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STRESZCZENIE

Inzynieria tkankowa jest interdyscyplinarng dziedzina, ktdérej celem jest opracowanie biologicznych
substytutow umozliwiajacych regeneracje lub zastapienie uszkodzonych lub zmienionych chorobowo tkanek czy
organéw. Dazy si¢ do tego, aby rusztowania tkankowe posiadaty wymagane korzystne cechy oraz spehialy
przynajmniej niektore funkcje naturalnej macierzy zewnatrzkomoérkowej. Jednym z najwazniejszych etapow
opracowania podtozy jest projektowanie i wytwarzanie przestrzennej, wysoko porowatej struktury o pozadanym
ksztalcie i rozmiarze poréw. W niniejszym opracowaniu przedstawiono stan wiedzy na temat najpopular-
niejszych metod wytwarzania przestrzennych rusztowan w inzynierii tkankowej, do ktorych naleza: odlewanie
z roztworu z wymywaniem porogenu, termicznie indukowana separacja faz oraz separacja faz w ukladzie
rozpuszczalnik—nierozpuszczalnik.

Stowa kluczowe: inzynieria tkankowa, rusztowania porowate, odlewanie z roztworu z wymywaniem porogenu,
termicznie indukowana separacja faz, separacja faz w uktadzie rozpuszczalnik—nierozpuszczalnik

ABSTRACT

Tissue engineering is an interdisciplinary field aiming to develop of biological substitutes, that are able to
regenerate or replace damaged or diseased tissues or organs. The approach to tissue engineering is to use
scaffolds that mimics multiple advantageous characteristics of the native extracellular matrix. One of the most
important stages of building scaffolds is the design and preparation of a porous, three-dimensional structure with
high porosity, and required size and shape of the pores. In this review, state of the art of the most common
fabrication methods of three-dimensional biomimetic scaffolds are presented that include: solvent casting
particle leaching (SCPL), thermally induced phase separation (TIPS), and liquid induced phase separation
(LIPS).
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1. Wstep

Idea inzynierii tkankowej pojawita si¢ pod koniec lat 80. ubieglego stulecia w odpowiedzi na
problemy wspodtczesnej implantologii oraz transplantologii. Inzynieria tkankowa jest interdyscy-
plinarna dziedzing taczaca wiedzg z zakresu nauk przyrodniczych (biologii, genetyki, biochemii,
chemii), medycyny oraz inzynierii materiatlowej. Jej gtownym zadaniem jest wytwarzanie
przestrzennych, porowatych podtozy (ang. scaffold) zapewniajacych odpowiednie $rodowisko do
regeneracji uszkodzonych tkanek czy narzadéw. Podloza te maja zasadniczo spelnia¢ funkcje
czasowej macierzy zewnatrzkomorkowej (ECM, ang. extracellular matrix), umozliwiajac réznico-
wanie i proliferacj¢ osadzonych komoérek wspomagane dostarczonymi czastkami sygnatlowymi
(np. czynniki wzrostu, angiogenezy, przylegania komoérek). Tak przygotowane w warunkach in vitro
substytuty tkankowe moga zosta¢ wszczepione w miejsce ubytku tkanki lub narzadu. Dalsza
regeneracja przebiega warunkach in vivo [1, 2, 3].

Naturalna macierz zewnatrzkomorkowa spetnia wiele istotnych funkcji zaréwno na poziomie
komoérkowym, tkankowym, jak réwniez narzadowym. Funkcje te oraz wtasciwosci ECM zalezg od
rodzaju tkanki. Waznym zagadnieniem jest dostosowanie wlasciwos$ci podtoza do wlasciwosci
regenerowanej tkanki. Dazy si¢ do tego, aby syntetyczna macierz zewnatrzkomérkowa wykazywata
biomimetyzm, to znaczy nasladowata pewne korzystne cechy oraz spetniata nicktore funkcje
naturalnej macierzy zewnatrzkomorkowej [2, 4, 5]. Rusztowania w inzynierii tkankowej odgrywaja
kluczowa role pozwalajgc dostarczy¢ komorki w miejsce ubytku, a takze zapewniajac odpowiednie
srodowisko do odbudowy funkcjonalnej tkanki [6, 7].

Jednym z wazniejszych parametréw podtozy tkankowych jest architektura — porowatos¢, wielkosé,
geometria, polaczenie oraz rozmieszczenie porow w materiale. Duza porowato$¢ otwarta pozwala na
zasiedlenie oraz dostarczenie komorek do miejsca regeneracji, umozliwia transport sktadnikow
odzywczych i produktow przemiany materii, a takze unaczynienie nowopowstajacej tkanki. Kluczowa
rolg odgrywa rowniez hierarchiczna struktura poréw rozpatrywana na poziomie mili-, mikro- oraz
nanometréw. Poziom mili- determinuje ksztalt oraz wymiary rusztowania, a takze jego wtasciwosci
mechaniczne. Mikrostruktura wptywa na migracje komorek, transport sktadnikow odzywczych oraz
produktow ubocznych. Z kolei struktura nanometryczna zapewnia adhezj¢ komorek, a takze wptywa
na ekspresje sktadnikow ECM [3, 4, 8]. Dla nowopowstajacych naczyn optymalny $redni wymiar
porow wynosi 5 um, dla rozwoju hepatocytow okoto 20 um, dla regeneracji skory 20-125 pm, dla
regeneracji tkanki kostnej 100-350 um. Pory o $rednicy wigkszej niz 500 um sprzyjaja powstawaniu
tkanki wioknistej (bliznowatej) i szybkiemu jej unaczynieniu. Na procesy zyciowe komorek ma
rowniez wptyw ksztalt porow. Powinien on pozwala¢ zaréwno na adhezj¢ oraz rozplaszczanie si¢
komorek oraz na przyjmowanie przez komorke kulistego ksztaltu, niezbednego do przeprowadzania
specyficznych procesow zyciowych [9].

Duzy wplyw na réznicowanie si¢, migracje, wzrost i proliferacje komorek, poza strukturg
porowata, maja wlasciwosci mechaniczne ECM — modut sprezystoscei, czy gestos¢ [4, 10, 11]. Dlatego
tez najlepszym podej$ciem jest dostosowanie wiasciwosci mechanicznych podtoza do wiasciwosci
naturalnej macierzy zewnatrzkomorkowej danej tkanki [2, 12]. BodZce mechaniczne przekazywane
komoérkom za posrednictwem syntetycznej macierzy wplywaja pozytywnie na sekrecje sktadnikow
naturalnej macierzy zewnatrzkomérkowej oraz jej przebudowe [4]. Drugim aspektem wlasciwosci
mechanicznych syntetycznej ECM jest stworzenie tymczasowej, strukturalnej podpory dla komorek.
W wielu przypadkach zachodzi rowniez potrzeba tymczasowego przejecia funkcji mechanicznych
danej tkanki czy narzadu [13]. Syntetyczna macierz umozliwia przenoszenie czg¢sci naprezen oraz
zapewnia ochrong komoérek przed nadmiernymi obcigzeniami az do czasu, dopdki powstajaca tkanka
nie osiggnie wystarczajgcej wytrzymatosci [14, 15]. Rusztowanie tkankowe powinno réwniez
zachowywac stabilno$¢ wymiardéw i struktury po implantacji, do czasu powstania tkanki. W szczegdl-
nosci wazne jest to w przypadku tkanek twardych — tkanki kostnej, czy chrzgstnej [9].

Pozadang architekture oraz parametry mechaniczne rusztowania mozna uzyska¢ przede wszystkim
przez dobdr odpowiednich metod otrzymywania, ich taczenie, a takze stosowanie réznorodnych
materialow, w tym kompozytow. Kluczowym wyzwaniem jest zapewnienie odpowiedniej porowatos$ci
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I wlasciwosci mechanicznych podtoza, umozliwiajacych jednoczesng migracje oraz komunikacje
komorek, transport substancji odzywczych oraz ubocznych, zapewnienie srodowiska niezbednego do
réznicowania i proliferacji komorek, a takze przenoszenie czgéci naprezen.

2. Metody otrzymywania porowatych rusztowan dla inzynierii tkankowej

W literaturze opisano wiele technik otrzymywania przestrzennych rusztowan do zastosowan inzynierii
tkankowej. Roznorodne metody wytwarzania pozwalaja uzyskaé sie¢ potaczonych porow, a takze
kontrolowa¢ wtasciwosci mechaniczne, czy czas biodegradacji podloza. Metody te majg zaré6wno
zalety, jak i wady, dlatego tez ciagle poszukuje si¢ nowych technik wytwarzania. W rozdziale tym
zostang przedstawione najpopularniejsze metody otrzymywania rusztowan polimerowych oraz
kompozytowych, o osnowie polimerowej, dla celéw inzynierii tkankowej, pozwalajace kontrolowac
wymienione wlasciwosci w szerokim zakresie.

2.1. Odlewanie z roztworu z wymywaniem porogenu

Jedna z najczesciej spotykanych metod otrzymywania porowatych rusztowan jest metoda odlewania
z roztworu, w potgczeniu z wymywaniem porogenu (SCPL, ang. solvent casting particulate leaching).
Polega ona na selektywnym wymywaniu czastek wczesniej zdyspergowanych w matrycy
polimerowej. Proces ten sktada si¢ z nastgpujacych etapow:
= uzyskanie roztworu polimeru przez rozpuszczanie w odpowiednio dobranym rozpuszczalniku
organicznym;
= zdyspergowanie czgstek porogenu w uzyskanym roztworze;
= odlewanie roztworu do form o pozadanym ksztalcie;
= utrwalenie ksztaltu przez odparowanie rozpuszczalnika;
= otrzymanie porowatej struktury przez wymycie czastek porogenu z polimerowej matrycy [8,
14, 16, 17].

Najczesciej stosowanymi porogenami sg: chlorek sodu, sacharoza, glukoza, sfery zelatynowe,
winian sodu oraz cytrynian sodu o odpowiedniej frakcji ziarnowej [9, 12, 16, 17, 18, 19]. Mozna
réowniez stosowaé Kulki parafinowe, wowczas proces wymywanie prowadzi si¢ w podwyzszonej
temperaturze [17]. Jednym z wymagan jest nierozpuszczalnos¢ porogenu w rozpuszczalniku
stosowanym w celu uzyskania roztworu polimeru [16].

Proces jest stosunkowo tatwy do przeprowadzenia i zazwyczaj w catoéci przebiega w temperaturze
pokojowej [16]. Duza zaletg tej metody jest mozliwo$¢ kontrolowania porowatosci, a takze wymiaru
i geometrii porow wytwarzanego rusztowania odpowiednio przez takie czynniki, jak ilos¢, wielkos¢
oraz ksztalt czastek porogenu [16, 17]. Dzieki tej metodzie mozna uzyska¢ porowatos¢ od 30%
do ponad 93% oraz wielkos¢ poréw wahajacg si¢ pomiedzy 50 um a 1 mm [8, 9, 17, 18]. Wytrzy-
mato$¢ mechaniczng oraz czas degradacji matrycy mozna réwniez kontrolowaé przez ilo$¢ porogenu,
a takze stezenie polimeru. Wyzsze stgzenie polimeru powoduje wzrost wytrzymatosci podtoza. Z kolei
wigksza ilo$¢ porogenu, a co za tym idzie wigksza porowato$¢, powoduje pogorszenie wlasciwosci
mechanicznych [16].

Istnieje jednak problem z wytworzeniem sieci polaczonych oraz otwartych porow, zwlaszcza
w przypadku niskich porowato$ci rusztowania (ponizej 65% catkowitego udziatu objgtosciowego
porogenu). Wynika to z faktu, iz laczno$¢ pomiedzy porami determinowana jest przez orientacje
przestrzenng czastek porogenu w matrycy polimerowej. W zwiazku z tym, mniejszy udziat
objetosciowy porogenu zmniejsza liczbe statystycznych punktéow styku pomiedzy poszczegodlnymi
czastkami, czyli potaczen poréw po usunieciu porogenu. Dodatkowo niski udzial objgtosciowy
porogenu, moze by¢ przyczyng niecatkowitego usuniecia jego czastek z matrycy polimerowej [17].
Zwiazane jest z tym kolejne ograniczenie tej metody, ktorym jest wielko$¢ otrzymywanych rusztowan.
Catkowite usunigcie porogenu, a wigc uzyskanie jednolitej struktury rozktadu poréw mozna osiggnac
jedynie dla niewielkich form przestrzennych, ktérych grubos¢ nie przekracza 3—4 mm oraz cienkich
membran i folii [9, 16, 18]. Zbyt duza grubo$¢ rusztowania stanowi roéwniez przeszkode dla
catkowitego odparowania rozpuszczalnika [17]. Problemy te mozna rozwigza¢ przez laminowanie
cienkich form uzyskanych tg metoda [8, 9, 16, 20]. Pozwala to na uzyskanie wigkszych rusztowan,
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jednak posiadajacych tylko cze$ciowo polaczong sie¢ porow. Ograniczeniem metody jest rowniez brak
kontroli wielko$ci potaczenia porow, ktére bezposrednio wptywa na migracje komodrek, a takze
wrastanie naczyn krwionosnych. Czg$ciowo problem ten mozna rozwigzaé poprzez Stosowanie
czastek porogenu, z ktorych podczas procesu wymywania powstaja produkty gazowe (ang. gas
foaming porogen leaching) [5, 17]. Stosowanym porogenem moze by¢ wodoroweglan amonu lub
wodoroweglan sodu, ktore w kontakcie z woda wydzielaja dwutlenek wegla oraz, w przypadku
pierwszego zwiazku, gazowy amoniak [5].

Mozna rowniez faczy¢é metode wymywania porogenu z innymi technikami wytwarzania
porowatych rusztowan, takimi jak separacja faz, liofilizacja czy tez metody Szybkiego wytwarzania
(RP; ang. rapid prototyping), do ktorych naleza osadzanie topionego materiatu (FDM; ang. fused
deposition modeling), czy drukowanie przestrzenne (ang. 3D printing). W takim przypadku konieczny
jest odpowiedni dobdr parametrow w celu wytworzenia wystarczajacej iloSci potaczen pomiedzy
porami oraz odpowiedniej wielkosci potaczen. Najczesciej jednak kombinacja technik prowadzi do
wytworzenia struktury charakteryzujacej sie duzym rozrzutem wielkosci poréow oraz rdzng ich
geometrig. Duze pory zazwyczaj stanowia luki po usunietym porogenie, natomiast mniejsze pory
charakterystyczne sa dla innych metod. Zatem dzigki taczeniu metod mozna uzyskaé hierarchiczna
strukture poréw [17].

Inng wada metody wymywania porogenu jest stosowanie rozpuszczalnikoéw organicznych, ktore
moga by¢ trudne do catkowitego usuni¢cia, przez co moga ogranicza¢ adhezje, proliferacje oraz inne
procesy zyciowe komorek, a takze wptywac niekorzystnie na otaczajace tkanki po implantacji [8, 17,
18]. Rozwigzaniem tego problemu moze by¢ zastosowanie metody wtryskiwania lub prasowania
na gorgco potaczonego z wymywaniem porogenu (ang. melt-molding lub hot—pressing porogen
leaching). Eliminuje ona potrzebe stosowania rozpuszczalnikow [17].

Architektura rusztowania uzyskanego metoda wymywania porogenu jest odpowiednia do
regeneracji tkanki kostnej oraz chrzestnej [16, 17, 18]. Jednak wlasciwosci mechaniczne dalekie sg
od wiasciwosci kosci gabezastej [18]. Metoda wymywania porogenu wykorzystywana jest rowniez do
otrzymywania, obok polimerowych podtozy, takze rusztowan kompozytowych np. polimerowo—
ceramicznych: PLGA/BG PCL/BG-45S5 oraz PCL/HAp [21, 22, 23, 24, 25].

2.2. Separacja faz

Czesto wykorzystywang metoda otrzymywania porowatych rusztowan oraz membran jest separacja
faz [26, 27]. Separacja faz roztworu polimeru moze by¢ wywotana na dwa sposoby, w zaleznosci od
czynnika indukujgcego separacje:
= termicznie indukowana separacja faz (TIPS, ang. thermal induced phase separation), w ktorej
czynnikiem indukujacym jest temperatura;
» inwersja faz w ukladzie rozpuszczalnik—nierozpuszczalnik (LIPS, ang. liquid induced phase
separation, immersion precipitation), w ktorej o inwersji faz decyduje obecno$¢ trzeciego
sktadnika — nierozpuszczalnika — w uktadzie polimer—rozpuszczalnik—nierozpuszczalnik [27].

2.2.1. Termicznie indukowana separacja faz

Metodg termicznie indukowanej separacji faz, w zaleznos$ci od temperatury, W jakiej zachodzi proces,
mozna podzieli¢ na dwa rodzaje:

» termicznie indukowang separacj¢ faz w uktadzie ciecz—ciecz (ang. liquid-liquid TIPS), ktora
zachodzi jezeli temperatura procesu jest wyzsza od temperatury krystalizacji rozpuszczalnika
lub od punktu zamarzania roztworu;

» termicznie indukowang separacj¢ faz w uktadzie cialo state—ciecz (ang. solid—liquid TIPS),
ktora ma miejsce jezeli osiagnigta zostanie temperatura krystalizacji rozpuszczalnika [28].

2.2.1.1. Termicznie indukowana separacja faz w ukladzie ciecz—Ciecz

Do popularnych metod otrzymywania porowatych rusztowan dla inzynierii tkankowej nalezy metoda
termicznie indukowanej separacji faz w uktadzie ciecz—ciecz potaczona z liofilizacja (ang. liquid—
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liqguid TIPS with freezing—drying). Metoda ta oparta jest na wywolaniu separacji dwoch
niemieszajacych si¢ faz w homogenicznym uktadzie roztworu polimeru (uktad jednofazowy,
dwusktadnikowy: polimer—rozpuszczalnik). Spadek temperatury powoduje niestabilno$¢ termo-
dynamiczng uktadu, ktéry dazy do obnizenia energii swobodnej, czego skutkiem jest separacja faz.
Wynikiem jest powstanie dwoch termodynamicznie stabilnych, niemieszajacych si¢ faz: o wysokim
oraz niskim stezeniu polimeru. Nastepnie faza uboga w polimer jest usuwana w procesie mrozenia
i liofilizacji (sublimacji pod obnizonym ci$nieniem). Powstate luki po usunigciu fazy bogatej
w rozpuszczalnik stanowig pory otrzymanego materiatu [8, 27, 29].
Proces ten przebiega w nastgpujacych etapachy:
= uzyskanie roztworu polimeru przez rozpuszczanie w odpowiednio dobranym rozpuszczalniku
organicznym;

= odlewanie roztworu do form o pozadanym ksztalcie;

= wywolanie separacji faz przez schtodzenie roztworu;

= zamrozenie roztworu;

* usunigcie rozpuszczalnika przez liofilizacje [5].

Metodg ilustruje si¢ czesto za pomocg diagramu fazowego, bedacego funkcja temperatury
od stezenia polimeru w uktadzie dwuskladnikowym polimer—rozpuszczalnik. Powyzej krzywej
binodalnej wystepuje obszar stabilnego termodynamicznie, homogenicznego roztworu jedno-
fazowego, dwusktadnikowego. W zaleznosci od stgzenia polimeru separacja faz w uktadzie ciecz—
ciecz przebiega wedlug r6znych mechanizmoéw. Obszar pomigdzy krzywa binodalng i spinodalng jest
obszarem roztwordw metastabilnych, o réoznym stezeniu polimeru. Oznacza to, iz roztwory te sa
stabilne w bardzo waskim zakresie stezen polimeru. Obie krzywe maja wspolne maksimum, ktore
w uktadach dwusktadnikowych wyznacza temperaturg oraz stezenie krytyczne — punkt krytyczny.
Separacja ciecz—ciecz odbywa si¢ przez zarodkowanie oraz wzrost kropli fazy ubogiej w polimer,
jezeli stezenie polimeru w roztworze jest wigksze od stezenia krytycznego. Z kolei, jezeli stezenie
polimeru w roztworze jest mniejsze od st¢zenia krytycznego, separacja nastgpuje w wyniku nukleacji
oraz wzrostu kropli fazy bogatej w polimer. Krople po zarodkowaniu mogg wzrasta¢ poniewaz istnieje
gradient stezen w ich kierunku. Ponizej krzywej spinodalnej wystepuje obszar roztworow
niestabilnych. Dla obniZzenia energii swobodnej uktadu, czgsteczki obu skladnikéw niestabilnego
roztworu przemieszczaja si¢ z obszaré6w o niskim stezeniu do obszarow o wysokim stezeniu. W ten
sposdb powstaje dwufazowa struktura ztozona z fazy bogatej oraz ubogiej w polimer. Fazy te sa
catkowicie ze sobg potaczone [27].

Przez sublimacje¢ fazy ubogiej w polimer, powstaje porowata struktura polimeru. Pierwszy
mechanizm separacji faz prowadzi do powstania polimerowych kul, drugi mechanizm prowadzi do
powstania zamknigtych pordéw, uwigzionych w matrycy polimerowej. Najlepszg porowatos¢, z punktu
widzenia rusztowan dla inzynierii tkankowej, uzyskuje si¢ w procesie spinodalnej separacji faz.
Uzyskana struktura posiada sie¢ potaczonych i otwartych poréw [12, 26, 27, 29]. Stopien potaczenia
oraz rozmiar porow uzyskanych na drodze separacji spinodalnej mozna kontrolowaé¢ za pomoca
predkosci chtodzenia, st¢zenia polimeru oraz lepkosci rozpuszczalnika. Wzrost stezenia polimeru
prowadzi do obnizenia stopnia polgczenia poréw. Z kolei duza szybkos$¢ chiodzenia oraz lepkosé
rozpuszczalnika prowadzi do zmniejszenia wielkosci porow, przy okre§lonym st¢zeniu polimeru.
Zaleznosci te moga by¢ wykorzystane do otrzymania gradientowej porowatos$ci podloza. Jezeli
roztwor polimeru zostanie umieszczony pomig¢dzy materiatem o wysokiej przewodnosci cieplnej
a izolatorem cieplnym (np. powietrzem), uzyskuje si¢ zmienny stopien przechtodzenia kolejnych
warstw materiatu. Prowadzi to do uzyskania gradientowej porowatosci [27].

Bezposrednig separacje¢ spinodalng mozna osiggna¢ jedynie przy stezeniu krytycznym polimeru
w roztworze. W innym przypadku najpierw zostaje osiggnigta separacja binodalna. Poniewaz stopien
przechtodzenia roztworu polimeru, niezb¢dny dla indukcji separacji faz w zakresie binodalnym jest
niski, w celu zapobiezenia separacji faz w zakresie metastabilnym mozna stosowac szybkie predkosci
chlodzenia oraz wysoki stopien przechtodzenia [27].

Catkowita separacja faz moze by¢ uzyskana dzigki sile napedowej, jakg jest miedzyfazowa energia
swobodna. Dzigki niej dochodzi do koalescencji — taczenia si¢ matych kropli w wigksze — przez co
zmniejsza si¢ ich liczba. Finalny rozmiar kropli zalezy réwniez od wspomnianego juz gradientu st¢zen
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w ich poblizu. Tylko krople wicksze od pewnej krytycznej wielkos$ci sa w stanie wzrasta¢ dalej,
kosztem kropli mniejszych. Promien kropli fazy ubogiej w polimer wzrasta, z kolei ich liczba maleje
wykladniczo w czasie. Tempo wzrostu kropli maleje wraz ze wzrostem stezenia polimeru, a takze
obnizeniem temperatury procesu, co wynika ze wzrostu lepkosci uktadu [30]. Podczas chtodzenia
proces separacji faz moze zachodzi¢ wielokrotnie, co moze wplywaé na strukture oraz stopien
potaczenia porow. Duzy wplyw na wzrost kropli ma rowniez napigcie powierzchniowe pomigdzy
fazami oraz lepkos¢ roztworu [27].

Oprocz separacji faz w uktadzie ciecz—ciecz, ktora spetnia kluczowg role w metodzie TIPS, moga
réwniez zachodzi¢ inne przemiany fazowe. W zaleznosci od fizykochemicznych wilasciwosci uktadu
moze to by¢ krystalizacja polimeru z roztworu lub witryfikacja roztworu polimeru. Przemiany te, wraz
Z separacjg faz, mogg wspotistnie¢ i mie¢ istotny wptyw na formowanie porowatej struktury materialu
[27, 30]. Przy niskich stezeniach polimeru w roztworze, uprzywilejowanym procesem jest separacja
faz w ukladzie ciecz—ciecz. Z kolei pozostate przemiany moga zaistnie¢ przy wysokich stgzeniach
polimeru. W obrebie fazy o wysokim stgzeniu polimeru, w wyniku separacji faz, rowniez moze dojs$¢
do krystalizacji czy witryfikacji. Ponadto wspoétistniejace przemiany fazowe prowadzg do ustalenia
struktury roztworu na pewnym etapie separacji faz. Umozliwiajg takze, w przypadku Kkrystalizacji
polimeru z roztworu, zachodzenie separacji faz w uktadzie ciato state—ciecz [27].

Ograniczeniem tej metody jest trudno$¢ kontrolowania porowato$ci, rozmiaru poréw, a takze
potaczenia poréow. W zakresie obszaru spinodalnego mozna kontrolowaé ksztalt, rozmiar oraz
dystrybucje poré6w za pomocg niewielkich zmian parametréw, takich jak: masa czasteczkowa
polimeru, rodzaj rozpuszczalnika, st¢zenie polimeru, parametry schiadzania: szybko$¢ obnizania
temperatury, minimalna osiagnig¢ta temperatura, czy czas chtodzenia [9, 26, 29, 31]. Trudno jest
réwniez uzyska¢ powtarzalno$¢ parametrow porowatosci, ze wzgledu na duzg czuto$¢ metody na
powyZsze parametry.

Metoda tg mozna uzyskaé przestrzenne podtoza 0 porowatosci do 96% oraz wielkoSci porow
w zakresie od 10 do 300 pum [18, 26, 29, 31]. Jednak wigkszo$¢ autorow podaje, iz wielko$¢ porow
nie przekracza 35 um [26, 31]. Uzyskane pory maja zwykle anizotropowa morfologi¢ [29, 31]. Wada,
podobnie, jak w przypadku metody wymywania porogenu, jest stosowanie toksycznych rozpuszczal-
nikow [8]. Metoda TIPS potaczonag z liofilizacjg, oprocz polimerowych rusztowan dla inzynierii
tkankowej, mozna réwniez otrzymywac podtoza kompozytowe o osnowie polimerowej na przyktad
PLGA/BG-45S5, PDLLA/BG-45S5 [31].

2.2.1.2. Termicznie indukowana separacja faz w ukladzie cialo stale—ciecz

Metoda TIPS w uktadzie ciato state—ciecz nie jest tak popularna jak poprzednio opisywana. Metoda
nazywana jest rowniez liofilizacjg (ang. freeze—drying) [32]. Proces ten polega na szybkim obnizeniu
temperatury w celu wywotania krystalizacji rozpuszczalnika z roztworu polimeru. Aby nie dopuscic
do separacji faz w uktadzie ciecz—ciecz, obnizanie temperatury musi przebiega¢ bardzo szybko, lub
temperatura zamarzania rozpuszczalnika musi by¢ wyzsza od temperatury zachodzenia separacji faz
w uktadzie ciecz—ciecz [29, 33, 34]. Temperatura procesu jest duzo nizsza od temperatury stosowanej
w przypadku separacji w uktadzie ciecz—ciecz. Podczas krystalizacji rozpuszczalnika, czasteczki
polimeru zostajg wyparte z roztworu, ulegaja agregacji 1 przemieszczajg si¢ wraz z frontem
krystalizacji rozpuszczalnika. Na granicach krysztalow tworzy si¢ faza bogata w polimer, stanowigca
szkielet rusztowania [20, 33]. Po usuni¢ciu krysztaléw rozpuszczalnika w procesie liofilizacji,
podobnie, jak w przypadku metody separacji w ukladzie ciecz—ciecz, powstate luki stanowig
porowato$¢ materiatu. Wielko$¢ oraz ksztalt porow zalezy od wielko$ci oraz geometrii powstatych
krysztatow rozpuszczalnika [14, 20, 35].
Proces liofilizacji prowadzacy do uzyskania porowatych rusztowan dla inzynierii tkankowe;j

przebiega w kilku etapach::

= uzyskanie roztworu polimeru przez rozpuszczanie w odpowiednio dobranym rozpuszczalniku

organicznym;

= odlewanie roztworu do form o pozgdanym ksztalcie;

» wywolanie separacji faz przez zamrazanie roztworu;

* usunigcie rozpuszczalnika przez liofilizacje [32].
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Porowato$c¢, wielkos$¢, geometri¢ oraz orientacjg¢ poroOw w rusztowaniu otrzymywanym za pomocag
inwersji fazowej w ukladzie cialo stale—ciecz mozna kontrolowa¢ za pomoca kilku parametréow
procesu. Nalezg do nich: rodzaj, masa czasteczkowa oraz stezenie polimeru, rodzaj i stgzenie
rozpuszczalnika, a takze szybko$¢ obnizania temperatury, czas mrozenia oraz uzyskany gradient
temperatury [36, 37].

Przy duzym gradiencie temperatury mozna otrzymaé zorientowang struktur¢ porow. Gradient ten
mozna uzyska¢ przy niskich temperaturach oraz szybkim procesie mrozenia — dzialajac na roztwor
ciektym azotem (temperatura -196 °C). Prowadzi to do nukleacji wielu zarodkow krystalizacji
rozpuszczalnika oraz duzej predkosci krystalizacji. W wyniku tego uzyskuje si¢ duza ilo§¢ drobnych
krysztatow rozpuszczalnika, rownomiernie rozmieszczonych W matrycy polimerowej, ktére po
procesie sublimacji stanowig pory materiatu [20, 29, 33, 37, 38]. Skrocenie czasu zamrazania rowniez
prowadzi do powstania mniejszych poréw [38]. Z Kkolei, wyzsze temperatury procesu (od -20°C
do -80 °C) oraz dtugi czas mrozenia prowadza do powstania mniejszej liczby duzych porow [37]. Zbyt
niska szybko$¢ chtodzenia moze prowadzi¢ do separacji faz w uktadzie ciecz—ciecz przed uzyskaniem
punktu zamarzania rozpuszczalnika. Wowczas mamy izotropowa porowatosé, a wielko$¢ poroéw
wynosi okoto 10 um [38]. Jednoosiowy gradient temperatury sprzyja powstawaniu mikrotubularnych,
réwnolegle utozonych wzgledem siebie poréw, zorientowanych wzdluz wektora gradientu. Jezeli
gradient temperatur nie jest jednoosiowy, wowczas wystepuje przypadkowe zorientowanie porow [33,
39].

Badania wykazaly, iz wyzsze stezenie polimeru powoduje powstanie grubszych $cianek porow
oraz zmniejszenie ich $rednicy w poréwnaniu do mniejszych stezen polimeru [29]. Wedtug literatury
metodg ta mozna uzyska¢ materialy o $redniej wielkosci porow z zakresu 10-350 pm oraz poro-
watosci 30-97% [14, 32]. Uzyskane pory sg otwarte oraz tworza potaczong sie¢ [29, 35]. Technika
liofilizacji mozna uzyska¢ zaréwno porowate materialy polimerowe, jak rowniez rusztowania
kompozytowe o0 osnowie polimerowej [14, 35].

2.2.2. Inwersja faz w ukladzie rozpuszczalnik—nierozpuszczalnik

Kolejng metoda otrzymywania polimerowych oraz kompozytowych porowatych rusztowan dla
inzynierii tkankowej jest inwersja fazowa. Stan nierbwnowagowy, w odrdznieniu od metody TIPS,
indukowany jest przez wprowadzenie do jednofazowego, dwuskladnikowego uktadu polimer—
rozpuszczalnik, trzeciego sktadnika, ktorym jest nierozpuszczalnik dla polimeru. W ukladzie, ktory
dazy do minimalizacji energii swobodnej dochodzi do separacji faz, przez co zostaje osiggnigty nowy
stan rownowagi termodynamicznej. Efektem jest powstanie dwoch faz — bogatej oraz ubogiej
W polimer. Proces zachodzi dzieki dyfuzji rozpuszczalnika z roztworu polimeru do kapieli stracajacej
oraz nierozpuszczalnika z kapieli stracajacej do roztworu polimeru [30]. Proces inwersji faz mozna
traktowac jako proces izotermiczny [27, 40]. Sklada si¢ on z nastepujacych etapow:
= uzyskanie roztworu polimeru przez rozpuszczanie w odpowiednio dobranym rozpuszczalniku
organicznym;
= odlewanie roztworu do form o pozgdanym ksztalcie;
= wywolanie inwersji faz przez zanurzenie roztworu w kapieli stracajacej;
* usuni¢cie rozpuszczalnika i nierozpuszczalnika przez suszenie pod obnizonym ci$nieniem
(ewentualnie przez zamrazanie i liofilizacje) [41, 42].

Podobnie, jak w przypadku separacji fazowej indukowanej termicznie, rowniez podczas inwersji
fazowej moga zachodzi¢ dwa rodzaje przemian. Pierwszy to inwersja faz w uktadzie ciecz—ciecz [27,
30, 40, 43]. W literaturze inne przemiany sg zwykle okreslane jako zelowanie (ang. gel transition).
Nalezg do nich krystalizacja oraz zeszklenie (witryfikacja). Przemiany te bezposrednio zwigzane sg ze
zmiang lepkos$ci uktadu. Dla polimeréw amorficznych, podobnie jak w przypadku TIPS w uktadzie
ciecz—ciecz, struktura materialu moze by¢ stabilizowana przez proces witryfikacji. Z kolei dla
polimeréw potkrystalicznych moze zachodzi¢ zjawisko krystalizacji polimeru z roztworu [27].

Diagram fazowy podzielony jest pomi¢dzy obszar jednofazowego, homogenicznego roztworu
polimeru oraz obszar luki mieszalnosci, ktora pojawia si¢ jezeli do uktadu zostanie wprowadzona
dostateczna ilo$¢ nierozpuszczalnika. Zasadniczo w obszarze separacji faz wystgpuja trzy regiony
analogiczne do obszaru luki mieszalnosci w ukladzie dwuskladnikowym. Regiony metastabilne
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wystepuja pomiedzy binoda oraz spinoda, analogicznie dla wysokiego oraz niskiego stezenia
polimeru. Region niestabilny jest otoczony przez krzywa spinodalng. Separacja faz w obszarze luki
mieszalno$ci przebiega w taki sam sposéb, jak w przypadku ukladu dwusktadnikowego [27, 40].
Szczegodlnie pozadang porowatoscia z punktu widzenia inzynierii tkankowej jest porowato$¢ uzyskana
na drodze separacji spinodalnej, w wyniku ktérej powstaje sie¢ potaczonych i otwartych porow [43].
Rozmiar oraz potozenie obszaru luki mieszalnosci na trojkacie kompozycji determinowane sg przez
molowy udziat sktadnikow, a takze ich wzajemne oddziatywanie. Jest ono opisane za pomocg trzech
parametrow odniesionych do uktadow dWUSkladnikOWyCh: Xpolimer-rozpuszczalniks Xrozpuszczalnik-nierozpuszczalniks
Apolimer-nierozpuszczalnik [27, 43]. Znajomo$¢ wymienionych parametréw pozwala na przewidywanie ksztattu
diagramu fazowego, z czym wiaze si¢ uzyskanie pozadanej struktury materiatu [43].

Kluczowym procesem jest transport masy w obrgbie uktadu, ktory zalezy gtdéwnie od szybkosSci
dyfuzji rozpuszczalnika i nierozpuszczalnika, z oraz do roztworu polimeru. W duzej mierze
determinuje to mikrostrukture rusztowania. Jezeli nierozpuszczalnik dyfunduje do roztworu polimeru
szybciej niz rozpuszczalnik z roztworu polimeru, wowczas zachodzi separacja faz w ukladzie ciecz—
ciecz, czego rezultatem jest porowata struktura materiatu [40]. Separacja faz w uktadzie ciecz—ciecz
zachodzi rowniez, jezeli w roztworze mamy niskie st¢zenie polimeru [43]. W innych przypadkach,
jezeli rozpuszczalnik dyfunduje z roztworu polimeru szybciej niz nierozpuszczalnik do roztworu lub
jezeli w roztworze wystepuje wysokie stezenie polimeru, zachodzi proces zelowania. Powstaje
wowczas lita, nieporowata struktura [40, 43]. Procesy zelowania oraz separacji faz w uktadzie ciecz—
ciecz mogg zachodzi¢ réwnolegle po osiagnigciu odpowiedniego stgzenia fazy bogatej w polimer [27].

Ze wzgledu na rézne mechanizmy formowania si¢ mikrostruktury, w materiale mozna wyrdznic
warstwe zewnetrzng oraz warstwy wewnetrzne. Warstwa zewnetrzna powstaje w wyniku opisanych
juz procesOw zelowania. Procesy te zachodza, poniewaz w chwili bezposredniego kontaktu roztworu
polimeru z nierozpuszczalnikiem, powstaje duzy gradient stezen. Rozpuszczalnik z roztworu polimeru
szybko dyfunduje do kapieli stracajacej, a stosunkowo mate iloSci nierozpuszczalnika przenikaja
do roztworu polimeru. Wzrastajace stgzenie polimeru powoduje witryfikacje lub krystalizacje, przez
co powstaje zwarta, nieporowata warstwa. Jej grubo$¢ wzrasta, dopoki dyfuzja rozpuszczalnikaz gleb-
szych warstw roztworu polimeru nie zostanie zahamowana przez tworzaca si¢ lita warstwe.
W migdzyczasie nierozpuszczalnik dyfunduje przez powstajaca zewnetrzng warstwe. Jezeli
w wewnetrznych warstwach materiatu znajduje si¢ okre§lona ilo$¢ nierozpuszczalnika, wywola to
binodalng lub spinodalng separacje fazowa. W zaleznoséci od st¢zenia polimeru powstanie jedna
z trzech opisanych porowatych struktur. Faza uboga w polimer wzrasta, jezeli nierozpuszczalnik
dyfunduje do warstw wewnetrznych, indukujac tym samym dyfuzje rozpuszczalnika do tej fazy.
Dyfuzja rozpuszczalnika do fazy ubogiej w polimer powoduje wzrost stezenia polimeru w otaczajacej
fazie bogatej w polimer. Przy wysokich stezeniach polimeru, rowniez wewngtrzne warstwy materiatu
podlegaja procesom zelowania, determinujgc strukturg $cian poréw. Oczywiscie w fazie ubogiej
w polimer wystepuje zardéwno rozpuszczalnik, jak i nierozpuszczalnik. Niewielkie ilosci dyfundu-
jacego nierozpuszczalnika sa niezbedne, aby doprowadzi¢ do catkowitego usunigcia rozpuszczalnika
z fazy o wysokim stezeniu polimeru. W ten sposob powstaje stabilny szkielet, ktory po usunigciu
rozpuszczalnika i nierozpuszczalnika tworzy porowaty materiat [40].

Struktura warstwy zewngtrznej determinuje szybko$¢ dyfuzji zaréwno rozpuszczalnika, jak
i nierozpuszczalnika, okreslajac tym samym rodzaj przemian zachodzacych w warstwach
wewnetrznych otrzymywanego rusztowania oraz jego mikrostrukture. Gdy zewnetrzna warstwa jest
mikroporowata, transport masy do wewnetrznych warstw jest ograniczony tylko w niewielkim
stopniu. W konsekwencji, w warstwach wewngtrznych zachodzi proces zelowania. Struktura
wewnetrzna podloza jest wowczas nieporowata [40]. Jest to niepozadane zjawisko z punktu widzenia
inzynierii tkankowe;j.

Metoda tg mozna uzyskaé przestrzenne podloza o porowatosci od 61% do 98% oraz wielkosSci
poréw w zakresie od 10 pwm do 50 um [42, 44]. Technike mozna stosowa¢ zaréwno do otrzymywania
podtozy polimerowych (PLLA, PCL), jak i kompozytowych z osnowa polimerowa (PCL/HAp) [41,
42, 44].
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3. Podsumowanie

Wydaje si¢, iz jednym z najwazniejszych parametrow podlozy dla inzynierii tkankowej, ktory
decyduje o mozliwosci zastosowania w regeneracji danej tkanki, jest ich architektura. Wysoka
porowato$é, odpowiedni ksztatt oraz rozmiar poréw pozwalaja w warunkach in vitro na zasiedlenie
materiatu odpowiednimi komorkami oraz dostarczenie ich w miejsce ubytku. Z kolei w warunkach in
Vivo umozliwiajg roznicowanie oraz proliferacj¢ komorek, unaczynienie nowopowstajacej tkanki oraz
transport substancji odzywczych, zapewniajac srodowisko sprzyjajace regeneracji tkanki. Wymienione
parametry rusztowan mozna kontrolowaé przede wszystkim przez dobor odpowiednich metod
otrzymywania. Projektowanie architektury podtozy tkankowych wymaga poznania mechanizmow
powstawania porowato$ci oraz wyznaczenia parametrOw procesOw wytwarzania, ktére na nia
wplywaja.

W literaturze mozna znalez¢é opis wielu metod wytwarzania przestrzennych, wysoko porowatych
rusztowan dla inzynierii tkankowej. Przedstawione metody nalezg do najpopularniejszych. Metoda
wymywania porogenu daje mozliwo$¢ stosunkowo *tatwej kontroli porowatosci, wielkosci oraz
ksztattu porow. Dzigki niej mozna uzyska¢ pory o wielko$ci wigkszej niz po zastosowaniu
pozostatych opisanych metod. Metody separacji fazowej sa bardzo czule na takie parametry, jak
stezenie roztworu polimeru, masa czasteczkowa polimeru oraz rodzaj uzytego rozpuszczalnika,
a w przypadku metody TIPS, na parametry termiczne procesu. Powoduje to, iz trudno jest uzyskaé
powtarzalng mikrostrukture materiatu, ale z drugiej strony metoda ta daje duze mozliwosci
projektowania architektury rusztowan. Poniewaz metody separacji fazowej pozwalaja uzyskaé pory
o wielkosci kilkudziesieciu, a nawet kilku mikrometrow czgsto stosuje si¢ t¢ metode w potaczeniu
z metoda wymywania porogenu w celu uzyskania hierarchicznej struktury poréw materiatu.

LITERATURA

[1] Y. Tabata: Significance of release technology in tissue engineering, Drug Discovery Today, vol. 10, 2005,
s. 1639-1646.

[2] B. Chan, B. Leong: Scaffolding in tissue engineering: general approaches and tissue-specific considerations, European
Spine Journal, vol. 17, 2008, s. 467-479.

[3] S. Liao, C. Chan, S. Ramakrishna: Stem cells and biomimetic materials strategies for tissue engineering, Materials
Science and Engineering C, vol. 28, 2008, s. 1189-1202.

[4] K. Kima, I. Parkb, T. Hoshibac, H. Jiangd: Design of artificial extracellular matrices for tissue engineering, Progress in
Polymer Science, vol. 36, 2011, s. 238—268.

[5] T. Kim, H. Shin, D. Lim, Biomimetic scaffolds for tissue engineering, Advanced Functional Materials, vol. 22, 2012,
S. 2446-2468.

[6] B. Kim, D. Mooney: Development of biocompatible synthetic extracellular matrices for tissue engineering, Tibtech,
vol. 16, 1998, s. 224-230.

[71 F. Rosso, A. Giordano, M. Barbarisi, A. Barbarisi: From cell-ECM interactions to tissue engineering, Journal of
Cellular Physiology, vol. 199, 2004, s. 174-180.

[8] C. Liu, Z. Xia, J. Czernuszka: Design and development of three-dimensional scaffolds for tissue engineering, Chemical
Engineering Research and Design, vol. 85, 2008, s. 1051-1064.

[9] S. Yang, K. Leong, Z. Du, C. Chua: The design of scaffolds for use in tissue engineering part |. Traditional factors,
Tissue Engineering, vol. 7, 2001, s. 679-689.

[10] S. Owen, M. Shoichet: Design of three-dimensional biomimetic scaffolds, Journal of Biomedical Materials Research A,
vol. 94, 2010, s. 1321-1331.

[11] A. Seidi, M. Ramalingam, I. Elloumi-Hannachi, S. Ostrovidov: Gradient biomaterials for soft-to-hard interface tissue
engineering, Acta Biomaterialia, vol. 7, 2011, s. 1441-1451.

[12] P. Ma: Biomimetic materials for tissue engineering, Advanced Drug Delivery Reviews, vol. 60, 2008, s. 184-198.

[13] G. Chan, D. Mooney: New materials for tissue engineering: towards greater control over the biological response,
Trends in Biotechnology, vol. 26, 2008, s. 382—-392.

[14] 1. Armentano, M. Dottori, E. Fortunati, S. Mattioli, J. Kenny: Biodegradable polymer matrix nanocomposites for tissue
engineering: A review, Polymer Degradation and Stability, vol. 95, 2010, s. 2126-2146.

[15] M. Vert, S. Li, G. Spenlehauer, P. Guerin: Bioresorbability and biocompatibility of aliphatic polyesters, Journal of
Materials Science: Materials in Medicine, vol. 3, 1992, s. 432-446.

[16] B. Stevens, Y. Yang, A. Mohandas, B. Stucker, K. Nguyen: A review of materials, fabrication methods, and strategies

Acta Bio-Optica et Informatica Medica Inzynieria Biomedyczna, vol. 20, nr 4, 2014 201



[17]
[18]
[19]

[20]

[21]
[22]
[23]

[24]

[25]

[26]
[27]
[28]
[29]
[30]
[31]
[32]
[33]
[34]
[35]
[36]
[37]

[38]

[39]

[40]
[41]

[42]
[43]

[44]

Inzynieria biomedyczna / Biomedical Engineering

used to enhance bone regeneration in engineered bone tissues, Journal of Biomedical Materials Research Part B:
Applied Biomaterials, vol. 85, 2008, s. 573-582.

J. Reignier, M. Huneault: Preparation of interconnected polycaprolactone porous scaffolds by a combination of
polymer and salt particulate leaching, Polymer, vol. 47, 2006, s. 4703-4717.

A. Salgado, O. Coutinho, R. Reis: Bone tissue engineering: state of the art and future trends, Macromolecular
Bioscience, vol. 4, 2004, s. 743-765.

Q. Cai, J. Yang, J. Bei: A novel porous cells scaffold made of polylactide—dextran blend by combining phase-
separation and particle-leaching techniques, Biomaterials , vol. 23, 2002, s. 4483-4492.

E. Sachlos, J. Czernuszka: Making tissue engineering scaffolds work. Review on the application of solid freeform
fabrication technology to the production of tissue engineering scaffolds, European Cells and Materials, vol. 5, 2003,
s. 29-40.

V. Cannillo, F. Chiellini, P. Fabbri: Production of Bioglass 45S5 — Polycaprolactone composite scaffolds, Composite
Structures, vol. 92, 2010, s. 1823-1832.

T. Kim, H. Shin, D. Lim: Biomimetic scaffolds for tissue engineering, Advanced Functional Materials, vol. 22, 2012,
s. 2446-2468.

X. Li, J. Shi, X. Dong, L. Zhang, H. Zeng: A mesoporous bioactive glass/polycaprolactone composite scaffold and its
bioactivity behavior, Journal of Biomedical Materials Research Part A, vol. 84, 2008, s. 84-91.

H. Yu, H. Matthew, P. Wooley: Effect of porosity and pore size on microstructures and mechanical properties of poly-
epsilon-caprolactone-hydroxyapatite composites, Journal of Biomedical Materials Research Part A: Applied
Biomaterials, vol. 86, 2008, s. 541-547.

V. Guarino, F. Causa, P. Netti, G. Ciapetti, S. Pagani: The role of hydroxyapatite as solid signal on performance of
PCL porous scaffolds for bone tissue regeneration, Journal of Biomedical Materials Research Part B: Applied
Biomaterials, vol. 86, 2008, s. 548-557.

A. Mikos, J. Temenoff: Formation of highly porous biodegradable scaffolds for tissue engineering, Electronic Journal
of Biotechnology, vol. 3, 2000, s. 1-6.

P. van de Witte, P. Dijkstra, J. van den Berg, J. Feijen: Phase separation processes in polymer solutions in relation to
membrane formation, Journal of Membrane Science, vol. 117, 1996, s. 1-31.

V. Guarino, L. Ambrosio: Temperature-driven processing techniques for manufacturing fully interconnected porous
scaffolds in bone tissue engineering, Proceedings of the Institution of Mechanical Engineers, Part H: Journal of
Engineering in Medicine, vol. 224, 2010, s. 1-13.

S. Wislet-Gendebien: Advances in Regenerative Medicine, InTech, Rijeka, 2011.

M. Di Luccio, R. Nobrega, C. Borges: Microporous anisotropic phase inversion membranes from bisphenol-
A polycarbonate: study of a ternary system, Polymer, vol. 41, 2000, s. 4309-4315.

Q. Chen, A. Roether, A. Boccaccini: Tissue engineering scaffolds from bioactive glass and composite materials, Topics
in Tissue Engineering, vol. 4, 2008, s. 1-27.

T. Lu, Y. Li, T. Chen: Techniques for fabrication and construction of three-dimensional scaffolds for tissue
engineering, International Journal of Nanomedicine, vol. 8, 2013, s. 337-350.

M. Woodruff, D. Hutmacher: The return of a forgotten polymer — Polycaprolactone in the 21st century, Progress in
Polymer Science, vol. 35, 2010, s. 1217-1256.

N. Sultana: Biodegradable Polymer-based Scaffolds for Bone Tissue Engineering, Springer, Berlin 2013.

X. Ma: Scaffolds for tissue fabrication, Materials Today, vol. 3, 2004, s. 30—40.

C. Schugens, V. Maquet, C. Grandfils, R. Jerome, P. Teyssie: Biodegradable and macroporous polylactide implants for
cell transplantation: 1. Preparation of macroporous polylactide supports by solid-liquid phase separation, Polymer,
vol. 37, 1996, s. 1027-1038.

G. Hou, D. Grijpma, J. Feijen: Porous polymeric structures for tissue engineering prepared by a coagulation,
compression moulding and salt leaching technique, Biomaterials, vol. 24, 2003, s. 1937-1947.

J. de Groot, A. Nijenhuis, P. Bruin: Use of porous biodegradable polymer implants in meniscus reconstruction.
1) Preparation of porous biodegradable polyurethanes for the reconstruction of meniscus lesions, Colloid & Polymer
Science, vol. 268, 1990, s. 1073-1081.

P. Ma, R. Zhang: Microtubular architecture of biodegradable polymer scaffolds, Journal of Biomedical Materials
Research, vol. 56, 2001, s. 469-477.

T. Young, L. Chen, L. Cheng; Membranes with a microparticulate morphology, Polymer, 1996, vol. 37, s. 1305-1310.
A.G. Coombes, S.C. Rizzi, M. Williamson, J.E. Barralet: Precipitation casting of polycaprolactone for applications in
tissue engineering and drug delivery, Biomaterials, vol. 25, 2004, s. 315-325.

C. Yeh, Y. Li, P. H. Chiang, C. Huan, Y. Wang, H. Chang: Characterizing microporous PCL matrices for application
of tissue engineering, Journal of Medical and Biological Engineering, vol. 29, 2009, s. 92-97.

J. Wijmans, J. Kant, M. Mulder, C. Smolders: Phase separation phenomena in solutions of polysulfone in mixtures of
a solvent and a nonsolvent: relationship with membrane formation, Polymer, vol. 26, 1985, s. 1539-1545.

A. Denga, A. Chena, S. Wanga, Y. Li, Y. Liua, X. Chenga, Z. Zhaoc, D. Lin: Porous nanostructured poly-I-lactide
scaffolds prepared by phase inversion using supercritical CO, as a nonsolvent in the presence of ammonium
bicarbonate particles, The Journal of Supercritical Fluids, vol. 77, 2013, s. 110-116.

Acta Bio-Optica et Informatica Medica Inzynieria Biomedyczna, vol. 20, nr 4, 2014 202



Inzynieria biomedyczna / Biomedical Engineering

otrzymano / submitted: 17.02.2014r.
wersja poprawiona / revised version: 22.07.2014r.
zaakceptowano / accepted: 30.09.2014r.

Acta Bio-Optica et Informatica Medica Inzynieria Biomedyczna, vol. 20, nr 4, 2014 203



