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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposob otrzymywania wstrzykiwalnego biokompatybilnego nosnika
lekéw, komorek lub ich kombinacji, w postaci mikrorusztowan, kompozycja do podawania przez wstrzy-
kiwanie zawierajgca wspomniane nosniki oraz bufor, a takze zastosowanie wspominanej kompozycji.

Kluczowym elementem procesu rekonstrukcji czy regeneracji tkanek jest przygotowanie odpo-
wiedniego biomateriatu do implantacji. Biomateriat ten, zwany z jezyka angielskiego skafoldem, sta-
nowi przestrzenne rusztowanie umozliwiajgce wzrost komoérek. Nalezy zauwazy¢, ze implantowane
rusztowanie moze by¢ uprzednio hodowane z komérkami pacjenta i by¢ stosowane jako ich nosnik,
badz moze zostac zasiedlone komdrkami po implantacji rusztowania w docelowym miejscu uszkodze-
nia. Polimery uzywane jako rusztowanie powinny by¢ biokompatybilne, biodegradowalne i biofunkcjo-
nalne. Biokompatybilno$¢ w przypadku rusztowan komoérkowych oznacza nietoksycznos¢ jego skiad-
nikéw (polimeréw, monomerdéw, pozostatosci rozpuszczalnikéw i inicjatoréw polimeryzacji) oraz obo-
jetnos¢ fizjologiczng produktéw jego biodegradacji. Sktadniki takiego uktadu i produkty jego biodegra-
dacji nie powinny wywotywaé standéw zapalnych, innych reakcji immunologicznych, zmian sktadu pty-
now ustrojowych, nie mogg wykazywac wiasciwosci muta- i kancerogennych. Kolejnym istotnym kryte-
rium jest biofunkcjonalno$¢, oznaczajgca zdolno$¢ biomateriatu do spetnienia okreslonych funkciji
wynikajgcych z jego zastosowania. Bardzo wazna jest takze porowatos$¢ ogodlna biomateriatu i wiel-
kos¢ poréw. Przyjmuje sie, ze wielko$¢ i uktad poréow powinny zapewnia¢ wiasciwg migracje komoérek
tkanki oraz transport substancji w obrebie rusztowania a takze osadzanie sie nowej macierzy
zewngtrzkomorkowej. Wiasciwosci morfologiczne skafolddw w znacznym stopniu zalezg od metody
ich otrzymywania.

W literaturze naukowej opisywanych jest wiele typow porowatych rusztowan komaérkowych, jed-
nakze nie wszystkie z nich majg ceche wstrzykiwalnosci. Dwa gtéwne typy wstrzykiwalnych rusztowan
komodrkowych to sieciowane in situ hydrozele i mikroczgstki. Sieciowane in situ hydrozele sg najbar-
dziej rozpowszechnionymi wstrzykiwalnymi rusztowaniami i mozna je klasyfikowaé np. w oparciu
0 metode sieciowania. Fizycznie usieciowane hydrozele sg mniej trwate niz chemicznie usieciowane
hydrozele. Wtasciwosci rusztowan hydrozelowych do regeneracji w duzej mierze zalezg od wybranego
biomateriatu, poniewaz kieruje on rozwojem komérkowym, réznicowaniem i organizacjg w konstruk-
tach inzynierii tkankowej. Biomateriat zapewnia réwniez fizyczne wsparcie dla komérek, wsparcie dla
transportu sygnatéw chemicznych i biologicznych wymaganych do wydajnego tworzenia funkcjonal-
nych tkanek.

Badania przedkliniczne i kliniczne dostarczyty szeregu informaciji o interakcji komérek z réznymi
biomateriatami, ktére sg dostepne w sprzedazy. Badano zele fibrynowe, Gelfoam™, usieciowany (zze-
lowany) lub ptynny roztwér hialuronianu, gabki kwasu hialuronowego (np. HyStem®, HYAFF) i Pura-
matrix®. Stwierdzono, ze hialuronian w postaciach ptynnej lub zelowej wyrdznia sie szerszg akceptacjg
w badaniach klinicznych, jako nosnik dostarczajgcy allogeniczne mezenchymalne komorki macierzy-
ste lub autologiczne komorki macierzyste pochodzace ze szpiku kostnego. Jednak to hydrozele, jako
nosniki komoérek do regeneracji tkanek byty czesciej wybierane ze wzgledu na ich tatwg obstuge i bar-
dzo dobry profil bezpieczenstwa. Rzadziej jednak ze wzgledu na pozgdane efekty biologiczne kon-
struktu hydrozel-komérka lub degradacje hydrozelu. Chociaz hydrozele pochodzenia naturalnego
oferujg szeroki zakres korzysci biologicznych, znalezienie odpowiedniego zakresu wiasciwosci fizycz-
nych moze by¢ trudne. Z drugiej strony, hydrozele syntetyczne sieciowane in situ mogg okazaé sie
cytotoksyczne z uwagi na uzycie toksycznych inicjatorow, prepolimerow lub monomeréw oraz wzrost
temperatury podczas sieciowania. Wspdlng cechg hydrozeli, ktbra moze dziata¢ na ich niekorzysc jest
potptynna postaé przed etapem sieciowania w trakcie wstrzykiwania, powodujgca wyciek komorek
z tkanki np. krgzka miedzykregowego.

Z dokumentu EP2701745 B1 znana jest wstrzykiwalna, biokompatybilna i silnie usieciowana
hydrozelowa kompozycja polimerowa do stosowania w leczeniu, charakteryzujgca sie pamiecig ksztat-
tu po odksztatceniu przez Sciskanie lub odwodnienie. Przy czym, kompozycja charakteryzuje sie po-
rowatoscig wynoszacg co najmniej 75%. Kompozycja moze mie¢ ksztatt dysku, walca, kwadratu, pro-
stokata lub sznurka. Korzystnie zawiera skfadnik wybrany z grupy obejmujgcej kwas hialuronowy,
zelatyne, heparyne, dekstran, mgczke chleba swietojanskiego, PEG, pochodng PEG, kolagen, chito-
zan, karboksymetyloceluloze, pullulan, PVA, PHEMA, PNIPAAmM lub PAAc.

Literatura wskazuje, ze poza hydrozelami, mikroczastki polimerowe zyskaty zwiekszong atrak-
cyjnosé, jako nowy typ rusztowan wstrzykiwalnych (Constantini M, Guzowski J, Zuk PJ, Mozetic P,
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De Panfilis S, Jaroszewicz J, Heljak M, Massimi M, Pierron M, Trombetta M, Dentini M, Swieszkow-
ski W, Rainer A, Garstecki P, Barbetta A, Electric field assisted microfluidic platform for generation of
tailorable porous microbeads as cell carriers for tissue engineering. Advanced Functional Materials,
2018, https://doi.org/10.1002/adfm.201800874). Mikrosfery opracowano gtéwnie w celu kontrolowane-
go dostarczania lekéw (Lupron Depot). Ze wzgledu na ich niewielkie rozmiary i duzg powierzchnie
wiasciwg, mikrosfery moga réwniez dziata¢ jako wstrzykiwalne nosniki komorek w inzynierii tkankowej.
W przeciwienstwie do hydrozeli, mikrosfery umozliwiajg komdrkom przyleganie i proliferacje in vitro
przed wstrzyknieciem konstruktu do uszkodzonego obszaru, co jest zaletg w pewnych zastosowa-
niach. Mikrosfery mogg by¢ tworzone z polimeréw naturalnych i syntetycznych oraz materiatéw nieor-
ganicznych. Podobnie jak hydrozele, wtasciwosci fizykochemiczne (np. hydrofilowo$¢, wytrzymatosé
i modut Younga) i bioaktywnosci (np. biokompatybilnosé i szybko$¢ degradacji) mikrosfer sg regulo-
wane przez wiele czynnikéw, takich jak sktad, proces wytwarzania, rozmiar czgstek, morfologia po-
wierzchni i metody modyfikacji mikrosfer. Poza zastosowaniem ich bezposrednio, jako wstrzykiwal-
nych nosnikdw komorek, mikrosfery mozna stosowaé w inzynierii tkankowej razem z hydrozelami.
Duzym ograniczeniem w stosowaniu mikrosfer jest brak widknistej trojwymiarowej morfologii po-
wierzchni, ktéra umozliwiataby wzmocnienie interakcji komérek z materiatem i funkcjonowanie w tkan-
ce np. w krgzku miedzykregowym. Ponadto, polimerowe mikrosfery podczas degradacji wytwarzajg
wiekszg niz nanowidkna ilos¢ produktéw ubocznych, co diugoterminowo moze dziata¢ niekorzystnie
na otaczajgce tkanki.

Jedng z metod wytwarzania rusztowan komérkowych, majgcg potencjat do zastosowania kili-
nicznego jest technika elektroprzedzenia. Podczas elektroprzedzenia, lepki strumien roztworu polime-
ru jest wyrzucany z kropli w ksztalcie stozka, a nastepnie rozciggany w polu elektrycznym. Odparowa-
nie rozpuszczalnika powoduje zastyganie rozcigganego strumienia i tworzenie nanowtdkien, ktore sg
nastepnie zbierane na uziemionym kolektorze w postaci widkniny. Proces elektroprzedzenia jest pro-
cesem bardzo popularnym, poniewaz metoda ta daje mozliwos¢ zmian materialu w nanoskali i jest
jedng z niewielu metod, ktére sg w stanie wytworzy¢ materiaty o wysokiej porowatosci. Metoda ta daje
réwniez mozliwos¢ tatwego zwiekszenia skali i produkcji w skali przemystowe;j.

W celu poprawy wiasciwosci powierzchniowych PLA lub poli(laktydu-co-glikolidu) (PLGA),
w ciggu ostatnich dwudziestu lat optymalizowano metody hydrolizy powierzchniowej, powlekania
powierzchni, obrébki plazmg, chemicznego szczepienia powierzchni oraz inne metody modyfikacji
powierzchni. Sposréd wszystkich tych metod, hydroliza powierzchniowa, zwlaszcza powierzchniowa
hydroliza zasadowa z uzyciem wodorotlenku sodu, okazata sie najbardziej popularng z uwagi, ze jest
metodg prostg, wygodng i skuteczng.

W literaturze naukowej opisano szereg przyktadéw modyfikacji powierzchni polimeréw. W pracy
autorstwa Chen i wspotpracownikow (Chen F, Lee CN, Teoh SH. Nanofibrous modification on ultra-
-thin poly(e-caprolactone) membrane via electrospinning. Materials Science and Engineering: C, 2007,
27: 325-332) zmodyfikowano powierzchnie polikaprolaktonu 3 M wodorotlenkiem sodu przez czas
okoto 3 godzin, dzieki czemu kat zwilzania spadt ze 124° do 0. W innej pracy (Campos DM, Gritsch K,
Salles V, Attik GN, Grosgogeat B. Surface Entrapment of Fibronectin on Electrospun PLGA Scaffolds
for Periodontal Tissue Engineering. Biores Open Access, 2014, 1; 3(3): 117-126) opisywano wplyw
stezenia oraz czasu inkubacji w wodorotlenku sodu na stopien przytgczenia fibronektyny do nanowto-
kien PLGA. Autorzy wykazali, ze stezenie 0,1 M i czas inkubacji okoto 20 min byt wystarczajgcy
do funkcjonalizacji powierzchni wtdkien biatkiem.

Mozliwo$¢é modyfikowania i ksztattowania powierzchni polimeréw i materiatéw kompozyto-
wych ma duze znaczenie dla réznych zastosowan biomedycznych. Na przyktad, zastosowanie fem-
tosekundowej ablacji laserowej do tworzenia mikrowzoréw na elektroprzedzonych materiatach
Z nanowtdkien moze by¢ z powodzeniem stosowane do produkcji ztozonych polimerowych wyrobéw
biomedycznych, w tym rusztowan. W pracy autorstwa Paula i wspétpracownikéw (Paula KT, Mer-
cante LA, Schneider R, Correa DS., Mendonca CR. Micropatterning MoS2/Polyamide Electrospun
Nanofibrous Membranes Using Femtosecond Laser Pulses. Photonics, 2019, 6(1): 3), opisano abla-
cje laserowg jako fatwg i wygodng metode tworzenia wzoréw (micropatterning) na elektroprzedzo-
nych nanowtdknach poliamidowych (PAG6), ktére modyfikowano dwusiarczkiem molibdenu (MoSz).
Badano wplyw energii impulsu laserowego i predkosci strukturyzacji na topografie elektroprzedzo-
nych nanowtdkien kompozytowych. Uzyskane wyniki wykazaty, ze przy zastosowaniu optymalnych
parametréw laserowych na elektroprzedzonych nanowtdknach tworzyty sie mikropory z kontrolowa-
ng skalg wielkosci, przy zachowaniu wyjsciowej morfologii wtdkniny. Wiekszos¢ prac literaturowych
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dotyczy formowania wzoréw na powierzchni widknin (wgtebien, rynienek), w ktérych mozna hodo-
wacé komorki (Lim YC, Johnson J, Fei Z, Wu Y, Farson D, Lannutti JJ, Choi HW, Lee LJ. Micropat-
terning and characterization of electrospun poly(&-caprolactone)/gelatin nanofiber tissue scaffolds by
femtosecond laser ablation for tissue engineering applications. Biotechnol. Bioeng., 108: 116-126.
doi:10.1002/bit.22914).

Projektowanie biomateriatow, kiére mogg nasladowac¢ macierz zewnatrzkomérkowg, ma klu-
czowe znaczenie dla zwiekszenia skutecznosci metod terapeutycznych. Podczas gdy pokrywanie
powierzchniowych uszkodzen, np. skory, widkninami o wymiarach rzedu centymetréw jest stosunkowo
skuteczne, do tej pory niedostepne byly mozliwosci wypetniania trudnodostepnych ubytkow w tym
np. ubytkow kosci, chrzastki lub krgzka miedzykregowego. Mikrorusztowania z nanowtokien, ktore
mogg zosta¢ wprowadzone do ubytkdw poprzez iniekcje igtg i ktdére pozostajg w obszarze iniekcji, nie
sg dostepne. Matoinwazyjne metody chirurgiczne stanowig alternatywe dla metod klasycznych lub
operacji mikrochirurgicznych, ktére czesto wymagajg petnego znieczulenia przed zabiegiem i uzyska-
nia dostepu do interesujgcych chirurga tkanek. Dzieki zastosowaniu matoinwazyjnych metod leczenia,
likwidowana jest przyczyna bélu, gdyz przez mate naciecie skérne, do minimum skracany jest czas
spedzony w szpitalu (czesto ponizej 24 godzin) jak réwniez umozliwiony jest powrét do normalnej
aktywnosci juz w kilka dni po zabiegu. Technologia trojwymiarowych elektroprzedzonych widkien,
ktére mozna wstrzykiwa¢ w sposéb minimalnie inwazyjny, stanowi duzg warto$¢ dodang m.in. w tera-
piach komérkowych. W pracy autorstwa Michaleka i wspoétpracownikow (Michalek AJ, Buckley MR,
Bonassar LJ, Cohen I, latridis JC. The effects of needle puncture injury on microscale shear strain.
Spine J. 2010, 10(12): 1098-1105) wykazano, ze przekiucie igtg pierscienia widknistego w krgzku
miedzykregowym powoduje drastyczng zmiane odksztatcenia pierscienia w mikroskali. Zmiana ta
moze bezposrednio zainicjowa¢ degeneracje krgzka miedzykregowego, z uwagi na niekorzystng
zmiane w mechanotransdukcji w tkance. Dlatego w wielu przypadkach, konieczne jest wprowadze-
nie rusztowan komoérkowych za pomoca urzgdzen/wyroboéw/instrumentarium, ktére w minimalnym
stopniu uszkadzajg tkanki. Dotychczas, otwarta operacja jest jedyng drogg implantacji konwencjo-
nalnych elektroprzedzonych widkien, ktére posiadajg widknistg strukture zblizong do macierzy ze-
wnatrzkomorkowe.

W tym kontekscie, z dokumentu US20160136332A (EP3014005 B1) znany jest sposob wytwa-
rzania trojwymiarowej porowatej struktury wykonanej z fragmentéw, ktére wykonane zostaty z wiékni-
ny. Sposob obejmuje ciecie suchej lub mokrej widkniny wykonanej z nanowidkien (np. elektroprze-
dzonych nanowtdkien) na fragmenty za pomocg lasera (np. lasera piko- lub femtosekundowego)
i zawieszanie fragmentow widkniny w ciektym osrodku; lub ciecie wtékniny wykonanej z nanowtdkien
obecnych w ciektym osrodku na fragmenty za pomocg lasera, w wyniku czego powstaje zawiesina
fragmentéw widkniny w ciektym osrodku; i co najmniej czesciowe usuniecie ciektego osrodka, przy
pomocy samoorganizacji powstaje tréjwymiarowa porowata struktura z fragmentéw widkniny. Korzyst-
nie przed obrébkg laserowg witdknina jest traktowana etanolem i/lub promieniowaniem UV zapewnia-
jacym jej sterylizacje i modyfikacje wtasciwosci fizycznych i/lub chemicznych oraz polimeryzacje. Przy
czym, widknina cieta laserowo jest odseparowana od kolektora. Tym samym podczas ciecia, stoso-
wany jest stét podcisnieniowy z odprowadzeniem spalin, a wyciete fragmenty mogg wydostawac sie
wraz z zacigganym powietrzem i konieczne jest ich wytapywanie. Aspekty te nie zostaty ujawnione
w dokumencie US20160136332A.

Z dokumentu US20140294783 znany jest sposéb wytwarzania implantéw z elektroprzedzonych
nanowtokien, ktory sktada sie z etapow a) formowania biodegradowalnych, syntetycznych nanowio-
kien; b) przetwarzania nanowtdkien w celu wytworzenia fragmentéw nanowiokien; c) Sciskania frag-
mentow nanowidkien; oraz d) podgrzewanie fragmentow nanowiokien w celu wytworzenia porowate-
go, nanowltdknistego rusztowania tkankowego. Etap ciecia obejmuje produkcje fragmentow widknin
o rozmiarach losowych lub jednorodnych. Wedtug autoréw omawianego dokumentu, takie ciecie moze
by¢ wykonane recznie lub poprzez frezowanie, mielenie, homogenizacje i tym podobne. Autorzy nie
wspominajg o metodzie ciecia za pomocg wigzki lasera, ktora to metoda jest kluczowa do osiggniecia
rusztowan w skali mikro.

Z kolei dokument KR20200056968A ujawnia wstrzykiwalne rusztowania z nanowidkien oraz
spos6b ich wytwarzania. Zgodnie z wynalazkiem elektroprzedzone nanowtékna z biodegradowalnego
polimeru powleka sie roztworem prekursora hydrozelu i catos¢ polimeryzuje wytwarzajgc nanowtdkna
zawierajgce rdzen z biopolimeru i otoczke z hydrozelu. Przy czym, do elektroprzedzenia roztwér bio-
degradowalnego polimeru w wewnetrznej dyszy, a w zewnetrznej dyszy umieszcza sie roztwor polisty-
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renu (PS). Po elektroprzedzeniu powstajg widkna zawierajgce rdzen z biopolimeru i otoczke z PS,
ktérg nastepnie sie usuwa pozostawiajgc sam rdzen z biopolimeru, kiéry nastepnie jest powlekany
hydrozelem.

Natomiast z dokumentu GB2544748A, znane sg mikrorusztowania zawierajgce porowatg
czastke zawierajgcg tréjwymiarowa siec¢ elektroprzedzonych witdkien zawierajgcych biokompatybilny
polimer o ksztatcie cylindrycznym lub graniastostupa wielokatnego o srednicy 20—2000 pum oraz wyso-
kosci 10-200 pum. Korzystnie porowatos¢ mikrorusztowan wynosi >75%. Korzystnie mikrorusztowania
zawierajg materiat ferromagnetyczny (tlenek(ll, 1) zelaza). Korzystnie mikrorusztowania mogg zawie-
ra¢ skfadnik wybrany z grupy obejmujgcej czasteczke macierzy zewnatrzkomérkowej (np. hialuronida-
ze, d-lizyne, laminine, witronektyne, fibronektyne, kolagen), peptyd, kwas nukleinowy, barwnik fluore-
scencyjny, streptawidyne, biotyne. Ujawnione rusztowania mogg znalez¢ zastosowanie w medycynie
regeneracyjnej, inzynierii tkankowej, badaniach przesiewowych do uzytku biologicznego lub bada-
niach przesiewowych lekow. Mikrorusztowanie moze ponadto skladac sie z materiatu magnetycznego
oraz metody manipulacji jednym lub kilkoma takimi mikrorusztowaniami poprzez wystawienie kompo-
zycji sktadajgcej sie z jednego lub kilku takich mikrorusztowan na dziatanie pola magnetycznego ma-
gnhesu, a tym samym spowodowanie przyciggniecia do tego magnesu jednego lub kilku mikroruszto-
wan w sktadzie przez przycigganie magnetyczne.

Problemem znanych wstrzykiwalnych nosnikéw jest ich wzajemna agregacja i osiadanie w roz-
tworze, co moze powodowac¢ zatykanie sie igly podczas iniekcji. Dlatego celem niniejszego wynalazku
jest opracowanie nowego sposobu wytwarzania biokompatybilnych wzajemnie nieagregujacych
in vitro nosnikow lekow i/lub komoérek do podawania przez wstrzykiwanie.

Istotg wynalazku jest sposdb otrzymywania wstrzykiwalnego biokompatybilnego nosnika lekéw,
komorek lub ich kombinacji, w postaci mikrorusztowan, charakteryzujacy sie tym, ze obejmuje naste-
pujace etapy:

a) przygotowanie roztworu zawierajgcego polimer oraz co najmniej jeden rozpuszczalnik;

b) formowanie wtdkien o Srednicy widkna wynoszgcej od 50 nm do 10 um na kolektorze pta-

skim w procesie elektroprzedzenia;

c) laserowe ciecie warstwy witdkniny uformowanej na kolektorze na pojedyncze oddzielne mi-
krorusztowania o grubosci od 0,01 do 0,2 mm oraz o ksztatcie walca o srednicy podstawy
wynoszacej od 0,1 do 0,4 mm albo graniastostupa o dtugos$ci boku podstawy wynoszgcym
od 0,04 do 0,4 mm;

d) oddzielanie oddzielnych mikrorusztowan od kolektora;

e) chemiczne modyfikowanie mikrorusztowan poprzez ich zawieszenie w wodnym roztworze
NaOH o stezeniu 0,001-1 M przez 1-120 min albo fizyczne modyfikowanie mikrorusztowan
poprzez ich zawieszenie w wodnym roztworze biatka o stezeniu 0,001-0,5 M przez
2-120 min;

f) odptukanie nadmiaru NaOH albo biatka z powierzchni mikrorusztowan.

Korzystnie polimer stanowi biodegradowalny polimer wybrany z grupy obejmujgcej poli(L-lak-
tyd), poli(D-laktyd), polikaprolakton, poli-(D,L)-laktyd, poli-(L-laktyd-ko-D,L-laktyd), poliglikolid, poli-(lak-
tyd-ko-glikolid), poli(laktyd-ko-kaprolakton), poliuretan, chitozan, kolagen, ich mieszanin lub kopolimery.

Korzystnie w etapie b) na kolektorze ptaskim formowane sa wiékna o srednicy od 50 do 1000 nm.

Korzystnie w etapie b) zastosowano kolektor ptaski wybrany z grupy obejmujgcej kolektor wy-
konany z materiatu przewodzacego, kolektor metalowy, kolektor wykonany z cienkiego materiatu nie-
organicznego, kolektor szklany, kolektor pokryty warstwg materiatu przewodzgcego, kolektor wykona-
ny z materiatu przewodzgcego pokryty folig polimerowa.

Korzystnie etapie a) do roztworu polimeru dodaje sie substancje aktywng w ilosci <1% wag.
masy czystego polimeru.

Korzystnie dodawang substancjg aktywng jest czynnik wzrostu wybrany z grupy obejmujgcej
BMP-2, BMP-7, TGF, NGF lub BDNF.

Korzystnie w etapie c) warstwa nanowidkniny jest cieta wigzka lasera wybranego z grupy obej-
mujgcej laser ekscymerowy, pikosekundowy lub femtosekundowy.

Korzystnie w etapie c) warstwa nanowtdkniny jest cieta wigzkg lasera na graniastostupy zawie-
rajgce w podstawie figure wybrang z grupy obejmujgcej tréjkat, kwadrat, prostokat, romb, réwnolegto-
bok, trapez.

Korzystnie w etapie e) do fizycznej modyfikacji mikrorusztowan stosuje sie roztwoér biatka wy-
branego z grupy obejmujacej lamininy, fibronektyny, kolagen, sekwencje RGD, proteoglikany.
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Korzystnie sposob wedtug wynalazku obejmuje etap g) obejmujgcy pokrywanie modyfikowa-
nych chemicznie, odptukanych mikrorusztowan z etapu f) warstwg substancji wybranej z grupy obej-
mujgcej chitozan, siarczan chondroityny, czynnik lub czynniki wzrostu.

Kolejng istotg wynalazku jest kompozycja do podawania przez wstrzykiwanie zawierajgca bufor
oraz biokompatybilne wzajemnie nieagregujgce in vitro nosniki lekéw, komoérek lub ich kombinac;ji,
charakteryzujgca sie tym, ze nosniki stanowig mikrorusztowania z elektroprzedzonych witékien przygo-
towane sposobem wedlug wynalazku, gdzie kazde mikrorusztowanie stanowi pojedynczy nos$nik
o grubosci od 0,01 do 0,2 mm oraz o ksztatcie walca o $rednicy podstawy wynoszgcej od 0,1 do
0,4 mm albo graniastostupa o diugosci boku podstawy wynoszacym od 0,04 do 0,4 mm, ktérego po-
wierzchnia jest zmodyfikowana chemicznie roztworem NaOH lub fizycznie roztworem biatka, przy
czym mikrorusztowania zawieszone w buforze tworzg zawiesine nieagregujgcych mikroczgstek.

Korzystnie kompozycja zawiera komorki ssacze osadzone na mikrorusztowaniach, przy czym
wspomniane komorki ssacze wybrane sg z grupy obejmujacej chondrocyty, osteoblasty, fibroblasty lub
komorki macierzyste.

Korzystnie bufor stanowi woda lub bufor wybrany z grupy obejmujgcej: bufor zawierajacy po-
zywke hodowlang do kultur komérkowych, bufor fosforanowy, bufor HEPES (kwas 2-[4-(2-hydroksy-
etylo)-1-piperazynylo]etanosulfonowy), bufor MES (kwas 2-morfolinoetanosulfonowy), bufor BIS-TRIS
([bis(2-hydroksyetylo)imino]-tris(hydroksymetylo)metan), kwas hialuronowy, poloksamer, zel kolage-
nowy, zel alginianowy.

Kolejng istotg wynalazku jest kompozycja zawierajgca bufor oraz elektroprzedzone mikrorusz-
towania, ktére zawieszone w buforze tworzg zawiesine nieagregujgcych mikroczagstek, a kazde mikro-
rusztowanie stanowi pojedynczy nosnik o grubosci od 0,01 do 0,2 mm oraz o ksztatcie walca o $redni-
cy podstawy wynoszacej od 0,1 do 0,4 mm albo graniastostupa o dtugosci boku podstawy wynosza-
cym od 0,04 do 0,4 mm, a powierzchnia kazdego mikrorusztowania jest zmodyfikowana chemicznie
roztworem NaOH lub fizycznie roztworem biatka, do zastosowania w leczeniu uszkodzen kosci, chrza-
stek lub krgzkéw miedzykregowych.

Nieoczekiwanie okazato sie, ze parametry mikrorusztowan wedtug wynalazku tj. grubo$¢ mikro-
rusztowan, srednica podstawy mikrorusztowan o ksztatcie walca oraz dtugos¢ boku podstawy mikro-
rusztowan w ksztalcie graniastostupa muszg spetnia¢ okreslone warunki.

Dolne wartosci ujawnionych widetek grubosci, srednicy oraz boku podstawy mikrorusztowan
wedtug wynalazku wynikajg z ograniczen fizycznych materiatu m.in. jego wytrzymatosci co przektada
sie na rozpad tak matych mikrobiektow pod wptywem nawet niewielkich naprezen scinajgcych spoty-
kanych podczas mieszania z uzyciem mieszadta. Najmniejsze, nierozpadajgce sie w cieczy i po ob-
robce chemicznej mikrorusztowania dla ksztattu walca posiadajgce okreg w podstawie to 0,1 mm, zas
dla szescianu, trojkata i szescioboku to minimalny wymiar boku wynosi 0,04 mm. Korzyscig wynikajg-
cg z tak niewielkiego rozmiaru (0,04 mm dla graniastostupa w podstawie) jest mozliwo$¢ wstrzykiwa-
nia polimerowych mikrorusztowan zawierajgcych np. leki przez igly o rozmiarze 30G, czyli igly o $red-
nicy wewnetrznej 0,159 mm, bez zatykania igiet przez mikrorusztowania. W przypadku wstrzykiwania
konstruktu mikrorusztowanie-komaérka, mikrorusztowania powinny by¢ odpowiednio wieksze, aby za-
pewni¢ powierzchnie dla wzrostu komérek. Optymalny rozmiar mikrorusztowan, ktéry mozna podawac
igta o rozmiarze 26G to 0,14 mm. Jesli chodzi o terapie komdérkowe wprowadzane do organizmu
zazwyczaj przez igte, zastosowanie igly o0 mniejszym rozmiarze powoduje mniejsze urazy tkanek
(np. podczas naktuwania pierscienia wtoknistego w krgzku miedzykregowym) i minimalizujg wyciek
komorek przez otwoér powstaty w wyniku wprowadzenia igty. Tylko zastosowanie tak niewielkich roz-
miaréw igiet rzedu 20G-30G jest w stanie zapewnié, iz przeprowadzona procedura dostarczania kon-
struktu mikrorusztowanie-komérka zostanie podana w sposéb matoinwazyjny, zmniejszajgc skutki
uboczne terapii komérkowej i skracajgc tym samym czas pobytu pacjenta w szpitalu.

Wynalazek dostarcza nastepujgcych korzysci:

e Sposobem wedtug wynalazku powstajg mikrorusztowania o zadanych ksztattach i rozmia-
rach, ktére mozna zawiesi¢ w wodzie, w ktorej swobodnie i jednorodnie ptywajg w catej ob-
jetosci, nie zlepiajgc sie ze sobg;

e Przeprowadzona w ramach sposobu wedtug wynalazku hydroliza lub naniesienie biatka
chronig wytwarzane nosniki przed aglomeracjg i osadzaniem sie na Sciankach tym samym
mozliwe jest wstrzykiwanie wodnych zawiesin mikrorusztowanh przez igte o niewielkich roz-
miarach 20—-30G bez ich zatykania podczas iniekcji;
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o Wytworzone mikrorusztowania stanowig biokompatybilne platformy bedace rusztowaniem
dla komorek jednoczesnie umozliwiajgc przenikanie substancji odzywczych, tlenu i metabo-
litow;

o Wytworzone mikrorusztowania mogg by¢ wykorzystane jako rusztowanie komérkowe za-
siedlane w warunkach in vitro komérkami pobranymi od pacjentéw w celu uzupetniania nie-
wielkich ubytkéw kostnych lub regeneracji krgzka miedzykregowego u tych samych pacjen-
téw (pacjenci mogg w tym przypadku by¢ dawcami i biorcami komorek);

o Wytworzone mikrorusztowania mogg by¢ wykorzystane jako rusztowanie dla komérek
w bioreaktorach do ekspansji kultur komérkowych;

o Wytworzone mikrorusztowania do wstrzykiwan, pozwalajg na uwalnianie leku bezposrednio
w miejscu aplikacji, a jego dawka jest zredukowana, co ogranicza toksycznos¢ systemowsa;

e Mikrorusztowania wytworzone sposobem wediug wynalazku wykazujg dobrg porecznosc,
spoistos$¢ oraz bioaktywnosgé;

e Brak cytotoksycznosci dzieki wykorzystaniu ciecia laserem femtosekundowym umozliwiaja-
cym zimng ablacje;

o Kompozycja wedlug wynalazku zawierajgca mikrorusztowania otrzymane sposobem we-
dlug wynalazku moze by¢ stosowana jako biologiczny wypetniacz tkanek w leczeniu uszko-
dzen kosci, chrzgstek i krgzkéw miedzykregowych.

Wynalazek przedstawiono w przyktadach wykonania oraz na rysunku, na ktérym fig. 1 przed-
stawia mikrorusztowania wytworzone sposobem wedtug wynalazku (analiza SEM, powiekszenie x85,
podziatka 200 um); fig. 2 przedstawia morfologie wtdkniny z mikrorusztowania przed i po modyfikacji
powierzchni metodg wedlug wynalazku (analiza SEM, powiekszenie x5000, podziatka 5 um); fig. 3
przedstawia roztwory kwasu hialuronowego z réznymi stezeniami mikrorusztowan majacych w pod-
stawie czworokgt o wymiarach 0,14 mm na 0,14 mm po 1 minucie od wymieszania roztworu, widoczny
jest brak mikrorusztowan na dnie prébki z niemodyfikowanymi mikrorusztowaniami i akumulacja na
granicy miedzyfazowej; fig. 4 przedstawia wyniki badan wstrzykiwalnosci mikrorusztowan modyfiko-
wanych wedtug wynalazku, majgcych w podstawie czworokat o wymiarach 0,14 mm na 0,14 mm,
przez igly o rozmiarach 23, 24 i 26G; fig. 5 przedstawia charakterystyke uwalniania substancji mode-
lowej z mikrorusztowan z polimeréw PLGA, PLLA i PLCL; fig. 6 przedstawia analize zywotnosci komo-
rek fibroblastéw mysich linii L929 w hodowli in vitro wraz z mikrorusztowaniami wytworzonymi sposo-
bem wedilug wynalazku (podziatka 50 um), gdzie zywe komorki fibroblastow linii L929 sg widoczne
na powierzchni wspomnianych mikrorusztowan; fig. 7 przedstawia adhezje komoérek fibroblastéw my-
sich linii L929 do mikrorusztowan wedtug wynalazku (analiza SEM, powiekszenie x500, podziatka
50 um), gdzie A) oznacza niemodyfikowane rusztowania kontrolne, B) oznacza modyfikowane mikro-
rusztowania wytworzone sposobem wedtug wynalazku.

Przyktad 1

W tym nieograniczajagcym przyktadzie wykonania, 9 cz. w. poli(L-Laktydu-ko-kaprolaktonu)
(PLCL, 70% L-laktyd, 30% kaprolakton) rozpuszczono w 85,5 cz. w. chloroformu, a nastepnie dodano
5,2 cz. w. dimetyloformamidu. Polimer rozpuszczano w temperaturze pokojowej do catkowitego roz-
puszczenia (przez minimum 24 godziny).

Cho¢ w tym nieograniczonym przyktadzie wykonania do wytworzenia rusztowan wybrano PLCL,
to w sposobie wedtug wynalazku mozna stosowac takze inne polimery (np. poli(L-laktyd), poli(D-lak-
tyd), polikaprolakton, poli-(D,L)-laktyd, poli-(L-laktyd-ko-D,L-laktyd), poliglikolid, poli-(laktydu-ko-
-glikolid), poliuretan, chitozan, kolagen, ich mieszanin lub kopolimery).

Tak otrzymany roztwor uzywano do wytworzenia wtdkniny. Przy czym, w sposobie wedtug wy-
nalazku wspomniana wtdknina jest otrzymywana metodg przedzenia elektrostatycznego (elektroprze-
dzenie), w ktorej strugi roztworu polimeru zostajg rozciggniete w polu elektrycznym do wymiaru utam-
kéw mikrometra.

W tym przyktadzie wykonania materiat przedziono przy napieciu 15 kV i odlegtosci 20 cm
od uziemionego ptaskiego kolektora szklanego. Natomiast w sposobie wedlug wynalazku mozna sto-
sowac takze inne kolektory ptaskie (np. kolektor metalowy, kolektor pokryty warstwg metalu czy kolek-
tor z materiatu przewodzacego pokryty folig polimerowg).

Wydatek objetosciowy pompy wynosit 0,8 mi/h. Materiaty przygotowywane byly w temperaturze
pokojowej (ok. 22—24°C). Uzyskano materiat z nanowtdkien o grubosci 0,1 mm i porowatosci okoto
80%. W dalszym kroku materiat wraz z kolektorem umieszczono na stole do obrdbki laserem. W tym
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nieograniczajgcym przyktadzie wykonania zastosowano laser femtosekundowy, natomiast mozna
réwniez zastosowac inne lasery (np. laser pikosekundowy czy laser ekscymerowy).

W oprogramowaniu lasera wprowadzono schemat ciecia materiatu, ktéry w tym przyktadzie wyko-
nania obejmowat szereg cie¢ w kierunkach prostopadtych (w tym przyktadzie wykonania przesuniecie
linii w powstatej kratownicy wynosito 0,04 mm w kierunku pionowym i poziomym). Po ustawieniu mocy
lasera, liczby przejazdéw wigzki oraz predkosci ciecia, otrzymano w rezultacie procesu obrobki lasero-
wej mikrorusztowania w ksztalcie graniastostupa, majgcego w podstawie czworokgt o wymiarach
0,04 mm na 0,04 mm. Przy czym, zmieniajgc ustawienia lasera mozna uzyskac inny ksztatt mikrorusz-
towan (np. mozna uzyskaé¢ zaréwno mikrorusztowania w ksztatcie walca lub mikrorusztowania grania-
stostupowe, ktére posiadajg w podstawie czworokat, trojkat, trapez, romb, réwnolegtobok, kwadrat, pro-
stokgt czy inny czworokat, pieciokat, szesciokat, osmiokat czy inny wielokat). Sposobem wedtug wyna-
lazku mozna zatem uzyskac rusztowania o réznym rozmiarze oraz ksztatcie. Przy czym, w zaleznosci
od wybranego ksztattu parametry mikrorusztowan wedtug wynalazku (j. grubos$¢ mikrorusztowan, sred-
nica podstawy mikrorusztowan o ksztalcie walca oraz dtugos$¢ boku podstawy mikrorusztowan w ksztat-
cie graniastostupa), mikrorusztowania muszg spetnia¢ okreslone warunki wynikajgcych z ograniczen
fizycznych zastosowanych materiatéw (tj. biodegradowalnych polimeréw). Oznacza to, ze najmniejsze
nierozpadajace sie w cieczy i po obrébce chemicznej mikrorusztowania o ksztatcie walca to podstawa
o $rednicy 0,1 mm, za$ dla graniastostupa to podstawa o0 minimalnym wymiarze boku 0,04 mm. Mini-
malne wymiary zapewniajgce stabilnos¢ rusztowan zostaty ustalone eksperymentalnie.

Przy czym, ciecie wtdkniny osadzonej na kolektorze w procesie ciecia laserowego w sposobie
wedtug wynalazku odbywa sie w wentylowanych komorach. Ponadto zastosowane w sposobie ciecie
widkniny zwigzanej z kolektorem jest korzystniejsze w poréwnaniu z cieciem samej widkniny. Materia-
ty przed obrébka laserowg przytwierdzane sg do stotu z wykorzystaniem podcisnienia, zas w samej
komorze wykorzystywany jest odsys spalin. Wykonanie ciecia we wiokninie bez kolektora powoduje
uwolnienie wycietych mikrorusztowan z witdkniny i ich zasysanie do wyciggu spalin, co znaczgco
ogranicza liczbe wytworzonych mikrorusztowan.

Polimery stosowane do wytwarzania nanowtdkien sg materiatami hydrofobowymi, tym samym
kat zwilzania wody na wiékninach jest wyzszy niz 90°, a czesto wynosi powyzej 120°. Z tego powodu,
pociety materiat na kolektorze jest modyfikowany chemicznie poprzez zawieszenie mikrorusztowan
w wodnym roztworze wodorotlenku sodu na zadany czas, a nastepnie ptukany wodg dejonizowang
(lub destylowang) celem usuniecia wodorotlenku sodu. Modyfikacje wykonuje sie w eppendorfach lub
falkonach bgdz w szklanych pojemnikach, jednoczesnie mieszajgc cato$¢ na wytrzgsarce laboratoryj-
nej, skracajgc tym samym czas procesu modyfikacji. W trakcie obrébki chemicznej zauwazalna jest
stopniowa modyfikacja mikrorusztowan i ich opadanie z powierzchni miedzyfazowej gaz-ciecz,
na ktoérej sie gromadzg, na dno fiolki. Po zaobserwowaniu braku mikrorusztowan na powierzchni mie-
dzyfazowej, przeprowadzane jest zwirowanie mikrorusztowan i usuniecie ptynu z wodorotlenkiem
(substancjg modyfikujaca). Zbyt dtuga inkubacja mikrorusztowan w roztworze wodorotlenku prowadzi
do szybkiej degradacji polimeru, zas w przypadku zbyt wysokich stezen np. wodorotlenku sodu, ob-
serwowane jest natychmiastowe rozpuszczenie mikrorusztowan.

Dlatego w tym przyktadzie wykonania, po pocieciu wtdkniny na mikrorusztowania o zadanych
ksztattach, kolektor szklany wraz z pocietym materialem umieszczono w naczyniu (Falcon 50 ml)
z wodnym roztworem wodorotlenku sodu (NaOH) o stezeniu 0,5 M, jednoczes$nie zdejmujgc mikro-
rusztowania z powierzchni kolektora celem modyfikacji mikrorusztowan trwajgcej okoto 25 min. Na-
stepnie mikrorusztowania zwirowywano 5 min przy 13 500 rpm i usuwano roztworu wodorotlenku so-
du. Nastepnie zmodyfikowane mikrorusztowania zawieszano w wodzie dejonizowanej celem wyptuka-
nia wodorotlenku sodu, oceny czy mikrorusztowania gromadzg sie na powierzchni woda-powietrze
i w przypadku modyfikacji wszystkich mikrorusztowan powtarzano procedure wirowania i ptukania
wodg do uzyskania neutralnego poziomu pH. Przygotowane mikrorusztowania (przed i po obrébce)
poddawano kontroli jakosci z zastosowaniem mikroskopu elektronowego. Fig. 1 przedstawia ruszto-
wania po modyfikacji chemicznej. Natomiast poréwnanie morfologii wtékien na mikrorusztowaniach
przed i po obrébce chemicznej wodorotlenkiem sodu przedstawiono na fig. 2.

Dzieki opisanemu sposobowi, powstate mikrorusztowania o zadanych ksztaitach i rozmiarach
mozna zawiesi¢ w wodzie (lub w buforze ztlozonym), w ktdrej swobodnie i jednorodnie ptywajg w catej
objetosci. Tym samym mozliwe jest wstrzykiwanie wodnych zawiesin mikrorusztowan przez igte
o niewielkich rozmiarach 20-30G, w szczegolnosci 24—27G bez ich zatykania podczas iniekcji. Przy
czym, ilos¢ uzyskanych mikrorusztowan mozna zlicza¢ wykorzystujgc w tym celu komory zliczeniowe
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(np. komory Nageotte’a lub inne), co umozliwia dobranie stosownej koncentracji mikrorusztowan
do wstrzykniecia.

W tym przykfadzie wykonania uzyskano zmodyfikowane NaOH mikrorusztowania o ksztatcie
graniastostupa o wysokosci 0,1 mm (odpowiadajgcej grubosci mikrorusztowania) oraz o podstawie
czworokgtnej o wymiarach 0,04 mm x 0,04 mm, ktére zawieszono w wodzie.

Przyktad 2

Sposéb jak w przyktadzie 1, z tym, ze w oprogramowaniu lasera wprowadzono schemat ciecia
materiatu, ktéry w tym przykiadzie wykonania obejmowat szereg cie¢ w kierunkach prostopadtych
(przesuniecie linii w powstatej kratownicy wynosito 0,4 mm w kierunku pionowym i poziomym).
Po ustawieniu mocy lasera, liczby przejazdéw wigzki oraz predkosci ciecia, otrzymano w rezultacie
procesu obrébki laserowej mikrorusztowania w ksztalcie graniastostupa, majgcego w podstawie czwo-
rokat o wymiarach 0,4 mm na 0,4 mm. Natomiast modyfikacje chemiczng pocietych rusztowan prowa-
dzono w wodnym roztworze NaOH o stezeniu 0,001 M przez 120 min.

Przyktad 3

W tym przyktadzie wykonania 6,25 cz. w. poli(L-Laktydu) (PLLA) rozpuszczono w 84,38 cz. w.
chloroformu, a nastepnie dodano 9,37 cz. w. dimetyloformamidu. Natomiast w sposobie wediug wyna-
lazku mozna stosowac inne polimery (np. poliglikolid, poli(D-laktyd), poli-(D,L)-laktyd, chitozan, kola-
gen). Polimer rozpuszczano w temperaturze pokojowej przez minimum 24 godziny. Tak otrzymany
roztwér uzywano do elektroprzedzenia. Materiat przedziono przy napieciu 17 kV i odlegtosci 15 cm od
uziemionego ptaskiego kolektora szklanego. Niemniej jednak mozna uzy¢ inne typy kolektoréw pta-
skich np. kolektor metalowy czy kolektor pokryty warstwg metalu. Wydatek objetosciowy pompy wyno-
sit 0,8 mL/h. Materiaty przygotowywane byty w temperaturze pokojowej (ok. 22—-24°C). Uzyskano ma-
teriat z nanowtokien o grubosci 0,09 mm i porowatosci okoto 85%. W dalszym kroku materiat wraz
z kolektorem umieszczono na stole do obrébki laserem. W oprogramowaniu lasera wprowadzono
schemat ciecia materiatu, ktéry obejmowat szereg cie¢ w kierunkach prostopadtych (przesuniecie linii
w powstatej kratownicy wynosito 0,14 mm w kierunku pionowym i poziomym). Po ustawieniu mocy
lasera, liczby przejazdéw wigzki oraz predkosci ciecia, otrzymano w rezultacie procesu obrobki lase-
rowej mikrorusztowania w ksztaicie czworokata o rozmiarze 0,14 mm na 0,14 mm. W dalszej czesci
kolektor szklany wraz z pocietym materialem umieszczono w naczyniu z wodg dejonizowana, jedno-
czesnie zdejmujgc mikrorusztowania z powierzchni kolektora. Mikrorusztowania pozostawiono w wo-
dzie na 1 godzine w celu zwilzenia glebszych warstw nanowtdkien tworzgcych mikrorusztowanie przez
czgsteczki wody, a tym samym polepszenie ich penetracji przez wodny roztwér. Po godzinie oddzielo-
no mikrorusztowania z wody dzieki zastosowaniu wirowania (20 minut, 13 500 rpm). W przypadku
niepowodzenia tego etapu ciecz mozna odciggng¢ bardzo cienka igtg (np. 31G) tak aby nie odciggng¢
mikrorusztowan. Po odsaczeniu wody pozostawione na dnie eppendorfa mikrorusztowania zawieszo-
no w 0,1 M roztworze wodorotlenku sodu. Tak przygotowang prébke umieszczono na wytrzgsarce
w celu intensyfikcji procesu modyfikacji, sprawdzajgc co kilka minut jego postep. Modyfikacje che-
miczng uznano za zakonczong, gdy zaobserwowano opadanie mikrorusztowan na dno eppendorfa
z powierzchni miedzyfazowej gaz-ciecz. Sredni czas modyfikacji mikrorusztowaé z widkien PLLA
w 0,1 M roztworze NaOH wynosit 45 minut. Nastepnie, roztwér wodny NaOH wraz z dyspergowanymi
mikrorusztowaniami zwirowano (2 minuty, 13 500 rpm) w celu usuniecia roztworu wodorotlenku sodu.
Mikrorusztowania zawieszano nastepnie w wodzie celem wyptukania wodorotlenku sodu i powtérzono
procedure wirowania i ptukania do uzyskania neutralnego poziomu pH (co obejmuje $rednio 6 cykli
ptukania). Przygotowane mikrorusztowania (przed i po obrébce) poddawano kontroli jakosci z zasto-
sowaniem mikroskopu elektronowego.

Przyktad 4

Sposéb jak w przyktadzie 3, z tym, ze zastosowano kolektor metalowy a modyfikacja mikrorusz-
towan jest modyfikacja fizyczng, gdzie kolektor wraz z pocietym materiatem umieszczono w naczyniu
z wodg dejonizowang, jednoczesnie zdejmujac mikrorusztowania z powierzchni kolektora.

Analogicznie jak w przyktadzie 3, mikrorusztowania pozostawiono w wodzie na 1 godzine w celu
zwilzenia gtebszych warstw nanowiokien tworzgcych mikrorusztowanie przez czgsteczki wody, a tym
samym polepszenie ich penetracji przez wodny roztwér. Po godzinie oddzielono mikrorusztowania
z wody dzieki zastosowaniu wirowania (20 minut, 13 500 rpm) (lub, w przypadku niepowodzenia, odcig-
gano ciecz bardzo cienkg iglg (31G) tak aby nie odciggng¢ mikrorusztowan). Po odsgczeniu wody pozo-
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stawione na dnie eppendorfa mikrorusztowania zawieszono w 0,1 M roztworze biatka przez 45 min. Przy
czym, w tym nieograniczajgcym przyktadzie wykonania jako roztwér wodny biatka zastosowano roztwér
kolagenu. Natomiast w sposobie wedtug wynalazku do modyfikacji chemicznej rusztowan mozna stoso-
wac réwniez inne biatka (np. lamininy, fibronektyny, sekwencje RGD, czy proteoglikany).

Po modyfikacji roztworem biatek, mikrorusztowania sg przeptukiwane 0,01 M buforem fosfora-
nowym w celu usuniecia nadmiaru biatka z powierzchni.

Przyktad 5

Sposéb jak w przyktadzie 4, z tym ze modyfikacje fizyczng prowadzono przez 120 min
w 0,001 M roztworze sekwencji RGD (tj. sekwencji peptydowej skladajgcej sie z aminokwaséw argini-
ny, glicyny i kwasu asparaginowego).

Przyktad 6

W tym przyktadzie wykonania 5 cz. w. polikaprolaktonu (PCL) rozpuszczono w 95 cz. w. heksa-
fluoroizopropanolu (HFIP). Polimer rozpuszczano w temperaturze pokojowej przez minimum 24 go-
dziny. Tak otrzymany roztwor uzywano do elektroprzedzenia. Materiat przedziono przy napieciu 12 kV
i odlegtosci 15 cm od uziemionego ptaskiego kolektora szklanego (inne opcje: kolektor metalowy).
Wydatek objetosciowy pompy wynosit 0,8 mL/h. Materiaty przygotowywane byly w temperaturze poko-
jowej (ok. 22—24°C). Uzyskano materiat z nanowtdkien o grubosci 0,05 mm i porowatosci okoto 80%.
W dalszym kroku materiat wraz z kolektorem umieszczono na stole do obrébki laserem femtosekun-
dowym. W oprogramowaniu lasera wprowadzono schemat ciecia materiatu, ktéry obejmowat szereg
cie¢ w kierunkach prostopadtych (przesuniecie linii w powstatej kratownicy wynosito 0,05 mm w kie-
runku pionowym i poziomym). Po ustawieniu mocy lasera, liczby przejazdéow wigzki oraz predkosci
ciecia, otrzymano w rezultacie procesu obrobki laserowej mikrorusztowania w ksztatcie czworokata
o rozmiarze 0,05 mm na 0,05 mm. W dalszej czesci kolektor szklany wraz z pocietym materiatem
umieszczono w naczyniu z wodg dejonizowang, jednoczesnie zdejmujgc mikrorusztowania z po-
wierzchni kolektora. Mikrorusztowania pozostawiono w wodzie na 1 godzine w celu zwilzenia gteb-
szych warstw nanowtokien tworzgcych mikrorusztowanie przez czgsteczki wody, a tym samym polep-
szenie ich penetracji przez wodny roztwér. Po godzinie oddzielono mikrorusztowania z wody dzieki
zastosowaniu wirowania (20 minut, 13 500 rpm) lub, w przypadku niepowodzenia, odciggano ciecz
bardzo cienkg igtg (np. 31G) tak aby nie odciggng¢ mikrorusztowan. Po odsgczeniu wody pozosta-
wione na dnie eppendorfa mikrorusztowania zawieszono w 1 M roztworze wodorotlenku sodu. Tak
przygotowang prébke umieszczono na wytrzgsarce w celu intensyfikcji procesu modyfikacji, spraw-
dzajac co kilka minut jego postep. Modyfikacje chemiczng uznano za zakonczong, gdy zaobserwowa-
no opadanie mikrorusztowan na dno eppendorfa z powierzchni miedzyfazowej gaz-ciecz. Sredni czas
modyfikacji mikrorusztowan z wiékien PCL w 1 M roztworze NaOH wynosit 40 minut. Nastepnie, roz-
twor wodny NaOH wraz z dyspergowanymi mikrorusztowaniami zwirowano (2 minuty, 13 500 rpm)
w celu usuniecia roztworu wodorotlenku sodu. Mikrorusztowania zawieszano nastepnie w wodzie
celem wyptukania wodorotlenku sodu i powtdrzono procedure wirowania i ptukania do uzyskania neu-
tralnego poziomu pH (zastosowano 6 cykli ptukania).

Przygotowane mikrorusztowania (przed i po obrébce) poddawano kontroli jakosci z zastosowa-
niem mikroskopu elektronowego.

Przyktad 7

Sposéb jak w przyktadzie 6, z tym, ze do ciecia mikrorusztowan wykorzystano laser pikosekun-
dowy. Oprogramowanie lasera ustawiono tak, aby uzyskaé rusztowania w ksztatcie walca o $rednicy
podstawy wynoszacej 0,05 mm. Kolektor wraz z pocietym materiatem umieszczono w naczyniu z wo-
dg dejonizowang, jednoczesnie zdejmujgc mikrorusztowania z powierzchni kolektora. Mikrorusztowa-
nia pozostawiono w wodzie na 1 godzine w celu zwilzenia gtebszych warstw nanowtdkien tworzacych
mikrorusztowanie przez czgsteczki wody, a tym samym polepszenie ich penetracji przez wodny roz-
twor. Po godzinie oddzielono mikrorusztowania z wody dzieki zastosowaniu wirowania (20 minut,
13 500 rpm) lub, w przypadku niepowodzenia, odciggano ciecz bardzo cienka igta (np. 31G) tak aby
nie odciggnaé¢ mikrorusztowan. Po odsaczeniu wody pozostawione na dnie eppendorfa mikroruszto-
wania zawieszono w 0,5 M roztworze biatka przez 2 min. Przy czym, w tym nieograniczajgcym przy-
ktadzie wykonania jako roztwor wodny biatka zastosowano roztwér lamininy.

Po modyfikacji fizycznej roztworem biatek, mikrorusztowania sg przeptukiwane 0,01 M buforem
fosforanowym w celu usuniecia nadmiaru biatka z powierzchni.
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Przyktad 8

W tym przyktadzie wykonania 4 cz. w. poli(laktyd-koglikolidu) (PLGA) rozpuszczono w 96 cz. w.
heksafluoroizopropanolu (HFIP). Polimer rozpuszczano w temperaturze pokojowej przez minimum
24 godziny. Tak otrzymany roztwér uzywano do elektroprzedzenia. Materiat przedziono przy napieciu
15 kV i odlegtosci 14 cm od uziemionego ptaskiego kolektora szklanego (inne opcje: kolektor metalo-
wy). Wydatek objetosciowy pompy wynosit 0,8 mL/h. Materialy przygotowywane byty w temperaturze
pokojowej (ok. 22—-24°C). Uzyskano materiat z nanowtdkien o grubosci 0,1 mm i porowatosci okoto
76%. W dalszym kroku materiat wraz z kolektorem umieszczono na stole do obrobki laserem. W opro-
gramowaniu lasera wprowadzono schemat ciecia materiatu, ktéry obejmowat szereg cie¢ w kierun-
kach prostopadtych (przesuniecie linii w powstatej kratownicy wynosito 0,14 mm w kierunku pionowym
i poziomym). Po ustawieniu mocy lasera, liczby przejazdéw wigzki oraz predkosci ciecia, otrzymano
w rezultacie procesu obrobki laserowej mikrorusztowania w ksztatcie czworokgta o rozmiarze 0,14 mm
na 0,14 mm. W dalszej czesci kolektor szklany wraz z pocietym materialem umieszczono w naczyniu
z woda dejonizowang, jednoczesnie zdejmujgc mikrorusztowania z powierzchni kolektora. Mikrorusz-
towania pozostawiono w wodzie na 1 godzine w celu zwilzenia gtebszych warstw nanowtdkien two-
rzacych mikrorusztowanie przez czgsteczki wody, a tym samym polepszenie ich penetracji przez
wodny roztwér. Po godzinie oddzielono mikrorusztowania z wody dzieki zastosowaniu wirowania
(20 minut, 13 500 rpm) lub, w przypadku niepowodzenia, odciggano ciecz bardzo cienkg igtg (31G)
tak aby nie odciggng¢ mikrorusztowan. Po odsgczeniu wody pozostawione na dnie eppendorfa mikro-
rusztowania zawieszono w 0,05 M roztworze wodorotlenku sodu. Tak przygotowang probke umiesz-
czono na wytrzgsarce w celu intensyfikacji procesu modyfikacji, sprawdzajgc co kilka minut jego po-
step. Modyfikacje chemiczng uznano za zakonczong, gdy zaobserwowano opadanie mikrorusztowan
na dno eppendorfa z powierzchni miedzyfazowej gaz-ciecz. Sredni czas modyfikacji mikrorusztowan
z widkien PLGA w 0,05 M roztworze NaOH wynosit 40 minut. Nastepnie, roztwér wodny NaOH wraz
z dyspergowanymi mikrorusztowaniami zwirowano (2 minuty, 13 500 rpm) w celu usuniecia roztworu
wodorotlenku sodu. Mikrorusztowania zawieszano nastepnie w wodzie celem wyptukania wodorotlen-
ku sodu i powtérzono procedure wirowania i ptukania do uzyskania neutralnego poziomu pH ($rednio
6 cykli ptukania).

Przygotowane mikrorusztowania (przed i po obrébce) poddawano kontroli jakosci z zastosowa-
niem mikroskopu elektronowego.

Przyktad 9

W tym przyktadzie wykonania 0,22 cz. w. kolagenu rozpuszczono w 75 cz. w. etanolu
i 24,78 cz. w. wody, zawierajgcych dodatkowo 30 mM kwasu solnego. Polimer rozpuszczano w tem-
peraturze pokojowej przez minimum 24 godziny. Tak otrzymany roztwor uzywano do elektroprzedze-
nia. Materiat przedziono przy napieciu 12 kV i odlegtosci 10 cm od uziemionego pfaskiego kolektora
metalowego pokrytego folig polimerowg. Wydatek objetosciowy pompy wynosit 0,3 mL/h. Materiaty
przygotowywane byly w temperaturze pokojowej (ok. 22—-24°C) i wilgotnosci wzglednej 10%. Uzyska-
no materiat z nanowtdkien o grubosci 0,2 mm.

W dalszym kroku materiat wraz z kolektorem umieszczono na stole do obrébki laserem ekscy-
merowym. W oprogramowaniu lasera wprowadzono schemat ciecia materiatu, zapewniajgcy otrzyma-
nie walca o $rednicy podstawy wynoszacej 0,4 mm.

Nastepnie kolektor wraz z pocietym materialem umieszczono na 20 min w eksykatorze zawie-
rajgcym naczynie z 4 mL wody amoniakalnej, zas w kolejnym kroku umieszczano w naczyniu
z wodg dejonizowang, jednoczesnie zdejmujgc mikrorusztowania z powierzchni kolektora. Mikro-
rusztowania pozostawiono w wodzie na 1 godzine w celu zwilzenia gtebszych warstw nanowitdkien
tworzgcych mikrorusztowanie przez czasteczki wody, a tym samym polepszenie ich penetracji
przez wodny roztwér. Po godzinie oddzielono mikrorusztowania z wody dzieki zastosowaniu wiro-
wania (20 minut, 13 500 rpm). Po odsaczeniu wody pozostawione na dnie eppendorfa mikroruszto-
wania zawieszono w 0,01 M roztworze wodorotlenku sodu i prowadzono modyfikacje chemiczng
przez 1 min.

Nastepnie, roztwér wodny NaOH wraz z dyspergowanymi mikrorusztowaniami zwirowano
(2 minuty, 13 500 rpm) w celu usuniecia roztworu wodorotlenku sodu. Mikrorusztowania zawieszano
nastepnie w wodzie celem wyptukania wodorotlenku sodu i powtérzono procedure wirowania i ptukania
do uzyskania neutralnego poziomu pH (zastosowano 6 cykli ptukania). Przygotowane mikrorusztowania
(przed i po obrébce) poddawano kontroli jakosci z zastosowaniem mikroskopu elektronowego.
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Przyktad 10

W tym przykfadzie wykonania 8 cz. w. chitozanu rozpuszczono w 83 cz. w. kwasu octowego
i 9 cz. w. wody. Polimer rozpuszczano w temperaturze 30°C przez minimum 24 godziny. Tak otrzy-
many roztwér uzywano do elektroprzedzenia. Materiat przedzono przy napieciu 25 kV i odlegtosci
7 cm od uziemionego pfaskiego kolektora szklanego. Wydatek objetosciowy pompy wynosit 1 mL/h.
Materiaty przygotowywane byly w temperaturze pokojowej (ok. 22—24°C). Uzyskano materiat z nano-
widkien o grubosci 0,05 mm.

W oprogramowaniu lasera wprowadzono schemat ciecia materiatu, zapewniajgcy otrzymanie
graniastostupa z tréjkagtem w podstawie o boku 0,2 mm. Nastepnie kolektor wraz z pocietym materia-
tem umieszczono w naczyniu z wodg dejonizowang, jednoczesnie zdejmujgc mikrorusztowania z po-
wierzchni kolektora. Mikrorusztowania pozostawiono w wodzie na 1 godzine w celu zwilzenia gteb-
szych warstw nanowtokien tworzgcych mikrorusztowanie przez czgsteczki wody, a tym samym polep-
szenie ich penetracji przez wodny roztwor. Po godzinie oddzielono mikrorusztowania z wody dzieki
zastosowaniu wirowania (20 minut, 13 500 rpm). Po odsaczeniu wody pozostawione na dnie eppen-
dorfa mikrorusztowania zawieszono w 0,01 M roztworze wodorotlenku sodu i prowadzono modyfikacje
chemiczng przez 60 min. Nastepnie, roztwér wodny NaOH wraz z dyspergowanymi mikrorusztowa-
niami zwirowano (2 minuty, 13 500 rpm) w celu usuniecia roztworu wodorotlenku sodu. Mikroruszto-
wania zawieszano nastepnie w wodzie celem wyptukania wodorotlenku sodu i powtérzono procedure
wirowania i ptukania do uzyskania neutralnego poziomu pH (zastosowano 6 cykli ptukania). Przygoto-
wane mikrorusztowania (przed i po obrébce) poddawano kontroli jakosci z zastosowaniem mikroskopu
elektronowego.

Przyktad 11

W tym przyktadzie wykonania 7 cz. w. PLCL rozpuszczono w 93 cz. w. heksafluoroizopropa-
nolu (HFIP) i pozostawiono na mieszadle magnetycznym przez 24 godz. do catkowitego rozpusz-
czenia polimeru. Otrzymany roztwér uzywano do elektroprzedzenia. Materiat przedziono przy na-
pieciu 15 kV i odlegtosci 15 cm od uziemionego ptaskiego kolektora szklanego. Wydatek objeto-
sciowy pompy wynosit 0,8 mL/godz. Materiat byt elektroprzedzony w temperaturze otoczenia
(ok. 22—24°C). Uzyskane wtokna byty jednorodne na catej dtugosci, a ich $redni rozmiar wynosit
700 nm. Ostatecznie materiat na szklanym kolektorze umieszczono na stole do obrébki laserem
i poddano cieciu laserem femtosekundowym na mikrorusztowania o ksztatcie i wymiarach zadanym
przez oprogramowanie (np. ksztatcie czworokgta o rozmiarze 0,14 mm na 0,14 mm). W dalszej
czesci kolektor szklany wraz z pocietym materiatem umieszczono w naczyniu z wodg dejonizowana,
aby poddac je procesowi Sciggania z powierzchni kolektora do wody. Poczgtkowo mikrorusztowania
pozostawiono w wodzie na 1 godzine w celu zwilzenia, po tym czasie odwirowano (20 minut,
13 500 rpm) lub, w przypadku niepowodzenia, odciggano ciecz bardzo cienkg igtg (31G) tak aby nie
odciggng¢ mikrorusztowan. Nastepnie mikrorusztowania zostaty zalane 0,05 M roztworem NaOH na
5 minut, w celu przeprowadzenia hydrolizy powierzchni. Po 5 minutach roztwér NaOH odwirowano,
a mikrorusztowania ptukano wodg w celu usuniecia resztek NaOH. Ptukanie powtérzono 3 razy,
a kazde trwato okoto 15 minut, do osiggniecia obojetnego pH roztworu. Tak przygotowane ruszto-
wania umieszczono w roztworze NHS/EDC (50 mM NHS i 50 mM EDC) na 1 godzine. Po tym cza-
sie roztwoér NHS/EDC odwirowano, a mikrorusztowania poddano ptukaniu w wodzie dejonizowanej
przez 5 minut. Ostatecznie mikrorusztowania umieszczono w uprzednio przygotowanym roztworze
czynnika wzrostu. W tym przykladzie wykonania czynnikiem wzrostu byt transformujgcy czynnik
wzrostu beta 1 (TGF-B1) o stezeniu 10 ng/ml w 0,01 M buforze fosforanowym. Mikrorusztowania
inkubowano w roztworze czynnika wzrostu w temperaturze 4°C przez 24 godziny. Po tym czasie
ponownie odwirowano mikrorusztowania i poddano je ptukaniu w wodzie dejonizowanej. Ostatecz-
nie mikrorusztowania zostaty osuszone i przechowywane w 4°C.

Przyktad 12

Sposéb jak w przyktadzie 11, z tym, ze 5 cz. w. PLCL rozpuszczono w 95 cz. w. HFIP i pozo-
stawiono na mieszadle magnetycznym przez 24 godziny do catkowitego rozpuszczenia polimeru.
Otrzymany roztwoér uzywano do elektroprzedzenia, gdzie materiat przedzono przy napieciu 15 kV
i odlegtosci 15 cm od uziemionego ptaskiego kolektora szklanego. Wydatek objetosciowy pompy wy-
nosit 0,5 mL/h. Materiat byt elektroprzedzony w temperaturze otoczenia (ok. 22-24°C). Uzyskane
widkna byty jednorodne na catej dtugosci, a ich srednica wynosita 100 nm. Natomiast sposobem we-
dtug wynalazku mozna réwniez uzyskaé wtdkna o mniejszej Srednicy, np. 50 nm.
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Przyktad 13

Sposoéb jak w przyktadzie 11, z tym, ze 15 PLCL rozpuszczono w 85 ml 2,2,2-trifluoroetanolu
i pozostawiono na mieszadle magnetycznym przez 24 godziny do catkowitego rozpuszczenia polime-
ru. Otrzymany roztwér uzywano do elektroprzedzenia, gdzie materiat przedzono przy napieciu 17 kV
i odlegtosci 12 cm od uziemionego ptaskiego kolektora szklanego. Wydatek objetosciowy pompy wy-
nosit 0,8 mL/h. Materiat byt elektroprzedzony w temperaturze otoczenia (ok. 22-24°C). Uzyskane
widkna byly jednorodne na catej dlugosci, a ich $rednica wynosita 10 um.

Przyktad 14

W celu wykonania roztworu zawierajgcego 95% ww. PLGA oraz 5% ww. chitozanu zastosowa-
no dwustopniowg metodyke rozpuszczania sktadnikow w heksafluoroizopropanolu (HFIP), tak aby
ostatecznie osiggng¢ roztwor o catkowitym stezeniu polimeru w roztworze wynoszgcym 4% ww.
w stosunku do rozpuszczalnika. Na poczgtku chitozan rozpuszczano w kgpieli wodnej w temperaturze
50°C przez ok. 24 godziny. Nastepnie do roztworu chitozanu, ktéry ochtodzono do temperatury poko-
jowej dodano PLGA i pozostawiono do rozpuszczenia przez kolejne 24 godziny. Tak otrzymany roz-
twor uzywano do elektroprzedzenia. Materiat przedzono przy napieciu 17 kV i odlegtosci 15 cm
od uziemionego ptaskiego kolektora szklanego (inne opcje: kolektor metalowy). Wydatek objetosciowy
pompy wynosit 1,5 mL/h. Materialy przygotowywane byly w temperaturze pokojowej (ok. 22—24°C).
W zaleznosci od napiecia i szybkosci podawania roztworu widkna mogg uzyskaé sredni rozmiar wy-
noszacy 350 nm. Ostatecznie materiat na szklanym kolektorze umieszczono na stole do obrébki lase-
rem i poddano cieciu laserem na mikrorusztowania o ksztatcie i wymiarach zadanym przez oprogra-
mowanie (np. ksztatcie czworokgta o rozmiarze 0,14 mm na 0,14 mm). W dalszej czesci kolektor
szklany wraz z pocietym materiatem umieszczono w naczyniu z wodg dejonizowang, gdzie mikrorusz-
towania zostaty delikatnie $ciggniete z powierzchni kolektora do wody. Mikrorusztowania pozostawio-
no w wodzie na 1 godzine w celu zwilzenia, nastepnie w celu separacji mikrorusztowan od wody za-
stosowano wirowanie (2 minuty, 13 500 rpm), po czym ostatecznie mikrorusztowania zostaty zalane
0,05 M roztworem NaOH na 5 minut (hydroliza powierzchni). Nastepnie powtérzono procedure wiro-
wania i zalano mikrorusztowania wodg w celu wyptukania NaOH. Ptukanie powtérzono 3 razy, a kaz-
de trwato ok. 15 minut. Tak przygotowane rusztowania umieszczono w roztworze NHS/EDC (50 mM
NHS i 50 mM EDC) na 1 godzine. Po tym czasie roztwér NHS/EDC odwirowano, a mikrorusztowania
poddano 5-minutowemu ptukaniu w wodzie. W tym przyktadzie wykonania ostatecznie mikroruszto-
wania umieszczono w uprzednio przygotowanym roztworze siarczanu chondroityny o stezeniu
1 mg/ml w roztworze 0,02 M NaCl na 24 godziny. Natomiast zamiast siarczanu chondroityny mozna
stosowac inne roztwory, takie jak roztwory zawierajgce chitozan czy czynniki wzrostu. Po tym czasie
ponownie odwirowano mikrorusztowania i poddano je tréjkrotnemu ptukaniu (jeden raz w 0,02 M roz-
tworze NaCl oraz dwa razy w wodzie dejonizowanej). Ostatecznie mikrorusztowania zostaty osuszone
i przechowywane w 4°C.

Przyktad 15

Wytwarzanie mikrorusztowan z substancjg aktywna.

W tym przyktadzie wykonania 9 cz. w. poli(L-Laktydu-co-kaprolaktonu) (PLCL, 70% L-laktyd,
30% kaprolakton) rozpuszczono w 85,5 cz. w. chloroformu, a nastepnie dodano 5,2 cz. w. dimetylo-
formamidu. Polimer rozpuszczano w temperaturze pokojowej przez minimum 24 godziny. Do 1 grama
roztworu polimeru dodano 5 mg surfaktanta SPAN-80, a nastepnie mieszano. Nastepnie, do roztworu
polimeru z surfaktantem dodano w dwdéch porcjach po 25 uL substancje aktywna, ktérg stanowit czyn-
nik wzrostu w 0,01 M buforze fosforanowym. Przy czym, w tym nieograniczajgcym przyktadzie wyko-
nania zastosowanym czynnikiem wzrostu byto biatko morfogenetyczne kosci 2 (BMP2), natomiast
mozna stosowac réwniez inne substancje aktywne, w tym inne czynniki wzrostu (np. biatko morfoge-
netyczne kosci 7 BMP-7, czynnik wzrostu nerwéw NGF czy neurotroficzny czynnik pochodzenia mo-
zgowego BDNF). W sposobie wedtug wynalazku mozna stosowac rézne stezenia substancji aktywnej,
jednak korzystnie ilos¢ substancji aktywnej powinna stanowi¢ <1% wag. masy wzgledem czystego
polimeru uzytego do elektroprzedzenia.

Catos¢ mieszano i wytrzgsano do utworzenia jednorodnej i stabilnej emulsji wody w fazie orga-
nicznej. Materiat przedzono przy napieciu 15 kV i odlegtosci 20 cm od uziemionego ptaskiego kolektora
szklanego. Wydatek objetosciowy pompy wynosit 0,8 ml/godziny. Materiaty przygotowywane byty
w temperaturze pokojowej (ok. 22—-24°C). Uzyskano materiat z nanowtdkien o grubosci 0,1 mm i poro-
watosci okoto 80%. W dalszym kroku materiat wraz z kolektorem umieszczono na stole do obrébki lase-
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rem. W oprogramowaniu lasera wprowadzono schemat ciecia materiatu, ktéry obejmowat szereg cie¢
w kierunkach prostopadtych (przesuniecie linii w powstatej kratownicy wynosito 0,05 mm w kierunku
pionowym i poziomym). Po ustawieniu mocy lasera, liczby przejazdéw wigzki oraz predkosci ciecia,
otrzymano w rezultacie procesu obrébki laserowej mikrorusztowania w ksztalcie czworokata o rozmiarze
0,05 mm na 0,05 mm. W dalszej czesci kolektor szklany wraz z pocietym materialem umieszczono
w naczyniu (Falcon 50 ml) z wodnym roztworem wodorotlenku sodu 0,1 M, jednoczesnie zdejmujgc mikro-
rusztowania z powierzchni kolektora celem modyfikacji mikrorusztowan trwajacej okoto 5 min. Nastepnie
mikrorusztowania odwirowywano i usuwano roztwér wodorotlenku sodu. Mikrorusztowania zawieszano
nastepnie w wodzie celem wyptukania wodorotlenku sodu, oceny czy mikrorusztowania gromadzg sie
na powierzchni woda-powietrze i w przypadku modyfikacji wszystkich mikrorusztowan powtarzano proce-
dure wirowania i ptukania do uzyskania neutralnego poziomu pH. Przygotowane mikrorusztowania (przed
i po obrébce) poddawano kontroli jakosci z zastosowaniem mikroskopu elektronowego.

Przyktad 16

Kompozycja wedtug wynalazku zawiera mikrorusztowania wykonane sposobem wedtug wyna-
lazku oraz bufor, gdzie mikrorusztowania poddano sterylizacji za pomocg 85% etanolu, za$ po zwiro-
waniu i odsgczeniu etanolu, mikrorusztowania naswietlano promieniowaniem UV (2x30 min), nastep-
nie zawieszono w sterylnym buforze.

W tym nieograniczajgcym przyktadzie wykonania kompozycja zawiera zmodyfikowane che-
micznie (modyfikacja chemiczna roztworem 1 M NaOH, w czasie 2 min) mikrorusztowania z polikapro-
laktonu (PCL) o porowatosci wynoszgcej okoto 80% oraz o ksztalcie graniastostupa o wysokosci
0,1 mm (odpowiadajgcej grubosci mikrorusztowania) oraz o podstawie czworokatnej o wymiarach
0,14 mm x 0,14 mm, ktére zawieszono w 0,5% kwasie hialuronowym. Natomiast do zawieszenia
kompozycji wedlug wynalazku mozna zastosowac inne bufory rozumiane jako standardowe bufory
laboratoryjne, roztwory, w szczegoélnosci roztwory wodne, oraz wode np. bufor zawierajgcy pozywke
hodowlang do kultur komérkowych, bufor fosforanowy, bufor HEPES (kwas 2-[4-(2-hydroksyetylo)-1-
-piperazynylojetanosulfonowy), bufor MES (kwas 2-morfolinoetanosulfonowy), bufor BIS-TRES ([bis-
(2-hydroksyetylo)imino]-tris(hydroksymetylo)metan), poloksamer, zel kolagenowy czy zel alginianowy.

Przy czym, wspomniane mikrorusztowania swobodnie i jednorodnie ptywajg w catej objetosci
buforu (tj. 0,5% roztworu kwasu hialuronowego) nie gromadzgc sie na granicy miedzyfazowej roztwor-
-powietrze oraz nie agregujg wzajemnie (fig. 3). Na fig. 3 przedstawiono roztwory kwasu hialuronowe-
go z réznymi stezeniami mikrorusztowan majgcych w podstawie czworokat o wymiarach 0,14 mm
na 0,14 mm, gdzie po 1 minucie od wymieszania roztworu, widoczny jest brak mikrorusztowan na dnie
prébki z niemodyfikowanymi mikrorusztowaniami i akumulacja na granicy miedzyfazowe;j.

Tym samym mozliwe jest wstrzykiwanie wodnych zawiesin mikrorusztowan przez igty o niewiel-
kich rozmiarach (np. w zakresie 23—-26G) bez ich zatykania podczas iniekcji. Wyniki badan wstrzy-
kiwalnosci mikrorusztowan modyfikowanych wedtug wynalazku, majgcych w podstawie czworokat
o wymiarach 0,14 mm na 0,14 mm, przez igly o rozmiarach 23, 24 i 26G przedstawiono na fig. 4. Jak
wskazano na fig. 4 dla wszystkich testowanych typdéw igiet osiggnieto zadowalajgcg wstrzykiwalnosé
(tj. powyzej 90%) mikrorusztowan wedtug wynalazku.

Odnosnie ustalenia pozgdanego stezenia mikrorusztowan w buforze. Mikrorusztowania w bufo-
rze mozna zlicza¢ wykorzystujagc w tym celu komore Nageotte’a (lub inne komory zliczeniowe),
co umozliwia ustalenie stosownej koncentracji nosnikow do wstrzykniecia lub inokulacji hodowli ko-
morkowych. W tym przyktadzie wykonania kompozycja zawiera 600 mikrorusztowan/mL roztworu
kwasu hialuronowego.

Przyktad 17

W tym przyktadzie wykonania kompozycja wedtug wynalazku zawiera mikrorusztowania wyko-
nane sposobem wedtug wynalazku z osadzonymi na nich ssaczymi komérkami oraz bufor zawierajgce
podtoze do hodowli komdrkowe.

Przy czym, w tym nieograniczajgcym przyktadzie wykonania wspomniane komorki ssacze sta-
nowig ludzkie komorki macierzyste szpiku. Natomiast kompozycja wedtug wynalazku moze zawiera¢
mikrorusztowania, na ktérych osadzone sg rowniez inne typy komérek (np. chondrocyty, osteoblasty
czy fibroblasty).

W tym przyktadzie wykonania zastosowano mikrorusztowania wytworzone sposobem wedtug
przyktadu 6, ktére przed osadzaniem komérek poddano sterylizacji za pomocg 85% etanolu, za$
po zwirowaniu i odsgczeniu etanolu, mikrorusztowania naswietlano promieniowaniem UV (2x30 min).
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W celu osadzania komérek macierzystych na mikrorusztowaniach wedtug wynalazku, komorki
macierzyste szpiku kostnego w ilo$ci 15-10%/mL hodowane byly w nieadherentnych dotkach ptytki
hodowlanej razem z mikrorusztowaniami wytworzonymi wedtug przyktadu 6. Hodowle prowadzono
w podiozu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) suplementowane 10% surowicg bydlecg
Hodowle prowadzono w temperaturze 37°C przy atmosferze zawierajgcej 95% powietrza oraz
5% CO2. Po 24-godzinnej inkubacji hodowle zbierano i odwirowano. Nastepnie odwirowane mikro-
rusztowania ptukano w celu odptukania nieosadzonych komoérek. Nastepnie mikrorusztowania
zawieszono w buforze, ktory w tym przykifadzie wykonania stanowi pozywke hodowlang do kultur
komorkowych EMEM (Eagle’s Minimum Essential Medium) suplementowane 10% surowicg bydleca.
Przy czym, wspomniane mikrorusztowania swobodnie i jednorodnie ptywajg w catej objetosci buforu
i nie agregujg wzajemnie.

Cho¢ w tym nieograniczajgcym przyktadzie wykonania jako bufor zastosowano pozywke EMEM
suplementowang 10% surowicg, to wspomnianym buforem moga by¢ réwniez inne podtoza (same lub
z dodatkami obejmujgcymi np. surowice bydlecg, antybiotyki, witaminy itp.) standardowo stosowane
przy hodowlach komérek ssaczych. Przy czym, dobdr pozywki zalezy od komoérek ssaczych, ktére
majg zosta¢ osadzone na mikrorusztowaniach wedtug wynalazku.

Przyktad 18

Kompozycja wedtug wynalazku zawiera mikrorusztowania wykonane sposobem wedtug wyna-
lazku oraz bufor, gdzie mikrorusztowania poddano sterylizacji za pomocag 85% etanolu, zas po zwi-
rowaniu i odsgczeniu etanolu, mikrorusztowania naswietlano promieniowaniem UV (2x30 min),
nastepnie zawieszono w sterylnym buforze. Przy czym, w tym nieograniczajgcym przykfadzie wyko-
nania kompozycja zawiera zmodyfikowane chemicznie (modyfikacja chemiczna roztworem 0,5 M
NaOH, w czasie 5 min) mikrorusztowania z poli(L-Laktydu-co-kaprolaktonu) (PLCL) z inkorporowa-
ng substancjg czynng, ktdrg stanowi Rodamina B w ilosci 1% wag. wzgledem masy polimeru.
Ksztalt mikrorusztowan stanowi graniastostup o wysokosci 0,8 mm (odpowiadajgcej grubosci mikro-
rusztowania) oraz o podstawie czworokgtnej o wymiarach 0,05 mm x 0,05 mm, kiére zawieszono
w buforze zawierajgcym bufor fosforanowy. Analogicznie przygotowano mikrorusztowania z PLGA
oraz PLLA.

Tak przygotowane mikrorusztowania w buforze mozna zliczaé wykorzystujac w tym celu komore
Nageotte’a (lub inne komory zliczeniowe), co umozliwia ustalenie stosownej koncentracji nosnikow
do wstrzykniecia lub inokulacji hodowli komérkowych. W tym przyktadzie wykonania kompozycja za-
wiera 9000 mikrorusztowan/ml buforu.

Przy czym, wspomniane mikrorusztowania swobodnie i jednorodnie ptywajg w catej objetosci
buforu i nie agregujg wzajemnie. Tym samym mozliwe jest wstrzykiwanie wodnych zawiesin mikro-
rusztowan przez igty o niewielkich rozmiarach (np. w zakresie 20-27G) bez ich zatykania podczas
iniekciji.

Nastepnie przygotowane mikrorusztowania z PLGA, PLLA oraz PLCL poddano analizie uwal-
niania substancji modelowej (tj. Rodamina) z badanych mikrorusztowan. Wyniki analizy przedstawiono
na fig. 5. Jak wskazano na fig. 5, uwalnianie substancji czynnej z mikrorusztowan zawartych w kom-
pozycji wedtug wynalazku przebiega w sposob kontrolowany, gdzie w pierwszych godzinach po im-
plantacji (tj. wstrzyknieciu kompozycji wedlug wynalazku do tkanki docelowej, np. tkanki chrzestnej)
pojawi sie wyrzut leku w zakresie 10—-40% (w zaleznos$ci od zastosowanego polimeru) poczatkowe;j
dawki substancji aktywnej w mikrorusztowaniu, a nastepnie stopniowe uwalnianie substancji, ktére
bedzie trwato okoto 2—4 tygodni w zaleznos$ci od wykorzystanego polimeru.

Przyktad 19

Ocena cytotoksycznosci mikrorusztowan wytworzonych sposobem wedtug wynalazku.

Ocene cytotoksycznosci materiatu wytworzonego wedtug wynalazku przeprowadzono z zasto-
sowaniem linii komorkowej mysich fibroblastow (L929) pozyskanych z Amerykanskiej Kolekcji Kultur
Komadrkowych (ATCC). Przed doswiadczeniem, mikrorusztowania poddano sterylizacji za pomoca
85% etanolu, zas po zwirowaniu i odsgczeniu etanolu, mikrorusztowania naswietlano promieniowa-
niem UV (2x30 min).

Hodowle komorkowa mysich fibroblastow L929 L cell, L-929, derivative of Strain L (ATCC®
CCL-1™) prowadzono zgodnie z instrukcjg producenta (ATTC) stosujgc podioze hodowlane EMEM
(Eagle’s Minimum Essential Medium) suplementowane surowicg (temperatura 37°C, atmosfe-
ra 95% powietrza, 5% COy).
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W celu przeprowadzenia analizy cytotoksycznosci, komoérki L929 byly hodowane w dotkach
nieadherentnych bezposrednio w obecnosci zawieszonych mikrorusztowan wedlug wynalazku.
Po 24-godzinnej inkubacji w atmosferze 5% CO: i temperaturze 37°C wykonywano barwienie rozni-
cowe zywe/martwe w celu oceny ilosci, zywotnosci (Live/Dead Fixable Dead Cell Stains (Thermo-
Fisher Scientific, USA)) oraz badanie morfologii komoérek ActinGreen™, and NucBlue™ Reagent
(Invintrogen™, USA) za pomocg mikroskopii fluorescencyjne;.

Komorki zywe wykazywaty zielong fluorescencje, podczas gdy komoérki martwe wykazywaty
czerwong fluorescencje. Po 24-godzinnej inkubacji, obserwowano duzg ilos¢ zywych komoérek oraz
pojedyncze komoérki martwe. Zywe komérki wykazywaty prawidtowg morfologie i byly dobrze rozptasz-
czone na materiale (fig. 6 i 7). Obserwacja ta potwierdza, ze materiat nie jest cytotoksyczny w stosun-
ku fibroblastéw i sprzyja adhezji komorek.

Brak cytotoksycznosci mikrorusztowan wytworzonych sposobem wedtug wynalazku umozliwia
ich zastosowanie jako rusztowania dla komoérek. Takie mikrorusztowanie stanowi porowatg witdknine
bedaca rusztowaniem dla komérek, umozliwiajgcg jednoczesnie przenikanie substancji odzywczych,
tlenu i metabolitow.

Kompozycja wedtug wynalazku moze zatem znalez¢ zastosowanie jako rusztowanie komorko-
we zasiedlane w warunkach in vitro komoérkami pobranymi od pacjentéw w celu uzupetniania niewiel-
kich ubytkéw kostnych lub regeneracji krgzka miedzykregowego u tych samych pacjentéow (pacjenci
mogg w tym przypadku byé dawcami i biorcami komoérek). Innym zastosowaniem biomateriatu moze
by¢ stanowienie rusztowania dla komoérek w bioreaktorach do ekspansji kultur komérkowych.

Przyktad 20

Ocena wstrzykiwalnosci mikrorusztowan wytworzonych sposobem wedtug wynalazku.

Ocene wstrzykiwalnosci mikrorusztowan majgcych w podstawie czworokgt o wymiarach
0,14 mm na 0,14 mm wykonano stosujgc jako nosnik 0,5% roztwér kwasu hialuronowego. Do strzy-
kawki o pojemnosci 1 mL wprowadzono 50 mikrorusztowan w roztworze a nastepnie catos¢ wystrzyk-
nieto przez igte o rozmiarze 23G. Te samg procedure powtérzono czterokrotnie zliczajgc za kazdym
razem mikrorusztowania wychodzace z iglty. Badania przeprowadzono réwniez z igtami o rozmiarach
241 26G (fig. 4).

Uzyskane wyniki potwierdzajg, ze kompozycja wedlug wynalazku moze zosta¢ zastosowana
jako wstrzykiwalny nosnik komorek, ktéry dzieki swoim niewielkim rozmiarom moze by¢ podawany
w sposéb matoinwazyjny.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposéb otrzymywania wstrzykiwalnego biokompatybilnego nosnika lekéw, komoérek lub ich
kombinaciji, w postaci mikrorusztowan, znamienny tym, ze obejmuje nastepujgce etapy:

a) przygotowanie roztworu zawierajgcego polimer oraz co najmniej jeden rozpuszczalnik;

b) formowanie wiékien o $rednicy widkna wynoszacej od 50 nm do 10 um na kolektorze
ptaskim w procesie elektroprzedzenia;

c) laserowe ciecie warstwy witdkniny uformowanej na kolektorze na pojedyncze oddzielne
mikrorusztowania rusztowania o grubosci od 0,01 do 0,2 mm oraz o ksztalcie walca
0 $rednicy podstawy wynoszacej od 0,1 do 0,4 mm albo graniastostupa o dtugosci boku
podstawy wynoszgcym od 0,04 do 0,4 mm;

d) oddzielanie oddzielnych mikrorusztowan od kolektora;

e) chemiczne modyfikowanie mikrorusztowan poprzez ich zawieszenie w wodnym roztwo-
rze NaOH o stezeniu 0,001-1 M przez 1-120 min albo fizyczne modyfikowanie mikro-
rusztowanh poprzez ich zawieszenie w wodnym roztworze biatka o stezeniu 0,001-0,5 M
przez 2-120 min;

f) odptukanie nadmiaru NaOH albo biatka z powierzchni mikrorusztowan.

2. Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze polimer stanowi biodegradowalny polimer
wybrany z grupy obejmujgcej poli(L-laktyd), poli(D-laktyd), polikaprolakton, poli(D,L)-laktyd,
poli(L-laktyd-ko-D,L-laktyd), poliglikolid, poli(laktyd-ko-glikolid), poli(laktyd-ko-kaprolakton),
poliuretan, chitozan, kolagen, ich mieszanin lub kopolimery.
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Sposéb wedtug zastrz. 1 albo 2, znamienny tym, ze w etapie b) na kolektorze ptaskim for-
mowane sg wiékna o srednicy od 50 do 1000 nm.

Sposéb wedtug dowolnego z poprzednich zastrz. od 1 do 3, znamienny tym, ze w etapie b)
zastosowano kolektor ptaski wybrany z grupy obejmujgcej kolektor wykonany z materiatu
przewodzgcego, kolektor metalowy, kolektor wykonany z cienkiego materiatu nieorganiczne-
go, kolektor szklany, kolektor pokryty warstwg materiatu przewodzgcego, kolektor wykonany
z materiatu przewodzacego pokryty folig polimerowa.

Sposéb wedtug dowolnego z poprzednich zastrz. od 1 do 4, znamienny tym, ze w etapie a)
do roztworu polimeru dodaje sie substancje aktywnag w ilosci <1% wag. masy czystego
polimeru.

Sposéb wedtug zastrz. 5, znamienny tym, ze dodawang substancjg aktywng jest czynnik
wzrostu wybrany z grupy obejmujgcej BMP-2, BMP-7, TGF, NGF lub BDNF.

Sposéb wedtug dowolnego z poprzednich zastrz. od 1 do 6, znamienny tym, ze w etapie c)
warstwa nanowtokniny jest cieta wigzkg lasera wybranego z grupy obejmujgcej laser ekscy-
merowy, pikosekundowy lub femtosekundowy.

Sposéb wedtug dowolnego z poprzednich zastrz. od 1 do 7, znamienny tym, ze w etapie c)
warstwa nanowtdkniny jest cieta wigzkg lasera na graniastostupy zawierajgce w podstawie
figure wybrang z grupy obejmujgcej tréjkat, kwadrat, prostokat, romb, réwnolegtobok, trapez.
Sposéb wedtug dowolnego z poprzednich zastrz. od 1 do 8, znamienny tym, ze w etapie e)
do fizycznej modyfikacji mikrorusztowan stosuje sie roztwor biatka wybranego z grupy obej-
mujgcej lamininy, firbronektyny, kolagen, sekwencje RGD, proteoglikany.

Sposéb wedtug dowolnego z poprzednich zastrz. od 1 do 9, znamienny tym, ze obejmuje
etap g) obejmujgcy pokrywanie modyfikowanych chemicznie odptukanych mikrorusztowan
z etapu f) warstwg substancji wybranej z grupy obejmujgcej chitozan, siarczan chondroityny,
czynnik lub czynniki wzrostu.

Kompozycja do podawania przez wstrzykiwanie zawierajgca bufor oraz biokompatybilne
wzajemnie nieagregujgce in vitro nosniki lekéw, komoérek lub ich kombinacji, znamienna
tym, ze nosniki stanowig mikrorusztowania z elektroprzedzonych widkien przygotowane
sposobem wedtug dowolnego z poprzednich zastrz. 1-10, gdzie kazde mikrorusztowanie
stanowi pojedynczy nosnik o grubosci od 0,01 do 0,2 mm oraz o ksztatcie walca o Srednicy
podstawy wynoszgcej od 0,1 do 0,4 mm albo graniastostupa o dtugosci boku podstawy
wynoszgcym od 0,04 do 0,4 mm, ktérego powierzchnia jest zmodyfikowana chemicznie roz-
tworem NaOH lub fizycznie roztworem biatka, przy czym mikrorusztowania zawieszone
w buforze tworzg zawiesine nieagregujgcych mikroczastek.

Kompozycja wedtug zastrz. 11, znamienna tym, ze zawiera komorki ssacze osadzone
na mikrorusztowaniach, przy czym wspomniane komérki ssacze wybrane sg z grupy obej-
mujgcej chondrocyty, osteoblasty, fibroblasty lub komaérki macierzyste.

Kompozycja wedtug zastrz. 11 albo 12, znamienna tym, ze bufor stanowi woda lub bufor
wybrany z grupy obejmujgcej: bufor zawierajgcy pozywke hodowlang do kultur komérko-
wych, bufor fosforanowy, bufor HEPES (kwas 2-[4-(2-hydroksyetylo)-1-piperazynylo]eta-
nosulfonowy), bufor MES (kwas 2-morfolinoetanosulfonowy), bufor BIS-TRIS ([bis(2-hydro-
ksyetylo)imino]-tris(hydroksymetylo)metan), kwas hialuronowy, poloksamer, zel kolagenowy,
zel alginianowy.

Kompozycja wedtug dowolnego z poprzednich zastrz. od 11 do 13, zawierajgca bufor oraz
elektroprzedzone mikrorusztowania, ktére zawieszone w buforze tworzg zawiesine nieagre-
gujgcych mikroczgstek, a kazde mikrorusztowanie stanowi pojedynczy nos$nik o grubosci
od 0,01 do 0,2 mm oraz o ksztalcie walca o $rednicy podstawy wynoszgcej od 0,1
do 0,4 mm albo graniastostupa o dlugosci boku podstawy wynoszgcym od 0,04 do 0,4 mm,
a powierzchnia kazdego mikrorusztowania jest zmodyfikowana chemicznie roztworem NaOH
lub fizycznie roztworem biatka, do zastosowania w leczeniu uszkodzen kosci, chrzgstek lub
krgzkow miedzykregowych.



18

SEI 8kV

5,000

WD13mm SS45

Spm

PL 244645 B1

Rysunki

x85

Fig. 1

SElI 7kV  WDBmm $§530

Fig. 2

%5,000

Spm




100%

98%

96%

94%

92%

90%

88%

86%

84%

Procent mikrorusztowan, ktore przeszty
przez igte o danym rozmiarze

PL 244645 B1

modyfikowany
2,5 mg/mL

Wstrzykiwalnos¢ mikrorusztowan przez igty 23, 24 i 26G

23G

5 mg/mL

Fig. 3

24G
Rozmiar igty

Fig. 4

niemodyfikowany
5mg/mL -

26G

19



20

Kumulatywnie uwolnona Rodamina B

70%

60%

50%

40%

30%

20%

10%

0%

PL 244645 B1

Charakterystyka uwalniania substancji modelowej
z mikrorusztowan z polimerow PLGA, PLLA i PLCL

|
mPLGA aPLLA @PLCL

® °
o ° ¢ :
LI w
iE @ i
ii 2 4 TS :
100 200 300 400 500 600 700

Czas (godziny)

Fig. 5

Fig. 6




v

WD10mmSS48

PL 244645 B1

5kV

Fig. 7

WD10mmS835

x500

50pm

21



	Bibliografia
	Opis
	Zastrzeżenia
	Rysunki

