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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposob otrzymywania szerokoporowatego, poliestrowego ruszto-
wania komorkowego typu 3D, w formie membrany potprzepuszczalnej.

Trojwymiarowe rusztowania komorkowe (skafoldy), sg przestrzennymi strukturami stuzgcymi do
prowadzenia hodowli tkankowych. Najczesciej majg one forme membran potprzepuszczalnych, co
zapewnia dostarczanie komérkom sktadnikéw odzywczych oraz wyprowadzanie metabolitow na ze-
wnatrz rusztowania. Do wytwarzania membran czgsto stosowanymi materiatami sg syntetyczne polie-
stry, takie jak polilaktyd (PLA), polikaprolakton (PCL), poliglikolid (PGA) oraz ich kopolimery. Charakte-
ryzujg sie one biozgodnoscia, biokompatybilnoscig oraz biodegradowalnoscig i sg dobrze tolerowane
przez organizm. Zwigzki te oraz produkty ich rozpadu nie sg toksyczne wobec komorek organizmu,
ulegajg w organizmach hydrolitycznemu rozktadowi, najpierw do budujgcych je monomerow, wystepu-
jacych fizjologiczne w organizmach ssakow, a nastgpnie do CO:2 i wody, produktow fizjologiczne;j
przemiany materii, ktére sg z tatwoscig wydalane z ustroju. Poliestry te réznig sie migdzy sobg cza-
sem degradacji, ktory dla okreslonego polimeru wzrasta wraz z diugoscia tancucha weglowego. Dzigki
tej wiasciwosci, dobierajac odpowiedni polimer o okreslonym cigzarze czasteczkowym, mozna w pew-
nym zakresie sterowac czasem degradacji catego rusztowania.

Ze wzgledu na tatwos¢ przetworstwa poliestry sg czesto stosowane w inzynierii tkankowej oraz
farmacji. Sg rozpuszczalne w niepolarnych rozpuszczalnikach organicznych takich jak: chloroform,
dichlorometan, 1,4-dioksan, tetrahydrofuran i mieszaninach tych rozpuszczalnikéw, natomiast nie
rozpuszczajg sie W zwigzkach polarnych, takich jak woda czy alkohole. Dzieki temu do wytwarzania
poliestrowych skafoldow mozna zastosowa¢ metode mokrej inwersji faz, polegajacg na tym, ze mie-
szanine membranotworczg (polimer lub polimery membranotworcze, dodatek lub dodatki porotwércze
i rozpuszczalnik polimerow membranotworczych) zanurza sig W nierozpuszczalniku polimeru mem-
branotworczego tak dobranego, aby dobrze lub bardzo dobrze rozpuszczat rozpuszczalnik polimeru
membranotworczego. W rezultacie, po zanurzeniu mieszaniny membranotworczej nastepuje wyptuki-
wanie rozpuszczalnika polimeru przez nierozpuszczalnik i wytracanie struktury membrany. Metoda ta
charakteryzuije sie tatwoscia i prostotg wykonania.

W celu zwiekszenia porowato$ci membran wykonanych metodg mokrej inwersji faz, modyfikuje
sie jg poprzez dodanie do roztworu polimeru substancji porotworcze;. Substancjg taka moga by¢ od-
powiednio rozdrobnione krysztatki soli (US 5514378 A). Krysztatki soli dajg duze pory (makropory),
lecz nieregularnie rozmieszczone. Dodatkowo pory utworzone przez krysztaty soli nie sg ze sobg bez-
posrednio potgczone, co wyklucza mozliwo$¢ penetracii komorek od jednego do drugiego makropora.
Ponadto istnieje ryzyko zalegania ich pozostatosci w strukturze membrany.

Opisywane sg takze sposoby wykorzystania jako poroforu polimerow rozpuszczalnych w roz-
puszczalniku poliestru oraz w jego nierozpuszczalniku. Polimerem takim moze by¢ poli(glikol etyleno-
wy) (PEG) lub poliwinylopirolidon (PVP). Porofory polimerowe zwigkszaja porowato$¢ rusztowania,
jednak powstate dzigki nim pory s3 stosunkowo matych rozmiarow (kilka pm). Tymczasem do wydaj-
nego wzrostu komorek rusztowanie musi zawiera¢ duze pory (o $rednicy kilkudziesieciu pm), tak
aby hodowane komorki zmiescity sie w nich. Rozwigzanie tego problemu przedstawiono w opisie pa-
tentowym CN 102886068 A, gdzie otrzymano rusztowanie metodg elektroprzedzenia z mieszaniny
PLGA/PVP. Po procesie przedzenia PVP usunieto ze struktury skafoldu, rozpuszczajac porofor
w roztworze wodnym, co znacznie zwiekszyto porowatos¢. Otrzymane tg metodg rusztowanie charak-
teryzowato si¢ jednak duzg porowatoscig obu powierzchni, co niesie ryzyko wypadniecia komérek
z wnetrza skafoldu. Bardziej pozadana jest obecnos¢ poréw na jednej z powierzchni rusztowania,
bowiem, po posianiu hodowli komorkowej na te powierzchnie, komorki mogg swobodnie penetrowac
do wnetrza membrany (rusztowania 3D) i kolonizowac¢ cate wnetrze, a jednoczesnie nie ma ryzyka
wypadania komorek.

Znany jest takze sposob otrzymywania szerokoporowatych membran do hodowli komérkowych
(chondrocytow) wykonanych z polieterosulfonu. Zostaty one opisane w patencie PL 211793 i polskim
zgtoszeniu patentowym P-400288. W rozwigzaniach tych stabilnym elementem powstajgcej membra-
ny by} polieterosulfon lub polisulfon, a wiasciwym prekursorem makroporéw zapewniajagcym powstanie
struktury 3D — bibuta celulozowa, ulegajgca wytrawieniu za pomoca roztworu kompleksu tetraamino-
miedziowego. Wada tego rozwigzania jest wymagany dtugi czas trawienia (kilka tygodni) oraz ograni-
czenie do polimerow membranotworczych nie ulegajgcych hydrolizie w roztworach rozpuszczajacych
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celuloze (czyli do polisulfonéw, polieterosulfonéw oraz niektorych poliamidow i poliimidow). Wyklucza
to zastosowanie poliestrow jako materiatu membranotworczego.

Celem wynalazku byto otrzymanie poliestrowych rusztowan komorkowych typu 3D w postaci
membrany péiprzepuszczalnej, o duzych, rownomiernie rozmieszczonych porach, z mozliwoscig kon-
trolowania ich wielkosci i utozenia.

Sposoéb otrzymywania szerokoporowatego, poliestrowego rusztowania komorkowego metoda
mokrej inwersji faz wedtug wynalazku polega na tym, ze roztwér poliestru w rozpuszczalniku wylewa
sig na podktad, po czym ukfada sie pierwsza warstwe wiokniny polimerowej z polimeru nierozpusz-
czalnego w rozpuszczalniku poliestru, usuwa sie powietrze za pomocg walcowania, wylewa sie drugg
warstwe roztworu poliestru i uktada sie drugg warstwe wiokniny polimerowej, usuwa sie powietrze za
pomocg walcowania i proces ten ewentualnie powtarza si¢ do uzyskania membrany o zatozonej gru-
bosci, przy czym ostatnig warstwe stanowi warstwa wiokniny. Nastepnie tak przygotowany produkt
poddaje sig zelowaniu za pomocg nierozpuszczalnika poliestru, ktorym jest woda lub alkohol C1-Ca.
Proces zelowania prowadzi sie w temperaturze ponizej 10°C, aby nie naruszy¢ struktury wiokniny
podczas. formowania skafoldu. Korzystnie w etapie zelowania stosuje sig nierozpuszczalnik poliestru,
ktory jest jednoczesnie rozpuszczalnikiem polimeru warstwy widkniny. W przypadku, gdy nierozpusz-
czalnik poliestru jest jednoczesnie nierozpuszczalnikiem polimeru wiokninowego lub jest stabym roz-
puszczalnikiem tego polimeru, po etapie zelowania prowadzi sig kolejny etap wymywania widkniny za
pomocy jej rozpuszczalnika. Po usunieciu wtékniny membrane suszy sie do momentu usuniecia po-
zostatosci rozpuszczalnika i nierozpuszczalnika.

Jako poliester korzystnie stosuje sie polilaktyd, polikaprolakton, poliglikolid oraz ich kopolimery.
Do wytworzenia membrany korzystnie mozna uzy¢ jednego polimeru, mieszaniny co najmniej dwoch
polimeréw, jednego polimeru o réznych masach molowych albo co najmniej dwéch polimeréw o roz-
nych masach molowych. Stezenie polimerow membranotworczych korzystnie powinno wynosi¢ od 3%
do 23% wagowych roztworu polimer membranotworczy/rozpuszczalnik, a stezenie opcjonalnych do-
datkéw moze wynosi¢ od 0 do 150% masy polimeru/polimeréw membranotworczych.

Korzystnie jako rozpuszczalnik poliestru stosuje sig chloroform, dichlorometan, 1,4-dioksan,
aczkolwiek odpowiedni jest kazdy rozpuszczalnik, ktéry dobrze rozpuszcza poliester. Po rozpuszcze-
niu poliestru do roztworu mozna ewentualnie doda¢ klasyczny porofor, na przyktad poliwinylopirolidon,
Pluronic®, czy poli(glikol etylenowy) oraz ewentualnie, srodki hydrofilizujace.

Jako polimer tworzacy wiéknine korzystnie stosuje sie poliwinylopirolidon, zelatyne, politlenek
etylenu (glikol polietylenowy), polialkohol winylowy. Mozliwe jest uzycie réznych polimeréw do kolej-
nych warstw widkniny.

llo¢ mieszaniny membranotworczej zawierajgcej poliestry musi by¢ tak dobrana, aby catkowi-
cie wypei¢ widknine i utworzy¢ cienkie warstwy pod i na widkninie. W ten sposob widknina definiuje
wielkos¢ i liczbe porow w powstajgcej membranie. Po usunigciu (rozpuszczeniu) witdkniny powstaje
wiasciwa struktura 3D.

Wioknine polimerowa uzytg w sposobie wedtug wynalazku mozna otrzymac dowolng znang me-
todg, korzystnie metodg elektroprzedzenia.

W etapie zelowania nierozpuszczalnik poliestru dobiera sig odpowiedni do uzytego rozpuszczalni-
ka poliestru. Jezeli do rozpuszczenia poliestru uzywa sie rozpuszczalnikow halogenowanych, najczesciej
chlorowanych, to jako nierozpuszczalnik do inwersji faz stosuje sie alkohol C1-Cs, a W przypadku dioksa-
Nu czy tetrahydrofuranu jako nierozpuszczalnik stosuje si¢ wode. Wynika to z wzajemnej mieszalnosci
I rozpuszczalnosci ukfadu rozpuszczalnik-nierozpuszczalnik polimeru/polimerow membranotworczych
I pozostaje w zakresie wiedzy dostepnej specjalistom.

W sposobie wedtug wynalazku prekursorem makroporéw w polimerze lub mieszaninie polime-
row membranotwérczych jest widknina wykonana z polimeru nie ulegajgcego rozpuszczeniu w roz-
puszczalniku polimeru membranotwérczego, natomiast rozpuszczajgcego sie w jego nierozpuszczal-
niku uzywanym do otrzymywania membran w procesie mokrej inwersji faz. Widkniny te sg wytwarzane
w kontrolowanym procesie, np. elektroprzedzenia, co sprawia ze charakteryzujg sie $cisle kontrolowa-
ng morfologig poréw i rozmiarem wiokien. Tym samym, powstate dzieki nim pory w membranie majg
Scisle okreslong strukture, odpowiadajgcg morfologii wiokniny. Zgodnie z wynalazkiem warstwy wiok-
niny sg umieszczone w taki sposob, ze jeden fragment wiokniny jest catkowicie nasycony i pokryty
Z obu stron mieszaning membranotworczg, dzieki czemu po obydwdch stronach membrany tworzg sie
warstwy naskorkowe. Umieszczenie na wierzchniej stronie pierwsze] wiokniny drugiego fragmentu
powoduje powstanie makroporéw na wierzchniej warstwie polimeru pokrywajgcego dolng widknine.
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Wiokna tej drugiej warstwy przecinajg” powstatg na powierzchni warstwe naskoérkowa, tworzgc ma-
kropory umozliwiajace whikanie komorek do wnetrza membrany — zapobiegajac uformowaniu catkowi-
cie jednolitej gornej warstwy naskorkowej. Druga powierzchnia dzieki warstwie naskorkowej pozostaje
mikroporowata, co zapobiega ,wypadnieciu” komorek z rusztowania.

Wynalazek wedtug powyzszego opisu rozwigzuje problemy, ktére wystepujg we wczesniej cy-
towanych rozwigzaniach. Metoda zapewnia otrzymanie membran o duzych porach (kilkadziesigt pm)
oraz silnie porowatej tylko jednej powierzchni. Ponadto, zastosowanie w proponowanym rozwigzaniu
wioknin wykonanych z polimerow ulegajgcych rozpuszczeniu w rozpuszczalnikach uzytych do koagu-
lacji polimeru membranotworczego umozliwia ich fatwe usuniecie ze struktury membrany.

Na rysunku (Fig. 1) przedstawiono zdjecia SEM membrany polilaktydowej otrzymanej z uzyciem
jedynie poliwinylopiroldonu jako klasycznego poroforu, zgodnie z Przyktadem 5, a na drugim rysunku
(Fig. 2) przedstawiono zdjecia SEM membrany polilaktydowej otrzymanej z dodatkiem wiékniny poli-
merowej jako poroforu, zgodnie z Przyktadem 2.

Zdjecia przedstawiaja obie powierzchnie oraz przetom (wnetrze) membrany. Mozna zauwazyc,
ze w pierwszym przypadku (Fig. 1) obie powierzchnie majg nieliczne, mate pory. Whetrze skafoldu
wykazuje z kolei bardzo wysoka porowatosc, lecz pory te sg matych rozmiaréw (kilka ym) oraz wza-
jemnie niepotaczone. W przypadku membrany otrzymanej z dodatkiem wiokniny jako prekursora po-
row, jedna z powierzchni jest praktycznie nieprzepuszczalna (brak poréw), natomiast druga zawiera
liczne, podiuzne pory O wielkosci kilkudziesieciu pm. Morfologia poréw w przetomie membrany jest
podobna do powierzchni Il, co $wiadczy o braku warstwy naskorkowej po jednej ze stron skafoldu.
Nalezy rowniez zauwazy¢, ze pory te sg wzajemnie ze sobg potaczone, co jest niezwykle istotng cechg
z punktu widzenia prowadzenia hodowli komérkowych, poniewaz zapewnia doptyw substancji odzyw-
czych i odprowadzenie produktow metabolizmu komorek i degradacji polimeru membranotworczego.

Sposob wedtug wynalazku zostat blizej przedstawiony w przykiadach.

Przyktad 1

Przygotowano roztwor poli-L-laktydu (PLLA) 0 Mn 86 kDa, poprzez rozpuszczenie 3,7 g PLLA
w 100 ml dioksanu. Po catkowitym rozpuszczeniu PLLA, dodano 3,7 g PVP o Mw 10 kDa, otrzymujgc
roztwor, w ktorym sumaryczne stezenie polimeréw wynosi 9% wag. Roztwor schtodzono do tempera-
tury 8°C, a nastepnie wylano na szklany podktad. Po wylaniu warstwy roztworu potozono na nim wiok-
nine z poliwinylopirolidonu 0 masie czasteczkowej powyzej 100 kDa i usunieto powietrze przy pomocy
watka. Nastepnie wylano kolejng warstwe roztworu, na ktérg potozono takg sama widkning polimerowa.
Na koniec ponownie usunigto z uformowanej mieszaniny membranotworczej powietrze. Membrang ze-
lowano w wodzie o przewodnosci 18,2 MQcm z lodem (temperatura okoto 2°C). Po skoagulowaniu poli-
meru oraz rozpuszczeniu rozpuszczalnych w wodzie poroforow i wioknin membrane wysuszono.

Przyktad 2

Przygotowano roztwor poli-L-laktydu o Mn 86 kDa, poprzez rozpuszczenie 2,55 g PLLA w 100 ml
chloroformu. Po catkowitym rozpuszczeniu PLLA, dodano 2,55 g PVP o Mw 10 kDa, otrzymujgc roztwor,
w ktérym sumaryczne stezenie polimeréw wynosi 9% wag. Roztwor schtodzono do temp. 8°C, a nastep-
nie wylano na szklany podktad. Po wylaniu warstwy roztworu potozono na nim wioknine zelatynowg
i usunieto powietrze przy pomocy watka. Nastepnie wylano kolejng warstwe roztworu, na ktérg potozono
takg samg wioknine. Na koniec ponownie usunigto z uformowanej mieszaniny membranotworczej po-
wietrze. Membrane zelowano w metanolu schiodzonym do temperatury -1 5°C. Po skoagulowaniu poli-
meru, membrane poddano kapieli wodnej o temperaturze 40°C, w celu usuniecia zelatyny. Po usunigciu
poroforéw membrang Wysuszono.

Przyktad 3

Przygotowano roztwor terpoli-(L—|aktydu-glikolid-kaprolakton) o M. 68 kDa, poprzez rozpusz-
czenie 3,7 g terpolimeru w 100 ml dioksanu. Po catkowitym rozpuszczeniu, dodano 3,7 g PVP o Mw
10 kDa, otrzymujgc roztwor, w ktorym sumaryczne stezenie polimeréw wynosi 9% wag. Roztwor
schiodzono do temperatury 8°C, a nastepnie wylano na szklany podkiad. Po wylaniu warstwy roztworu
potozono na nim wiokning PVP i usunieto powietrze przy pomocy watka. Nastepnie wylano kolejng
warstwe roztworu, na ktorg potozono takg samg wioknine polimerowa. Na koniec ponownie usunieto,
z uformowanej mieszaniny membranotworczej powietrze. Membrang zelowano w wodze o przewod-
nosci 18,2 MQcm z lodem (temperatura ponizej 4°C). Po skoagulowaniu polimeru oraz usunieciu po-

roforow membrang wysuszono.
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Przykiad 4
Przygotowano roztwér polikaprolaktonu o Mn 72 kDa, poprzez rozpuszczenie 2,55 g PLLA

w 100 ml chloroformu. Po catkowitym rozpuszczeniu PLLA, dodano 2,55 g PVP o Mw 10 kDa, otrzy-
mujgc roztwor, w ktérym sumaryczne stezenie polimeréw wynosi 9% wag. Roztwor schtodzono do
temp. 8°C, a nastepnie wylano na szklany podkfad. Po wylaniu warstwy roztworu potozono na nim
widknine zelatynowg i usunieto powietrze przy pomocy watka. Nastepnie wylano kolejng warstwe roz-
tworu, na ktérg potozono takg samg wiokning polimerowg. Na koniec ponownie usunieto z uformowa-
nej mieszaniny membranotworczej powietrze. Membrane zelowano w metanolu schtodzonym do tem-
peratury -10°C. Po skoagulowaniu polimeru, membrane poddano kgpieli wodnej o temperaturze 40°C,
w celu usunigcia zelatyny. Po usunigciu poroforéow membrane wysuszono.

Przyktad 5, poréwnawczy.

Membrana otrzymana z udziatem tylko klasycznego poroforu.

Przygotowano roztwor poli-L-laktydu o Ma 86 kDa, poprzez rozpuszczenie 2,55 g PLLA w 100 mi
chloroformu. Po catkowitym rozpuszczeniu PLLA, dodano 2,55 g PVP o Mw 10 kDa, otrzymujgc roz-
twor, w ktorym sumaryczne stezenie polimeréw wynosi 9% wag. Roztwor wylano na szklany podkiad.
Po wylaniu roztworu membrane zelowano w metanolu w temperaturze pokojowej. Po skoagulowaniu
i usunieciu poroforu membrane wysuszono. Membrane te przedstawiono na Fig. 1.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposodb otrzymywania szerokoporowatego, poliestrowego rusztowania komoérkowego meto-
dg mokrej inwersji faz, znamienny tym, Zze roztwor poliestru w rozpuszczalniku wylewa sie
na podktadzie, po czym uktada sie pierwszg warstwe widkniny polimerowej z polimeru nie-
rozpuszczalnego w rozpuszczalniku poliestru, usuwa sie powietrze za pomocg walcowania,
wylewa sie drugg warstwe roztworu poliestru i uktada sie drugg warstwe wiékniny polimero-
wej, usuwa sie powietrze za pomocg walcowania i proces ten ewentualnie powtarza sie do
uzyskania membrany o zatozonej grubosci, przy czym ostatnig warstwe stanowi warstwa
widkniny, a nastepnie tak przygotowany produkt poddaje sie zelowaniu za pomoca nieroz-
puszczalnika poliestru, ktérym jest woda lub alkohol C1-C4, @ proces zelowania prowadzi sie
w temperaturze ponizej 10°C, przy czym, w przypadku gdy nierozpuszczalnik poliestru jest
nierozpuszczalnikiem lub stabym rozpuszczalnikiem polimeru widkniny po etapie zelowania
prowadzi sie kolejny etap wymywania wtokniny za pomocg jej rozpuszczalnika, za$ po usu-
nigciu wiokniny membrane suszy sie do momentu usuniecia pozostatosci rozpuszczalnika
i nierozpuszczalnika.

2. Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze jako poliester stosuje sie polilaktyd, polikapro-
lakton, poliglikolid oraz ich kopolimery.

3. Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze stosuje sie: jeden poliester, mieszanine co
najmniej dwoch poliestrow, jeden poliester o réznych masach molowych albo co najmniej
dwa poliestry o réznych masach molowych.

4. Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze stezenie poliestréw wynosi od 3% do 23%
wag. roztworu poliester/rozpuszczalnik.

5. Sposob wediug zastrz. 1, znamienny tym, ze jako rozpuszczalnik poliestru stosuje sie
1,4-dioksan, chloroform, dichlorometan i inne halogenowane rozpuszczalniki.

6. Sposob wediug zastrz. 1, znamienny tym, Ze jako polimer tworzacy widknine stosuje sie
poliwinylopirolidon, zelatyne, politlenek etylenu (glikol polietylenowy), polialkohol winylowy.

7. Sposob wediug zastrz. 1, znamienny tym, ze do roztworu poliestru dodaje sie klasyczny
porofor.

8. Sposob wediug zastrz. 7, znamienny tym, ze klasycznym poroforem jest poliwinylopirolidon,
Pluronic, poli(glikol etylenowy) lub ich mieszanina.
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