Sposob wytwarzania dwufunkcyjnych polilaktydowych skafoldow przeznaczonych do
hodowli komérkowych

Przedmiotem wynalazku jest sposdéb wytwarzania dwufunkcyjnych polilaktydowych
skafoldow przeznaczonych do hodowli komorkowych.

Rusztowania komoérkowe, nazywane takze skafoldami (ang. Scaffolds - rusztowania)
sq przestrzennymi  strukturami zbudowanymi z sieci wzajemnie potgczonych
trojwymiarowych porow. Skafoldy sa stosowane w inzynierii tkankowe] do odtwarzania
uszkodzonych lub utraconych tkanek. Wowczas, najpierw pobiera si¢ komorki regenerowane;j
tkanki z organizmu pacjenta, nastepnie izoluje si¢, namnaza w zwykte] hodowli
dwuwymiarowej 1 przenosi si¢ na skafold. Popularnym rozwigzaniem jest stosowanie do
wytwarzania skafoldow polimeréw biodegradowalnych, ktore rozkladaja si¢ do
nietoksycznych produktéw, ktore sa z fatwoscig wydalane.

Rusztowanie komorkowe, aby moglo by¢ stosowane do regeneracji tkanki, musi
spetnia¢ okreslone wymogi. Przede wszystkim musi by¢ nietoksyczne wobec komorek
organizmu oraz musi mie¢ takze odpowiedniag wielko$¢ poréw dopasowang do rozmiaru
komorek regenerowane] tkanki. Ponadto musi mie¢ wlasciwa dla danej tkanki wytrzymatos¢
mechaniczng oraz odpowiedni czas degradacji, zblizony do tempa regeneracji tkanki.
Rusztowanie powinno takze zapewnia¢ dostep substancji odzywczych 1 czynnikow wzrostu.

Do otrzymywania skafoldéw wykorzystuje sie zazwyczaj polimery, zaréwno naturalne
jak 1 syntetyczne. Wérod polimerow naturalnych popularnymi sg przede wszystkim zelatyna,
kolagen, czy chitozan. Zwiazki te bardzo dobrze nasladuja naturalng macierz
zewnatrzkomérkowsa, ponadto sa dobrze tolerowalne przez organizm, a po rozlozeniu moga
stanowi¢ sktadniki odzywcze dla komorek. Wada tych zwiazkow jest staba wytrzymatosé
mechaniczna oraz wrazliwos¢ na zmiany warunkOw procesu przetwarzania (wysoka
temperatura, zmiany pH), co znacznie obniza ich uzytecznos¢ w przemysle. Alternatywa
wobec zwiazkéw pochodzenia naturalnego sa biodegradowalne polimery syntetyczne tj.
polilaktyd (PLA), poli-e-kaprolakton, poliglikolid oraz ich kopolimery. Polimery te cechuje
biodegradowalnos¢ 1 biozgodnos¢ (w organizmach ulegaja degradacji do nietoksycznych
produktow — dwutlenku wegla 1 wody, ktére sa fatwo wydalane) oraz dobre wilasciwosci

mechaniczne. Ponadto, odpowiednio dobierajac rodzaj i dlugos¢ tancucha weglowego



polimeru, mozna sterowa¢ wlasciwosciami mechanicznymi oraz czasem degradacji
rusztowania.

Istnieje wiele metod otrzymywania skafoldéw, wsrod nich na szczegdlng uwage
zastuguje metoda inwersji faz, elektroprzedzenie oraz druk 3D. Kazda z tych metod pozwala
na otrzymanie rusztowan o zupetnie innych wlasciwosciach. Istotnym jest, ze metoda inwersji
faz porownaniu do pozostalych charakteryzuje si¢ tatwoscig, prosta wykonania, oraz
niewielkimi ograniczeniami co do stosowanych materiatow (brak koniecznosci stosowania
duzych zmian ci$nienia i temperatury).

Sposob otrzymywania wraz z odpowiednim materiatem $cisle wpltywa na wlasciwosci
rusztowan, szczegoélnie na ich strukture oraz wytrzymato§¢ mechaniczna. Z tej przyczyny
projektujac skafold nalezy odpowiednio dobrac te parametry, w zaleznosci od oczekiwanych
efektow.

Z opisu polskiego zgloszenia patentowego nr P.413603 znany jest sposdb wytwarzania
trojwymiarowych rusztowan polilaktydowych do hodowli ekwiwalentow skory, w ktorym
polilaktyd umieszcza si¢ w rozpuszczalniku, ktorym jest chloroform lub dichlorometan, przy
stezeniu roztworu polilaktydu w rozpuszczalniku 4-10% wag. 1 miesza si¢ do calkowitego
rozpuszczenia polimeru. Nastepnie do roztworu dodaje si¢ alkohol metylowy lub alkohol
etylowy w ilosci od 3 do 20% wag. 1 miesza si¢ do uzyskania jednorodnego roztworu, po
czym dodaje si¢ alkohol alifatyczny C3-CS5, prosty lub rozgateziony, w ilosci od 3 do 12%
wag. 1 nadal miesza si¢ do uzyskania jednorodnego roztworu, po czym roztwor wylewa si¢ na
podloze i suszy si¢. Stosuje sie poli-L-laktyd o cigzarze czasteczkowym 53 500-86 000 g/mol,
o zawartosci centrow D od 0,01-0,5%wag. W wyniku procesu przeprowadzonego zgodnie z
wynalazkiem uzyskuje si¢ tréjwymiarowy, dwuwarstwowy skafold, w ktorym warstwa
zewnetrza jest warstwa lita, a warstwa wewngtrzna jest porowata. Warstwa lita nie
przepuszcza wody ani zwigzkoOw matoczasteczkowych, natomiast warstwa porowata jest
warstwg przepuszczajaca. Dzigki takiej strukturze zwigzki wspomagajace wzrost komoérek
niezbedne w hodowli tkanki skory, takie jak aminokwasy, cukry, kwas hialuronowy, zostaja
zatrzymane wewnatrz rusztowania przez litag warstwe zewnetrzng.

Sposobem wedlug zgloszenia patentowego P.413603 otrzymuje si¢ jednofunkcyjny
skafold o $rednicy poréw wigkszej niz 10 um, o regularnych, réwnomiernie roztozonych i
wzajemnie polaczonych porach. Taka struktura umozliwia wzrost komoérek oraz zapewnia
dobra wytrzymato$¢ mechaniczng, jednak ogranicza dostgp i1 utrzymywanie sie sktadnikow
odzywczych niezbednych komorkom we wnetrzu skafoldu. Zwykle rusztowania takie wraz z

komoérkami umieszcza si¢ w cieklym medium hodowlanym, co zapewnia dyfuzje sktadnikéw



odzywczych 1 metabolitow. Dyfuzja ta jest ograniczona porowatoscig materialu oraz jego
wlasciwosciami hydrofobowymi, co w konsekwencji moze powodowa¢ niedobor sktadnikéw
odzywczych, a nawet Smieré komorek.

Rozwigzaniem powyzszego problemu jest sposdéb wedlug wynalazku, prowadzacy do
otrzymania dwufunkcyjnych skafoldéw, ktére w swojej strukturze zawieraja struktury
pozwalajace immobilizowa¢ wielkoczasteczkowe skladniki odzywcze, co pozwala na
precyzyjne i kontrolowane ich podawanie.

Sposob wytwarzania dwufunkcyjnych polilaktydowych skafoldow przeznaczonych do
hodowli komérkowych polega na tym, ze polilaktyd umieszcza si¢ w rozpuszczalniku 1
miesza si¢ do catkowitego rozpuszczenia polimeru, nastepnie do roztworu dodaje si¢ metanol
i miesza si¢ do uzyskania jednorodnego roztworu, po czym dodaje si¢ n-butanol lub n-
propanol i nadal miesza si¢ do uzyskania jednorodnego roztworu, po czym roztwér wylewa
si¢ na podtoze i suszy si¢. Sposdb wedlug wynalazku charakteryzuje si¢ tym, ze stosuje si¢
czysty polilaktyd o cigzarze czasteczkowym M, 25-40 kg/mol 1 zawartosci centrow D 0,51-
1%, jako rozpuszczalnik polilaktydu stosuje si¢ chloroform, dichlorometan lub
tetrahydrofuran, a stgzenie poliaktydu w roztworze rozpuszczalnika wynosi 6-15%wag., przy
lepkosci 350+50 cP. Metanol oraz n-butanol lub n-propanol stosuje si¢ w stosunku 1:5 do
rozpuszczalnika polilaktydu, po dodaniu n-butanolu lub n-propanolu mieszanine podgrzewa
si¢ do temperatury 31-38°C, a suszenie prowadzi si¢ przy wilgotnosci wzglednej 30-40% oraz
w przeptywie gazu inertnego.

Korzystnie jako polilaktyd stosuje sie poli-L-laktyd.

W sposobie wedlug wynalazku stosuje sie czysty polilaktyd, bez dodatku
stabilizatorow, inhibitorow degradacji badz innych modyfikatorow. W przypadku, gdy
polilaktyd zawiera takie dodatki nalezy je usunaé, np. poprzez wytracanie polimeru z
roztworu przy uzyciu nierozpuszczalnika.

W wyniku procesu przeprowadzonego zgodnie z wynalazkiem uzyskuje si¢
trojwymiarowy skafold, ktorego struktura wewngtrzna oprocz sieci potaczonych porow
zawiera takze sferyczne struktury. Pory w rusztowaniu moga by¢ zasiedlane przez
namnazajace si¢ komorki, za§ w strukturach sferycznych mozna immobilizowa¢ niezbedne
komoérkom wielkoczasteczkowe sktadniki odzywceze tj. biatka, peptydy, czy oligocukry. W
rezultacie komorkom dostarcza si¢ niezbedne do wzrostu substancje odzywcze poprzez
kontrolowane 1 stopniowe ich uwalnianie ze struktury skafoldu wraz z postepujaca hodowla.
Dzigki temu zuzycie substancji bedzie nizsze (brak strat na substancje pozostajace w ciektym

medium hodowlanym).



W celu uzyskania takiego efektu niezbedne jest zastosowanie odpowiedniego
polilaktydu, sporzadzenie wilasciwego stezenia dla roztworu polimeru z jednoczesnym
utrzymaniem wilasciwe] lepkosci, a nastepnie dodatku cieklych prekursoréw porow w
odpowiednim stosunku objetosciowym do polimeru oraz zastosowaniu wiasciwych
warunkéw usuwania rozpuszczalnikow organicznych. Pakiet zmian wprowadzonych do
sposobu  wedlug zgloszenia patentowego P.413603, polegajace na jednoczesnym
zastosowaniu $rodkow technicznych: polilaktydu o niskim ciezarze czasteczkowym 1 wyzsze]
zawartosci centrow D, Scisle zdefiniowanych stosunkow ilosciowych 1 przedziatu lepkosci,
suszenia przy okreslonej wilgotnosci 1 w atmosferze gazu obojetnego pozwolit na uzyskanie
skafoldu o $rednicy porow mieszczacej si¢ w zakresie 10-30 um, pomigdzy ktorym znajduja
si¢ struktury sferyczne o srednicy 30-50 pm, zawierajace pory rzedu 15-25 pm.
Réwnomiernie rozmieszezone pory stwarzaja warunki do wzrostu komorek, za$ sfery moga
stanowi¢ miejsce immobilizowania substancji odzywczych niezbednych do prowadzenia
hodowli.

Skafoldy otrzymane sposobem wedtug wynalazku sg przeznaczone do zastosowania w
hodowli wybranych komorek, w ktorych to niezbedne jest precyzyjne i1 kontrolowane
dozowanie sktadnikow odzywczych. Jest to bardzo ekonomiczne podejscie, gdyz ogranicza
ilos¢ sktadnikow, ktore w tradycyjnej hodowli sg rozproszone w medium cieklym.

Na rysunku przedstawiono:

Fig. 1 - obraz SEM dwufunkcyjnego polilaktydowego skafoldu (powigkszenie 120x);

Fig. 2 - obraz SEM dwufunkcyjnego polilaktydowego skafoldu (powigkszenie 300x);

Fig. 2 - obraz SEM dwufunkcyjnego polilaktydowego skafoldu (powiekszenie 1000x)

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

Fig. 5 - obraz SEM jednofunkcyjnego polilaktydowego skafoldu (powigkszenie 1000x)
Sposob wedlug wynalazku zostat blizej przedstawiony w przyktadach.

Przyktad 1.

W kolbie stozkowej 50 mL rozpuszczano 0,75 g poli-L-laktydu (o My 37 000 g/mol, PDI

1,89, zawarto$¢ centrow D =1%) w 5 mL CHCIs przez 24 h, w 25°C. Nastepnie roztwor

PLA/CHCI; o lepkosci 315 cP podgrzewano w tazni wodnej do temperatury 35°C, ciagle

mieszajac przy uzyciu mieszadta magnetycznego oraz elementu mieszajacego (szybkosc

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 dokladnym wymieszaniu si¢ sktadnikow mieszaniny zawarto$¢ kolby



wylewano na szalke Petriego o $rednicy 60 mm. Przed wylaniem szalka byta odtluszczona
przy uzyciu EtOH, a nastgpnie wysuszona. Nastgpnie przez 48 h odparowywano
rozpuszczalniki organiczne, zapewniajac temp. 25-45°C, wilgotno$¢ wzgledna 30-40% oraz
przeplyw powietrza. Otrzymany skafold zbadano przy uzyciu skaningowego mikroskopu
elektronowego (SEM) (Fig. 1, 2, 3), przy czym przed badaniem probke skafoldu potamano w
cieklym azocie a nastgpnie napylono 7-10 nm warstwa ztota przy uzyciu napylarki K550X
Sputter Coater.

Przyktad 2.

Przeprowadzono proces jak w Przyktadzie 1 zgloszenia 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 CHCI; przez 24 h, w 25°C. Nastepnie roztwdér PLA/CHCL; podgrzewano w tazni wodnej
do temperatury 25°C, ciagle mieszajac przy uzyciu mieszadta magnetycznego (szybkos¢
mieszania 600 min'). Po ustabilizowaniu sie warunkéw dodawano 1 mL metanolu i
podgrzewano roztwér do 30°C ciggle mieszajac. Po rozpuszczeniu czgSciowo wytragconego
PLA dodawano 1 mL1-butanolu. Po ponownym rozpuszczeniu czeSciowo wytragconego PLA i
dokladnym wymieszaniu si¢ sktadnikéw mieszaniny zawarto$¢ kolby wylewano na szalke
Petriego o $rednicy 60 mm. Przed wylaniem szalka byta odtluszczona przy uzyciu EtOH, a
nastgpnie wysuszona. W temperaturze 25°C odparowano rozpuszczalnik 1 nierozpuszczalnik
polimeru w przeplywie laminarnego powietrza przez 72 h. Otrzymano skafold
jednofunkcyjny zawierajacy w swojej strukturze jedynie sie¢ porow, bez porowatych struktur

kulistych (Fig. 4, 5).



