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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb wytwarzania hybrydowych implantéw o ksztatcie cylindrycz-
nym do kontrolowanego uwalniania substancji aktywnych w warunkach in vitro, przeznaczonych zwtasz-
cza do regeneracji nerwéw obwodowych.

Uszkodzenia nerwéw obwodowych to urazy powodujace zaburzenia motoryczno-czuciowe. Sa
one nastepstwem wypadkéw komunikacyjnych, rolniczych czy zabiegéw chirurgicznych (np. operacji
wyciecia guzéw nowotworowych). Przerwanie ciagto$ci nerwu doprowadza réwniez do powstawania
bolu neuropatycznego, ktéry charakteryzuje sie wysoka opornoscia na terapie srodkami farmakologicz-
nymi. W medycynie znane sa juz metody rekonstrukcji nerwéw tj. bezposrednie potacznie kikutéw nerwu
(tj. szew ,koniec do konca”), przeszczep autogeniczny lub allogeniczny. Jednak w miare postepu trady-
cyjne metody naprawy nerwdéw moga zosta¢ wyparte poprzez zastosowanie ,sztucznego srodowiska”
zapewniajacego odtworzenie funkcjonalnosci neurologicznej. Tréjwymiarowe rusztowania tkankowe
stwarzaja przestrzen umozliwiajaca wzrost wtékien nerwowych (aksonéw), a takze zabezpieczaja przed
dodatkowymi urazami.

Jako skafoldy (rusztowania tkankowe) stuzace do regeneracji nerwéw obwodowych znajduja za-
stosowanie implanty o ksztatcie cylindrycznym wykonane z bioresorbowalnych i biodegradowalnych po-
limeréw naturalnych, jak i syntetycznych. Do produkcji implantéw jako polimery naturalne stosuje sie
celuloze, kwas alginowy, alginiany, chityne, chitozan, kwas hialuronowy, kolagen, fibrynogen, natomiast
jako polimery syntetyczne polilaktyd (PLA), poli-L-laktyd (PLLA), poliglikolid (PGA), kopolimer polilaktyd-
-glikolid (PLGA), polikaprolakton (PCL), polidioksan (PDO), poli-B-hydroksymaslan (PHB), poli(ortoes-
ter), poli(cyjanoakrylan), poli(fosfazen), poli(g-etyloglutaminian), poli(DTH-iminoweglan).

Z opisu patentowego PL 218618 jest znany sposob wytwarzania implantéw o ksztatcie walca,
stanowiacych protezy do regeneracji nerwu obwodowego, polegajacy na tym, Zze do silikonowej formy
o przekroju kotowym, w ktérej umieszczone sa w stanie naprezenia rownolegle do osi formy, réwno-
miernie na okregu lub okregach wspétsrodkowych, gtadkie wtdkna polipropylenowe, wstrzykuje sie
wodna zawiesine mikrokrystalicznego chitozanu, po czym cato$¢ zamraza sie w temperaturze od -20°C
do -25°C przez 15-20 minut, usuwa sie silikonowa forme i uformowany cylindryczny rdzern poddaje sie
liofilizacji przez 24—-48 godzin w temperaturze od -20°C do -25°C pod cisnieniem 10-57 Pa. Nastepnie
rdzeh po usunieciu z niego widkien polipropylenowych umieszcza sie w tulei o Srednicy wewnetrznej
réwnej $rednicy rdzenia i grubosci 0,04—1,0 mm wykonanej z kopolimeru DL — laktydy/glikolid lub z wod-
nej zawiesiny mikrokrystalicznego chitozanu, przy czym rdzeh umieszcza sie tak, aby tuleja wystawata
poza oba konce rdzenia.

W opisie patentowym PL 238404 ujawniono sposéb wytwarzania hybrydowych implantéw
o ksztatcie cylindrycznym, przeznaczonych zwtaszcza do regeneracji lub zastapienia tkanek i narzadéw
o budowie cylindrycznej, polegajacy na wytworzeniu szkieletu wewnetrznego implantu na metalowym
precie, a nastepnie pokryciu szkieletu polimerem. Szkielet wewnetrzny cylindrycznego implantu wytwa-
rza sie na stalowym precie o przekroju kotowym w drodze ekstruzji stopionego tworzywa termoplastycz-
nego, ewentualnie zawierajacego dodatek srodka aktywnego, na tym precie poruszanym ruchem obro-
towym i/lub posuwisto-zwrotnym, recznie lub mechanicznie, w temperaturze zapewniajacej ptynnosé
tworzywa. Po ostudzeniu szkieletu do temperatury pokojowej, pokrywa sie szkielet wewnetrzny polime-
rem w drodze zamocowania preta z naniesionym szkieletem wewnetrznym jako elektrody wewnetrznej
elektrolizera, wprowadzenia do elektrolizera roztworu chitozanu w wodnym roztworze kwasu organicz-
nego lub nieorganicznego zawierajacego dodatek hydroksyapatytu i prowadzenia procesu elektrodepo-
zycji chitozanu z roztworu na szkielecie wewnetrznym implantu pradem statym, a po zakonczeniu elek-
trodepozycji powstaty implant zdejmuje sie z elektrody i umieszcza w soli fizjologicznej buforowanej
fosforanami. Proces ekstruzji prowadzi sie z dyszy ekstrudera o $rednicy 0,1-0,6 mm. Wytwarza sie
szkielet wewnetrzny implantu w ksztatcie helisy, o strukturze siatki lub strukturze pierécieniowej. Jako
tworzywo termoplastyczne stosuje sie korzystnie kopolimer kwasu mlekowego i glikolowego lub polika-
prolakton. Jako $rodki aktywne w tworzywie termoplastycznym stosuje sie leki matoczasteczkowe, jak
biatka, DNA, RNA, wirusy, w postaci statej lub enkapsulowane w mikro- lub nanosferach. Stosuje sie
roztwor chitozanu korzystnie w roztworze wodnym kwasu octowego, mlekowego, chlorowodorowego.
Po zakonczeniu elektrodepozyciji wytworzony implant usuwa sie z elektrody i wprowadza do buforowa-
nej fosforami soli fizjologicznej.

Z opisu zgtoszenia patentowego EP 16780881 znany jest sposéb wytwarzania biozgodnych i bio-
resorbowalnych rurek do regeneracji nerwow oraz otulin stosowanych przy leczeniu badZ naprawie
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uszkodzonych nerwdéw obwodowych, ktérych wiasciwosci uzytkowe sa udoskonalane poprzez zastoso-
wanie powiok regulujacych przenikanie tkanki widkniste;.

Opis zgtoszenia patentowego P.384324 ujawnia biozgodny implant do kontrolowanego uwalnia-
nia lekéw, bedacy kompozytem zawierajacym hydroksyapatyt jako ceramiczny nosnik z inkorporowana
substancja terapeutyczna. Implant zawiera polilaktyd o masie czasteczkowej 140—150 kDa w ilosci od
30 do 50% masowych, hydroksyapatyt w iloéci od 50 do 70% masowych, a substancje terapeutyczna
w ilosci od 9 do 11% masowych.

Jedna z postaci leku o kontrolowanym uwalnianiu substancji leczniczej sa mikrosfery — czastki
wielkoéci 1-1000 mikrometrow, w ktérych substancja lecznicza jest inkorporowana (rozpuszczona lub
zawieszona) w polimerowej matrycy. Do najczestszych, znanych sposobdw otrzymywania mikrosfer na-
leza metody emulsyjne (opis zgtoszenia patentowego EP 3125871A1, opis patentowy US 8034382B2).
Metody te dziela sie na polegajace na odparowaniu rozpuszczalnika, jego ekstrakcji, rozcienczeniu czy
na polimeryzacji powstatej emulsji (International Journal of Clinical Pharmacy, 2003, 255, 13-32).
W sposobach tych wodny roztwér polimeru i zamykanej substancji czynnej zostaje potaczony z faza
organiczna za pomoca odpowiedniego surfaktantu w celu utworzenia emulsji olej w wodzie (w przy-
padku substancji o charakterze hydrofobowym) lub woda w oleju (dla substancji hydrofilowych). Gdy
substancja lecznicza nie rozpuszcza sie w roztworze polimeru, niezbedne jest przygotowanie emulsji
wielokrotnych.

Celem niniejszego wynalazku jest opracowanie sposobu wytwarzania hybrydowych implantéw
o ksztatcie cylindrycznym do kontrolowanego uwalniania substancji aktywnych w warunkach in vitro,
wykorzystujacego zmodyfikowana metode wprowadzania substancji aktywnych do szkieletu wewnetrz-
nego implantéw.

Sposéb wytwarzania hybrydowych implantéw o ksztatcie cylindrycznym do kontrolowanego uwal-
niania substancji aktywnych w warunkach in vitro, przeznaczonych zwtaszcza do regeneracji nerwoéw
obwodowych, polegajacy na wytworzeniu szkieletu implantu z polikaprolaktonu w ksztatcie helisy,
o strukturze siatki lub strukturze pierécieniowej, w drodze ekstruzji stopionego polikaprolaktonu na sta-
lowym precie o przekroju kotowym o $rednicy 1-10 mm, poruszanym ruchem obrotowym, recznie lub
mechanicznie, z dyszy ekstrudera o $rednicy 0,1-0,6 mm, w temperaturze 60—100°C zapewniajacej
ptynnos¢ tworzywa, potaczonym z modyfikacja szkieletu substancja aktywna z grupy obejmujace;j leki
matoczasteczkowe, biatka jak NGF, DNA lub RNA, wirusy, i nastepnie na pokryciu szkieletu wewnetrz-
nego implantu zawierajacego substancje aktywna, polimerem w drodze zamocowania preta z naniesio-
nym szkieletem wewnetrznym jako elektrody wewnetrznej elektrolizera, wprowadzenia do elektrolizera
roztworu chitozanu w wodnym roztworze kwasu organicznego lub nieorganicznego, zawierajacego do-
datek hydroksyapatytu w ilosci 1-40% wagowych w stosunku do masy chitozanu i prowadzenia procesu
elektrodepozycji chitozanu z roztworu na szkielecie wewnetrznym implantu pradem statym przy napieciu
6-24 V w czasie 1-40 minut, a po zakonczeniu elektrodepozycji zdjeciu powstatego implantu z elektrody
i umieszczeniu w soli fizjologicznej buforowanej fosforanami, wedtug wynalazku charakteryzuje sie
tym, Zze wytworzony szkielet implantu, przed pokryciem go polimerem, poddaje sie modyfikacji po-
wierzchniowej substancja aktywna, polegajacej kolejno na umieszczeniu szkieletu w roztworze buforu
tris o stezeniu 0,12 g/l zawierajacego 3,7-18,5 g chlorowodorku dopaminy/g szkieletu, nastepnie pod-
daniu szkieletu tagodnemu mieszaniu z predkoscia 30 obrotéw/minute bez dostepu Swiatta w czasie
24 godzin, 3-krotnym ptukaniu w dejonizowanej wodzie i w koricu na tagodnym wytrzasaniu w wodnym
roztworze nosnika zawierajacego substancje aktywna, korzystnie w postaci mikrokapsutek wykonanych
z kopolimeru kwasu mlekowego i glikolowego (z PLGA) inkapsulujacych substancje aktywna, o stezeniu
0,1-2 g/l, w czasie dwdch godzin. Stosuje sie roztwor chitozanu korzystnie w roztworze wodnym kwasu
mlekowego. Korzystnie stosuje sie mikrokapsuiki inkapsulujace substancje aktywna wykonane metoda
emulsyjna.

Implanty wytworzone sposobem wedtug wynalazku posiadaja strukture imitujaca mikrosrodowi-
sko uszkodzonej tkanki lub narzadu o budowie cylindrycznej. Poprzez dobér odpowiednich komponen-
téw implantu (materiat termoplastyczny, kapsutkowane substancje czynne), wymiary elektrody oraz
nadanie wtasciwego uksztattowania szkieletu wewnetrznego mozna uzyskaé implant o parametrach
preferowanych w regeneracji tkanki nerwowej. Dodatkowo umieszczenie na szkielecie czynnika ak-
tywnego zamknietego w mikro- lub nanosferach umozliwia jego kontrolowane, przedtuzone uwalnianie
o kinetyce uwarunkowanej kinetyka degradacji, przy czym zwieksza to efektywno$¢ zastosowanej te-
rapii, zminimalizuje dziatania niepozadane przy jednoczesnym ograniczeniu kosztéw leczenia.
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Sposéb wedtug wynalazku ilustruje ponizszy przyktad z powotaniem sie na rysunek, na ktérym
fig. a przedstawia zdjecie szkieletu wewnetrznego implantu w ksztatcie helisy wykonane za pomoca
skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM), fig. b — zdjecie SEM helisy szkieletu wewnetrznego zmo-
dyfikowanej mikrosferami z substancja aktywna, zas fig. ¢ — zdjecie SEM wytworzonego implantu.

Przyktad

W gtowicy ekstrudera umieszczono filament polikaproplaktonu (PCL), ktéry podgrzewano do tem-
peratury 100°C. Szkielet wewnetrzny wytwarzano na drodze ekstruzji stopu przez dysze ekstrudera
o $rednicy 0,1 mm na pret wykonany ze stali nierdzewnej o $rednicy 2 mm, poruszany mchem obroto-
wym, w temperaturze 100°C przy predkosci podawania stopu PCL zdefiniowanej w G-codzie Z-132.
Szkielet wewnetrzny w ksztatcie helisy z PCL, o dtugosci 4 cm drukowano za pomoca czteroosiowe;j
frezarki CNC sterowanej przez zewnetrzny program Mach3 przy nastepujacych parametrach: G — code:
F —8500Y — 240 A17600 Z — 132 Z — 8 A27000. Uzyskany szkielet umieszczono w 50 ml przygotowa-
nego buforu tris zawierajgcego 0,4 g chlorowodorku dopaminy. Uktad tagodnie mieszano bez dostepu
Swiatta. Po uptywie 24 godzin wyjeto szkielet z roztworu buforowego, optukano 3-krotne w wodzie de-
jonizowanej, po czym umieszczono szkielet w wodnym roztworze mikrosfer inkapsulujacych surowiczna
albumine wotowag (BSA) i poddano tagodnemu wytrzasaniu przy predkosci 30 obrotéw/minute przez
2 godziny.

Mikrokapsutki przygotowano standardowa technikg podwdjnej emulsji woda/olej/woda (W/O/W)
z odparowaniem rozpuszczalnika. W tym celu 0,5 g kopolimeru kwasu mlekowego i glikolowego (PLGA)
w postaci granulek rozpuszczono w 2,5 ml dichlorometanu (DCM). Nastepnie do roztworu PLGA dodano
0,08 ml 0,1% (wag./obj.) surowicznej albuminy wotowej (BSA) rozpuszczonej w roztworze soli fizjolo-
gicznej buforowanej fosforanem PBS. Mieszanine homogenizowano 1 minute przy uzyciu homogeniza-
tora ustawionego na moc: 10% i liczbe cykli rébwna 6. W kolejnym etapie zhomogenizowanag mieszanine
wlano do 25 ml 1% wag. wodnego roztworu poli(alkoholu winylowego) (PVA) i homogenizowano przez
koleja 1 minute zmieniajac moc na 50% przy liczbie cykli 6. W kolejny etapie mieszanine dodano do
25 ml 0,1% wodnego roztworu PVA i homogenizowano nie zmieniajac parametréw. Powstata emulsje
podwdjna mieszano mieszadtem magnetycznym przez 1 godzine. Po catkowitym odparowaniu roz-
puszczalnika, powstate mikrosfery odwirowywano 3 minuty w temperaturze pokojowej. W ostatnim
etapie odwirowane mikrosfery zebrano razem i przemyto 2-krotnie w 50 ml wody dejonizowanej, po
czym ponownie odwirowywano je przez 3 minuty. Pret z naniesiona recznie helisg szkieletu implantu
umieszczono jako elektrode wewnetrzng w elektrolizerze. Jednoczes$nie w mieszalniku przygotowano
100 ml 1% roztworu chitozanu w 3% kwasie mlekowym zawierajacego 0,01 g dobrze rozdyspergowa-
nego hydroksyapatytu, ktéry nastepnie umieszczono w elektrolizerze. Elektrolizer podtaczono do sta-
bilizowanego zasilacza pradu statego, tak Ze elektroda wewnetrzna z wewnetrznym szkieletem im-
plantu posiadata potencjat ujemny, zas elektroda zewnetrzna elektrolizera o $rednicy wewnetrznej
22 mm, wykonana ze stali nierdzewnej, posiadata potencjat dodatni. Proces elektrodepozycji prowa-
dzono 15 minut przy napieciu 12 V. W wyniku tego procesu na elektrodzie wewnetrznej odktadat sie
zredukowany w procesie elektrodepozycji chitozan z wbudowanymi w jego strukture krysztatami hy-
droksyapatytu, tworzacy zewnetrzna ostone implantu, integrujacy w swojej strukturze wewnetrzny
szkielet wykonany z PCL. Po zakonczeniu procesu powstaty na elektrodzie hybrydowy implant zdjeto
z elektrody i przeniesiono do sterylnej wody dejonizowane;j.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposdéb wytwarzania hybrydowych implantéw o ksztatcie cylindrycznym do kontrolowanego
uwalniania substancji aktywnych w warunkach in vitro, przeznaczonych zwtaszcza do regene-
racji nerwoéw obwodowych, polegajacy na wytworzeniu szkieletu implantu z polikaprolaktonu
w ksztatcie helisy, o strukturze siatki lub strukturze pierécieniowej, w drodze ekstruzji stopio-
nego polikaprolaktonu na stalowym precie o przekroju kotowym o $rednicy 1—-10 mm, porusza-
nym ruchem obrotowym, recznie lub mechanicznie, z dyszy ekstrudera o $rednicy 0,1-0,6 mm,
w temperaturze 60—100°C, potaczonym z modyfikacja szkieletu substancja aktywna z grupy
obejmujacej leki matoczasteczkowe, biatka jak NGF, DNA lub RNA, wirusy, i nastepnie na po-
kryciu szkieletu wewnetrznego implantu zawierajacego substancje aktywna, polimerem w dro-
dze zamocowania preta z naniesionym szkieletem wewnetrznym jako elektrody wewnetrznej
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elektrolizera, wprowadzenia do elektrolizera roztworu chitozanu w wodnym roztworze kwasu
organicznego lub nieorganicznego, zawierajacego dodatek hydroksyapatytu w ilosci 1-40%
wagowych w stosunku do masy chitozanu i prowadzenia procesu elektrodepozycji chitozanu
z roztworu na szkielecie wewnetrznym implantu pradem statym przy napieciu 6-24 V w czasie
1-40 minut, a po zakonczeniu elektrodepozycji zdjeciu powstatego implantu z elektrody
i umieszczeniu w soli fizjologicznej buforowanej fosforanami, znamienny tym, ze wytworzony
szkielet implantu, przed pokryciem go polimerem, poddaje sie modyfikacji powierzchniowe;j
substancja aktywna, polegajacej kolejno na umieszczeniu szkieletu w roztworze buforu tris
o stezeniu 0,12 g/l zawierajacego 3,7-18,5 g chlorowodorku dopaminy/g szkieletu, nastepnie
poddaniu szkieletu tagodnemu mieszaniu z predkoscig 30 obrotéw/minute bez dostepu swiatta
w czasie 24 godzin, 3-krotnym ptukaniu w dejonizowanej wodzie i w kohcu na tagodnym wy-
trzasaniu w wodnym roztworze nosnika substancji aktywnej inkapsulujacego substancje ak-
tywna, w postaci mikrokapsutek inkapsulujacych substancje aktywna, o stezeniu 0,1-2 g/l
w czasie dwoéch godzin.

. Sposéb wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze stosuje sie mikrokapsutki inkapsulujace sub-
stancje aktywna, wykonane z kopolimeru kwasu mlekowego i glikolowego.

. Sposéb wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze stosuje sie mikrokapsutki inkapsulujace sub-
stancje aktywna, wykonane metoda emulsyjna.

. Sposdéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, Ze w procesie elektrodepozycji stosuje sie roztwor
chitozanu w roztworze wodnym kwasu mlekowego.
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