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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku sg mikrokapsutki typu rdzen/otoczka na bazie poliestrow i polisachary-
doéw, z dodatkiem ptatkéw tlenku grafenu, jako systemy dostarczania substancji bioaktywnych, z mozli-
woscig modulowania szybkosci uwalniania i uwalniania na zgdanie.

Inzynieria tkankowa to intensywnie rozwijajgca sie dziedzina nauk technicznych, ktérej gltdwnym
celem jest wytwarzanie funkcjonalnych zamiennikéw uszkodzonych tkanek lub catych narzadéw. Pro-
ponowane rozwigzania inzynierii tkankowej, ktére tgczg wiedze z zakresu bioinzynierii i inzynierii mate-
riatowej, wychodzg naprzeciw problemom wspéiczesnej medycyny regeneracyjnej, takim jak: (i) brak
dawcow dla przeszczepow tkanek, (ii) obcigzenie pacjenta zwigzane z przeszczepami autogenicznymi,
(iii) powiktania zwigzane z przeszczepami allogenicznymi lub ksenogenicznymi, (iv) brak integracji
sztucznych protez z organizmem pacjenta.

Inzynieria tkankowa opiera sie na manipulacjach zywymi komdérkami umieszczanymi na sztucz-
nych rusztowaniach wykonanych z nowoczesnych biomateriatéw, ktére majg na celu podtrzymanie for-
mujacej sie struktury przestrzennej. Wtasciwy rozwéj ksztattujgcej sie w ten sposob tkanki wymaga za-
stosowania szczegdélnych bodzcow srodowiskowych, tj. bioaktywnych czgsteczek sygnalizacyjnych,
w tym czynnikéw wzrostu i hormonow.

Czynniki biologicznie aktywne, ktére sg niezbedne dla zapewnienia prawidtowego przebiegu pro-
cesu roznicowania komoérek, a nastepnie ich zrastania z tkankg gospodarza, dostarczane w sposéb
bezposredni niosg za sobg rowniez ryzyko powiktan. Wiele czynnikéw bioaktywnych obecnie stosowa-
nych charakteryzuje sie plejotropowoscig, czyli zdolnoscig wielokierunkowego dziatania. Dlatego tez
bezposrednie, niekontrolowane podawanie tych czynnikdw zwigzane jest z duzym ryzykiem wystepo-
wania efektéw niepozadanych. Na przyktad, w przypadku czynnika BMP-2, ktéry bierze udziat w regu-
lacji wzrostu i r6znicowania osteoblastow i chondroblastéw, jego niekontrolowana dyfuzja do pobliskich
tkanek moze powodowac niepozgdane ektopowe tworzenie sie kosci, resorpcje kosci natywnej i obrzek
tkanek miekkich.

W zwigzku z tym, opracowywanie takich uktadéw, w ktérych czgsteczki sygnalizacyjne beda do-
starczane w odpowiednim czasie i stezeniu oraz chronione przed degradacja, jest jednym z najwazniej-
szych kierunkéw badan w dziedzinie medycyny regeneracyjnej. Obecnie opracowywane sg rézne sys-
temy dostarczania czynnikow bioaktywnych oparte gtéwnie na matrycach polimerowych (mikro-, nano-
kapsutki i sfery, mikro- i nanowtdkna, hydrozele, rusztowania, nanosfery lipidowe, i systemy kombino-
wane), gdzie inkorporacja nastepuje w sposob fizyczny (adsorpcja, enkapsulacja) lub chemiczny
(z utworzeniem wigzan chemicznych pomiedzy czynnikiem a matryca). Do tej pory najlepszg strategia
dla zastosowan klinicznych jest zamykanie czynnikdw w mikrosferach (enkapsulacja), szczegdlnie
w technice nano- i mikrokapsutkowania, czesto zintegrowanych z biorusztowaniami.

Mikrokapsutkowanie, czy tez mikroenkapsulacja, jest procesem polegajgcym na powlekaniu lub
zamykaniu danego materiatu lub mieszaniny materiatébw wewnatrz otoczki (membrany), ktérg stanowi
okreslony materiat lub ukfad. Zazwyczaj materiaty te r6znig sie wtasciwo$ciami fizyko-chemicznymi, to-
tez w wyniku mikroenkapsulacji otrzymywany jest produkt kompozytowy — mikrokapsutki, ztozone
z rdzenia oraz otoczki o réznej charakterystyce materiatowej. Istnieje wiele metod mikroenkapsulacji,
ktére mozna podzieli¢ na dwie gtdwne grupy: procesy chemiczne (np. koacerwacja, polimeryzacja mie-
dzyfazowa lub in situ) oraz procesy mechaniczne lub fizyczne (np. suszenie rozpytowe, enkapsulacja
mikroprzeptywowa, wyttaczanie wirowe, technologia wibracji dysz). Jedng z najbardziej obiecujgcych
jest komercyjnie dostepna technologia tgczgca wyttaczanie wspoétosiowe z wibracjg dysz i elektrosta-
tycznym rozpraszaniem. Urzadzenia dostepne na rynku posiadajg mozliwos¢ wytwarzania mikrokapsu-
tek w warunkach sterylnych oraz w skali potprzemystowe;j.

Najczesciej stosowanymi w enkapsulacji biomateriatami sg resorbowalne materiaty polimerowe
naturalne i syntetyczne, wsréd ktérych wyrézni¢ nalezy dwie grupy: polisacharydy, w tym alginian, chi-
tozan; oraz poliestry alifatyczne, takie jak polilaktyd (PLA), poliglikolid (PGA), kopolimer polilaktyd-gli-
kolid (PLGA). W standardowym podejsciu stosowane sg réznego rodzaju kombinacje wymienionych
polimerdw, ktére majg na celu przedtuzenie czasu uwalniania danego czynnika.

Nowoczesne podejscie w systemach dostarczania substancji bioaktywnych celuje nie tylko
w osiggniecie przedtuzonego uwalniania, ale rowniez przejecie kontroli nad uwalnianiem czynnika za-
wartego w mikrokapsutkach. Przy wytgcznym zastosowaniu powyzszych polimeréw kontrola ta jest
ograniczona, dlatego tez szeroko badany jest wptyw ré6znego rodzaju dodatkéw, w celu osiggniecia tak
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zwanego uwalniania na zgdanie. Uwalnianie to moze zachodzi¢ pod wptywem réznych bodzcéw ze-
wnetrznych. W zaleznosci od zastosowanych dodatkow, najczesciej nanoczgstek, stosuje sie rézne
bodzce uwalniajgce, np. pole magnetyczne przy zastosowaniu nanoczgstek magnetycznych, bodzce
elektryczne dla czgstek elektroreaktywnych, oraz swiatto (gtéwnie w zakresie podczerwieni) dla czastek
o specyficznych wtasciwosciach optycznych. Ta ostatnia sposréd wymienionych technika aktywacji wy-
kazuje najmniejszg inwazyjnosc i jest najszerzej badang metodg. Ponadto metody laserowe sg juz po-
wszechnie stosowane w praktyce medycznej, np. na potrzeby dermatologii.

Lasery dziatajgce w bliskiej podczerwieni (IR) o dtugosci fali (750—1200 nm) majg wieksze gtebo-
kosci penetracji tkanki niz lasery dziatajgce w zakresie widzialnym, czy ultrafioletowym. Dlatego lasery
IR sg dobrym wyborem jako bodziec stymulujgcy uwalnianie czynnikow z mikrokapsutek wczesniej za-
aplikowanych w docelowe miejsce wymagajgce gtebokich penetracji (np. pod tkankg podskérng). Uwal-
nianie za pomocg lasera IR bazuje na efekcie fototermicznym, ktéry odnosi sie do zjawiska pochtaniania
promieniowania elektromagnetycznego przez dany materiat, ktéry ulega wzbudzeniu, w wyniku czego
powstaje energia cieplna (ciepto). Opracowywanych jest wiele systemow uwalniania, ktére wykorzystujg
rézne zjawiska, jakie zachodzg w materiale matrycy pod wptywem lokalnego podwyzszenia tempera-
tury; moze to by¢ np. zmiana konformacji tancuchéw polimerowych w tzw. ,szczotkach polimerowych”.
Wykorzystany w niniejszym wynalazku mechanizm uwalniania bazuje na nastepujacym efekcie: nano-
czastki o okreslonych wiasciwosciach swiattoczutych wprowadzone do matrycy polimerowej absorbujgc
promieniowanie swietlne prowadzg do lokalnego nagrzewania sie materiatu, co w efekcie przyspiesza
jego degradacje i powoduje szybsze uwalnianie czynnikéw bioaktywnych.

Naukowcy badajg rézne nanoczastki silnie absorbujgce swiatto pod katem ich zastosowania
w mikrokapsutkach polimerowych do uwalniania przy pomocy IR. Do najbardziej perspektywicznych,
szeroko badanych nalezg miedzy innymi nanoczastki metali (gtdwnie ztota), nanorurki weglowe i grafen.
Nanomaterialy weglowe ze wzgledu na swdj skiad i strukture, wykazujg najwiekszg zgodnos¢ biolo-
giczng i harmonie interakcji z zywa materig. Dlatego tez zaréwno nanorurki weglowe, jak i grafen, do-
minujg w najnowszych doniesieniach naukowych z zakresu nanomedycyny. Chociaz do$¢ czesto wy-
korzystywany grafen wykazuje potencjat w zastosowaniu do niniejszego wynalazku ze wzgledu na
swojg unikalng zdolnos¢ do absorpcji $wiatta, to jednak posiada réwniez stabe strony. Jedng z nich jest
jego hydrofobowy charakter, niosgcy za sobg stabg dyspersje w wiekszosci ptynédw przyjaznych dla
Srodowiska biologicznego. Ta cecha znacznie ogranicza jego zastosowanie w aplikacjach medycznych,
poniewaz tatwo ulega aglomeracji w ptynach ustrojowych, np. surowicy, czy soli fizjologicznej. Istnieje
jednak inna jego forma, bardziej przyjazna dla organizmdéw zywych, czyli tlenek grafenu (z ang. gra-
phene oxide, GO). GO wykazuje wtasciwoéci bardzo zblizone do grafenu, przy tym posiada hydrofilowy
charakter, przez co jest znacznie bardziej biozgodny oraz wykazuje mniejszg toksyczno$¢ niz grafen.
GO daje zatem szerokie mozliwosci projektowania biozgodnych materiatbw nanokompozytowych o in-
teresujgcych wtasciwosciach.

W przeciggu ostatnich pieciu lat pojawito sie kilka publikacji, ktére odnoszg sie do mikrokapsutek
z dodatkiem tlenku grafenu. Mikrokapsutki opisane w dwoch réznych publikacjach, ktére w zasadzie
przedstawiajg te samg idee (Luo, Q., et al. (2016). Carbon, 106, 125-131.; Dong, L., et al. (2017).
Ultrasonics sonochemistry, 36, 437-445.), przygotowane sg w procesie emulgacji (olej-woda), przy uzy-
ciu wodnej dyspersji GO i czynnikéw rozpuszczonych w cieczy organicznej. Uniemozliwiajg one jednak
enkapsulacje substancji hydrofilowych. Problem ten zostat niejako rozwigzany stosujgc inng metode
wytwarzania — suszenia rozpytowego (Li, W., et al. (2014). Chemical Communications, 50(100), 15867—
15869.), gdzie sktadnik czynny jest bezposrednio umieszczany w dyspersji wodnej GO, co jednak po-
woduje ze sktadnik znajduje sie w otoczce mikrokapsuiki, a nie w jej wnetrzu. Jeszcze innym rozwigza-
niem byto uzycie nieorganicznych sferycznych czgstek jako szablonéw dla powstajgcej otoczki zawie-
rajacej GO (Kurapati, R., etal. (2013). Chemical Communications, 49(7), 734—736.). Jednak zapropo-
nowany system umozliwit enkapsulacje wytgcznie czynnikéw dodatnio natadowanych. W innej pracy
zaprezentowano mikrokapsutki otrzymane technikg warstwowego osadzania powtok (z ang. layer-by-
-layer, LbL) na szablonowych sferach z zywicy melaminowej (Deng, L., et al. (2016). ACS applied ma-
terials & interfaces, 8(11), 6859—-6868.). Niestety, metoda ta jest czasochtonna, ponadto catkowicie eli-
minuje mozliwos¢ enkapsulacji czynnikdw w trakcie procesu wytwarzania, co jeszcze bardziej wydtuza
proces przygotowania mikrokapsutek gotowych do aplikacji. Ponadto wszystkie powyzej opisane mikro-
kapsutki sktadajg sie jedynie z cienkiej otoczki (GO oraz dodatek scalajgcy otoczke, np. matoczgstecz-
kowy Srodek sieciujgcy, tzw. linker), sg puste w srodku, wiec czy to na etapie usuwania szablonéw, czy
pdzniej w procesie suszenia nie zachowujg one swojej sferycznej struktury. Zjawisko ,zapadania si¢”
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mikrokapsutek jest oczywiscie niepozadane, moze negatywnie wptywac na proces uwalniania, na jego
mniejszg przewidywalnos$¢, a takze utrudnia¢ pdzniejsze wprowadzanie do rusztowan.

Dobrym rozwigzaniem jest zastosowanie uktadéw mikroprzeptywowych, ktére umozliwiajg uzy-
skanie monodyspersyjnych, mechanicznie wytrzymatych mikrokapsutek o grubszych sciankach otoczki
(Kaufman, G., et al. (2017). ACS applied materials & interfaces, 9(50), 44192—-44198.). Opisany system
pozwala na enkapsulacje czynnikéw hydrofilowych. Otoczka sieciowana jest poprzez reakcje miedzyfa-
zowg epoksydoéw naniesionych na ptatki GO i makroczgsteczkowego ptynu silikonowego sfunkcjonali-
zowanego grupami aminowymi. Ptatki GO tworzg chemicznie usieciowany film na powierzchni kropel
wody w oleju generowanych przez urzadzenie mikroprzeptywowe (emulsja w/o/w). W innym systemie
korzystajacym z mikroprzeptywow, przedstawione mikrokapsultki posiadajg podwojny film z GO, we-
wnatrz i na zewnatrz hydrozelowej otoczki (emulsja o/w/o) (Byun, A., etal. (2015). Chemical Communi-
cations, 51(64), 12756—-12759.). W systemie tym otoczke stanowi hydrozel na bazie MPC (metakrylanu
2-etylofosforylocholiny) sieciowany swiattem ultrafioletowym z uzyciem dodatku fotoinicjatora (Darocur
1173). W obydwu systemach ptatki GO gromadza sie pomiedzy fazg wodng a oleista, poniewaz GO
dziata jako stabilizator w emulsjach Pickeringa. W takim przypadku modyfikacja przepuszczalnosci
otoczki mikrokapsutek nie jest w petni mozliwa bez szkodliwego wptywu na stabilnos¢ mechaniczng
mikrokapsutek. Co wiecej, metody mikroprzeptywowe mogg by¢ wykorzystywane jedynie w skali labo-
ratoryjnej, ze wzgledu na ich matg wydajnos¢.

Miedzynarodowa publikacja patentowa W02016199167A4 ujawnia w szerokim zakresie zastrze-
zen kompozycje mikrokapsutek typu rdzen/otoczka modyfikowanych za pomoca nanomateriatéw w celu
kontrolowanego uwalniania $srodka czynnego, w tym takze uzycie w kompozycji tlenku grafenu jako
nanomateriatu oraz lekéw jako uwalnianych srodkéw czynnych. Jednak opisana w tym patencie kom-
pozycja spetnia sie tylko w zastosowaniu do srodkéw czynnych nierozpuszczalnych w wodzie, co za-
weza znaczaco jej zastosowanie. Wiele sktadnikdw aktywnych biologicznie jest rozpuszczalnych jedy-
nie w roztworach wodnych. Ponadto, opisany sposéb wytwarzania mikrokapsutek umozliwia zastoso-
wanie jedynie polimeréw hydrofobowych rozpuszczalnych w cieczach organicznych, w tym wymieniono:
polimocznik, poliuretan, poliestry i poliamidy.

W trzech z powyzej oméwionych prac zaprezentowano wyniki uwalniania czynnikéw za pomocg
promieniowania podczerwonego, wykazujgc skutecznos¢ tej metody dla danych kompozycji z tlenkiem
grafenu. W badaniach wykorzystano lasery IR emitujgce promieniowanie elektromagnetyczne o diugo-
Sci fal 808 i 1064 nm.

W literaturze brak jest przyktadéw mikrokapsutek typu rdzen/otoczka z dodatkiem GO, ktére mo-
gtyby stanowié rozwigzanie problemu stabilnosci struktury mikrokapsutek. Problem ten znalazt rozwia-
zanie w obecnym wynalazku.

Szeroko ujmujgc, obecny wynalazek przewiduje zastosowanie ptatkow tlenku grafenu zdy-
spergowanych w hydrozelu w zastosowaniu na otoczke mikrokapsutek do dostarczania czynnikéw
aktywnych. Czynniki aktywne zawarte sg w porowatym rdzeniu mikrokapsutki uzyskanym na bazie
emulsji zawierajgcej wodny roztwdér srodka bioaktywnego oraz roztwdr polimeru w rozpuszczalniku
organicznym.

Mikrokapsutki o strukturze typu rdzen/otoczka, modyfikowane tlenkiem grafenu, wedtug wyna-
lazku charakteryzujg sie tym, ze sktadajg sie z poliestrowego porowatego rdzenia zawierajgcego sub-
stancje biologicznie aktywng i otaczajgcej rdzen hydrozelowej otoczki, wytworzonej z wodnego roztworu
alginianu o stezeniu od 0,01% (w/o) do 30,0% (w/0), z dodatkiem tlenku grafenu w iloéci od 0,01% (w/0)
do 10,0% (w/o) w stosunku do objetosci roztworu alginianu. Poliestrowy porowaty rdzen jest wytworzony
z emulsji otrzymanej z wodnego roztworu substancji bioaktywnej oraz roztworu poliestru w rozpuszczal-
niku organicznym, przy czym poliester jest wybrany z grupy zawierajgcej: polimery kwasu mlekowego
(PLA), polimery kwasu glikolowego (PGA), polimery kwasu e-kapronowego (PCL), i ich kopolimery,
a rozpuszczalnikiem substancji aktywnej jest roztwor soli fizjologicznej lub biologicznie dopuszczalny
bufor, za$ stosunek fazy organicznej do fazy wodnej wynosi od 1:1 do 20:1, korzystnie 10:1.

Rozpuszczalnikiem poliestru korzystnie jest hydrofobowy rozpuszczalnik organiczny, w tym: to-
luen, octan etylenu, trichloroetylen, eter diizopropylowy, pentan, keton metylowo-etylowy, eter mety-
lowo-t-butylowy, heksan, heptan, eter dietylowy, dichlorometan, 1,2-dichloroetan, cykloheksan, chloro-
form, tetrachlorek wegla, octan butylu, n-butanol, benzen.

Korzystnie stosuje sie rdzen wytworzony z roztworu poliestru z dodatkiem surfaktantu stabilizu-
jacego emulsje typu w-o. Korzystnie jest to surfaktant niejonowy w stezeniu od 0,01% do 30,0%. Ko-
rzystnie stosuje sie niejonowy monooleinian sorbitanu.
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Korzystnie alginianem jest alginian sodu.

Korzystnie roztwoér buforowy wybrany jest z grupy obejmujacej: bufor kwas cytrynowy/fosforan,
roztwor soli fizjologicznej (PBS), bufor octanowy, barbitalowy, boranowy, Brittona-Robinsona, kakody-
lanowy, cytrynianowy, kolidynowy, mréwczanowy, maleinianowy, Mcllvaine'a, fosforanowy, Prideaux-
-Warda, bursztynianowy, cytrynianowo-fosforanowo-boranowy (Teorella-Stanhagena), octan/weronal,
MES (kwas 2-(N15morfolino)etanosulfonowy), BIS-TRIS (bis(2-hydroksyetylo)iminotris(hydroksyme-
tylo)metan), ADA (kwas N-(2-acetamido)-2-iminodioctowy), ACES (kwas N-(karbamoilometylo)-2-ami-
noetanosulfonowy), PIPES (kwas piperazyno-N,N'-bis(2-etanosulfonowy)), MOPSO (kwas 3-(N-morfolino)-
-2-hydroksypropanosulfonowy), BIS-TRIS PROPANE (1,3-bis(tris(hydroksymetylo)metyloamino)propan),
BES (kwas N,N-bis(2-hydroksyetylo)-20 2-aminoetanosulfonowy), MOPS (kwas 3-(N-morfolino)propa-
nosulfonowy), TES (kwas N-tris(hydroksymetylo)metylo-2-aminoetanosulfonowy), HEPES (kwas N-(2-
-hydroksyetylo)piperazyno-N'-(2-etanosulfonowy), DIPSO (kwas 3-(N,N-bis(2-hydroksyetylo)amino)-2-
-hydroksypropanosulfonowy), MOBS (kwas 4-(N-morfolino)butanosulfonowy), TAPSO (kwas 3-(N-
-tris(hydroksymetylo)metyloamino)-2-hydroksypropanosulfonowy), tris(hydroksymetyloaminometano-
wy, HEPPSO (kwas N-(2-hydroksyetylo)piperazyno-N'-(2-hydroksypropanosulfonowy), POPSO (kwas
piperazyno-N,N'-bis(2-hydroksypropanosulfonowy)), TEA (trietanoloamina), EPPS (kwas N-(2-
-hydroksyetylo)piperazyno-N'-(3-propanosulfonowy), TRICINE (N-tris(hydroksymetylo)metyloglicyna),
GLY-GLY (glicyloglicyna), BICINE (N,N-bis(2-hydroksyetylo)glicyna), HEPBS (kwas N-(2-hydroksye-
tylo)piperazyno-N'-(4-butanosulfonowy)), TAPS (kwas N-tris(hydroksymetylo)metylo-3-aminopropano-
sulfonowy lub AMPD (2-amino-2-metylo-1,3-propanodiol).

Korzystnie roztwér wodny substancji aktywnej zawiera takze biatko jako dodatkowy czynnik sta-
bilizujgcy, takie jak: surowicza albumina wotowa, surowicza albumina ludzka, lizozym, albumina jaja
kurzego.

Korzystnie mikrokapsutki majg wymiary w zakresie od 1 do 1000 pum.

Mikrokapsutki wedtug wynalazku mogg by¢ stosowane dla dowolnej substancji przeznaczonej do
zastosowania biomedycznego. Korzystnie substancja aktywna jest wybrana sposrdd: czynnikéw wzro-
stu, antybiotykéw, Srodkéw antynowotworowych, srodkéw przeciwzapalnych, hormonéw, enzymow, wi-
tamin, cytokin. Szczegdlnie korzystnie jako substancje aktywng stosuje sie: biatka morfogenetyczne
kosci, czynniki wzrostu hepatocytéw, czynnik wzrostu keratynocytéw, onkostatyne M, deksametazon,
suplementy uzywane w hodowli komdrek neuronalnych, zasadowe czynniki wzrostu fibroblastéow, czyn-
niki wzrostu srédbtonka naczyniowego, nikotynamid, interleukine 6.

Sposdb wytwarzania mikrokapsutek typu rdzeh/otoczka modyfikowanych tlenkiem grafenu,
w technologii wspétosiowego wyttaczania z wykorzystaniem technologii wibracji dysz oraz elektrosta-
tycznego rozpraszania uformowanych kropel, wedtug wynalazku charakteryzuje sie tym, ze sporzadza
sie wodny roztwor alginianu, korzystnie alginianu sodu, o stezeniu od 0,01% (w/o) do 30,0% (w/o0),
z dodatkiem tlenku grafenu w ilo$ci od 0,01% (w/o) do 10,0% (w/o) w stosunku do objetosci roztworu
alginianu, oraz emulsje z wodnego roztworu substancji bioaktywnej oraz roztworu poliestru w rozpusz-
czalniku organicznym, w ktorej poliester jest wybrany z grupy zawierajgcej: polimery kwasu mlekowego,
polimery kwasu glikolowego, polimery kwasu e-kapronowego, i ich kopolimery, a rozpuszczalnikiem
substancji aktywnej jest roztwér soli fizjologicznej lub biologicznie dopuszczalny bufor, za$ stosunek
fazy organicznej do fazy wodnej wynosi od 1:1 do 20:1, korzystnie 10:1. Nastepnie z tego wodnego
roztworu oraz tej emulsji formuje sie mikrokapsuiki, ktére nastepnie sieciuje sie w wodnym roztworze
chlorku wapnia lub chlorku strontu o stezeniu od 1 mM do 1 M (korzystnie 100 mM), w czasie od 0,1
godziny do 24 godzin (korzystnie 3 godziny). Nastepnie mikrokapsutki ptucze sie woda, zamraza sie
i liofilizuje.

Korzystnie jako rozpuszczalnik poliestru stosuje sie hydrofobowy rozpuszczalnik organiczny,
w tym: toluen, octan etylenu, trichloroetylen, eter diizopropylowy, pentan, keton metylowo-etylowy, eter
metylowo-t-butylowy, heksan, heptan, eter dietylowy, dichlorometan, 1,2-dichloroetan, cykloheksan,
chloroform, tetrachlorek wegla, octan butylu, n-butanol, benzen.

Korzystnie stosuje sie rdzef wytworzony z roztworu poliestru z dodatkiem surfaktantu stabilizu-
jacego emulsje typu w-o. Korzystnie jest to surfaktant niejonowy w stezeniu od 0,01% do 30,0%. Ko-
rzystnie jako surfaktant stabilizujgcy stosuje sie niejonowy monooleinian sorbitanu.

Korzystnie roztwér sieciujgcy zawiera dodatek surfaktantu w ilosci od 0,01% do 10,0%, ktory
utrzymuje sferyczny ksztatt struktury sieciowanych mikrokapsutek. Korzystnie stosuje sie etery oktylo-
fenylowe glikolu polietylenowego.
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Korzystnie stosuje sie roztwor wodny substancji aktywnej z dodatkiem surowiczej albuminy wo-
towej, surowiczej albuminy ludzkiej, lizozymu lub albuminy jaja kurzego.

Jako substancje bioaktywng stosuje sie dowolng substancje przeznaczong do zastosowania bio-
medycznego.

Korzystnie substancja aktywna jest wybrana sposréd: czynnikdw wzrostu, antybiotykéw, Srodkéw
antynowotworowych, srodkéw przeciwzapalnych, hormonoéw, enzymaéw, lekéw, witamin, cytokin. Szcze-
golnie korzystnie jako substancje aktywng stosuje sie: biatka morfogenetyczne kosci, czynniki wzrostu
hepatocytéow, czynnik wzrostu keratynocytéw, onkostatyne M, deksametazon, suplementy uzywane
w hodowli komoérek neuronalnych, zasadowe czynniki wzrostu fibroblastéw, czynniki wzrostu $réd-
btonka naczyniowego, nikotynamid, interleukine 6.

Wodny roztwor alginianu sodu z tlenkiem grafenu oraz emulsje substanciji aktywnej i poliestru
wyttacza sie przy pomocy pomp strzykawkowych do gtowicy wibracyjnej, a nastepnie do dysz usytuow-
anych koncentrycznie, przy czym emulsje kieruje sie do dyszy wewnetrznej, a wodny roztwoér do dyszy
zewnetrznej. Podczas procesu wyttaczania wspotosiowego formowanie sie tancucha kropel (a pozniej
mikrokapsutek) z ciggtego strumienia nastepuje poprzez dzielenie strumienia za pomoca wibracji. Na-
stepnie tancuch kropelkowy rozpraszany jest poprzez sity elektrostatyczne dziatajgce w wytworzonym
polu elektrostatycznym przez wbudowang elektrode znajdujgca sie przy wylocie z dysz. Oddziatywania
elektrostatyczne powodujg rozpraszanie sie utworzonych kropel, zapobiegajgc ich koalescencji. Za-
réwno wartosci czestotliwosci drgan, jak napiecie na elektrodzie, ustawia sie w zaleznosci od zastoso-
wanych cieczy, jak i srednicy dysz. Mikrokapsutki wedtug wynalazku, korzystnie, wywarzane sg przy
uzyciu dysz o srednicach 80 um i 200 um, odpowiednio dla dyszy wewnetrznej i zewnetrznej. Mikrokap-
sutki wedtug wynalazku, wytwarzane sg przy predkosciach przeptywéw cieczy zewnetrznej od 0,1 do
20,0 ml/min i w zakresie od 0,05 do 10,0 ml/min dla cieczy wewnetrznej.

W celu utworzenia emulsji, ktéra bezposrednio stosowana jest jako ciecz rdzeniowa, fazy orga-
niczng i wodng homogenizuje sie przy pomocy ultradzwiekéw. Roztwér polimeru o okreslonym stezeniu,
korzystnie $wiezo przygotowany, umieszcza sie w kagpieli lodowej (aby nie dopusci¢ do temperaturowe;j
degradacji substancji aktywnej podczas homogenizacji), nastepnie w roztworze umieszcza sie kon-
céwke homogenizatora i po uruchomieniu ultradzwiekéw, zakrapla sie roztwér substanciji aktywnej. Pro-
ces tworzenia emuls;ji jest bardzo szybki i relatywnie bezpieczny dla enkapsulowanej substancji aktyw-
nej, przy odpowiednio dobranych parametrach, takich jak amplituda, krétki czas pracy homogenizatora,
oraz tryb pracy — impulsowy. Wytworzona w ten sposéb emulsja na bazie PBS charakteryzuje sie dobrg
stabilno$cig (20 godzin w temp. laboratoryjnej ok. 22°C), natomiast przy uzyciu HEPES mniejszg sta-
bilnoscig (3 godziny w temp. ok. 22°C). Stabilnos¢ emulsji bedzie silnie zalezata od uzytego czynnika
aktywnego oraz typu roztworu buforowego. Mikrokapsutki wedtug wynalazku, korzystnie, wytwarzane
sg natychmiast po przygotowaniu emulsji rdzeniowe;j.

Zawiesina tlenku grafenu w roztworze alginianu, przyktadowo NaAlg, moze zostaé uzyskana
dwoma sposobami. Pierwszy z nich przewiduje sporzgdzenie w pierwszej kolejno$ci wodnego roz-
tworu NaAlg, a nastepnie dodanie stezonej zawiesiny wodnej GO w odpowiedniej ilosci, aby uzy-
ska¢ okre$lone, pozgdane stezenie koncowe ptatkéw GO. Drugi sposéb przewiduje sporzadzenie
w pierwszej kolejnosci wodnej zawiesiny GO o okre$lonym, koricowym stezeniu, a nastepnie doda-
niu do niej NaAlg w postaci statej, w ilosci odpowiedniej do uzyskania okreslonego stezenia NaAlg
w roztworze. Pierwszy sposéb przewiduje dyspergowanie ptatkéw GO za pomocg homogenizatora
ultradzwiekowego o okreslonej amplitudzie, dziatajgcego przez krétki czas w trybie impulsowym.
Drugim sposobem, dyspersja GO uzyskiwana jest podczas szybkiego mieszania sktadnikéw przy
pomocy mieszadetka magnetycznego przez dtugi okres czasu (do 12 godzin). Oba sposoby pozwa-
lajg na uzyskanie zadowalajgcej dyspersji GO w roztworze NaAlg. Jednolite zdyspergowanie ptat-
kéw GO zostato potwierdzone w badaniach obrazowania powierzchni mikrokapsutek przed proce-
sem suszenia za pomocg mikroskopii sit atomowych (z ang. atomic force microscope, AFM). Uzy-
skane zawiesiny w podanych zakresach stezeh wykazujg bardzo dobrg stabilnos¢ (w temp. 4°C
nawet kilka tygodni), bez zastosowania dodatkowych stabilizatoréw. Mikrokapsutki wedtug wyna-
lazku, korzystnie, wytwarzane sg ze swiezo przygotowanej zawiesiny GO w NaAlg. Zaréwno steze-
nie NaAlg, jak i GO majg wptyw na parametry reologiczne cieczy uzywanej do wytworzenia otoczki,
co jest znaczgce dla procesu wytwarzania mikrokapsutek. Mniejsze lub wigksze stezenia utrudniajg
lub uniemozliwiajg przeprowadzanie procesu wytwarzania mikrokapsutek.

W wyniku sposobu wedtug wynalazku uzyskuje sie mikrokapsutki wedtug wynalazku, ktére po-
siadajg polimerowy rdzen o strukturze porowatej, zawierajgcy substancje bioaktywna, oraz otoczke
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(membrane) polisacharydowg na bazie wodnego roztworu alginianu sodu z dodatkiem pfatkéw tlenku
grafenu. Dzieki dodatkowi ptatkéw tlenku grafenu mikrokapsutki wedtug wynalazku pozwalajg na uwal-
nianie na zagdanie oraz modulowanie szybkosci uwalniania substancji aktywnej poprzez zmiane prze-
puszczalnosci otoczki. Zastosowanym bodzZzcem stymulujgcym jest emitowane przez laser promienio-
wanie podczerwone o dtugosci fali 1064 nm. Osadzenie substancji aktywnej w polimerowym, porowa-
tym rdzeniu zapewnia stabilnos¢ enkapsulowanego czynnika.

W mikrokapsutkach wedtug wynalazku zastosowano biopolimery resorbowalne, w tym hydrozele,
a mikrokapsutki mogg by¢ wykorzystane do dostarczania czynnikéw aktywnych rozpuszczalnych w roz-
tworach wodnych. Jednak wynalazek moze by¢ tez stosowany w przypadku czynnikéw nierozpuszczal-
nych w wodzie, ktére mogg zosta¢ bezposrednio dodane do roztworu polimeru w rozpuszczalniku or-
ganicznym.

Mikrokapsutki wytwarzane sg przy uzyciu komercjalnie dostepnego urzadzania — enkapsulatora,
ktory oparty jest na wspétosiowym wyttaczaniu z wykorzystaniem technologii wibracji dysz oraz elektro-
statycznego rozpraszania uformowanych kropel.

Wynalazek zapewnia satysfakcjonujgce zastosowanie praktycznie dowolnego czynnika uwalnia-
nego, przy czym jest on ukierunkowany gtéwnie na srodki bioaktywne typu: antybiotyki, czynniki wzro-
stu, srodki antynowotworowe, srodki przeciwzapalne, ktére wymagajg przedtuzonego bgdz stymulowa-
nego w czasie uwalniania.

Mikrokapsutki wedlug wynalazku, mogg by¢ aplikowane bezposrednio w miejsce przeszczepu
jako zasypka, pozabiegowo za pomocg iniekcji, lub wprowadzane do rusztowania hydrozelowego.

Wynalazek zostat zweryfikowany w badaniach in vitro przy wykorzystaniu modelowego czynnika
enkapsulowanego, jakim jest surowicza albumina wotowa (z ang. bovine serum albumin, BSA, CAS:
9048-46-8), czesto stosowana w tego typu badaniach. Przeprowadzono réwniez badania uwalniania na
zadanie z wykorzystaniem lasera emitujgcego promieniowanie podczerwone o diugosci fali 1064 nm.

Ponizej przedstawiono dwa przyktady wykonania wynalazku, ktére prezentujg modelowe kombi-
nacje kompozycji sktadnikéw stosowanych do wytworzenia mikrokapsutek oraz dobranych parametréw
wytwarzania.

Na Fig. 1 przedstawiono mikrokapsutki uzyskane wedtug kompozycji i sposobu wytwarzania po-
danego w przyktadzie 1., czyli PLGA/CaAlg (rdzen/otoczka) z dodatkiem 0,05% (w/o) ptatkow GO
w membranie, z modelowym czynnikiem aktywnym BSA w roztworze HEPE.

Na Fig. 2 przedstawiono mikrokapsutki uzyskane wedtug kompozycji i sposobu wytwarzania po-
danego w przyktadzie 2., czyli PLGA/SrAlg (rdzen/otoczka) z dodatkiem 0,25% (w/o) ptatkow GO
w membranie, z modelowym czynnikiem aktywnym BSA w roztworze PBS.

Na Fig. 3 przedstawiono mikrokapsutki uzyskane wedtug kompozycji i sposobu wytwarzania po-
danego w przyktadzie 2., PLGA/SrAlg (rdzen/otoczka) z BSA w roztworze PBS, modyfikowane rézng
zawartoscig ptatkbw GO w membranie, odpowiednio (a) 0%; (b) 0,05%; (c) 0,1%; (d) 0,25% (w/o). W le-
wym goérnym rogu wstawione sg zdjecia makro mikrokapsutek.

Na Fig. 4 przedstawiono zdjecia SEM mikrokapsutek uzyskanych wedtug kompozycji i sposobu
wytwarzania podanego w przyktadzie 2., PLGA/SrAlg (rdzen/otoczka) z BSA w roztworze PBS, modyfi-
kowane rozng zawarto$cig ptatkbw GO w membranie, odpowiednio (a) 0%; (b) 0,05%; (c) 0,1%; (d)
0,25% (w/0) po procesie liofilizacji. W lewym gérnym rogu wstawione sg zdjecia makro mikrokapsutek
po procesie liofilizacji.

Na Fig. 5 przedstawiono mikrofotografie konfokalne mikrokapsutek z biatkiem BSA oznaczonym
pochodng fluoresceiny (FITC).

Na Fig. 6 przedstawiono krzywg skumulowanego uwalniania biatka BSA z mikrokapsutek z r6zng
zawartoscig GO. Uwalnianie prowadzono w roztworze PBS w temp. 37°C, aby odzwierciedli¢ warunki
panujgce w ludzkim organizmie.

Na Fig. 7 przedstawiono krzywe uwalniania BSA z mikrokapsutek wytworzonych z 0,25% (w/o)
dodatkiem GO. Krzywa uwalniania BSA z mikrokapsutek inkubowanych w 37°C (szara linia) oraz przy
dodatkowym uzyciu lasera IR (czarna linia). Laser zastosowano dwukrotnie w ciggu trwania inkubaciji.
Mikrokapsutki naswietlano przez 30 minut, laserem dziatajgcym w podczerwieni (1064 nm) z gestoscig
mocy 1,1 W/cm?Z.
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Przyktad 1 — mikrokapsutki o kompozycji ,GO05” sieciowane chlorkiem wapnia

Sktadniki kompozycji ,,GO05”
Rdzen
IPolimer Rozpuszczalnik  |Surfaktant Czynnik Bufor czynnika
(stezenie) (objetosc) (stezenie) (stezenie) (objetosc)
PLGA (6% Span 80 (4%  BSA (10
DCM (10 ml) HEPES (1 ml)
(/o)) (/o)) mg/ml)
Otoczka
Polimer ~ } Roztwor Surfaktant w
_ Rozpuszczalnik  Stezenie o o
(stezenie . sieciujacy roztworze sieciujacym
(objetosc) docelowe GO ‘ 4
docelowe) (stezenie) (stezenie)
Woda Chlorek ‘
NaAlg (1,1% ) _ _ Triton X-100
demineralizowana [0,05% (w/0) wapnia (100 »
(w/0)) (0.1%(0/0))
(50 ml) mM)

Poczatkowo utworzono emulsje typu w-0 przez dodanie 1,0 ml roztworu BSA w soli fizjologicznej
buforowanej fosforanem (10 mg/ml) do 10 ml roztworu PLGA (50:50) o stezeniu 6% (w/o) w dichloro-
metanie. W celu stabilizacji emulsji do roztworu PLGA dodano surfaktant Span 80 (4% (w/0)). Emulgacje
przeprowadzono w kgpieli lodowej za pomocg homogenizatora ultradZwigkowego (Sonicator Sonics
Vibra Cell VC-505) dziatajgcego przy amplitudzie 30% przez 90 sekund w trybie pulsacyjnym ustawio-
nym na 5:3 sekund ("on": "off). Roztwér BSA wkroplono do roztworu PLGA w DCM w ciggu pierwszych
30 s procesu homogenizacji.

Roztwér polimeru, ktéry tworzy otoczke mikrokapsutek, otrzymano poprzez dyspersje ptatkéw
tlenku grafenu w 1,15% (w/0) wodnym roztworze alginianu sodu. Do 47,92 ml roztworu NaAlg dodano
2,08 mg zawiesiny wodnej GO o stezeniu 1,2% (w/0), a nastepnie poddano procesowi homogenizaciji
przy uzyciu homogenizatora ultradzwiekowego (Sonicator Sonics Vibra Cell VC-505), parametry pro-
cesu: amplituda 30%, czas 180 sekund, tryb pulsacyjny 5:3 sekund (,on”:"off’). W ten sposéb przygoto-
wano zawiesing GO o docelowym stezeniu 0,05% (w/o) w wodnym roztworze NaAlg o docelowym ste-
zeniu 1,1% (w/o).

Swiezo przygotowane ciecze tworzace rdzen i otoczke stosowano do wytworzenia mikrokapsutek
za pomocg enkapsulatora zgodnego z opisem powyzej (Encapsulator B-390, BUCHI, Switzerland), przy
zastosowaniu dysz wewnetrznej i zewnetrznej o srednicach odpowiednio 80 i 200 um, wyposazonego
w dwie pompy strzykawkowe. Ciecze umieszczono w odpowiednich strzykawkach i wttaczano do ko-
mory wibracyjnej z zadanymi, ustalonymi empirycznie predkosciami przeptywow, dalej ciecze byty wy-
ttaczane przez wspotosiowe dysze tworzgc tancuch kropel wpadajgcych do roztworu chlorku wapnia
(100 mM) z dodatkiem Triton X-100 (0,1% (o/0)), przy cigglym mieszaniu magnetycznym.

W oparciu o dokonany dobdr parametrow enkapsulacji dla przygotowanych cieczy wedtug kom-
pozycji ,GO05”, wybrano nastepujgce optymalne wartoci parametréw:

a) Predkos$c¢ przeptywu cieczy wewnetrznej (rdzeniowej): 0,4 ml/min,

b) Predkosc¢ przeptywu cieczy zewnetrznej (otoczki): 4 ml/min,

c) Czestotliwosé drgan: 1000 Hz,

d) Napiecie: 1000 V,

e) Odlegtos¢ dyszy od poziomu roztworu sieciujgcego: 20 cm.

Mikrokapsutki trzymano w roztworze chlorku wapnia przez 3 godziny, w celu zakothczenia zelo-
wania oraz odparowania rozpuszczalnika organicznego znajdujgcego sie w rdzeniu. Nastepnie mikro-
kapsutki przemyto kilkukrotnie wodg demineralizowang i natychmiast zamrozono w ciektym azocie
(-196°C), a na koniec liofilizowano przez 24 godziny, przy temperaturze skraplacza -70°C.
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Morfologie mikrokapsutek obserwowano przy uzyciu mikroskopu optycznego (Bresser Biolux NY)
po procesie sieciowania. Na Fig. 1 przedstawiono mikrokapsutki uzyskane wedtug kompozycji i sposobu
wytwarzania podanego w przyktadzie 1, czyli PLGA/CaAlg (rdzen/otoczka) z dodatkiem 0,05% (w/0)
ptatkéw GO w membranie. Modelowym czynnikiem aktywnym jest BSA w roztworze HEPES. Sredni
rozmiar mikrokapsutek wynosi 450 um, rozmiar rdzenia ok. 100 um. Przy powiekszeniu 20x wida¢, ze
rdzen mikrokapsutki nie styka sie bezposrednio z membrang, pomiedzy nimi znajduje sie przestrzeh
utworzona w wyniku odparowania rozpuszczalnika, tworzy ona ,wneke” o srednicy 220 um. W wiekszo-
Sci przypadkéw rdzen mikrokapsutek wytworzonych wedtug przyktadu 1. nie znajduje sie w potozeniu
centralnym. Prawdopodobnie rdzen jest ,wypychany” w kierunku parowania rozpuszczalnika.

Przyktad 2 - mikrokapsutki o kompozycji ,G025” sieciowane chlorkiem strontu

Sktadniki kompozycj ,,GO25”
IRdzen
IPolimer Rozpuszczalnik  [Surfaktant Czynnik Bufor czynnika
(stezenie) (objetosc) (stezenie) (stezenie) (objetosc)
PLGA (6% Chloroform (10 |Span 80 (4%  BSA (10
' ‘ PBS (1 ml)
(w/0)) ml) (w/0)) mg/ml)
Otoczka
‘ ) ‘ Roztwor Surfaktant w
IPolimer Rozpuszczalnik  Stgzenie o o
. . sieciujacy roztworze sieciujgcym
(stezenie) (objetosc) docelowe GO _ _
(stezenie) (stezenie)
Woda Chlorek )
NaAlg (1,1% _ _ . Triton X-100
demineralizowana 0,25% (w/0) wapnia (100
(w/0)) (0.1%(0/0))
(50 ml) mM)

Emulsje rdzeniowg typu w-o wytworzono identycznie jak w przyktadzie 1.

Ciecz stosowang na otoczke mikrokapsutek, otrzymano poprzez dyspersje ptatkéw tlenku
grafenu w 1,39% (w/0) wodnym roztworze NaAlg. Do 39,58 ml roztworu NaAlg dodano 10,42 mg
zawiesiny wodnej GO o stezeniu 1,2% (w/0), a nastepnie poddano procesowi homogenizacji przy
uzyciu homogenizatora ultradzwiekowego (Sonicator Sonics Vibra Cell VC-505), parametry pro-
cesu: amplituda 30%, czas 180 sekund, trybie pulsacyjnym 5:3 sekund (,on”:"off’). W ten sposéb
przygotowano zawiesine GO o docelowym stezeniu 0,25% (w/o) w wodnym roztworze NaAlg o do-
celowym stezeniu 1,1% (w/0).

Swiezo przygotowane ciecze na rdzen i otoczke stosowano do wytworzenia mikrokapsutek
za pomocg enkapsulatora (Encapsulator B-390, BUCHI, Switzerland), zgodnie z opisem jak w przy-
ktadzie 1, przy identycznych parametrach wytwarzania.

Mikrokapsutki trzymano w roztworze chlorku strontu przez 3 godziny, w celu zakonczenia
zelowania oraz odparowania rozpuszczalnika organicznego znajdujgcego sie w rdzeniu. Nastepnie
mikrokapsutki przemyto kilkukrotnie wodg demineralizowang i natychmiast zamrozono w ciektym
azocie (-196°C), a na koniec liofilizowano przez 24 godziny, przy temperaturze skraplacza -70°C.

Morfologie mikrokapsutek obserwowano przy uzyciu mikroskopu optycznego (Bresser Biolux
NV) po procesie sieciowania. Na Fig. 2 przedstawiono mikrokapsutki uzyskane wedtug kompozyciji
i sposobu wytwarzania podanego w przyktadzie 2, czyli PLGA/SrAlg (rdzen/otoczka) z dodatkiem
0,25% (w/o) ptatkbw GO w membranie. Modelowym czynnikiem aktywnym jest BSA w roztworze
PBS. Sredni rozmiar mikrokapsutek wynosi 450 um, rozmiar rdzenia ok. 180 um. Przy powiekszeniu
20x widag¢, ze rdzeh mikrokapsuiki styka sie z membrang, co spowodowane jest prawdopodobnie
wolniejszym odparowaniem rozpuszczalnika z wnetrza mikrokapsutki, ze wzgledu na mniejszg
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przepuszczalnos¢ membrany. Rdzen jest rowniez umiejscowiony centrycznie, co moze by¢ zwia-
zane zaréwno z wolniejszym odparowywaniem rozpuszczalnika, jak i zwiekszong lepkoscig cieczy
zastosowanej na membrane.

Przyktad 3

Celem przedstawienia mozliwosci modulowania szybkos$ci uwalniania poprzez zmiane zawar-
tosci ptatkéw GO w membranie mikrokapsuitek, wytworzono serie mikrokapsutek na podstawie kom-
pozycji z przyktadu 2, z rézng zawartoscig GO (0,05; 0,1; 0,25% (w/0)). Dla celéw porownawczych
wykonano rowniez mikrokapsuiki o identycznej kompozycji i parametrach wytwarzania, ale bez do-
datku tlenku grafenu. Badania uwalniania modelowego biatka BSA prowadzono metoda in vitro,
umieszczajgc ok 2 mg mikrokapsutek w zamknietej probéwce zawierajgcej 1 ml PBS (pH 7,4). Pro-
bowki inkubowano w temperaturze 37°C z wytrzgsaniem poziomym (100 rpm). W réznych odste-
pach czasu pobierano 300 ul PBS w ktérym znajdowaty sie inkubowane mikrokapsutki i dodawano
takg samg ilos¢ swiezego buforu, aby utrzymaé¢ warunki testu. Stezenie BSA w pobieranych prob-
kach roztworu oznaczano za pomocg zestawu odczynnikdw do oznaczania biatek (QuantiPro™
BCA, dla zakresu stezen biatka 0,5-30 ug/ml), rejestrujgc absorbancje przy dtugosci fali 560 nm za
pomoca spektrofotometru UV-Vis (FLUOstar Omega). Obliczenia stezenia BSA w poszczegdlnych
interwatach czasu przeprowadzono na podstawie danych otrzymanych z krzywej kalibracyjnej dla
standardowych prébek BSA w PBS. Oznaczenie absorbancji dla krzywej kalibracyjnej byto prowa-
dzone razem z badanymi prébkami. Profil uwalniania BSA z mikrokapsutek zostat zaprezentowany
w postaci krzywej kumulatywnego odsetka uwalniania wzgledem czasu inkubacji, w oparciu o dane
zebrane z dziesieciu prébek dla kazdego typu mikrokapsutek.

Morfologie mikrokapsutek obserwowano przy uzyciu zaréwno mikroskopu optycznego (Bres-
ser Biolux NY), jak i elektronowego mikroskopu skaningowego (SEM, Phenom ProX), odpowiednio
przed i po procesie liofilizacji. Mikrokapsutki, wedlug wynalazku, otrzymane wedtug przyktadu 2,
zostaty przedstawione na Fig. 3. Wzrost zawartosci GO jest bezposrednio obserwowalny poprzez
zmiane zabarwienia mikrokapsutek, z przezroczystej dla mikrokapsutek bez dodatku GO do ciem-
nobrgzowej dla 0,25% (w/o) GO. Wraz ze wzrostem zawartosci GO w membranie, rdzen mikrokap-
sutek przyjmuje potozenie centrale. Ponadto, mozna zaobserwowac réwniez niewielki wzrost sred-
nicy mikrokapsutek, oraz wzrost srednicy rdzenia. Wyrazny wptyw dodatku GO obserwujemy dla
mikrokapsutek po procesie liofilizacji, ktéry pozwala na zachowanie ich struktury sferycznej (Fig. 4).
Na podanym przyktadzie widac, ze juz niewielki dodatek GO (0,1%) powoduje znaczng poprawe
sztywno$ci otoczki, przez co stabilizacje struktury mikrokapsutek. Dla zobrazowania umiejscowie-
nia enkapsulowanego czynnika, wytworzono réwniez mikrokapsutki z biatkiem BSA oznaczonym
pochodng fluoresceiny (FITC). Obrazy mikrostruktury wykonano przy uzyciu mikroskopu konfokal-
nego (Leica TCS SP8). Wida¢ wyraznie, ze BSA znajduje sie w rdzeniu mikrokapsutek, skad nastgpi
pozniejsze uwalnianie (Fig. 5).

Wyniki badania uwalniania otrzymane dla przyktadowej serii mikrokapsutek, wedtug wyna-
lazku, zestawiono na Fig. 6. Widoczna jest wyrazna redukcja szybko$ci uwalniania biatka z mikro-
kapsutek z dodatkiem GO. W czasie ok. 200 godzin z mikrokapsutek bez dodatku GO uwalnia sie
o ponad 20% wiecej BSA niz z mikrokapsutek z 0,25% (w/o) dodatkiem GO. Catkowite uwolnienie
substancji enkapsulowanej z mikrokapsutek bez GO nastepuje juz po 300 godzinach inkubaciji.
W tym czasie uwalnia sie niespetna 60% BSA z mikrokapsutek z 0,25% (w/o0) dodatkiem GO. Mo-
dyfikowane ptatkami tlenku grafenem mikrokapsutki wykazujg wyraznie zmniejszong przepuszczal-
nos¢. Dyspersja ptatkéw GO tworzy w materiale trudnoprzepuszczalne bariery i wydtuza droge sub-
stancji penetrujgcej materiat. Dzigeki zastosowaniu odpowiedniej iloSci dodatku ptatkdw GO mozliwe
jest dostosowanie szybkosci uwalniania danego czynnika.

Wstepne badania uwalniania biatka BSA za pomocg lasera przeprowadzono przy uzyciu la-
sera typu Nd:YAG, dziatajgcego w podczerwieni o dtugosci fali 1064 nm. W trakcie inkubowania
mikrokapsutek w temp. 37°C byty one dwukrotnie poddawane dziataniu swiatta lasera przez 30 min
z mocg lasera 110 mW ($rednica wigzki lasera wynosita 0,1 cm?). Prébki PBS (300 ul) bytby pobie-
rane tuz przed wystawieniem mikrokapsutek na dziatanie lasera, dwie godziny po i 24 godziny po
dziataniu swiattem. Za kazdym razem dodawano odpowiednig ilo§¢ Swiezego roztworu PBS. Przed-
stawione na Fig. 7 wyniki uwalniania przy pomocy lasera wskazujg, ze mozliwe jest uwalnianie
biatka ,na zgdanie”. Juz dwie godziny po wystawieniu na dziatanie lasera widoczny jest wyrazny
wzrost stezenia BSA w roztworze.
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Zastrzezenia patentowe

Mikrokapsuiki o strukturze typu rdzen/otoczka, modyfikowane tlenkiem grafenu, znamienne
tym, ze sktadajg sie z poliestrowego porowatego rdzenia zawierajgcego substancje biologicz-
nie aktywng i otaczajgcej rdzen hydrozelowej otoczki, wytworzonej z wodnego roztworu algi-
nianu o stezeniu od 0,01% (w/o0) do 30,0% (w/0), z dodatkiem tlenku grafenu w ilosci od 0,01%
(w/o) do 10,0% (w/o) w stosunku do objetosci roztworu alginianu, przy czym poliestrowy po-
rowaty rdzen jest wytworzony z emulsji otrzymanej z wodnego roztworu substanciji biologicz-
nie aktywnej oraz roztworu poliestru w rozpuszczalniku organicznym, a poliester jest wybrany
Zz grupy zawierajgcej: polimery kwasu mlekowego, polimery kwasu glikolowego, polimery
kwasu e-kapronowego i ich kopolimery, rozpuszczalnikiem substancji biologicznie aktywnej
jest roztwor soli fizjologicznej lub biologicznie dopuszczalny bufor, a stosunek fazy organicznej
do fazy wodnej wynosi od 1:1 do 20:1.

Mikrokapsutki wedtug zastrz. 1, znamienne tym, ze alginianem jest alginian sodu.
Mikrokapsutki wedtug zastrz. 1, znamienne tym, ze rozpuszczalnikiem poliestru korzystnie
jest hydrofobowy rozpuszczalnik organiczny.

Mikrokapsutki wedtug zastrz. 1 albo 3, znamienne tym, ze rozpuszczalnikiem poliestru jest:
toluen, octan etylenu, trichloroetylen, eter diizopropylowy, pentan, keton metylowo-etylowy,
eter metylowo-t-butylowy, heksan, heptan, eter dietylowy, dichlorometan, 1,2-dichloroetan, cy-
kloheksan, chloroform, tetrachlorek wegla, octan butylu, n-butanol, benzen.

Mikrokapsutki wedtug zastrz. 1, znamienne tym, ze majg rdzeh wytworzony z roztworu polie-
stru z dodatkiem surfaktantu niejonowego w stezeniu od 0,01% do 30,0%.

Mikrokapsutki wedtug zastrz. 5, znamienne tym, ze surfaktantem niejonowym jest niejonowy
monooleinian sorbitanu.

Mikrokapsutki wedtug zastrz. 1, znamienne tym, ze roztwér wodny substancji aktywnej za-
wiera surowiczg albumine wotowg, surowiczg albumine ludzka, lizozym lub albumine jaja ku-
rzego jako dodatkowy czynnik stabilizujgcy.

Mikrokapsutki wedtug zastrz. 1, znamienne tym, ze majg wymiary w zakresie od 1 do
1000 um.

Mikrokapsutki wedtug zastrz. 1, znamienne tym, Zze substancja biologicznie aktywna jest wy-
brana sposréd: czynnikdw wzrostu, antybiotykéw, Srodkéw antynowotworowych, srodkéw
przeciwzapalnych, hormondéw, enzyméw, lekdw, witamin, cytokin.

Sposob wytwarzania mikrokapsutek typu rdzen/otoczka modyfikowanych tlenkiem grafenu,
w technologii wspétosiowego wyttaczania z wykorzystaniem technologii wibracji dysz oraz
elektrostatycznego rozpraszania uformowanych kropel, znamienny tym, ze sporzadza sie
wodny roztwdr alginianu o stezeniu od 0,01% (w/o) do 30,0% (w/o), z dodatkiem tlenku gra-
fenu w ilosci od 0,01% (w/o) do 10,0% (w/o) w stosunku do objetosci roztworu alginianu, oraz
emulsje z wodnego roztworu substancji biologicznie aktywnej oraz roztworu poliestru w roz-
puszczalniku organicznym, w ktdérej poliester jest wybrany z grupy zawierajgcej: polimery
kwasu mlekowego, polimery kwasu glikolowego, polimery kwasu e-kapronowego, i ich kopoli-
mery, a rozpuszczalnikiem substancji biologicznie aktywnej jest roztwor soli fizjologicznej lub
biologicznie dopuszczalny bufor, zas stosunek fazy organicznej do fazy wodnej wynosi od 1:1
do 20:1, nastepnie z tego wodnego roztworu oraz tej emulsji formuje sie mikrokapsutki, ktére
sieciuje sie w wodnym roztworze chlorku wapnia lub chlorku strontu o stezeniu od 1 mM do
1 M, w czasie od 0,1 godziny do 24 godzin, po czym mikrokapsuiki ptucze sie wodg, zamraza
sie i liofilizuje.

Sposob wedtug zastrz. 10, znamienny tym, Ze jako alginian stosuje sie alginian sodu.
Sposob wedtug zastrz. 10, znamienny tym, Zze jako rozpuszczalnik poliestru stosuje sie hy-
drofobowy rozpuszczalnik organiczny.

Sposob wedtug zastrz. 10 albo 11, znamienny tym, Ze jako rozpuszczalnik poliestru stosuje
sie: toluen, octan etylenu, trichloroetylen, eter diizopropylowy, pentan, keton metylowo-ety-
lowy, eter metylowo-t-butylowy, heksan, heptan, eter dietylowy, dichlorometan, 1,2-dichloro-
etan, cykloheksan, chloroform, tetrachlorek wegla, octan butylu, n-butanol, benzen.

Sposéb wedtug zastrz. 10, znamienny tym, ze stosuje sie rdzehh wytworzony z roztworu po-
liestru z dodatkiem surfaktantu niejonowego w stezeniu od 0,01% do 30,0%.
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Sposéb wedtug zastrz. 14 znamienny tym, ze jako surfaktant stosuje sie niejonowy mono-
oleinian sorbitanu.

Sposoéb wedtug zastrz. 10, znamienny tym, ze stosuje sie roztwér wodny substancji aktywne;j
z dodatkiem surowiczej albuminy wotowej, surowiczej albuminy ludzkiej, lizozymu lub albu-
miny jaja kurzego.

Sposoéb wedtug zastrz. 10, znamienny tym, ze substancja aktywna biologicznie jest wybrana
sposrod: czynnikow wzrostu, antybiotykéw, srodkdw antynowotworowych, srodkéw przeciw-
zapalnych, hormondw, enzymow, lekow, witamin, cytokin.

Sposoéb wedtug zastrz. 10, znamienny tym, ze do roztworu sieciujgcego dodaje sie surfaktant
w ilosci od 0,01% do 10,0%.

Sposoéb wedtug zastrz. 18, znamienny tym, ze jako surfaktant stosuje sie etery oktylofeny-
lowe glikolu polietylenowego.

Sposoéb wedtug zastrz. 10, znamienny tym, ze zamrazanie mikrokapsutek realizuje sie w cie-
ktym azocie, a liofilizacje prowadzi sie co najmniej przez 24 godziny.
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