkowe, nazywane takze skafoldami (ang. Scaffolds — rusztowania) sg prze-
strzennymi strukturami zbudowanymi z sieci wzajemnie potgczonych tréjwymiarowych poréw. Skafol-
dy sg stosowane w inzynierii tkankowej do odtwarzania uszkodzonych lub utraconych tkanek. Wéw-
czas, najpierw pobiera sie komorki regenerowanej tkanki z organizmu pacjenta, nastepnie izoluje sie,
namnaza w zwyktej hodowli dwuwymiarowe;j i przenosi sie na skafold. Popularnym rozwigzaniem jest
stosowanie do wytwarzania skafoldéw polimeréw biodegradowalnych, ktére rozktadajg sie do nietok-
sycznych produktéw, ktbre sg z tatwoscig wydalane.

Rusztowanie komérkowe, aby mogto by¢ stosowane do regeneracji tkanki, musi spetia¢ okre-
Slone wymogi. Przede wszystkim musi by¢ nietoksyczne wobec komérek organizmu oraz musi mie¢
takze odpowiednig wielko$¢ poréw dopasowang do rozmiaru komoérek regenerowanej tkanki. Ponadto
musi mieé wiasciwg dla danej tkanki wytrzymato$¢ mechaniczng oraz odpowiedni czas degradaciji,
zblizony do tempa regeneracji tkanki. Rusztowanie powinno takze zapewniaé dostep substancji od-
zywczych i czynnikéw wzrostu.

Do otrzymywania skafoldéw wykorzystuje sie zazwyczaj polimery, zaréwno naturalne jak i syn-
tetyczne. Wsrdd polimeréw naturalnych popularnymi sg przede wszystkim zelatyna, kolagen, czy chi-
tozan. Zwigzki te bardzo dobrze nasladujg naturalng macierz zewnatrzkomérkowsa, ponadto sg dobrze
tolerowalne przez organizm, a po roztozeniu mogg stanowié sktadniki odzywcze dla komérek. Wada
tych zwigzkéw jest staba wytrzymato$¢ mechaniczna oraz wrazliwos¢ na zmiany warunkéw procesu
przetwarzania (wysoka temperatura, zmiany pH), co znacznie obniza ich uzyteczno$¢ w przemysle.
Alternatywg wobec zwigzkéw pochodzenia naturalnego sg biodegradowalne polimery syntetyczne
tj. polilaktyd (PLA), poli-s-kaprolakton, poliglikolid oraz ich kopolimery. Polimery te cechuje biodegra-
dowalnoé¢ i biozgodnos$¢ (w organizmach ulegajg degradaciji do nietoksycznych produktéw — dwutlen-
ku wegla i wody, ktére s3 tatwo wydalane) oraz dobre wtasciwosci mechaniczne. Ponadto, odpowied-
nio dobierajgc rodzaj i dtugosé tancucha weglowego polimeru, mozna sterowaé wtasciwosciami me-
chanicznymi oraz czasem degradacji rusztowania.

Istnieje wiele metod otrzymywania skafoldéw, wérdd nich na szczegélng uwage zastuguje me-
toda inwersji faz, elektroprzedzenie oraz druk 3D. Kazda z tych metod pozwala na otrzymanie ruszto-
wan o zupetnie innych wtasciwosciach. Istotnym jest, ze metoda inwersji faz w poréwnaniu do pozo-
statych charakteryzuje sie tatwoscig, prostotg wykonania, oraz niewielkimi ograniczeniami co do sto-
sowanych materiatéw (brak koniecznosci stosowania duzych zmian ci$nienia i temperatury).

Sposo6b otrzymywania wraz z odpowiednim materiatem $Scisle wptywa na wiasciwosci ruszto-
wan, szczegolnie na ich strukture oraz wytrzymato$é mechaniczng. Z tej przyczyny projektujac skafold
nalezy odpowiednio dobraé te parametry, w zaleznos$ci od oczekiwanych efektow.

Z opisu polskiego zgtoszenia patentowego nr P.413603 znany jest sposéb wytwarzania trojwy-
miarowych rusztowan polilaktydowych do hodowli ekwiwalentéw skory, w ktérym polilaktyd umieszcza
sie w rozpuszczalniku, ktérym jest chloroform lub dichlorometan, przy stezeniu roztworu polilaktydu
w rozpuszczalniku 4-10% wag. i miesza sie do catkowitego rozpuszczenia polimeru. Nastepnie
do roztworu dodaje sie alkohol metylowy lub alkohol etylowy w ilosci od 3 do 20% wag. i miesza sie
do uzyskania jednorodnego roztworu, po czym dodaje sie alkohol alifatyczny C3-C5, prosty lub rozga-
teziony, w ilosci od 3 do 12% wag. i nadal miesza sie do uzyskania jednorodnego roztworu, po czym
roztwor wylewa sie na podioze i suszy sie. Stosuje sie poli-L-laktyd o ciezarze czgsteczkowym
53 500-86 000 g/mol, o zawartosci centréw D od 0,01-0,5% wag. W wyniku procesu przeprowadzo-
nego zgodnie z wynalazkiem uzyskuje sie trojwymiarowy, dwuwarstwowy skafold, w ktérym warstwa
zewnetrza jest warstwa litg, a warstwa wewnetrzna jest porowata. Warstwa lita nie przepuszcza wody
ani zwigzkéw matoczasteczkowych, natomiast warstwa porowata jest warstwg przepuszczajgca. Dzie-
ki takiej strukturze zwigzki wspomagajace wzrost komérek niezbedne w hodowli tkanki skéry, takie jak
aminokwasy, cukry, kwas hialuronowy, zostajg zatrzymane wewnatrz rusztowania przez litg warstwe
zewnetrzna.

Sposobem wedtug zgtoszenia patentowego P.413603 otrzymuje sie jednofunkcyjny skafold
o $rednicy poréw wiekszej niz 10 um, o regularnych, réwnomiernie roztozonych i wzajemnie potgczo-
nych porach. Taka struktura umozliwia wzrost komérek oraz zapewnia dobrg wytrzymato$¢ mecha-
niczng, jednak ogranicza dostep i utrzymywanie sie sktadnikow odzywczych niezbednych komérkom
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we wnetrzu skafoldu. Zwykle rusztowania takie wraz z komérkami umieszcza sie w ciektym medium
hodowlanym, co zapewnia dyfuzje sktadnikéw odzywczych i metabolitéw. Dyfuzja ta jest ograniczona
porowatoscig materiatu oraz jego wtasciwosciami hydrofobowymi, co w konsekwencji moze powodo-
wac niedobo6r sktadnikéw odzywczych, a nawet $mieré komorek.

Rozwigzaniem powyzszego problemu jest sposéb wedtug wynalazku, prowadzgcy do otrzymania
dwufunkcyjnych skafoldéw, ktére w swojej strukturze zawierajg struktury pozwalajgce immobilizowaé
wielkoczgsteczkowe sktadniki odzywcze, co pozwala na precyzyjne i kontrolowane ich podawanie.

Sposo6b wytwarzania dwufunkcyjnych polilaktydowych skafoldéw przeznaczonych do hodowli
komérkowych polega na tym, ze polilaktyd umieszcza sie w rozpuszczalniku i miesza sie do catkowi-
tego rozpuszczenia polimeru, nastepnie do roztworu dodaje sie metanol i miesza sie do uzyskania
jednorodnego roztworu, po czym dodaje sie n-butanol lub n-propanol i nadal miesza sie do uzyskania
jednorodnego roztworu, po czym roztw6r wylewa sie na podtoze i suszy sie. Spos6b wedtug wynalaz-
ku charakteryzuje sie tym, ze stosuje sie czysty polilaktyd o ciezarze czgsteczkowym Mn 25-40 kg/mol
i zawartosci centréw D 0,51-1%, jako rozpuszczalnik polilaktydu stosuje sie chloroform, dichlorometan
lub tetrahydrofuran, a stezenie poliaktydu w roztworze rozpuszczalnika wynosi 6—15% wag., przy lepko-
Sci 35050 cP. Metanol oraz n-butanol lub n-propanol stosuje sie w stosunku 1:5 do rozpuszczalnika
polilaktydu, po dodaniu n-butanolu lub n-propanolu mieszanine podgrzewa sie do temperatury 31-38°C,
a suszenie prowadzi sie przy wilgotnosci wzglednej 30—-40% oraz w przepltywie gazu inertnego.

Korzystnie jako polilaktyd stosuje sie poli-L-laktyd.

W sposobie wedtug wynalazku stosuje sie czysty polilaktyd, bez dodatku stabilizatoréw, inhibi-
toréw degradaciji bgdz innych modyfikatoréw. W przypadku, gdy polilaktyd zawiera takie dodatki nale-
zy je usunag, np. poprzez wytrgcanie polimeru z roztworu przy uzyciu nierozpuszczalnika.

W wyniku procesu przeprowadzonego zgodnie z wynalazkiem uzyskuje sie tré jwymiarowy ska-
fold, ktérego struktura wewnetrzna oprécz sieci potgczonych pordéw zawiera takze sferyczne struktury.
Pory w rusztowaniu mogg by¢ zasiedlane przez namnazajgce sie komérki, za$ w strukturach sferycz-
nych mozna immobilizowaé niezbedne komdrkom wielkoczgsteczkowe skfadniki odzywcze tj. biatka,
peptydy, czy oligocukry. W rezultacie komdrkom dostarcza sie niezbedne do wzrostu substancje od-
zywcze poprzez kontrolowane i stopniowe ich uwalnianie ze struktury skafoldu wraz z postepujgcag
hodowlg. Dzieki temu zuzycie substancji bedzie nizsze (brak strat na substancje pozostajgce w cie-
ktym medium hodowlanym).

W celu uzyskania takiego efektu niezbedne jest zastosowanie odpowiedniego polilaktydu, spo-
rzadzenie wtasciwego stezenia dla roztworu polimeru z jednoczesnym utrzymaniem wiasciwej lepko-
Sci, a nastepnie dodatku ciektych prekursoréw poréw w odpowiednim stosunku objeto$ciowym do
polimeru oraz zastosowaniu wtasciwych warunkéw usuwania rozpuszczalnikédw organicznych. Pakiet
zmian wprowadzonych do sposobu wedtug zgtoszenia patentowego P.413603, polegajgcych na jed-
noczesnym zastosowaniu $rodkéw technicznych: polilaktydu o niskim ciezarze czgsteczkowym i wyz-
szej zawartosci centrow D, Scisle zdefiniowanych stosunkow ilosciowych i przedziatu lepkosci, susze-
nia przy okreslonej wilgotnosci i w atmosferze gazu obojetnego pozwolit na uzyskanie skafoldu
o0 $rednicy porow mieszczacej sie w zakresie 10-30 um, pomiedzy kiérym znajdujg sie struktury sfe-
ryczne o $rednicy 30-50 um, zawierajgce pory rzedu 15-25 pum. Réwnomiernie rozmieszczone pory
stwarzajg warunki do wzrostu komérek, zas sfery mogg stanowié miejsce immobilizowania substanc;ji
odzywczych niezbednych do prowadzenia hodowli.

Skafoldy otrzymane sposobem wedtug wynalazku sg przeznaczone do zastosowania w hodowli
wybranych komérek, w ktérych to niezbedne jest precyzyjne i kontrolowane dozowanie sktadnikow
odzywczych. Jest to bardzo ekonomiczne podejscie, gdyz ogranicza ilos¢ skfadnikéw, ktére w trady-
cyjnej hodowli sg rozproszone w medium ciektym.

Na rysunku przedstawiono:

Fig. 1 — obraz SEM dwufunkcyjnego polilaktydowego skafoldu (powiekszenie 120x);

Fig. 2 — obraz SEM dwufunkcyjnego polilaktydowego skafoldu (powiekszenie 300x);

Fig. 3 — obraz SEM dwufunkcyjnego polilaktydowego skafoldu (powiekszenie 1000x);

Fig. 4 — obraz SEM jednofunkcyjnego polilaktydowego skafoldu (powiekszenie 300x);

Fig. 5 — obraz SEM jednofunkcyjnego polilaktydowego skafoldu (powiekszenie 1000x).

Sposo6b wedtug wynalazku zostat blizej przedstawiony w przyktadach.

Przyktad 1

W kolbie stozkowej 50 mL rozpuszczano 0,75 g poli-L-laktydu (o M» 37 000 g/mol, PDI 1,89,
zawartos¢ centrow D = 1%) w 5 mL CHCIs przez 24 h, w 25°C. Nastepnie roztwor PLA/CHCIs o lepko-
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Sci 315 cP podgrzewano w tazni wodnej do temperatury 35°C, ciggle mieszajgc przy uzyciu mieszadta
magnetycznego oraz elementu mieszajgcego (szybkos¢ mieszania 200 min-'). Po ustabilizowaniu sie
warunkéw dodawano 1 mL metanolu, a po rozpuszczeniu czesciowo wytraconego polilaktydu 1 mL
n-butanolu. Po ponownym rozpuszczeniu PLA i doktadnym wymieszaniu sie sktadnikéw mieszaniny
zawartos¢ kolby wylewano na szalke Petriego o $rednicy 60 mm. Przed wylaniem szalka byta odttusz-
czona przy uzyciu EtOH, a nastepnie wysuszona. Nastepnie przez 48 h odparowywano rozpuszczal-
niki organiczne, zapewniajgc temp. 25-45°C, wilgotno$¢ wzgledna 30-40% oraz przeptyw powietrza.
Otrzymany skafold zbadano przy uzyciu skaningowego mikroskopu elektronowego (SEM) (Fig. 1, 2, 3),
przy czym przed badaniem prébke skafoldu potamano w ciektym azocie a nastepnie napylono
7-10 nm warstwa ztota przy uzyciu napylarki K550X Sputter Coater.

Przyktad 2

Przeprowadzono proces jak w Przyktadzie 1 zgtoszenia patentowego P.413603. W reaktorze
szklanym kulistym o pojemnosci 50 mL rozpuszczano 0,4 g PLA (o M» 86 000 g/mol) w 5 mL CHCIs
przez 24 h, w 25°C. Nastepnie roztwor PLA/CHCIs podgrzewano w tazni wodnej do temperatury 25°C,
ciggle mieszajac przy uzyciu mieszadta magnetycznego (szybkos¢ mieszania 600 min"). Po ustabili-
zowaniu sie warunkéw dodawano 1 mL metanolu i podgrzewano roztwér do 30°C ciggle mieszajgc.
Po rozpuszczeniu czesciowo wytrgconego PLA dodawano 1 mL 1-butanolu. Po ponownym rozpusz-
czeniu czesciowo wytrgconego PLA i doktadnym wymieszaniu sie skfadnikéw mieszaniny zawartos¢
kolby wylewano na szalke Petriego o Srednicy 60 mm. Przed wylaniem szalka byta odttuszczona przy
uzyciu EtOH, a nastepnie wysuszona. W temperaturze 25°C odparowano rozpuszczalnik i nieroz-
puszczalnik polimeru w przeptywie laminarnego powietrza przez 72 h. Otrzymano skafold jednofunk-
cyjny zawierajgcy w swojej strukturze jedynie sie¢ poréw, bez porowatych struktur kulistych (Fig. 4, 5).

Zastrzezenia patentowe

1. Sposo6b wytwarzania dwufunkcyjnych polilaktydowych skafoldéw przeznaczonych do hodowli
komérkowych polegajgcy na tym, ze polilaktyd umieszcza sie w rozpuszczalniku i miesza sie
do catkowitego rozpuszczenia polimeru, nastepnie do roztworu dodaje sie metanol i miesza
sie do uzyskania jednorodnego roztworu, po czym dodaje sie n-butanol lub n-propanol i na-
dal miesza sie do uzyskania jednorodnego roztworu, po czym roztwér wylewa sie na podioze
i suszy sie, znamienny tym, ze stosuje sie czysty polilaktyd o ciezarze czgsteczkowym
Mn 25-40 kg/mol i zawarto$ci centrow D 0,51-1%, jako rozpuszczalnik polilaktydu stosuje
sie chloroform, dichlorometan lub tetrahydrofuran, a stezenie poliaktydu w roztworze roz-
puszczalnika wynosi 6—15% wag., przy lepkosci 350150 cP, za$ metanol oraz n-butanol lub
n-propanol stosuje sie w stosunku 1:5 do rozpuszczalnika polilaktydu, a po dodaniu n-bu-
tanolu lub n-propanolu mieszanine podgrzewa sie do temperatury 31-38°C, za$ suszenie
prowadzi sie przy wilgotnosci wzglednej 30—-40% oraz w przeptywie gazu inertnego.

2. Sposbéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze jako polilaktyd stosuje sie poli-L-laktyd.
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