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Streszczenie

W  ramach projektu opracowano metod¢ otrzymywanie nanomembran
neuroprotekcyjnych wytwarzanych w procesie elektroprzedzenia. W procesie tym struga
roztworu polimeru umieszczona w polu elektrycznym zaczyna wirowaé tworzac widkna
zbierane nastgpnie na wirujgcym walcu. Material (nanomembrany) stosowany w projekcie
wytworzony byt wedtug nast¢pujacych procedur: 1) jako materialu uzyto poli(L-Laktyd-co-
kaprolakton, 70 % L-laktyd, 30 % kaprolakton) PLLC (Purasorb 7015, Purac biochem byv,
Gorinchem, Holandia). Jest to material o obnizonej szybkosci biodegradacji (w poréwnaniu z
niemodyfikowanym poli-L-laktydem). Material ten posiada dopuszczenia medyczne do
systemOw uwalniania lekow i protez. Materiat byl rozpuszczony w uktadzie chloroform
(CHC13)/dimetyloformamid (DMF). Przyktadowy masowy sktad roztworu: PLLC - 500 mg,
CHCI34700 mg, DMF- 300 mg.; 2) Do tworzenia membran wykorzystano zestaw do
elektroprzedzenia sktadajacy si¢ z zasilacza z regulowanym napi¢ciem wyjscia DC 0-30kV,
pompy strzykawkowej i zestawu hydraulicznego; 3) Roztwdér materialu po rozpuszczeniu
przechowywany byl przynajmniej 12 godzin dla odseparowania i specznienia tancuchéw
polimeru. Uzywano napigcia 15 kV, a odlegtos¢ targetu 20 cm. Wydatek pompy wynosit 0,5
ml/h. Materiaty przygotowywane byly w temperaturze pokojowej (ok. 22-24°C).

Przeprowadzono badania z wykorzystaniem nanomembran impregnowanych
neuroprotekcyjnymi substancjami ochronnymi takimi jak alfa-tokoferol (ograniczajacy stres
oksydacyjny). Podje¢to préby zastosowania biatkowych czynnikéw neurotroficznych: NGF i
BDNF.

Badania prowadzone byly na szczurzym modelu chirurgicznego uszkodzenia mézgu.
Umozliwily one przesledzenie i analiz¢ mechanizméw naprawy i przebudowy kory mézgowe;j
w wybranym czasie po uszkodzeniu mézgu. Chirurgiczny uraz okolicy czolowo-skroniowe;j
kory mézgowej szczura wykonywany byt w stanie uspienia ogélnego zwierzg¢cia i polegat na
usuni¢ciu kosci 1 opony twardej 1 wycinka kory mézgowej o wielkosci ok. Imm x1mm x
Imm. Po zszyciu skory i wybudzeniu zwierz¢ umieszczane byto w standardowych warunkach
zwierzetarni. W punktach czasowych okreslonych harmonogramem Projektu zwierzeta byty
usypiane a pobrane od nich tkanki przygotowywano do dalszych badan.

Badaniami objeto nastepujace grupy zwierzat:

- nanomembrana jako opatrunek

1. zwierzeta kontrolne nieoperowane, (czas przezycia: 4, 7, 14, 30 i 60 dni);

2. zwierzeta z operacjg pozorowang (tzw. sham), na ktérych wykonane zostaty opisane
powyzej procedury eksperymentalne jedynie do etapu trepanacji czaszki, (czas przezycia: 4,
7, 14,301 60 dni);

3. zwierzg¢ta z zastosowanymi biodegradowalnymi powlokami z nanowldkien na
powierzchni¢ nieuszkodzonej kory mézgowej, (czas przezycia: 4, 7, 14, 301 60 dni);

4. zwierzeta po wykonanym urazie chirurgicznym kory mdézgowej (czas przezycia po
operacji: 4, 7, 14, 30 1 60 dni);
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5. zwierzegta po wykonanym urazie chirurgicznym z rang pooperacyjng pokrytg
elektroprzedzonymi biodegradowalnymi powtokami (czas przezycia po operacji: 4, 7, 14, 30 1
60 dni);

- nanomembrana jako opatrunek aktywny - uwalniajacy tokoferol

1. zwierzeta kontrolne nieoperowane, (czas przezycia: 4, 7, 14, 30 1 60 dni);

2. zwierzeta z operacjg pozorowang (tzw. sham), na ktérych wykonane zostaty opisane
powyzej procedury eksperymentalne jedynie do etapu trepanacji czaszki, (czas przezycia: 4,
7, 14,301 60 dni);

3. zwierzeta z zastosowanymi biodegradowalnymi powlokami z nanowldkien
zawierajacymi tokoferol w dawce 5% na powierzchni¢ nieuszkodzonej kory mézgowej, (czas
przezycia: 4, 7, 14, 30 i 60 dni);

4. zwierzeta po wykonanym urazie chirurgicznym kory moézgowej (czas przezycia po
operacji: 4, 7, 14, 30 i 60 dni);

5. zwierzeta po wykonanym urazie chirurgicznym z rang pooperacyjng pokryta
elektroprzedzonymi biodegradowalnymi powltokami zawierajagcymi tokoferol w dawce 5%
(czas przezycia po operacji: 4, 7, 14, 30 1 60 dni);

- nanomembrana jako opatrunek aktywny - uwalniajacy czynnik troficzny czynnik
wzrostu nerwow - NGF

1. zwierzeta kontrolne nieoperowane, (czas przezycia: 4, 7, 14, 30 1 60 dni);

2. zwierzeta z operacjg pozorowang (tzw. sham), na ktérych wykonane zostaty opisane
powyzej procedury eksperymentalne jedynie do etapu trepanacji czaszki, (czas przezycia: 4,
7, 14,301 60 dni);

3. zwierzeta z zastosowanymi biodegradowalnymi powlokami z nanowldkien
zawierajacymi NGF w dawce 0,02 % (10 ng/cm2 maty) na powierzchni¢ nieuszkodzonej kory
moézgowej, (czas przezycia: 4, 7, 14, 30 1 60 dni);

4. zwierzeta po wykonanym urazie chirurgicznym kory mézgowej (czas przezycia po
operacji: 4, 7, 14, 30 1 60 dni);

5. zwierzgta po wykonanym urazie chirurgicznym z rang pooperacyjna pokryta
elektroprzedzonymi biodegradowalnymi powlokami zawierajacymi NGF w dawce 0,02 % (10
ng/cm?2 maty) (czas przezycia po operacji: 4, 7, 14, 30 1 60 dni);

- nanomembrana jako opatrunek aktywny - uwalniajacy czynnik troficzny
pochodzenia mozgowego - BDNF

1. zwierzeta kontrolne nieoperowane, (czas przezycia: 4, 7, 14, 30 1 60 dni);

2. zwierzeta z operacjg pozorowang (tzw. sham), na ktérych wykonane zostaty opisane
powyzej procedury eksperymentalne jedynie do etapu trepanacji czaszki, (czas przezycia: 4,
7, 14,301 60 dni);

3. zwierzeta z zastosowanymi biodegradowalnymi powlokami z nanowldkien
zawierajacymi BDNF w dawce 0,02 % (10 ng/cm2 maty)...na powierzchni¢ nieuszkodzone;j
kory mézgowej, (czas przezycia: 4, 7, 14, 30 1 60 dni);
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4. zwierzeta po wykonanym urazie chirurgicznym kory mézgowej (czas przezycia po
operacji: 4,7, 14, 30 1 60 dni);

5. zwierzeta po wykonanym urazie chirurgicznym z rang pooperacyjng pokryta
elektroprzedzonymi biodegradowalnymi powlokami zawierajacymi BDNF w dawce 0,02 %
(10 ng/cm2 maty) (czas przezycia po operacji: 4, 7, 14, 30 1 60 dni);

Pierwszym etapem prowadzonych badan byla optymalizacja (przy pomocy metod
mikroskopowych optycznych i elektronowych) metod wytwarzania elektroprzedzonych
nanowldkien do zastosowania jako opatrunki 1 opatrunki aktywne impregnowane
neuroprotekcyjnymi  substancjami  ochronnymi (alfa-tokoferol, bialkkowe czynniki
neurotroficzne: NGF 1 BDNF). Kolejnym etapem prac byto okreslenie cech elementéw zlacza
nerwowo-naczyniowego moézgu szczura po urazie chirurgicznym oraz zastosowaniu
biodegradowalnych nanomembran we wszystkich grupach eksperymentalnych.

Wykorzystanie technik immunohistochemicznych miato na celu ocen¢ uszkodzenia i
wywotanej nim odpowiedzi komoérkowej (komoérek nerwowych, glejowych 1
srodbtonkowych) po urazie chirurgicznym kory moézgowej oraz po zastosowaniu
biodegradowalnych powlok z elektroprzedzonych nanomembran, w wyznaczonych
harmonogramem badan czasach po operacji we wszystkich grupach eksperymentalnych. Ze
wzgledu na wprowadzenie do organizmu zwierzat ciala obcego (nanomembran) konieczna
byta ocena odpowiedzi zapalne;j.

W materiale pozyskanym ze zwierzat kontrolnych nieoperowanych obserwowano
prawidtowg budowe morfologiczng wszystkich elementéw ztagcza nerwowo-naczyniowego.
Nie wykryto zmian degeneracyjnych dotyczacych komoérek parenchymy mozgowe;.

Podobne wyniki pozyskano z materialu pochodzacego od zwierzat poddanych operacji
pozorowanej (Sham).

Material uzyskany od zwierzat z powlokami zastosowanymi na powierzchni¢
nieuszkodzonej kory mézgowej wykazata, ze opatrunek nie wywotuje wiekszych zmian w
badanych strukturach. Nie obserwowano $mierci komoérek kory ani objawow reakcji zapalnej
ze strony OUN (brak makrofagéw oraz aktywacji mikro— 1 astrogleju). W okolicy aplikacji
opatrunku wykryto jedynie niewielki wzrost liczby GFAP pozytywnych astrocytow, ktére
jednak nie wykazywaly cech hipertrofii. Otrzymane wyniki wskazuja, ze material cechuje
biokompatybilnos¢ z tkanka.

W grupie zwierzat poddanych operacji neurochirurgicznej obserwowano masywna
neurodegeneracj¢ 1 $mier¢ komoérek nerwowych oraz astrogleju, najbardziej nasilong w
okresie od 4 do 14 dni po operacji. W badanej tkance zaobserwowano obecnos¢ komorek
pozytywnie znakujacych si¢ dla nestyny. Wiele z nich charakteryzowato si¢ morfologia
typowa dla astrocytow, ale tylko nieliczne wykazywaly jednoczesng obecnos¢
immunosygnatu dla GFAP. W tym samym czasie w badanym materiale znaleziono mata
liczbe¢ komorek pozytywnie wyznakowanych dla nestyny 1 NeuN (marker komorek
nerwowych). Juz we wczesnych punktach czasowych rejestrowano masywny naptyw
makrofagéw (juz w 4 dni po uszkodzeniu - Srednio 46 makrofagdbw w obszarze 20
analizowanych mikroskopowych p6l widzenia). Procesom tym towarzyszylo formowanie
nowych naczyn kapilarnych w okolicy okotourazowej. W sasiedztwie nowopowstajgcych
naczyn krwiono$nych znajdowano znaczng ilo$¢ komoérek pozytywnie znakujacych sie dla
ACI133/FIkl (markeréw niedojrzalych komorek srodblonkowych) oraz metaloproteinaz:
MMP2 i MMP9. Badania mikroskopowo-elektronowe wykazaty, iz komorki te posiadaty w
cytoplazmie nietypowe widkienka o grubosci charakterystycznej dla filamentow posrednich.
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Komoérki te braly udziat w formowaniu nowych naczyn. Badania immunohistochemiczne
wykazaly silng ekspresje bialek przestrzeni zewnatrzkomoérkowej: lamininy, kolagenu i
fibronektyny w okolicy okotonaczyniowej. We wczesnych czasach pooperacyjnych
dochodzilo do masywnej astroglejozy oraz aktywacji komoérek astrocytarnych. Astrocyty
nabieraly cech hipertrofii i tworzyly na powierzchni rany rozlegta blizne glejowa o
,hieuporzadkowanej” strukturze. Formowanie blizny glejowej obserwowano od 14 dnia po
lezji. Cz¢$¢ z komoérek tworzacych blizne wykazywata pozytywne znakowanie dla wimentyny
— markera mtodocianych form astrocytow. W 30 dni po urazie w badanej tkance pojawialy si¢
cechy destabilizacji blizny oraz degeneracji wtérnej. Prowadzity one do atrofii tkanki w
obszarze pierwotnie uformowanej blizny glejowej (60 dni po operacji).

Analiza materiatu pozyskanego ze zwierzat z urazem zaopatrzonym opatrunkiem z
nanowldkien wykazata brak zmian zapalnych we wszystkich badanych punktach czasowych
(rejestrowano jedynie kilka makrofagéw w 20 analizowanych polach widzenia), w
przeciwienstwie do obserwacji poczynionych w grupie zwierzat z urazem. Nie obserwowano
formowania nowych naczyn ani masywnej blizny glejowej. Wykryto niewielkg indukcja
astogleju (GFAP 1 Wimentyno-pozytywny) oraz tworzenie si¢ subtelnej, ledwie zarysowane;j
blizny na powierzchni uszkodzonej kory moézgowej. Czg$¢ z tworzacych ja komoérek
wykazywala pozytywne znakowanie dla wimentyny. Wyniki te wykazuja, ze nanosiatka
posiada wlasciwosci modulujace proces bliznowacenia. Dodatkowo maty z nanowtdkien
hamowaly krwawienie po wykonanym zabiegu. Otrzymane wyniki wskazuja, ze materiat
zastosowany w badaniach w terapii pourazowej ukladu nerwowego cechuje nie tylko
biokompatybilnos¢ z tkanka ale roéwniez dziatanie hemostatyczne. Jak wspomniano, po
zaopatrzeniu rany opatrunkiem z nanowldkien nie dochodzi do procesu angiogenezy
przyrannej. Mechanizm tego zjawiska wymaga dalszych badan.

Kolejnym etapem prowadzonych eksperymentéw bylo zbadanie efektow zastosowania
mat z nanowtdkien jako opatrunkéw aktywnych — uwalniajacych w miejscu uszkodzenia
czynniki neurotroficzne 1 potencjalnie neuroprotekcyjne. Uzyskane dotychczas wyniki
wskazuja, ze zastosowanie mat z nanowldkien zawierajacych tokoferol, NGF i BDNF na
nieuszkodzong kor¢ mozgowa nie wywoluje reakcji zapalnej ani Smierci komorek.
Szczegbtowa analiza materialu pozyskanego od zwierzat operowanych z rang zaopatrzong
membranami zawierajgcymi tokoferol, NGF lub BDNF nie wykazata wptywu uwalnianych
czynnikow na stan tkanki nerwowej. Elementy zlacza nerwowo-naczyniowego posiadaly
cechy wystepujace w grupie zwierzat poddanych operacji i1 zaopatrzonych membrang
niezawierajacg czynnika protekcyjnego (opatrunek nieaktywny).

Uzyskane wyniki sugeruja protekcyjne dzialanie samej membrany z nanowldkien.
przypuszczamy, ze protekcyjny charakter membran moze wynika¢ z faktu, iz produktem ich
biodegradacji sa mleczany, ktérych pozytywny wptyw na tkank¢ nerwowa byt opisywany w
literaturze. Ponadto struktura przestrzenna zastosowanych nanomembran moze imitowac
prawidlowg struktur¢ macierzy zewnatrzkomorkowe] promujac prawidlowe gojenie ran i
ograniczajac obszar powstajacej blizny.

Zastosowanie materialdw w postaci nanomembran w obrgbie strefy urazu osrodkowego
uktadu nerwowego moze by¢ wykorzystane jako forma terapii, poniewaz wptywa korzystnie
na miejscowe procesy pourazowe, modyfikuje miejscowe reakcje komorkowe, stwarza
barier¢ izolacyjng uniemozliwiajagc naptyw fibroblastéw oraz zmniejsza bliznowacenie.
Ponadto, czas degradacji nanomaterialu moze zosta¢ zaplanowany w procesie wytwarzania, a
produkty sg metabolitami charakterystycznymi dla tkanek organizmu (mleczany) co wptywa
na brak toksycznosci miejscowej oraz ma dziatanie protekcyjne dla uktadu nerwowego.
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Wyniki pracy zaprezentowano w formie publikacji, patentu i wystapien konferencyjnych.
Dotyczyty one analizy i optymalizacji otrzymywania wiokien oraz ich zastosowania jako
systemOw uwalniania lekow oraz w jako opatrunku neuroprotekcyjnego. Znaczna czg$¢
niniejszego raportu weszta w sklad prac gléwnych wykonawcéw projektu ze strony IPPT
PAN: pracy habilitacyjnej dr inz. Tomasza Kowalczyka [I] oraz pracy doktorskiej mgr inz.
Pawta Nakielskiego[II].



1 Wstep

1. Zjawisko elektroprzedzenia

Dysza -

Uziemiony kolektor w ksztalcie b¢bna Siatka z nanowlékien

Rys. 1-1 Schemat eksperymentalnego zestawu do elektroprzedzenia i zdjecie z mikroskopu elektronowego
uzyskanej siatki z nanowtdkien [I, II].

Elektroprzgdzenie jest procesem fizycznym w  ktérym  oddzialywanie  sit
elektrostatycznych na krople i1 struge roztworu polimeru prowadzi do indukowania
jednoimiennych tadunkéw. Odpychanie migedzy nimi prowadzi do znacznego wydiuzenia
strugi ptynu i jej pocienienia. Powstajagce po odparowaniu rozpuszczalnika widkna
polimerowe maja Srednice podlegajaca rozrzutowi statystycznemu, zalezng od uzytych
materialéw 1 warunkéw prowadzenia procesu: od kilku nanometréw do kilku mikrometrow.
Dtugos¢ widkien moze osigga¢ do kilkudziesigciu cm, widkna sg zbierane na uziemionym
kolektorze.

W eksperymentalnym procesie elektroprzedzenia struga roztworu lub stopu polimeru
wyplywa z cienkiej dyszy podiaczonej do zasilacza wysokiego napigcia. Wyplywajacy z
dyszy roztwér znajduje si¢ w silnym polu elektrycznym (0,1 — 1 kv/cm). Po przebyciu
krotkiego odcinka prostego roztwdr zaczyna poruszac si¢ po spirali w drodze do uziemionego
kolektora widkien. Znajdujace si¢ w roztworze jednoimienne fadunki rozciggaja struge,
podczas, gdy sity kapilarne nie dopuszczajg do jej rozerwania. Z silnie rozcigganej strugi
odparowuje rozpuszczalnik. Na kolektorze otrzymuje si¢ widkna polimerowe o dlugosci do
kilkudziesigciu cm i $rednicy podlegajacej rozrzutowi statystycznemu.

Kluczowym elementem procesu elektroprzgdzenia jest niestabilno$¢ kapilarna. Istota
procesu niestabilnosci kapilarnej zajmowat si¢ zesp6t Renekera 1 Yarina [1] na przykladzie
biodegradowalnego polimeru — poli(kaprolaktonu) — PCL.
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Rys. 1-2 Zdjecia strugi elektroprzgdzonego polimeru wykonane z uzyciem szybkiej kamery z predkoscia
rejestracji 60 (a) i 4500 (b) klatek na sekundg [2,3].

Autorzy stwierdzili, ze wtérna niestabilno$¢ kapilarna moze zachodzi¢ réwniez podczas
rozciggania strugi w petle, co powoduje powstanie materiatu o poskrecanej strukturze i
sklejonych potgczeniach pomigdzy widknami.

Proces rlektroprzedzenia zalezny do bardzo wielu parametréw, kluczowe dla procesu sa
przytozone napigcie, odlegtos¢ pomiedzy dysza a kolektorem, wydatek masowy roztworu
polimeru, $rednica dyszy, rodzaj polimeru, jego masa czasteczkowa, st¢zenie polimeru w
roztworze, przewodnictwo elektryczne roztworu polimerowego oraz jego napigcie
powierzchniowe. Jest wiele innych parametréw ktére maja mniejsze znaczenie dla
elektroprzedzenia. W zwigzku z tym z jednej strony proces musi by¢ kazdorazowo
optymalizowany dla nowego skladu roztworu do elektroprzedzenia. Eksperymentalne
elektroprzgdzenie prowadzi do produktéw o cechach jakosciowych zblizonych do produktéw
naturalnych, przy czym zawsze wystepuje kilkuprocentowy rozrzut witasciwosci
uzyskiwanych materiatéw. Optymalizacj¢ warunkow elektroprzedzenia prowadzi si¢ w celu
znalezienia parametréw dla ktérych proces bedzie dawat widkna pozbawione defektow typu
,koraliki na sznurku”, o wlasciwosciach przypominajacych bardziej nanoczastki niz
nanowldkna.

Jednym z podejs$¢ do procesu jest skorzystanie z modelu numerycznego elektroprzedzenie
dla uniknigcia wielokrotnego powtarzania eksperymentéw metoda préb i btedéw. Model taki
dawatby iloSciowa odpowiedZ na zmian¢ parametrow procesu. Nie ma jednego dobrego
modelu. Matematyczny model symulujacy dynamike elektroprzedzenia i posta¢ uzyskanych
nanowtdkien zostal opisany np. w pracy [4].

1.2. Zastosowania medyczne elektroprzedzonych nanowtdkien.

Nanowtdkna majg bardzo duzy potencjat do zastosowan w medycynie. Jest to w powazne]
mierze spowodowane mozliwoscig utworzenia z wtékien membran podobnych do naturalnej
zewnatrzkomorkowej macierzy kolagenu. Macierz ta jest zbudowana z widkien o Srednicy
50-500 nm. Nanowldkna moga nasladowac ta macierz, zar6wno pod wzgledem zblizonej
grubosci widkien jak i wlasciwosci mechanicznych. Sztuczna macierz z nanowtdkien ma za
zadanie tymczasowo stluzy¢ komoérkom jako rusztowanie. Docelowo powinna zostaé
roztozona przez komorki organizmu 1 zastgpiona naturalnym kolagenem wytworzonym przez
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obecne w organizmie fibroblasty, tak, aby nie powodowac¢ reakcji organizmu na ciato obce.
Niezbedne do tego sa biodegradowalne polimery, najczesciej pochodne polilaktydu,
degradujacego do kwasu mlekowego i poli(glikolidu) tworzacego podczas degradacji kwas
glikolowy. Obydwa te polimery 1 ich kopolimery s3a szeroko stosowane do wyrobu
wchianialnych nici chirurgicznych.

W pracy [5] zajmowano si¢ optymalizacja parametréw elektroprzedzenia, badaniem
parametrow mechanicznych oraz degradacja in vitro 1 in vivo membran otrzymanych z
elektroprzedzonego  polikaprolaktonu.  Stwierdzono szybsza degradacj¢ membran
wszczepionych pod skére szczur6w w poréwnaniu do degradacji w in vitro. Praca [6]
pokazuje synteze biodegradowalnych polimeréw pochodnych kwasu mlekowego 1 opisuje
badanie ich biodegradacji. Autorzy pracy przegladowej [7] opisuja sposoby tworzenia
funkcjonalizowanych rusztowan z biodegradowalnych nanowldkien do zastosowan
biomedycznych.

W pracy [8] zaproponowano zasady projektowania rusztowan z elektroprzgdzonych
nanowltokien, ze zwrdceniem szczegdlnej uwagi na uzyskanie parametréw mechanicznych
ukierunkowanych widkien podobnych do parametréw odtwarzanej tkanki. Autorzy podjeli
probe optymalizacji elektroprzgdzenia poli(estro-uretanu) w celu otrzymania matrycy do
rekonstrukcji zastawki serca. W pracy [9] optymalizowano elektroprzedzenie fibrylarnych
biatek: kolagenu, zelatyny, alfa-elastyny 1 tropo-elastyny; w celu otrzymania rusztowan do
hodowli komoérek. Rusztowania takie powinny nasladowac strukture zewnagtrzkomoérkowe;j
macierzy kolagenu zaréwno pod wzgledem fizycznym, jak 1 chemicznym. Biatka
elektroprzedzono z uzyciem denaturujgcego rozpuszczalnika i sieciowano diizocjanianem.
Testy mechaniczne pokazaty podobienstwo do materiatéw naturalnych, a hodowle
mezenchymalnych komoérek embrionalnych wykazywaty dobrg adhezyjnos¢ i proliferacje
wskazujac potencjal do zastosowania w regeneracji tkanek. W pracy [10] przeprowadzono
optymalizacj¢ elektroprzedzenia poli(alkoholu winylowego). W zaleznosci od zastosowanych
warunkéw uzyskane widkna wykazywaty srednice 0,2-8,0 mikrometréw. Na utworzonych
porowatych membranach hodowano komoérki migsniowe 1 fibroblasty, wskazujac na potencjat
uzycia materialéw w inzynierii tkankowe;j.

W pracy [11] hodowano fibroblasty i poréwnywano markery biatkowe dla
kompozytowego rusztowania w ktorym potaczono polisacharyd dekstran z nanowtdknami
poli(laktydu-co-glikolidu). Dekstran zapewniat wysoka porowatos¢ oraz hydrofilowos¢ 1 w
konsekwencji dobrg adhezyjno$¢ komdrek do nanowtdkien. Komoérki chetnie migrowaty do
wnetrza troyjwymiarowego rusztowania tworzgc materiat o potencjale zastosowania do
leczenia trudno gojacych sie ran. Autorzy pracy [12] poréwnujac zachowanie
elektroprzedzonych rusztowan z chityny z komercyjnym opatrunkiem stwierdzili szybsza
biodegradacj¢ materiatu z nanowtdkien zaréwno w testach in vitro, jak 1 po wszczepieniu pod
skore szczura. Material nie wywotywat odczynu zapalnego, a testowane komorki skéry
traktowaty go preferencyjnie w poréwnaniu do mikrowtdknistego komercyjnego opatrunku,
szczegOlnie po pokryciu nanowidkien naturalnym kolagenem 1. Material nie dziatal
cytotoksycznie na komorki, autorzy proponowali jego perspektywiczne zastosowanie do
leczenia ran skory i blon $luzowych. Inny sposéb leczenia ran proponowali autorzy pracy
[13]. Tworzyli rusztowania z mieszaniny polikaprolaktonu i kolagenu. Ludzkie komorki
skory wykazywatly dobrg do nich adhezyjnos¢, dobrze rosty na nich. Autorzy pracy [14] uzyli
rusztowan wykonanych z kolagenu elektroprzedzonego w denaturujagcym rozpuszczalniku,
usieciowanego nastepnie glutaraldehydem. Otrzymane widkna pokrywane byly nastepnie
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niedenaturowanym kolagenem, aby zwigkszy¢ adhezyjnos¢ do nich komorek skory. Badania
wykonane na szczurach pokazaly potencjal w leczeniu ran.

Elektroprzedzenie jako stosunkowo nowa metoda jest jeszcze slabo wykorzystana w
tworzeniu nowych systemOéw uwalniania lekow. Szereg prac grupy zwigzanej z
Uniwersytetem Technion zajmuje si¢ zarOwno teoretyczng analizg tematu, otrzymywaniem
systemOw uwalniania lekéw wykorzystujacych nanowtdkna jak i wykorzystaniem ich w
eksperymentach na szczurach [15,16,17]. W pracy [18] wykorzystano elektroprzedzenie
emulsji do utworzenia systemOw uwalniania lekéw utworzonych z mikrokapsulek
zawierajacych lek zawieszonych na matrycy z nanowtdkien. Zbadano profile uwalniania leku
z materialu w zaleznosci od stopnia usieciowania powierzchni mikrokapsutek. Wskazano
mozliwosci dalszego uzycia jako struktur funkcjonalnych biologicznie. W pracach [19]
badano wptyw dodatku surfaktantéw na proces elektroprzedzenia polilaktydu oraz na
uwalnianie lekéw. Badano uwalnianie lekéw: Rifampiny 1 Paclitaxelu z uzyskanych
materiatléw. Stwierdzono poczatkowe uwolnienie duzej ilosci (wyrzut) leku (Rifampiny)
spowodowany powstaniem jego krysztatdw na powierzchni nanowldkien podczas
elektroprzedzenia. Uniknigcie tego efektu mozna bylo osiagnaé przez zastosowanie
roztworéw polimeréw o charakterze podobnym do uwalnianych lekéw, tak aby uniknaé
separacji faz podczas elektroprzedzenia.

Stan badan elektroprzedzenia nanowldkien pokazuje duzy potencjat tej metody zaréwno
do zastosowania w inzynierii tkankowej, medycynie regeneracyjnej, opatrunkach jak i w
systemach uwalniania lekow.
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1.3. Cel pracy

Podstawowym celem pracy jest zastosowanie elektroprzedzonych nanowtdkien jako
opatrunkéw aktywnych w zapobieganiu pourazowym zmianom w tkance mézgowe;.

Powypadkowe 1 pooperacyjne urazy centralnego ukladu nerwowego prowadza do
bardzo powaznych konsekwencji spotecznych 1 ekonomicznych. Wymagaja one
dlugotrwatego leczenia farmakologicznego, powodujg postepujaca degradacje stanu zdrowia
pacjentow, podwyzszaja koszty Swiadczen spotecznych i obcigzenie systemu opieki
zdrowotnej na obszarze Polski i Unii Europejskiej. Powstajace w ich konsekwencji
bliznowacenie, adhezja, zrosty zaburzaja funkcjonalno$¢ ukladu nerwowego, sa przyczyng
niepozadanych objawdéw neurologicznych negatywnie wplywajacych na przebieg procesu
zdrowienia. Dane kliniczne dotyczace procedur zapobiegajacych bliznowaceniu w obrgbie
moézgowia s3 do$¢ skape. Nie s3a obecnie stosowane rutynowo zadne materialy
zabezpieczajace przed blizng w obrebie mézgowia, a dodatkowe materialy uszczelniajace czy
hemostatyczne np. Tachocomb czy Oxycel powstate na bazie kolagenu zwierzgcego moga
wywota¢ miejscowg reakcje na obce biatko 1 odczyn wokét ciata obcego.

Brak skutecznej profilaktyki stal si¢ powodem do rozpoczecia badan nad nowym
rodzajem materiatéw do zastosowan klinicznych po urazach centralnego uktadu nerwowego.
Wsréd nowych metod terapeutycznych stosowanych w medycynie nanotechnologia wydaje
si¢ obecnie dziedzing bardzo obiecujaca. Prowadzi si¢ m.in. badania nad wykorzystaniem
materiatéw uzyskanych w tej technologii w charakterze barier po uszkodzeniu narzadéw i
tkanek. Korzystne oddziatywanie z tkankg, uzyskanych w drodze elektroprzedzenia mat z
nanowtdkien, sklonity nas do poszukiwania potencjalnych zastosowan tego materiatu w
neurochirurgii. Cho¢ prowadzone s3 juz obecnie na $wiecie badania nad biomedycznym
zastosowaniem procesu elektroprzedzenia, to brak jest jakichkolwiek doniesien o prébach
powstrzymania degradacji kory moézgowej przez zastosowanie aktywnych opatrunkéw
bazujacych na biokompatybilnych nanowiéknach.

W ramach projektu przeprowadzono prace nad wytworzeniem prototypu opatrunku o
charakterze neuroprotekcyjnym. Oparty na nanowloknach system uwalniania lekow ma za
zadanie ochron¢ moézgu przed uszkodzeniem nastgpujagcym w krotkim czasie po urazie
(Smier¢ elementéw zlacza nerwowo-naczyniowego kory moézgowej) i w dlugim czasie po
urazie (operacji) gdy dochodzi od destabilizacji 1 rozkladu blizny glejowej oraz wtdrnej
neurodegeneracji 1 $mierci komérek nerwowych. Opatrunek taki miatby zapobiegac
powstawaniu cigzkich zmian w obrgbie centralnego ukitadu nerwowego. Analiza
wytworzonych w ramach projektu opatrunkéw przeprowadzona na podstawie prob na
zwierzetach laboratoryjnych pozwolila na stwierdzenie ich neuroprotekcyjnych wilasnosci i
otwiera droge do dalszych badan klinicznych i ewentualnej komercjalizacji.
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1.4. Procedura przygotowania materiatow elektroprzedzonych

Otrzymanie materiatébw wytworzonych metodg elektroprzedzenia zwigzane bylo z
zaprojektowaniem i1 zbudowaniem odpowiedniej komory o kontrolowanych warunkach
srodowiskowych, opracowaniem metodologii wytwarzania mat nanowldkniny z wybranych
materiatéw, opracowaniem metody zwigzania z materialem maty wybranych czynnikéw
neuroprotekcyjnych, oraz wybranie struktury widkien i maty pozwalajacej na kontrolowane
uwalnianie tych czynnikéw. Zastosowanie wytwarzanych mat w operacjach mézgu na modelu
zwierzecym wymagato rowniez opracowania metody zapewnienia ich aseptycznosci.

W dalszej czg$ci pracy opisano:
o tworzenie nowych materiatéw uwalniajacych leki,
o modelowanie uwalniania lekow do roztworu o warunkach fizjologicznych,
o modelowanie uwalniania lekéw do symulowanej tkanki mézgowe;j,
o Zastosowanie mat z elektroprzgdzonych nanowtdkien jako aktywnego opatrunku
do zapobiegania pourazowym zmianom w korze mézgowej na modelu zwierzecym
- szczur



2. Otrzymywanie elektroprzedzonych siatek jako
opatrunkOw neuroprotekcyjnych 1 systemow
uwalniania lekow

Ponizej  przedstawiono  otrzymywanie metoda  elektroprzedzenia  siatek @z
biodegradowalnego polimeru do zastosowania jako opatrunkéw neuroprotekcyjnych na
modelu zwierzecym — szczur. Badania obejmowaty réwniez uzyskanie elektroprzgedzonych
systemOw uwalniania lekéw lub ich analogéw. Przebadano uwalnianie leku — tokoferolu do
ptynu w warunkach fizjologicznych oraz jego analogu — rodaminy B do Zelu o cechach
tkanki moézgowej. Optymalizowano otrzymywanie elektroprzedzonych materiatow
zawierajacy analog lekéw biatkowych — albuming surowicy wolowej. Otrzymywano
materiaty zawierajagce czynniki neuroprotekcyjne — czynnik wzrostu neuronéw (NGF) i
neurotropowy czynnik pochodzenia mézgowego (BNDF). Zbadano ich uwalnianie w
warunkach fizjologicznych. Wyniki opublikowano [I, II,]

2.1. Otrzymywanie siatek z nanowtdkien jako opatrunkéw neuroprotekcyjnych

Przeprowadzone badania nad wykorzystaniem procesu elektroprzgdzenia do wytwarzania
opatrunkéw neuroprotekcyjnych wykonano dla szeregu materialow biodegradowalnych
biorgc pod uwagg:

e dobdér materialéw 1 parametrow procesu celem wuzyskania regularnych siatek

pozwalajacych na stworzenie stabilnych opatrunkéw,

e dobdr materiatu do elektroprzedzenia pod katem wigzania go z neuroprotekcyjnym
czynnikiem aktywnym,

e dobor materialu polimerowego, geometrii widkien i ich struktury dla uzyskania
optymalnych przebiegu czasowego dla uwalnianego czynnika.

Jako pierwsze wykonano badania nad doborem odpowiedniego polimeru do procesu
elektroprzedzenia. Przetestowano rodzing biodegradowalnych poliestréw zawierajacych w
strukturze jednostki kwasu mlekowego. Uzyto nast¢pujace, posiadajace certyfikaty materiaty
przeznaczone na systemy uwalniana lekow produkowane i dostarczane przez firm¢ PURAC
(Gorinchem, Holandia):

e Poli(DL-laktyd-co-glikolid) — PDLG

e Poli(laktyd-co-glikolid) — PLG
e Poli(L- laktyd)- PLLA

e Poli(L-laktyd-co-kaprolakton) PLCL
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Stwierdzono, ze dla badanych biodegradowalnych poliestréw pochodnych kwasu
mlekowego nie ma znaczacych r6znic w podatnosci na elektroprzedzenie, jedynie poli(laktyd-
co-glikolid) — PLG tworzyl materiat o strukturze waty, nie nadajacy si¢ do dalszych badan.

Kierujac  si¢  danymi  literaturowymi  dotyczacymi  procesu  biodegradacji
poli(hydroksyestrow) nalezalo wybra¢ materiat, ktéry nie degraduje si¢ zbyt szybko (istniata
mozliwos¢ podraznienia tkanki mézgowej przez produkt degradacji o kwas mlekowy), ani nie
bedzie si¢ degradowat zbyt wolno (dla poli(kaprolaktonu) czas degradacji szacowany jest na 2
lata. Przyjeto zatozenie, ze materiat o czasie degradacji zblizonym, ale nie tak dlugim jak PCL
bedzie mial optymalne wilasciwosci. Materialem tym jest PLCL (poli(L-laktyd-co-
kaprolakton) zawierajacy 70% jednostek PLLA i 30% jednostek PCL.

Przeprowadzono szereg testéw, ktére mialy na celu kontrol¢ powtarzalnosci procesu.
Uzyskane dane pozwolily stwierdzi¢, ze:

- roztwor do elektroprzedzenia nie moze by¢ przygotowany tuz przed eksperymentem,
gotowy roztwor musi by¢ pozostawiony co najmniej do nastgpnego dnia. Elektroprzedzenie
swiezo sporzadzonego roztworu powoduje powstanie licznych defektéw typu ,koraliki na
sznurku” oraz elektrosprej roztworu polimeru. Efekt ten tlumaczy si¢ tym, ze tancuchy
polimeru musza mie¢ czas na spe¢cznienie w rozpuszczalniku, na ,,rozplecenie si¢” (Rys. 2-1).

- uzyskanej membrany nie mozna od razu zdejmowac z targetu (obrotowego walca).
Materiatl zdjety od razu zwija si¢, zmieniajg si¢ jego wymiary. Efekt ten mozna wytlumaczy¢
tym, ze $wiezo uzyskany materiat posiada naprezenia, ktére stopniowo zanikaja w czasie
kilku godzin. Moze to mie¢ zwigzek zaréwno z krystalizacjg materiatu, jak i z odparowaniem
pozostatosci rozpuszczalnika.

Uzyskano maty odpowiednie do przeprowadzenia badan nad utworzeniem opatrunku
neuroprotekcyjnego.

20KV im s TRES 20KV~ X1,000" 100"

Rys. 2-1. Obraz SEM mat elektroprzedzonych z roztworu przygotowanego: 4 dni przed wczesiej, materiat udany
(po lewej) i materiatu elektroprzedzonego od razu, material nieudany (po prawe;j) [I, II].

2.2. Badania nad uwalnianiem lekéw (alfa-tokoferolu)

Alfa-tokoferol jako antyoksydant zostal wybrany jako modelowa substancja
neuroprotekcyjna. Wytworzono maty zawierajace 10 do 32% wag. alfa-tokoferolu.
Uwalnianie prowadzono do roztworu micelarnego (0,5% dodecylosulfonianu sodowego SDS)
symulujacego srodowisko komérkowe.

1. W fazni wodnej utrzymujacej temperature 37,0°C +/- 0,2°C, symulujace warunki

panujace w ludzkim organizmie (dla modelu szczura jest to 37,7-38,5°C), bez
mieszania
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2. W temperaturze pokojowej (22-24°C) z mieszaniem

Uwalnianie planowanym miejscu uzycia opatrunku, tj. na powierzchni mézgu przebiega w
zakresie pomiedzy 1. a 2.
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Rys. 2-2. Wykres uwalniania alfa-tokoferolu z widkien , litych” o zawartosci 15% wag., O- uwalnianie z
mieszaniem, ¢ uwalnianie bez mieszania (na lewo). Po prawej stronie obraz SEM maty z ktdrej prowadzono
uwalnianie. Widoczny brak defektéw i wlasciwa struktura maty [I, II].

Uzyskane wyniki pokazuja czas uwalniania leku rzedu 12-14 dni, tj. odpowiedni do
zatozen projektowanego opatrunku neuroprotekcyjnego.

Przeprowadzono rowniez obserwacj¢ uwalniania substancji lekopodobnej (Rodaminy B) z
cienkiej wigzki elektroprzedzonych nanowidkien. Proces monitorowany byt in situ z uzyciem
lasera 532 nm Uzyskane wyniki wykorzystano do walidacji modelu numerycznego procesu
uwalniania lekéw. Moga one postuzy¢ do jakosciowej charakteryzacji procesu uwalniania
lekow z membrany wykonanej z elektroprzedzonych nanowidkien.

Badania nad uwalnianiem lekéw z mat zbudowanych z widkien dwufazowych

Witékna otrzymywano z elektroprzedzenia emulsji zawierajacej albuming surowicy
wotowej (BSA), ktérej zadaniem bylo symulowanie uwalniania lekéw biatkowych. Docelowo
albumina ma by¢ uzyta jako gléwny sktadnik biatkowy - czynnik ostaniajacy leki biatkowe
(NGF- czynnik wzrostu neuronéw, BNDF- neurotropowy czynnik pochodzenia mézgowego)
przed denaturacja.

Przeprowadzono seri¢ eksperymentéw, bialka oznaczano metoda Bradforda. We
wszystkich badanych uktadach uzyskano wyrzut (burst) uwalnianego biatka.

Nie wuzyskano profilu uwalniania odpowiedniego do projektowanego opatrunku
neuroprotekcyjnego. Temat wymaga dalszych badan z uzyciem widkien w ukladzie typu
,.rdzen-osnowa” (,,core — shell”).
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2.3. Badania procesu uwalniania lekdw z elektroprzedzonych nanowtdkien

Badania nad tworzeniem systemow uwalniania lekéw obejmowaly tworzenie
elektroprzgdzonych membran zawierajagcych tokoferol i jego analogi oraz analogéw lekow
biatkowych — albuminy surowicy wotowej (BSA). Badania nad membranami z tokoferolem
obejmowaty: okreslenie profili uwalniania dla r6znych zawartosci alfa-tokoferolu w materiale
widkien, badanie nad powtarzalno$ciag procesu otrzymywania witokien i okreslenie, czy
sterylizacja membran tlenkiem etylenu ma wptyw na profil uwalniania leku. Wykonano
rowniez walidacje doswiadczalng modelu uwalniania leku do tkanki mézgowej. Badania nad
lekami bialkowymi obejmowaly wykonanie dwoéch typéw elektroprzedzonych materialéw
zawierajacych biatka (wilokna uzyskane z emulsji i w ukladzie typu ,rdzen-osnowa”).
Zbadano profile uwalniania bialek dla obydwu typéw materialéw dla zmiennych parametréw
materiatowych. Badania te miaty na celu konstrukcj¢ opatrunku do zbadania wplywu
elektroprzedzonych membran na tkanke mézgowa w zwierzecym modelu uszkodzenia mézgu
obejmowaty poréwnanie procesu bliznowacenia bez zastosowania nanomateriatu 1 z jego
zastosowaniem dla réznych punktow czasowych. Analizowano obrazy znakowane
immunofluorescencyjnie oraz ultrastrukture komoérki dla membran z nanomateriatu
zbudowanych z polimeru oraz z polimeru zawierajacego alfa-tokoferol.

2.3.1. Badania nad uwalnianiem alfa-tokoferolu z materiatow o roznych jego
zawartosciach

Pierwszym wykonanym materialem z terapeutykiem byl materiat o zawartosci 15% wag.
alfa-tokoferolu (wzgledem polimeru). Uwalnianie prowadzono do roztworu micelarnego
(0,5% dodoecylosulfonianu sodowego) symulujacego srodowisko komérkowe w temp 37°C.
Material w czasie trzech tygodni uwolnit 60% pierwotnej zawartosci substancji aktywnej i po
tym czasie we wildknach pozostato tylko okoto 6% wag. alfa-tokoferolu. Materiat po
sterylizacji tlenkiem etylenu zostal przekazany do IMDiK PAN celem wstepnych badan na
modelu zwierzgcym operacyjnego urazu mézgu na modelu zwierzgcym.

W wynikach z eksperymentéw pilotazowych zauwazono nieznaczny obrzek tkanki
moézgowej i zdecydowano si¢ na zmniejszenie poczatkowej ilosci alfa-tokoferolu w materiale.
Uzyskano kolejne nanomaterialy o zawartosci 10% wag. 1 5% wag. alfa-tokoferolu. Po okoto
trzech tygodniach uwalniania mozna zauwazy¢, ze w przypadku materiatlu o 10% wag. leku,
uwolnito si¢ 55% poczatkowej ilosci alfa-tokoferolu za§ w przypadku materiatu o 5% wag. —
45%. Taka sytuacje w ktorej dla coraz nizszych poczatkowych zawartosci leku, po czasie
trzech tygodni uwalniania obserwujemy coraz mniejsze ilo$ci uwolnionego leku mozna
wytlumaczy¢ spadkiem sily napedowej procesu uwalniania (zmniejszenie gradientu stezen
alfa-tokoferolu w materiale i otaczajagcym ptynie).
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Rys. 2-3. Profile uwalniania alfa-tokoferolu dla r6znych poczatkowych zawartosci leku w materiale [I, II].

2.3.2. Badania nad powtarzalnoscig uwalniania alfa-tokoferolu

Przeprowadzono szereg testow, ktére miaty na celu zbada¢ powtarzalno$¢ procesu
uwalniania leku z elektroprzedzonych nanowldkien. Badania nad kontrolg powtarzalnosci
uwalniania wynikly z faktu iz elektroprzedzenie jest procesem bardzo zmiennym, nieznaczna
zmiana warunkéw otoczenia, moze mie¢ znaczny wplyw na strukture¢ materiatu, a tym samym
uwalnianie leku.

Wszystkie materialy przygotowano w ten sam sposdb, a nastepnie elektroprzedzono w
takich samych warunkach:

Napigcie 15 kV
Odlegtos¢ dyszy od kolektora 20 cm

Nate¢zenie obj. pompy 0,40 ml/h
Temperatura 24 oC
Wilgotno$¢ wzgledna 55 %

Uwalnianie prowadzono w temperaturze T=37°C, do roztworu micelarnego (0,5% wodny
roztwor dodecylosulfonianu sodowego SDS) symulujagcego sSrodowisko komoérkowe.
Uzyskane dane pozwolily stwierdzi¢, ze dla takich samych warunkéw procesowych, a takze
materialowych, mozliwe jest uzyskanie zblizonych profili uwalniania alfa-tokoferolu.
Badania przeprowadzono réwniez pod katem jednorodnosci samego materiatu. W tym celu
pobrano trzy kawatki: z czesci srodkowej oraz z dwdch przeciwleglych brzegéw materiatu.
Dodatkowo sprawdzono wplyw sterylizacji materiatu tlenkiem etylenu na proces uwalniania.
W obu przypadkach: badania jednorodnos$ci materialu oraz sterylizacji nie wykazano
znaczgcych réznic w profilu uwalniania alfa tokoferolu.
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Rys. 2-6. Poréwnanie profilu uwalniania a- Rys. 2-7. Poréwnanie profilu uwalniania a-
tokoferolu z materiatu po sterylizacji z tym tokoferolu. Punkty przedstawiajg srednig ze
samym materialem przed sterylizacja. Punkty wszystkich materiatéw [I, II].

przedstawiajg Srednia [I, II].

2.3.3. Badania nad uwalnianiem analogu alfa-tokoferolu do zelu

Na potrzeby walidacji modelu numerycznego oraz oszacowania st¢zenia lekéw w
tkance mézgowej, skonstruowano uktad eksperymentalny w ktérym uwalniano analogi lekéw
z materialow polimerowych uzyskanych w procesie elektroprz¢dzenia. Informacja o lokalnym
stezeniu leku jest pomocna w oszacowaniu efektu terapeutycznego i1 ewentualnego
przekroczenia toksycznej wartosci stezenia. Przedstawiony ponizej uklad eksperymentalny,
dzigki zastosowaniu ptaskiej wigzki lasera wzbudzajacej dyfundujaca substancje
fluorescencyjng pozwala na przedstawienie pola ste¢zenia w wybranym potozeniu w kuwecie
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pomiarowej wypetnionej hydrozelem. Zastosowanie ptaskiej wiazki lasera pozwala na
bezposrednig obserwacje lokalnego stezenia analogu leku w danym punkcie kuwety, bez
koniecznosci wykonywania transformacji st¢zenia w przypadku oswietlania uktadu swiatlem
wzbudzajacym fluorofor w catej objetosci uktadu. W przypadku rejestracji $wiatta
emitowanego przez fluorofor, z catej objetosci uktadu lub rejestracji absorbancji barwnika,
rejestrowana jest informacja o srednim stezeniu barwnika na grubosci kuwety pomiarowej. Z
uwagi na transport barwnika w trzech wymiarach 1 usrednianie st¢zenia w jednym z
wymiaréw, do uzyskania stezenia w okreslonym punkcie przestrzeni, wymagana jest
transformacja stezenia w otaczajacych punktach. Podejscie takie komplikuje znalezienie
wartosci stezenia i jest zrodiem btedow.

Ponizszy opis prezentuje uktad pomiarowy do czasoprzestrzennej ewaluacji st¢zenia
uwalnianych lekéw, celem znalezienia parametrow odpowiedzialnych za dynamike
uwalniania lekéw. Ptynem w ktérym analizowano proces uwalniania i dyfuzji leku byt zZel z
poli(alkoholu winylowego) PVA usieciowany boraksem. Ze wzgledu na swoja
przezroczystos¢ 1 brak efektow rozpraszania swiatta na tancuchach polimeru obecnych w
zelu, plyn ten moze postuzy¢ jako model tkanki mézgowej. Jako analog leku stosowanego w
badaniach na modelu zwierzgcym — a-tokoferolu, uzyto Rodaminy B. R6znica mas molowych
obu substancji wynosi okoto 10%, zatem wspdtczynnik dyfuzji obu sktadnikow jest zblizony.
Jako analog lekéw biatkowych: B-NGF oraz BDNF, uzyto biatka albuminy surowicy wotowe;j
sprzezonej z izotiocyjanianem fluoresceiny (BSA-FITC). Uwalnianie prowadzono z
materialéw o takiej samej geometrii: Srednica krazka r = 2,5 mm, grubo$¢ d = 100 um. Proces
monitorowany byt in situ z uzyciem lasera 532 nm (Rodamina B) lub 472 nm (BSA-FITC).
Dtugos¢ fali wzbudzenia dla Rodaminy B wynosi 540 nm, za$ dla BSA-FITC 490 nm.
Maksimum emisji w przypadku Rodaminy B obserwowano dla dlugosci fali 625 nm zas dla
BSA-FITC 525 nm.

Wiazka lasera o dlugosci fali 532 nm lub 472 nm przechodzi przez przystone
podtaczong do komputera (Rys. 2-8a). Swiatlo lasera przeksztatcane jest w plaska wigzke
dzieki uktadowi dwéch soczewek: ptasko-wklestej oraz dwuwypuklej. Swiatto przechodzace
przez kuwet¢ pomiarowg wypelniong hydrozelem, wzbudza sktadnik fluorescencyjny
dyfundujacy z materialu umieszczonego na wierzchu hydrozelu. Emitowane $wiatto
przechodzi przez filtr emisyjny (Rodamina B — 602 + 15 nm, BSA-FITC — 540 + 12 nm) 1 jest
rejestrowane przez kamer¢ cyfrowa (Manta G-201B, Allied Vision Technologies) w postaci
obrazéw formatu TIFF. Ustawienia kamery byly nastepujace: czas ekspozycji 400 ms,
wzmocnienie sygnatu pigciokrotne. Aby unikng¢ wypalania sktadnika fluorescencyjnego oraz
zachowac stabilnos¢ intensywnosci $wiecenia lasera, zrodto swiatta pozostawato przez caty
eksperyment wigczone i byto odcigte przystong podtaczona do komputera PC. Niewielka ilos¢
Swiatta ok. 5% skierowano na fotodiod¢ w celu zmierzenia intensywnosci $wiecenia lasera.
Dane z fotodiody rejestrowano w trakcie eksperymentu w celu dokonania ewentualnych
korekt w przebiegu st¢zenia rejestrowanego w czasie. Otwarcie przystony sprzezono z
uktadem rejestrujacym obraz 1 kontrolowano przy uzyciu skryptu napisanego w programie
MATLAB®. Uktad eksperymentalny izolowano od zewngtrznych zrédet swiatta mogacych
wprowadza¢ zaktdcenia.
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Obrazy rejestrowane podczas eksperymentu przycinano do obszaru zainteresowania a
informacje o intensywnosci §wiecenia w danej odlegtosci od materiatu, zbierano do dalszej
obrébki. Podczas przeprowadzanych doswiadczen, material umieszczony na hydrozelu nie
przemieszczat si¢. Najwigksze zaobserwowane przemieszczenie w jednym z eksperymentéw
wynosito 1 mm. W celu okre$lenia stezenia obu sktadnikéw fluorescencyjnych, sporzadzono
krzywe wzorcowe (Rys.2-9). Otrzymane warto$ci intensywnosci pikseli dla przypadku uzycia
Rodaminy B jako analogu leku, sg bliskie wartosci 255 dla 8 bitowej kamery. W naszych
eksperymentach podjeto starania uniknigcia wartosci intensywno$ci $wiecenia bliskich
wartosciom maksymalnym, w tym celu zmniejszano intensywnos¢ Swiecenia lasera.

a)

Kamera

podtaczona do PC
I PC ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

Filtr emisyjny

Materiat |

< /-L\_v

Przystona ‘
podtaczona - J
do PC Uktad soczewek B

Kuweta pomiarowa

Przystona

b) c)

Punkt P,

Rys. 2-8. a) Uktad eksperymentalny do oceny elektroprzedzonych materiatow [II]. b) Kontury stezenia
Rodaminy B otrzymane podczas eksperymentu [II]. Punkt P, to punkt w ktérym zbierano informacje na temat
wartosci stgzenia dla poszczegdlnych czaséw eksperymentu. Wartosci stgzenia postuzyty do znalezienia
parametréw kinetycznych modelu numerycznego c) Kontury st¢zenia uzyskane po dopasowaniu
wspotczynnikéw w modelu numerycznym [II].
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Rys. 2-9. Krzywa kalibracyjna dla Rodaminy B oraz BSA-FITC w hydrozelu PVA [II].
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Rys. 2-10. St¢zenie Rodaminy B (szare tréjkaty) w punkcie P, oraz zmierzona warto$¢ napigcia na fotodiodzie
(gruba czarna linia). Szara pozioma linia to $rednia warto$¢ napiecia na fotodiodzie. Linia czerwona
przedstawia skorygowang warto$¢ stezenia Rodaminy B po uwzglednieniu zmian nat¢zenia lasera [II].

Uzyskane wyniki, w szczegdlnosci warto$¢ stgzenia w punkcie P; w funkcji czasu,
wykorzystano do walidacji modelu numerycznego procesu uwalniania lekéw. Przykladowy
przebieg profilu stezenia rejestrowanego w czasie eksperymentu przedstawiono na Rys. 2-10.
Zbierane co 5 minut dane stezenia w punkcie P; przedstawiono w postaci punktéw (szare
trojkaty). W przebiegu profilu stgzenia zauwazalne sg etapy w ktorych st¢zenie zmniejsza si¢
gwattowniej pod wptywem spadku natezenia Swiatla lasera. Aby skorygowac przebieg profilu
stezenia wykorzystano dane napig¢cia na fotodiodzie 1 zarejestrowane dane st¢zenia
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przemnozono przez wspotczynnik korekcyjny. Skorygowane wartosci stezenia w punkcie P,
przedstawiono czerwong linig na Rys. 2-10.

Dzigki wykorzystaniu oméwionego uktadu eksperymentalnego otrzymano informacje
na temat stezenia analogu leku, mogace postuzy¢ do walidacji modelu numerycznego
uwzgledniajacego desorpcje¢ leku z powierzchni nanowtdkien. Przedstawiona metoda
wykorzystujaca hydrozel jako fantom tkanki mézgowej, pozwala na oszacowanie efektu
terapeutycznego i ewentualnego przekroczenia stezenia toksycznego. Wygodna i szybka
metoda przygotowania hydrozelu i1 brak efektu rozpraszania swiatta na tancuchach polimeru
pozwalaja na zastosowanie hydrozelu w analizach uwalniania lekéw z materialéw opartych na
nanowtdknach.

2.3.4. Badania nad uwalnianiem lekow z mat zbudowanych z wiokien
dwufazowych

Elektroprzedzone nanowidkna otrzymywano z elektroprzgdzenia emulsji oraz w
uktadzie ,rdzen-osnowa” (,,core-shell”) zawierajacej albuming surowicy wolowej (BSA),
ktorej zadaniem bylo symulowanie uwalniania lekéw biatkowych. Docelowo albumina ma
by¢ uzyta jako gtowny sktadnik biatkowy - czynnik ostaniajacy leki biatkowe (NGF - czynnik
wzrostu neuronéw, BNDF- neurotropowy czynnik pochodzenia mézgowego) przed
denaturacjg. W przypadku elektroprzedzenia emulsji przy zachowaniu odpowiednich
warunkéw mozliwe jest uzyskanie struktury rdzen-osnowa, przy czym rdzen nie ma struktury
ciaglej zas przybiera forme¢ blisko przylegajacych kropli fazy wodnej (Rys.2-11). Taka
struktura ma za zadanie wyhamowac¢ proces uwalniania leku, a tym samym przedtuzy¢ czas
uwalniania.

a) b)

Rysunek 2-11. a) Nanowldkna powstate z elektroprzgdzenia emulsji. Zdjecie wykonano mikroskopem
fluorescencyjnym, barwnik - fluoresceina b) Nanowtékna powstate w uktadzie ,,rdzen-osnowa”. Zdjecie
wykonano mikroskopem konfokalnym, barwnik — Rodamina B [I, II].

Przeprowadzono seri¢ eksperymentéw, biatka oznaczano metoda OPA (metoda
fluorymetryczna z wykorzystaniem aldehydu orto-ftalowego). Wytwarzanie witdkien z
roztworoOw emulsyjnych oraz uktadéw rdzen-osnowa jest znacznie bardziej skomplikowane
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niz widkien z alfa-tokoferolem. Duzy wptyw na wynik, ma osoba przygotowujgca materiat
oraz samo przestrzeganie procedury przygotowywania materiatu.
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Rys. 2-12. Profile uwalniania BSA z nanowidkien w uktadzie ,,rdzen-osnowa” dla r6znych
stezen biatka w rdzeniu oraz polimeru w osnowie [I, II].

W przypadku materiatéw typu rdzen-osnowa widoczny jest poczatkowy wyrzut leku (Rys.
2-12). Spowodowane jest to najprawdopodobniej pekaniem (przerywaniem) nanowidkien, z
ktorych wyptywa roztwor leku. Zauwazalne jest to podczas obserwacji nanowtdkien,
naniesionych na szkietka nakrywkowe, pod mikroskopem fluorescencyjnym. Po krétkim
czasie od naprz¢dzenia na szkietko nakrywkowe, widoczne sg §wiecgce obszary wokot
widkien. Ponownie zauwazalny jest wptyw zwiekszonego stezenia poczatkowego biatka na
proces uwalniania. Jednakze, w tym przypadku mimo czterokrotnego zwigkszenia stezenia
poczatkowego BSA (20% wag. wzgledem roztworu rdzenia), maksymalna wartos¢
uwolnionego biatka nie jest znaczaco wigksza niz w przypadku 5% wag. (wzgledem roztworu
rdzenia). Najprawdopodobniej jest to spowodowane przez opory transportu biatka z wtdkna.
Po poczatkowym, duzym wyrzucie biatka obserwujemy zwigkszanie ze statg szybkoscig ilosci
uwolnionego BSA.
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Rys. 2-13. Profile uwalniania BSA z nanowtékien elektroprzedzonych z emulsji dla r6znych stezen biatka oraz
z uzyciem surfaktantu [, II].

W przypadku uwalniania biatka z widkien sporzagdzonych metoda emulsyjna,
obserwujemy zupelnie odmienny charakter procesu. Brak jest zauwazalnego wyrzutu leku,
za$ sam przebieg punktow przypomina obserwowany wczesniej profil uwalniania alfa-
tokoferolu. Poréwnano réwniez wpltyw uzycia innego typu surfaktantu na proces uwalniania
biatka (Rys. 2-13). Punkty o kolorze zielonym przedstawiajg wyniki dla materialu z uzyciem
surfaktantu SPAN-80, zas punkty o kolorze fioletowym — SDS (dodecylosulfonianu
sodowego). W przypadku BSA, brak jest zauwazalnych r6znic w profilu uwalniania.

2.4. Wytwarzanie systemow uwalniania lekdw opartych na elektroprzedzonych nanowtéknach. Uwalnianie
czynnikdw wzrostu: B-NGF i BDNF z nanowtdkien PLC

2.4.1. Materiaty i metody

Do sporzadzenia nanowtdkien wykorzystano polimer poli(L-laktyd-e-kaprolakton) (PLC,
zawierajacy 70% jednostek L-laktydu i 30% kaprolaktonu) zakupiony w firmie Purac,
Biochem BV, Gorinchem, Holandia. Chloroform (CHCls), dimetyloformamid (DMF) oraz
gliceryne zakupiono w firmie POCH, Polska. Albumin¢ surowicy wotowej (Bovine Serum
Albumin -BSA), BSA sprzegnigte z izotiocjanianem fluoresceiny(BSA-FITC), poli(tlenek
etylenu) (PEO, M,, = 400000 Da ), SPAN-80 zakupiono w firmie Sigma Aldrich.
Rekombinowany czynnik wzrostu PB-Nerve Growth Factor (B-NGF) oraz neurotropowy
czynnik pochodzenia mézgowego (Brain Derived Neurotrophic Factor - BDNF) zakupiono w
firmie R&D Systems (nr kat. 556-NG-100, 248-BD-025). Wszystkie materialy uzyto bez
dalszego oczyszczania.
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2.4.2. Elektroprzedzenie

Materialy z nanowldkien sporzadzono z 9 % wag. roztworu PLC rozpuszczonego w
mieszaninie DMF 1 CHCI; 1:9 (wag./wag.). Odpowiednig ilos¢ polimeru odwazano,
nastepnie dodano chloroform i mieszano do catkowitego rozpuszczenia polimeru. Do tak
przygotowanego roztworu dodano odpowiednia ilos¢ drugiego rozpuszczalnika — DMF.
Roztwér pozostawiano na 24 godziny dajac czas tancuchom polimeru na rozwinigcie.
Materiaty zawierajace hydrofilowe biatka (B-NGF, BDNF) sporzadzono z roztworu emuls;ji.
Do przygotowania roztworu emulsji typu woda w oleju odmierzono 1 g roztworu polimeru i
wymieszano z 40 mg surfaktantu SPAN-80 (masa dodanego surfaktantu byla jednym ze
zmiennych parametréw). Po 30 min mieszania, dodano 50 mg roztworu 1 % wag. BSA z
czynnikiem B-NGF lub BDNF w 0,01M buforze PBS (Phosphate Buffered Saline o pH = 7,4)
((masa fazy wodnej byta jednym ze zmiennych parametréw). Faz¢ wodng dodawano kroplami
1 po kazdym zakropleniu mieszano az do uzyskania jednorodnej emulsji. Druga metoda
otrzymywania nanowldkien z hydrofilowym czynnikiem wzrostu bylo wspdtosiowe
elektroprzedzenie dwoch roztworéw polimeréow — jednego z lekiem w rdzeniu 1 drugiego z
polimerem pelnigcym funkcje membrany oslaniajacej rdzen (ang. core-shell). W metodzie tej
wykorzystano wilasnorecznie wykonang dysze do elektroprz¢dzenia typu rdzen — osnowa
(Rys. 2-14).

Rys. 2-14 Elektroprzedzenie w uktadzie rdzen — osnowa. Z pionowej strzykawki pompowany jest roztwor
polimeru PLC tworzacy osnow¢ nanowldkna. Z drugiej strzykawki pompowany jest wodny roztwor czynnika
wzrostu w 4% wag. PEOX tworzacy strukture rdzenia nanowiékna [I, I1].

Do sporzadzenia roztworu rdzenia wykorzystano polimer PEO 4% wag. wzglegdem wody
w 0,01M buforze PBS z odpowiednig ilo$cig biatka f-NGF i BDNF. Dodatek PEO miat za
zadanie zwickszy¢ lepkos¢ roztworu 1 jednoczes$nie spowodowal przednos¢ rdzenia.
Dodatkowo jako czynnik ostaniajacy biatko oraz zwigkszajacy lepkos¢ roztworu rdzenia
dodano gliceryn¢ stanowiaca 25% wag. roztworu rdzenia. Roztwoér polimeru PLC 9% wag.
rozpuszczony w mieszaninie DMF 1 CHCl; (1:9 wag./wag.) zostal uzyty do utworzenia
osnowy (powtoki) nanowidkna. Stezenie czynnikow wzrostu w wykonanych materiatach z
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nanowlékien wynosi ok. 5 — 30 ng/cm” materiatu. Dane dotyczace wykonanych materiatéw
umieszczono w tabeli 2-1.

Tabela 2-1. Numeracja poszczegdlnych materialéw z nanowtékien i ich charakterystyka [I, II]..

Nr Ietoda Iasa Ilosc fazy

maty | elekiorprzedzenia Lek Stezenie lelcu surfak tantu wodnej Ilosé gliceryny Grubos¢ wlokien
M1 £ emulsj B-WGF | 10 ngflcm?® maty 40tmg 50tmg hrale 0,97+ 0,15 pm
V2 £ emulsji B-NGF | 5ngflom? maty 40mg 25mg brak 1,02+ 0,11 pm
M3 £ emulsi B-WGF | 30 ngflcm® maty 40mg 150mg brak 0,68+ 0,15 pm
4 £ emulsi B-WGF | 10 ngflcm? maty 20myg slmg hral 0,86+ 0,20 pm

M5 Rdzefi — osnowa | B-NGF | 10ng/lem? maty bralk 25% roztworu rdzenia 2,15+ 142 pm

14 Rdzed — osnowa | B-NGF | llng/lem? maty hral; - hrak 1,22+ 0,36 pm
M7 £ emulsj BDNF | 10ng/ lem?® maty 20mg 50mg brak 1,28 £ 0,41 pm
MR £ ermulsi BDNF | 10ng/lcm? maty 40mg slimg hrak 1,57+ 0,65 pm
L] £ emulsi BDNF | 15nglcm? maty 20mg Timng brak 1,33+ 0,20 um

Podczas elektroprzedzenia emulsji z czynnikiem aktywnym, przeplyw roztworu polimeru
wynosit 500 ul/h (elektroprzgdzenie z uzyciem pojedynczej iglty). Parametry przeptywu w
przypadku elektroprzgdzenia typu rdzeh — osnowa wynosily: przeplyw ptynu wewnetrznego
(rdzen) — 500 pl/h, przeptyw ptynu zewnetrznego (osnowa) — 2000 ul/h. Dodatni potencjat
elektryczny przytozony do dyszy wynosit 0,75 kV/cm, za$ odlegtos¢ pomiedzy dysza a
kolektorem zbierajacym nanowtdkna wynosita 20 cm. W przypadku elektroprzedzenia
emulsji rozmiar igly wynosit 26 G za$ jej Srednica wewnetrzna 0,6 mm. W przypadku
elektroprzgdzenia typu rdzen osnowa wykorzystano dwie igly o rozmiarach 20G i1 27G.
Mniejszg igla (20G) przebijano polimerowa czes¢ drugiej igly, a nastgpnie z uzyciem
mikroskopu koncentrycznie ustawiano jedng igle w drugiej pozostawiajac mniejszg igle
wysunietg na okoto 0,5 mm. Tworzone nanowtdékna zbierano na uziemiony obrotowy beben
(2000 obr/min) pokryty aluminiowg folig.

2.4.3. Obrazowanie SEM

Morfologi¢ wtdkien obrazowano za pomocg skaningowego mikroskopu elektronowego
(Scanning Electron Microscopy — SEM, Jeol, JSM 6390 LV, Japonia). Przed obrazowaniem,
materialy pokryto zlotem przy uzyciu napylarki (SC 7520, Polaron, W1k. Brytania). Grubos¢
widkien okreslono ze zdje¢ mikroskopii optycznej w programie ImageJ (National Institute of
Health, USA). Srednia grubos¢ wiékien w poszczegdlnych materiatach zostata przedstawiona
w tabeli 1. Rozklad $rednic w przypadku materialéw elektroprzedzonych z emulsji wykonano
mierzgc 25 widkien zbieranych na szkietka mikroskopowe, gdyz bezposrednia obserwacja
widkien w materiale byta niemozliwa jak pokazano na rysunkach 2-5, 8-10. W przypadku
dwéch materiatéw elektroprzegdzonych w uktadzie rdzen — osnowa dokonano pomiaru
grubosci 100 widkien z powierzchni materiatéw.

2.4.4. Uwalnianie czynnikdw wzrostu z nanowtokien

Aby okresli¢ 1los¢ uwolnionego leku, materiaty zostaty pocigte na kawaltki o powierzchni
lcm? i zwazone. Czynniki wzrostu uwalniano w 1 ml 0,01M buforze PBS z 1% wag. BSA
ostaniajgcym uwalniane czynniki wzrostu. Fiolki z umieszczonym materialem
przetrzymywano w temperaturze 37°C i w okreslonych punktach czasu przesacz zastgpowano
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Swiezym plynem a probki mrozono w temperaturze -25°C. Z uwagi na szybki przebieg
uwalniania czynnikéw wzrostu, na poczatku przesagcz wymieniano codziennie, caty proces
uwalniania trwal 3 tygodnie. Uwolnione biatka B-NGF i BDNF oznaczono przy uzyciu testu
immunoenzymatycznego (Enzyme Linked Immunosorbent Assay — ELISA) firmy R&D
Systems (nr kat. DY556, DBDO00). Po zakonczeniu uwalniania, probki z przesaczem
rozmrozono i poddano analizie zgodnie z protokotem postgpowania dostarczonym przez
producenta.

2.4.5. Wyniki

Obrazy SEM nanowltdkien

Na ponizszych obrazach przedstawiono zdj¢cia SEM materiatéw i widkien zbieranych na
szkietka mikroskopowe. W przypadku materiatéw elektroprzedzonych z emulsji, widoczne
jest zespolenie witdkien spowodowane nie calkowitym odparowaniem rozpuszczalnika
organicznego podczas elektroprzedzenia za§ pdzniejszym odparowaniem z zebranego na
kolektorze materialu. W celu przedstawienia rozktadu grubosci widkien, podczas
elektroprzedzenia zbierano widkna na szkietka mikroskopowe w odlegtosci od dyszy
zblizonej do odlegtosci kolektora tak aby otrzymac reprezentatywng probke.

7\
J #
20kV . X3,000( 5pm { RS-EMP | 20kV  X3,000

Rys.2-15 Obrazy SEM wierzchu materialu M1 (po lewej) oraz pojedynczych widkien ze
szkietka mikroskopowego (po prawej) [1, I1].

T akrOb: = X3 W REFEMP P 20KV X5,000 5pm RS - EMP

Rys.2-16 Obrazy SEM wierzchu materialu M2 (po lewej) oraz pojedynczych widkien ze
szkietka mikroskopowego (po prawe;j) [I, II].
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Rys.2-17 Obrazy SEM wierzchu materialu M3 (po lewej) oraz pojedynczych widkien ze
szkietka mikroskopowego (po prawej) [I, II].

20kV, = X5,000 S5um

Rys.2-18. Obrazy SEM wierzchu materiatu M4 (po lewej) oraz pojedynczych widkien ze
szkietka mikroskopoweg

[

o (po prawej) [I, II].

\

Rys.2-19. Obrazy SEM wierzchu materiatu M5 (po lewej) ze zblizeniem na
poszczegdlne widkna (po prawe;j) [1, II].

Rys.2-20. Obrazy SEM wierzchu materiatu M6 (po lewej) ze zblizeniem na
poszczegdlne widkna (po prawej) [I, II].

31
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20KV X1,000  10im RS EMB J206V|  X3,000° Sum

Rys.2-21. Obrazy SEM wierzchu materiatu M7 (po lewej) ze zblizeniem na
poszczegdlne widkna (po prawej) [1, I1].

20kV- X300~ 50pm

4

L

20kV  X3,000 5pm

Rys.2-23. Obrazy SEM wierzchu materiatu M9 (po lewej) ze zblizeniem na
poszczegdlne widkna (po prawe;j) [1, II].
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Profile uwalniania czynnikéw wzrostu

Na ponizszych wykresach przedstawiono profile uwalniania biatek B-NGF i BDNF. Jak
mozna zauwazy¢ w ciggu 3 tygodni od rozpoczecia uwalniania maksymalna procentowa ilos¢
uwolnionych biatek wynosi 16% (patrz. Rys.2-24.). W przypadku biatka B-NGF zmiana
zawartosci surfaktantu poskutkowata wzrostem ilosci uwolnionego biatka w przypadku
mniejszej ilosci surfaktantu. W przypadku biatka BDNF brak jest zauwazalnych réznic w
profilu uwalniania z obu materiatéw. Wigkszy udziat fazy wodnej (st¢zenie biatka w
roztworze w kazdym przypadku byto takie samo) w materiale poskutkowat zwigkszeniem
ilosci uwolnionego biatka. Przyczyng jest najprawdopodobniej wigksza obecnos¢ fazy wodne;j
przy powierzchni widkna i w konsekwencji utatwiony transport do ptynu.
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Rys.2-24. Profile uwalniania biatka B-NGF z materiatéw o réznej zawartosci surfaktantu (poréwnanie
materialéw M1 i M4). Po lewej przedstawiono procent uwolnionego biatka z materiatu, po prawej masg
uwolnionego biatka w przeliczeniu na mas¢ materiatu [I, II].
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Rys.2-25. Profile uwalniania biatka B-NGF z materiatéw o réznej zawartosci fazy wodnej (poréwnanie
materiatéw M1 - M3). Po lewej przedstawiono procent uwolnionego biatka z materiatu, po prawej mase
uwolnionego biatka w przeliczeniu na mas¢ materiatu [I, II].



34 2. Otrzymywanie siatek jako opatrunkéw

10,0 - 200
50 £ 180
~
80 . L 160 I + *
—_ 2
= 7.0 : - g 10 : »
g 6o mWidknazemulsji | | == 120 B Wiokna z emulsji
@ o =
[ | ve
,Eu 5,0 ® Core-shell z Z < 100 L ® Core-shell 7
c H L] .
8 ' gliceryna o 1 gliceryng
= 40 Core-shell bez gE 80 u Core-shell bez
g 30 1l - gll(ieryny - g 60 gliceryny
2,0 E——:— —a——4~8 = k=] I T
= T < 40 !-—_—_—__—_ A
- b * e o o 3 20 H—
0,0 '_. o0 © o
0 s 16 24 0
Czas [dni] 0 10 20 30
Czas [dni]

Rys.2-26. Profile uwalniania biatka B-NGF z materiatéw elektroprzgdzonych réznymi metodami (wtdkna z
emuls;ji i rdzen - osnowa) oraz bez i z zawartoscig gliceryny w rdzeniu widkna (poréwnanie materiatow M1, M5,
M6). Po lewej przedstawiono procent uwolnionego biatka z materiatu, po prawej mas¢ uwolnionego biatka w
przeliczeniu na mas¢ materiatu [I, II].
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Rys.2-27. Profile uwalniania biatka BDNF z materiatéw o r6znej zawartosci surfaktantu (poréwnanie
materiatéw M7 i M8). Po lewej przedstawiono procent uwolnionego biatka z materiatu, po prawej mase
uwolnionego biatka w przeliczeniu na mas¢ materiatu [I, II]..
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Rys.2-28. Profile uwalniania biatka BDNF z materiatéw o réznej zawartosci fazy wodne;j
(poréwnanie materialéw M7 i M9). Po lewej przedstawiono procent uwolnionego biatka z
materiatu, po prawej mas¢ uwolnionego biatka w przeliczeniu na mase¢ materiatu [I, I1].

Whioski:

Optymalizowano otrzymywanie elektroprzegdzonych membran z biodegradowalnego
poli(L-Laktydu-co-kaprolaktonu) (PLC)do zastosowania jako opatrunek neuroprotekcyjny do
wykorzystania na modelu zwierzgcia laboratoryjnego — szczur. Optymalizowano
otrzymywanie membran z tego polimeru zawierajacych alfa-tokoferol (przeciwutleniacz),
jego analog — rodaming¢ B, oraz analog lekéw biatkowych — albuming surowicy wotowe;j.
Uzyskano uwalnianie lekdw oraz czynniki wzrostu neuronéw (NGF i BNDF) w czasie do 20
dni — istotnym z terapeutycznego punktu widzenia.



3. Zastosowanie mat z elektroprzedzonych
nanowtokien jako aktywnego opatrunku do
zapobiegania pourazowym zmianom w korze
mozgowe] na modelu zwierzecym - szczur.

Ponizej przedstawiono badania na modelu zwierzegcym zastosowania mat z
elektroprzedzonych nanowlidkien jako opatrunku neuroprotekcyjnego. Wyniki opublikowano
[LIII].

Powypadkowe i pooperacyjne urazy centralnego ukladu nerwowego prowadzg do
bardzo powaznych konsekwencji spotecznych 1 ekonomicznych. Wymagaja one
dlugotrwatego leczenia farmakologicznego, powoduja postepujaca degradacje stanu zdrowia
pacjentéw, podwyzszaja koszty $wiadczen spotecznych 1 obcigzenie systemu opieki
zdrowotnej na obszarze Polski i Unii Europejskiej. Powstajace w ich konsekwencji
bliznowacenie, adhezja, zrosty zaburzaja funkcjonalnos¢ uktadu nerwowego, sa przyczyna
niepozadanych objawéw neurologicznych negatywnie wplywajacych na przebieg procesu
zdrowienia. Dane kliniczne dotyczace procedur zapobiegajacych bliznowaceniu w obrgbie
moézgowia s3 do$¢ skape. Nie s3a obecnie stosowane rutynowo zadne materialy
zabezpieczajace przed blizng w obrebie mézgowia, a dodatkowe materialy uszczelniajace czy
hemostatyczne np. Tachocomb czy Oxycel powstale na bazie kolagenu zwierzgcego moga
wywota¢ miejscowg reakcje na obce biatko i odczyn wokoét ciata obcego.

Brak skutecznej profilaktyki stal si¢ powodem do rozpoczgcia badan nad nowym
rodzajem materiatéw do zastosowan klinicznych po urazach centralnego uktadu nerwowego.
Wsréd nowych metod terapeutycznych stosowanych w medycynie nanotechnologia wydaje
si¢ obecnie dziedzing bardzo obiecujaca. Prowadzi si¢ m.in. badania nad wykorzystaniem
materiatéw uzyskanych w tej technologii w charakterze barier po uszkodzeniu narzadéw i
tkanek. Prowadzone wczesniej przez zespol Kierownika Projektu Profesora Tomasza
Kowalewskiego z Instytutu Podstawowych Probleméw Techniki PAN (IPPT PAN) prace
badawcze nad zastosowaniem elektroprzgdzonych mat w chirurgii plastycznej i urologii
wypadly bardzo obiecujaco. Korzystne oddziatywanie z tkanka, uzyskanych w drodze
elektroprzedzenia mat z nanowidkien, skilonily nas do poszukiwania potencjalnych
zastosowan tego materialu w neurochirurgii. Cho¢ prowadzone sa juz obecnie na $wiecie
badania nad biomedycznym zastosowaniem procesu elektroprzedzenia, to brak jest
jakichkolwiek doniesien o probach powstrzymania degradacji kory mdézgowej przez
zastosowanie aktywnych opatrunkéw bazujacych na biokompatybilnych nanowtéknach.
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Charakterystyka wykorzystanych w badaniach nanomembran:

Otrzymywanie nanomembran oparte jest na procesie elektroprz¢dzenia. W procesie tym
struga roztworu polimeru umieszczona w polu elektrycznym o wartosci rzgdu 0,2-2 kV/cm
zaczyna wirowac tworzac wiékna (Kowalewski 2005). W zaleznos$ci od uzytego roztworu i
warunkéw prowadzenia procesu widkna te moga ulega¢ rozerwaniu tworzac drobne krople
(atomizacja, elektrosprej), lub zastyga¢ tworzac nanowidkna. Optymalizacja warunkow
prowadzenia procesu pozwala na uzyskanie widkien o srednicy 100-1000 nm 1 dtugosci nawet
kilkunastu centymetréw, skigbionych i tworzacych siatk¢ (nanomembrang). Miejsca styku
widkien moga by¢ ze sobg luzno powigzane lub stopione, co ma wplyw na mozliwos¢
penetracji tak utworzonej membrany. Uzyskana membrana, w zaleznosci od liczby warstw
oraz grubosci tworzacych ja widkien moze mie¢ grubos¢ od kilku do ok 50 mikrometrow.

Material (nanomembrany) stosowany w Projekcie wytworzony byl wedlug
nastepujacych procedur: 1) jako materiatu uzyto poli(L-Laktyd-co-kaprolakton, 70 % L-
laktyd, 30 % kaprolakton) PLC (Purasorb 7015, Purac biochem bv, Gorinchem, Holandia).
Jest to material o obnizonej szybkosci biodegradacji (w poréwnaniu z niemodyfikowanym
poli-L-laktydem). Materiat ten posiada dopuszczenia medyczne do systeméw uwalniania
lekéw i protez. Materiat byt rozpuszczony w uktadzie chloroform (CHCI3)/dimetyloformamid
(DMF). Przyktadowy masowy sktad roztworu: PLLC - 500 mg, CHCI34700 mg, DMF- 300
mg.; 2) Do tworzenia membran wykorzystano zestaw do elektroprzgdzenia sktadajacy si¢ z
zasilacza z regulowanym napigciem wyjscia DC 0-30kV, pompy strzykawkowej i1 zestawu
hydraulicznego; 3) Roztwér materiatu po rozpuszczeniu przechowywany byt przynajmniej 12
godzin dla odseparowania i spgcznienia tancuchéw polimeru. Uzywano napiecia 15 kV, a
odlegtos¢ kolektora wiokien 20 cm. Wydatek pompy wynosit 0,5 ml/h. Materiaty
przygotowywane byly w temperaturze pokojowej (ok. 22-24°C).

Przeprowadzono réwniez badania z wykorzystaniem nanomembran impregnowanych
neuroprotekcyjnymi substancjami ochronnymi takimi jak alfa-tokoferol (ograniczajacy stres
oksydacyjny). Podjeto proby zastosowania biatkowych czynnikow neurotroficznych: NGF i
BDNF.

Membrany z elektroprzedzonych nanowldkien ulegaja degradacji w czasie ok 6
miesiecy (dane dla poli(kaprolaktonu)) [5], membrany z PLC byly silnie zdegradowane juz w
czasie 60 dni, po wszczepieniu podskérnym lub dootrzewnowym [xx]. Wytwarzanie mat i
uwalnianie z nich tokoferolu i czynnikéw wzrostu opisano doktadnie w drugim rozdziale
niniejszego raportu. Leki uwalniaty si¢ w czasie 2 do 3 tygodni.

3.1.Model eksperymentalny:

Badania prowadzone byly na szczurzym modelu chirurgicznego uszkodzenia mézgu.
Umozliwily one przesledzenie i analiz¢ mechanizméw naprawy i przebudowy kory mézgowe;j
w wybranym czasie po uszkodzeniu mozgu.

Chirurgiczny uraz okolicy czotowo-skroniowej kory mézgowej szczura wykonywany
byl w stanie u$pienia ogdlnego zwierzecia i polegal na usunig¢ciu kosci i opony twardej i
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wycinka kory mézgowej o wielkosci ok. Imm xImm x 1mm. Po zszyciu skory i wybudzeniu
zwierze umieszczane byto w standardowych warunkach zwierzetarni. W punktach czasowych
okreslonych harmonogramem Projektu zwierzg¢ta byly usypiane a pobrane od nich tkanki
przygotowywano do dalszych badan.

Badaniami objeto nastepujace grupy zwierzat:

- nanomembrana jako opatrunek

1. zwierzeta kontrolne nieoperowane, (czas przezycia: 4, 7, 14, 30 1 60 dni);

2. zwierzeta z operacjg pozorowang (tzw. sham), na ktérych wykonane zostaty opisane
powyzej procedury eksperymentalne jedynie do etapu trepanacji czaszki, (czas przezycia: 4,
7, 14,301 60 dni);

3. zwierzg¢ta z zastosowanymi biodegradowalnymi powtokami z nanowldkien na
powierzchni¢ nieuszkodzonej kory mézgowe;j, (czas przezycia: 4, 7, 14, 301 60 dni);

4. zwierzeta po wykonanym urazie chirurgicznym kory mézgowej (czas przezycia po
operacji: 4,7, 14, 30 1 60 dni);

5. zwierzeta po wykonanym urazie chirurgicznym z rang pooperacyjng pokryta
elektroprzedzonymi biodegradowalnymi powtokami (czas przezycia po operacji: 4, 7, 14, 30 1
60 dni);

- nanomembrana jako opatrunek aktywny - uwalniajacy tokoferol

1. zwierzeta kontrolne nieoperowane, (czas przezycia: 4, 7, 14, 30 1 60 dni);

2. zwierzeta z operacja pozorowang (tzw. sham), na ktérych wykonane zostaty opisane
powyzej procedury eksperymentalne jedynie do etapu trepanacji czaszki, (czas przezycia: 4,
7,14, 301 60 dni);

3. zwierzeta z zastosowanymi biodegradowalnymi powlokami z nanowldkien
zawierajacymi tokoferol w dawce 5% na powierzchni¢ nieuszkodzonej kory mézgowej, (czas
przezycia: 4, 7, 14, 30 1 60 dni);

4. zwierzeta po wykonanym urazie chirurgicznym kory mézgowej (czas przezycia po
operacji: 4, 7, 14, 30 1 60 dni);

5. zwierzeta po wykonanym urazie chirurgicznym z rang pooperacyjng pokryta
elektroprzedzonymi biodegradowalnymi powltokami zawierajagcymi tokoferol w dawce 5%
(czas przezycia po operacji: 4, 7, 14, 30 1 60 dni);

- nanomembrana jako opatrunek aktywny - uwalniajacy czynnik troficzny czynnik

wzrostu nerwow - NGF

1. zwierzeta kontrolne nieoperowane, (czas przezycia: 4, 7, 14, 30 1 60 dni);



3.Zastosowanie nanowtdkien jako aktywnego opatrunku 39

2. zwierzgta z operacja pozorowang (tzw. sham), na ktérych wykonane zostaty opisane
powyzej procedury eksperymentalne jedynie do etapu trepanacji czaszki, (czas przezycia: 4,
7,14, 301 60 dni);

3. zwierze¢ta z zastosowanymi biodegradowalnymi powtokami z nanowldkien
zawierajacymi NGF w dawce 0,02 % (10 ng/cm2 maty)na powierzchni¢ nieuszkodzonej kory
mozgowe], (czas przezycia: 4, 7, 14, 30 1 60 dni);

4. zwierzeta po wykonanym urazie chirurgicznym kory mézgowej (czas przezycia po
operacji: 4, 7, 14, 30 1 60 dni);

5. zwierzeta po wykonanym urazie chirurgicznym z rang pooperacyjng pokrytg
elektroprzedzonymi biodegradowalnymi powlokami zawierajacymi NGF w dawce 0,02 % (10
ng/cm?2 maty)(czas przezycia po operacji: 4, 7, 14, 30 1 60 dni);

- nanomembrana jako opatrunek aktywny - uwalniajacy czynnik troficzny

pochodzenia mozgowego - BDNF

1. zwierzgta kontrolne nieoperowane, (czas przezycia: 4, 7, 14, 30 1 60 dni);

2. zwierzeta z operacjg pozorowang (tzw. sham), na ktérych wykonane zostaty opisane
powyzej procedury eksperymentalne jedynie do etapu trepanacji czaszki, (czas przezycia: 4,
7, 14, 301 60 dni);

3. zwierze¢ta z zastosowanymi biodegradowalnymi powltokami z nanowldkien
zawierajacymi BDNF w dawce 0,02 % (10 ng/cm2 maty)na powierzchni¢ nieuszkodzonej
kory mézgowej, (czas przezycia: 4, 7, 14, 30 1 60 dni);

4. zwierzeta po wykonanym urazie chirurgicznym kory mdézgowej (czas przezycia po
operacji: 4, 7, 14, 30 1 60 dni);

5. zwierzgta po wykonanym urazie chirurgicznym z rang pooperacyjng pokryta
elektroprzedzonymi biodegradowalnymi powtokami zawierajagcymi BDNF w dawce ...(czas
przezycia po operacji: 4, 7, 14, 301 60 dni);

3.2. Cele przeprowadzonych badan:

Pierwszym etapem prowadzonych badan byla optymalizacja (przy pomocy metod
mikroskopowych optycznych 1 elektronowych) metod wytwarzania elektroprzedzonych
nanowltdkien do zastosowania jako opatrunki 1 opatrunki aktywne impregnowane
neuroprotekcyjnymi  substancjami  ochronnymi (alfa-tokoferol, bialkkowe czynniki
neurotroficzne: NGF i BDNF).

Kolejnym celem bylo okreslenie cech elementéw zlacza nerwowo-naczyniowego
moézgu szczura po urazie chirurgicznym oraz zastosowaniu biodegradowalnych nanomembran
we wszystkich grupach eksperymentalnych.
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Wykorzystanie technik immunohistochemicznych miato na celu ocen¢ uszkodzenia i
wywotanej nim odpowiedzi komodrkowej (komérek nerwowych, glejowych i1
srodbtonkowych) po urazie chirurgicznym kory moézgowej oraz po zastosowaniu
biodegradowalnych powlok z elektroprzedzonych nanomembran, w wyznaczonych
harmonogramem badan czasach po operacji we wszystkich grupach eksperymentalnych.

Ze wzgledu na wprowadzenie do organizmu zwierzat ciala obcego (nanomembran)
konieczna byta ocena odpowiedzi zapalne;.
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3.3. Uzyskane wyniki:

Wykorzystanie nanomembran jako opatrunku na kore mozgowa szczura po

uszkodzeniu

W materiale pozyskanym ze zwierzat kontrolnych nieoperowanych obserwowano
prawidtowa budowe morfologiczng wszystkich elementéw ztagcza nerwowo-naczyniowego.
Nie wykryto zmian degeneracyjnych dotyczacych komoérek parenchymy moézgowe;.

Podobne wyniki pozyskano z materialu pochodzacego od zwierzat poddanych operacji
pozorowanej (Sham).

Analiza materialu uzyskanego od zwierzat z powlokami zastosowanymi na
powierzchni¢ nieuszkodzonej kory moézgowej wykazata, ze opatrunek nie wywotuje
wigkszych zmian w badanych strukturach. Nie obserwowano $mierci komérek kory ani
objawéw reakcji zapalnej ze strony OUN (brak makrofagéw oraz aktywacji mikro— i
astrogleju). W okolicy aplikacji opatrunku wykryto jedynie niewielki wzrost liczby GFAP
pozytywnych astrocytéw, ktore jednak nie wykazywaty cech hipertrofii. Otrzymane wyniki
wskazuja, ze materiat cechuje biokompatybilnos¢ z tkanka.

W grupie zwierzat poddanych operacji neurochirurgicznej obserwowano masywng
neurodegeneracj¢ 1 $mier¢ komoérek nerwowych oraz astrogleju, najbardziej nasilong w
okresie od 4 do 14 dni po operacji. W badanej tkance zaobserwowano obecnos¢ komoérek
pozytywnie znakujacych si¢ dla nestyny. Wiele z nich charakteryzowato si¢ morfologia
typowa dla astrocytow, ale tylko nieliczne wykazywaly jednoczesng obecnos¢
immunosygnatu dla GFAP. W tym samym czasie w badanym materiale znaleziono mata
liczbe¢ komoérek pozytywnie wyznakowanych dla nestyny i NeuN (marker komoérek
nerwowych). Juz we wczesnych punktach czasowych rejestrowano masywny naplyw
makrofagéw (juz w 4 dni po uszkodzeniu - Srednio 46 makrofagéw w obszarze 20
analizowanych mikroskopowych pél widzenia) (Tab. 3-1.).

Kontrola 4 dni po operacji
Szczur Szczur
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6

Liczba makrofagéw | O 1 0 1 0 1 44 | 47 |42 149 | 51 |43
Tab. 3-1. Liczba makrofagéw wykrytych w 20 polach widzenia w 6 szczurach na grupe po uszkodzeniu kory

mézgowej [1, 11, II1].

Procesom tym towarzyszyto formowanie nowych naczyn kapilarnych w okolicy
okotourazowej (Fig. 3-1. zdjecie gérne).
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Kora mozgowa 4 dni po urazie

) ~

Fig. 3-1 Zdjecie ultramikroskopowe kory mdzgowej szczura 4 dni po urazie (zdjecie gérne,
oraz 4 dni po urazie i aplikacji siatki z nanowtdkien. V- nowe naczynie kapilarne. A- astrocyty

(.
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W sasiedztwie nowopowstajacych naczyn krwiono$nych znajdowano znaczng ilo$¢
komorek pozytywnie znakujacych sie dla AC133/Flkl (markeréow niedojrzatych komorek
srodbtonkowych) oraz metaloproteinaz: MMP2 1 MMP9. Badania mikroskopowo-
elektronowe wykazaty, iz komorki te posiadaly w cytoplazmie nietypowe widkienka o
grubosci charakterystycznej dla filamentéw posrednich. Komdrki te braty udziat w
formowaniu nowych naczyn.

Fig. 3-2. Blizna glejowa po urazie mézgu. Znakowanie na obecno$¢ GFAP (kwasnego biatka
wiékienkowego). A — Kontrola, B — 4 dni po operacji — rana nieopatrzona, C — 4 dni po operacji — rana
opatrzona nanomaterialem, D — 14 dni po operacji — rana opatrzona nanomaterialem, E — 30 dni po operacji —

rana opatrzona nanomateriatem [I, III].

Badania immunohistochemiczne wykazaly silng ekspresje biatlek przestrzeni
zewnatrzkomorkowej: lamininy, kolagenu i fibronektyny w okolicy okotonaczyniowej. We
wczesnych czasach pooperacyjnych dochodzitlo do masywnej astroglejozy oraz aktywacji
komoérek astrocytarnych. Astrocyty nabieraly cech hipertrofii i tworzyly na powierzchni rany
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rozlegly blizne¢ glejowa o ,,nieuporzagdkowanej” strukturze (Fig. 2 B, Fig. 3 B). Formowanie
blizny glejowej obserwowano od 14 dnia po lezji.

c)

Fig. 3. Graficzna analiza uktadu widkien i uporzadkowania blizny glejowej. A — kontrola, B- Rana
nieopatrzona, C- Rana opatrzona nanomateriatem [I, 11, I1I]

Czes¢ z komoérek tworzacych blizne wykazywala pozytywne znakowanie dla
wimentyny — markera mtodocianych form astrocytow (Fig.3- 4 B).
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A

Fig. 4. Blizna glejowa po urazie mézgu. Znakowanie na obecno$¢ wimentyny. A — Kontrola, B — 4 dni
po operacji — rana nieopatrzona, C — 4 dni po operacji — rana opatrzona nanomateriatem, D — 14 dni po operacji —

rana opatrzona nanomateriatem, E — 30 dni po operacji — rana opatrzona nanomateriatem [II, III].

W 30 dni po urazie w badanej tkance pojawialy si¢ cechy destabilizacji blizny oraz
degeneracji wtornej. Prowadzity one do atrofii tkanki w obszarze pierwotnie uformowane;j
blizny glejowej (60 dni po operacji).

Analiza materialu pozyskanego ze zwierzat z urazem zaopatrzonym opatrunkiem z
nanowtdkien wykazata brak zmian zapalnych we wszystkich badanych punktach czasowych
(rejestrowano jedynie kilka makrofagéw w 20 analizowanych polach widzenia), w
przeciwienstwie do obserwacji poczynionych w grupie zwierzat z urazem.

Zaopatrzenie rany nanoopatrunkiem chroni wigc uszkodzong tkanke i redukuje znacznie
proces zapalny. Przeprowadzono szczegélowg analiz¢ obszaru przyrannego u zwierzat z rang
zaopatrzong nanoopatrunkiem - ze szczegélnym uwzglednieniem obecnosci komoérek
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zaangazowanych w odpowiedz ukladu immunologicznego organizmu. Uzyskane wyniki
dotyczace obecnosci makrofagdw w badanym obszarze przedstawione zostaly zbiorczo w
tabeli nr 3-2.

Kontrola 4 dni po operacji

Szczur Szczur

1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6

Liczba makrofagéw | 0 1 0 1 0 1 44 | 47 [ 42 |49 | 51 | 43

Tab. 3-2. Liczba makrofagéw(Lm) wykrytych w 20 polach widzenia w okolicy przyrannej kory mézgowej
zwierzat z rana zaopatrzong nanoopatrunkiem. Kazdg grupe stanowito 6 zwierzat [I, I, TII].

Nie obserwowano formowania nowych naczyn ani masywnej blizny glejowej (Fig. 3-1
dolne zdjecie; Fig. 3-2 C, D 1 E; Fig 3-3 C oraz Fig 3-4 C, D 1 E). Wykryto niewielka indukcja
astogleju (GFAP i Wimentyno-pozytywny) oraz tworzenie si¢ subtelnej, ledwie zarysowanej
blizny na powierzchni uszkodzonej kory moézgowej. Czg$¢ z tworzacych ja komoérek
wykazywata pozytywne znakowanie dla wimentyny. Wyniki te wykazuja, ze nanosiatka
posiada wlasciwosci modulujace proces bliznowacenia. Dodatkowo maty z nanowtdkien
hamowaly krwawienie po wykonanym zabiegu. Otrzymane wyniki wskazujg, ze materiat
zastosowany w badaniach w terapii pourazowej ukladu nerwowego cechuje nie tylko
biokompatybilnos¢ z tkanka ale rowniez dziatanie hemostatyczne. Jak wspomniano, po
zaopatrzeniu rany opatrunkiem z nanowldkien nie dochodzi do procesu angiogenezy
przyrannej. Mechanizm tego zjawiska wymaga dalszych badan.

3.4. Wykorzystanie nanomembran jako opatrunku aktywnego na kore mézgowag szczura po uszkodzeniu

Kolejnym etapem prowadzonych eksperymentéw bylo zbadanie efektéw zastosowania
mat z nanowldkien jako opatrunkéw aktywnych — uwalniajacych w miejscu uszkodzenia
czynniki neurotroficzne i potencjalnie neuroprotekcyjne.

Uzyskane dotychczas wyniki wskazujg, ze zastosowanie mat z nanowtdkien
zawierajacych tokoferol (Fig. 3-5), NGF 1 BDNF na nieuszkodzong kor¢ mézgowa nie
wywotluje reakcji zapalnej ani $mierci komorek.

Szczegbétowa analiza materialu pozyskanego od zwierzat operowanych z rang
zaopatrzong membranami zawierajgcymi tokoferol, NGF lub BDNF nie wykazata wptywu
uwalnianych czynnikow na stan tkanki nerwowej. Elementy zlagcza nerwowo-naczyniowego
posiadaty cechy wystepujagce w grupie zwierzat poddanych operacji 1 zaopatrzonych
membrang niezawierajaca czynnika protekcyjnego (opatrunek nieaktywny).
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Fig. 3-5. Prawidtowa budowa morfologiczna kory mézgowej szczura poddanego operacji pozorowanej
(sham) z zaaplikowang matg z nanowtékien uwalniajgcg tokoferol [I, II, TII].

Uzyskane wyniki sugeruja protekcyjne dziatanie samej membrany z nanowldkien.
Przypuszczamy, ze protekcyjny charakter membran moze wynikac z faktu, iz produktem ich
biodegradacji sa mleczany, ktérych pozytywny wptyw na tkank¢ nerwowg byt opisywany w
literaturze. Ponadto struktura przestrzenna zastosowanych nanomembran moze imitowac
wlasciwg struktur¢ macierzy zewnatrzkomdrkowej promujac prawidlowe gojenie ran i
ograniczajac obszar powstajacej blizny.

3.5. Wnioski

Zastosowanie materiatdw w postaci nanomembran w obrebie strefy urazu osrodkowego
uktadu nerwowego moze by¢ wykorzystane jako forma terapii, poniewaz wptywa korzystnie
na miejscowe procesy pourazowe, modyfikuje miejscowe reakcje komoérkowe, stwarza
barier¢ izolacyjng uniemozliwiajac naptyw fibroblastéw oraz zmniejsza bliznowacenie.
Ponadto, czas degradacji nanomaterialu moze zosta¢ zaplanowany w procesie wytwarzania, a
produkty sg metabolitami charakterystycznymi dla tkanek organizmu (mleczany) co wptywa
na brak toksyczno$ci miejscowej oraz ma dziatanie protekcyjne dla uktadu nerwowego. Po
przeprowadzeniu w przyszlosci udanych badan przedklinicznych na ludziach material bedzie
mogt znalez¢ zastosowanie podczas operacji neurologicznych



4. Podsumowanie

Najwazniejszym osiagnieciem wykonanej pracy jest zakonczone sukcesem zastosowanie
membrany z elektroprzedzonych nanowtdkien jako opatrunku neuroprotekcyjnego w
operacjach mézgu. Waznym wynikiem pracy jest konstrukcja wielofunkcyjnej nowatorskiej
aparatury stuzacej do otrzymywania elektroprzgdzonych nanowtdkien jak réwniez szereg
publikacji, zgtoszen patentowych i wystgpien konferencyjnych. Dotyczyly one analizy i
optymalizacji otrzymywania widkien oraz ich zastosowania jako systemow uwalniania lekow
oraz w neurologii.

Badania nad wprowadzeniem leku lub substancji lekopodobnej do elektroprzgedzonych
nanowldkien miaty na celu uzyskanie stopniowego uwalniania w okresie 10-21 dni; waznym
z terapeutycznego punktu widzenia. Przebadano materialty zawierajace rodaming lub btekit
metylenowy jako odpowiedniki lekéw o Sredniej masie czgsteczkowej oraz fluorescencyjnie
znakowang albuming jako odpowiednik lekéw biatkowych. Znaleziono optymalne ich
zawarto$ci i sposoby tworzenia nanowlékien. Wykonano eksperymenty uwalniania do
symulowanej tkanki mézgowej (substancji o wlasciwosciach zblizonych do mézgu), wyniki
dopasowano do numerycznego modelu procesu uwalniania lekéw. Tak opracowane uklady
zastosowano do opracowania systeméw uwalniania lekéw: alfa-tokoferolu, czynnika wzrostu
neurondéw, czynnika neurotropowego pochodnego mozgu.

Najwiekszym osiggnigciem praktycznym bylo zastosowaniu mat z nanowlokien
zawierajacych leki jako aktywnego opatrunku do zapobiegania pourazowym zmianom w
tkance mozgowej. Przeprowadzone oryginalne badania pokazaly bardzo dobre rezultaty dla
zastosowania elektroprzedzonych membran wykonanych z biodegradowalnych poliestrow.
Eksperymentalnie stwierdzono, ze membrana z elektroprzedzonych nanowl6kien
wykazuje aktywne dzialanie chronigce tkanke mozgowa przed pourazowa
neurodegeneracja.
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Zatacznik 1

Wykonanie komory do elektroprzedzenia

Planowany zakup gotowej komory do elektroprzgdzenia, spelniajacej wszystkie oczekiwane
wymagania okazatl si¢ niemozliwy do zrealizowania z uwagi na ograniczenia finansowe ale
tez brak na rynku specjalistycznych wykonawcow. W zwigzku z tym specjalistyczna komora
zostata w ramach projektu zaprojektowana i wykonana dla projektu w Centrum Ustug
Laboratoryjnych IPPT PAN. Ponizej przedstawiamy podstawowe charakterystyki tej
konstrukcji.

1. Cel 1 ogllne zalozenia nowej komory.

Proces elektroprzedzenia 1 jego mozliwe zastosowania sg badane w IPPT PAN od
wielu lat. Przeprowadzone eksperymenty ujawnily iz proces elektroprzgdzenia roztworéw
polimeréw i emulsji, a zatem charakterystyka i jako$¢ otrzymanego materiatu, sg niezwykle
czute na warunki zewngetrzne a w szczegdlnosci na temperatur¢ otoczenia. Oczywistym stata
si¢ konieczno$¢ wytwarzania materialbw w stalej temperaturze w celu doktadniejszego
ustalenia pozostatych parametrow oraz aby zapewni¢ zadowalajacg powtarzalnos¢ wynikow.
Dodatkowo obnizenie temperatury procesu do ok. 0°C umozliwi znaczne obnizenie szybkosci
parowania lotnego rozpuszczalnika co spowolni proces zasychania polimeru. Takie
rozwigzanie rozwigze problem zatykania dyszy.

Kolejnym parametrem majagcym wptyw na proces elektroprzerzenia, w szczegdlnosci
roztworéw typu emulsja woda-olej, jest wilgotnos¢ wzgledna otoczenia. Ma ona, obok
temperatury, wptyw na szybko$¢ parowania wody w strudze a co za tym idzie na strukture
koncowego materialu. Pozadane jest obnizanie wilgotnosci wzglednej oraz precyzyjny jej
pomiar. Proces ten idzie w parze z jednoczesnym schiadzaniem powietrza wewnatrz komory.

Na podstawie wielu doswiadczen stwierdzono réwniez iz mozna znacznie zmniejszy¢
rozmiary nowej komory. Dotychczas uzywana komora miata znaczng pojemnos¢, ok. Im’, z
ktorej wigkszos$¢ nie byta wykorzystana.

Koniecznoscig stato si¢ zastosowanie nowego, wielokanatowego, systemu dozujacego
roztwory. Dotychczasowy system hydrauliczno-mechaniczny pomimo szeregu zalet, posiada
rowniez wady. Cze$¢ hydrauliczna wymaga czestej konserwacji i usuwania nagromadzonego
powietrza, a zastosowane szklane tloki sg tatwe do uszkodzenia. Caly uktad ma sporg inercje
ktéra powoduje doze opdznienie zanim faktyczny wydatek dozownika dojdzie do wartosci
zadanej. Bylo to szczeg6lnie odczuwalne przy matych wydatkach rzedu kilkuset mikrolitow
na godzing i stwarzalo trudnosci przy ustaleniu optymalnego wydatku. Dodatkowo, z powodu
rozpoczecia eksperymentdw nad uktadami typu core-shell, komora musi by¢ wyposazona w 2
uktady dozujace.



54

Poza zapewnieniem wyzej wymienionych wymogoéw, nowa komora musi dodatkowo
zapewni¢ inne wlasnosci uzytkowe. Eksperymenty z przedzeniem materiatow biologicznych
stwarza konieczno$¢ wyposazenia komory w prosty system dezynfekcji. Czystos¢ w komorze
powinna by¢ tatwa w utrzymaniu. Z uwagi na stosowanie agresywnych rozpuszczalnikéw w
roztworach, elementy komory muszg by¢ na nie odporne, oraz musi istnie¢ szybki sposob jej
wentylacji. Aby mozliwa stata si¢ wydajna praca, proces chlodzenia i stabilizowania do
zadanej temperatury nie powinien zajmowac dtuzej niz 30min. Catoscig

2. Ogolna konstrukcja komory.

Ogdlny wyglad komory przedstawiono na Rysunku 1. Przestrzen robocza komory ma
wymiary 500x500x600mm (szer. x gt. x wys.) a jej Sciany wykonane sg z ptyt plexiglasu o
grubo$ci Smm, cato$¢ tworzy komore roboczg.

<
LISTA ZESPOLOW GLOWNYCH
HEMENT NR CZEST oPIS
1 Komer a robocza-Wewngtrana
2 Podstawa
3 Chlochica
4 Sdana tyina
S Komor a izclujaca-Zewnstrzra
6 Adregat
7 Popychacz x 2
8 Skrzynka elektryczna
9 Sdana przedria
10 (Ctwory na rekawice
1 Sdana przedria
A S 'mmwm | HE :’;;rnrzs ‘ 5:15‘1 i
Tolerancje codlne mH wg PN-EN 22768 IPPT PAN KOMCRA DO BLEKTROPRZDZENIA
wikogdry V7| 171
T T T T ] AP T T T
Fig. 1. Ogdlny wyglad komory wraz z dwoma uktadami dozujacymi. Na rysunku nie przedstawiono agregatu
chtodniczego.

Pomigdzy komorg robocza a S$cianami izolujgcymi znajduje si¢ plaszcz chtodzacy o
grubosci 220mm. Sciany izolujace wykonane sa z dwdéch ptyt plexiglasu o grubosci Smm
oddzielonych od siebie warstwg powietrza o grubosci 16mm. Cala przednia $ciana jest
otwierana co umozliwia tatwy dostgp do wnetrza przestrzeni roboczej. Od goéry oraz od lewej
strony znajduja si¢ po dwa porty na urzadzenia dozujace. Taka konfiguracja umozliwia
elektroprzedzenie w pozycji pionowej, poziomej badz ich kombinacji. Obok portu na
urzadzenia dozujace znajduje si¢ podiaczenie kabla wysokiego napigcia. W centralnej czesci
tylnej $ciany komory roboczej znajduje si¢ czujnik temperatury i wilgotnosci firmy Sensirion
AG model SHT71. Wszystkie $ciany komory s3 przezroczyste dzigki czemu mozna tatwo
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oswietla¢ proces elektroprzedzenia co bardzo utatwia, poprzez wzrokowag obserwacj¢, na
oceng jakosci procesu.

W tylnej czg¢sci komory na tylnej $Scianie izolujacej znajduje si¢ chtodnica powietrza
wraz z wentylatorem duzej wydajnosci. Po drugiej stronie znajduje si¢ zespot agregatu
chtodniczego. Réwniez na tej $cianie znajdujg si¢ porty wentylacyjne wejsciowy i wyjsciowy.
Tylna Sciana izolujaca, modut agregatu chlodniczego oraz chlodnica powietrza z
wentylatorem stanowig monolit wykonany na zamowienie przez ,,Przedsigbiorstwo Produkcji
Urzadzen Chtodniczych Tarczyn Sp. z 0.0.”. Calo$¢ jest mocowana do komory czterema
klamrami i w razie koniecznosci, np. celem wyczyszczenia kanatéw chtodniczych, mozne by¢
odtaczona.

Na lewej scianie w dolnej czesci znajduje si¢ zespot przytaczy uziemienia, kontrolera
oraz urzadzen peryferyjnych.

Podstawe komory stanowi ptyta z pleksiglasu pod ktéra znajdujg si¢ ptyty
styrodurowe. Catos¢ opiera si¢ na spawanej aluminiowej ramie. Taka konstrukcja zapewnia
zar6wno odpowiednig no$nos$¢ podstawy jak i odpowiednig izolacje cieplng.

3. Przestrzen robocza komory.
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Fig 2. Komora robocza, widok od przodu (bez drzwi), widok z lewego boku, widok gory.

Schemat przestrzeni roboczej komory przedstawiono na rysunku 2. Wszystkie $ciany
komory roboczej wykonane sg z pleksiglasu o grubosci Smm. Przestrzeh wewnetrzna ma
wymiary: szeroko$¢ 500mm, gigbokos¢ 500mm, wysokos¢ 600mm. Takie rozmiary byty
podyktowane konieczno$cig zminimalizowania przestrzeni w ktérej zachodzi proces
elektroprzgdzenia przy jednoczesnym zachowaniu jego parametrow.

Zawarto$¢ urzadzen wewnatrz komory roboczej zminimalizowano do minimum. Wstepne
testy wykazaly iz parametry elektroprzedzenia nie zmieniajg si¢ przy takich wymiarach
komory. Wewnatrz przestrzeni roboczej nie znajduja si¢ zadne zbedne elementy metalowe lub
przewodzace, wigkszo$¢ elementéw wykonano z pleksiglasu. Podstawa zostala wytozona
plyta z polietylenu co zapewnia jej odpornos¢ na rozpuszczalniki chemiczne stosowane w
eksperymentach.

Drzwi stanowig cata przednig Scian¢ komory, dzigki czemu przed eksperymentem
mozna tatwo ustawi¢ caly niezbedny sprz¢t do eksperymentu. Drzwi sg przezroczyste,
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dwuwarstwowe, wykonane z dwoch ptyt pleksiglasu o grubosci Smm mig¢dzy ktérymi
znajduje si¢ warstwa powietrza o grubosci 16mm. Dwa porty z rekawicami umozliwiajg
swobodng manipulacje urzadzeniami wewnatrz komory w czasie eksperymentu kiedy
chtodzenie jest wigczone. Rekawice wykonane sg z Vitonu ®, co zapewnia im odpornos$¢
wiele rozpuszczalnikéw chemicznych w tym na najczgsciej stosowany chloroform. System
mocowania samych rekawic pozwana na tatwa ich wymian¢ w razie ich uszkodzenia lub
zuzycia.

Na gornej oraz lewej Scianie znajdujg si¢ porty na dozowniki strzykawkowe wykonane
z polietylenu, po dwa na Scian¢. Dozowniki mozna zamontowa¢ w dowolnej konfiguracji. W
poblizu portow dozownikéw znajduja si¢ przylacza generatora wysokiego napigcia, po
jednym na $cianie lewej 1 gornej, wykonane z polietylenu.

Na lewej $cianie w jej dolnej czesci znajdujg si¢ porty uziemien dla urzadzen i elektrod
uzywanych w czasie eksperymentu. Réwniez tam znajdujg si¢ dwa trdjbolcowe ztacza
umozliwiajace na podlgczenie zasilania lub sygnatéw elektrycznych z zewnatrz do wnetrza
komory.

Na tylnej $cianie komory roboczej w jej srodkowej czes$ci znajduje si¢ czujnik
temperatury 1 wilgotno$ci firmy Sensirion AG model SHT71. W celu zabezpieczenia
czujnika przed tadunkami statycznymi zostal on zabudowany w oston¢ z pleksiglasu (z
otworami umozliwiajagcymi pomiary) oraz dodatkowo w pier§cien z uziemionego drutu. Na
rogach Sciany znajduja si¢ klapy wentylacyjne. W czasie eksperymentu, przed rozpoczeciem
procesu elektroprzedzenia, w celu szybkiego schiodzenia komory 1 obnizenia wilgotnosci,
klapy otwieraja si¢ dzieki czemu wentylowane jest zarowno wnetrze komory jak i plaszcz
chtodzacy. Po ustabilizowaniu si¢ temperatury klapy zamykaja si¢ (powiewy powietrza
wewnatrz komory uniemozliwityby elektroprzedzenie) i komora jest gotowa do rozpoczecia
elektroprzedzenia. Po zakonczeniu procesu, klapy ponownie otwierajg si¢ wraz z portami
wentylacyjnymi na S$cianie agregatu. Umozliwia to wentylacje komory 1 usunigcie,
powstatych podczas eksperymentu par rozpuszczalnikow.

4. Plaszcz chtodzacy.
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W czasie eksperymentu, kiedy klapy na tylnej $cianie komory roboczej sa zamknigte,
temperatura, w jej wnetrzu, utrzymywana jest poprzez plaszcz chlodzacy, znajdujacy sie
pomigdzy komorg roboczg a Scianami izolujagcymi od strony lewej, prawej od gory i od tytu.
Schemat ptaszcza chlodzacego przedstawiono na rysunku 3.

Od lewej 1 prawej 1 gornej strony grubos$¢ warstwy powietrza wynosi 220mm. Z tytu
komory, z uwagi na obecno$¢ chtodnicy przestrzen ta jest wigksza. W czasie projektowania
komory rozwazano rézne konfiguracje kanatow wewnatrz ptaszcza (Zalacznik 2). Z uwagi na
duza wydajnos¢ wentylatora chiodnicy oraz majagc na uwadze koniecznos¢ tatwego
czyszczenia wnetrza plaszcza, zdecydowano si¢ nie montowa¢ dodatkowych kanatow
kierujacych powietrze.

Od strony zewnetrznej plaszcz jest izolowany Scianami izolujagcymi wykonanymi z
dwoéch ptyt pleksiglasu o grubosci Smm oddalonych od siebie o 16mm, migedzy ktérymi
znajduje si¢ warstwa suchego powietrza. W czasie montazu $cian do ich wn¢trza wpuszczono
suche powietrze w celu uniknigcia kondensacji wody wewnatrz $cian, co z kolei utrudnito by
obserwacj¢ eksperymentu.

W tylnej czesci plaszcza nad wentylatorem zamontowane lampe UV-C. Moze ona by¢
wiaczona w dowolnym momencie w celu dezynfekcji powietrza wewnatrz komory. Z uwagi
na zaklocenia pola elektrycznego, wplywajace negatywnie na proces elektroprzedzenia,
niemozliwe byto zamontowanie lampy wewnatrz samej przestrzeni roboczej (przetestowano
rowniez i taka konfiguracje).

5. Zespot chtodzacy.

Modut agregatu chtodniczego oraz chlodnica powietrza zostaly wykonane na
zamoOwienie przez ,,Przedsiebiorstwo Produkcji Urzadzen Chtodniczych Tarczyn Sp. z 0.0.”
Wraz ze $ciang tylng, izolujacg, stanowig one monolit mocowany do reszty komory od tytu
czterema kalmarami. W razie koniecznosci, np. celem wyczyszczenia ptaszcza chtodzacego,
caty zestaw chtodzacy mozna tatwo odiaczyc.

Chlodnica powietrza wyposazona jest w wysokowydajny wentylator zapewniajacy
wysoki przeplyw powietrza konieczny do szybkiego schiodzenia komory. Dodatkowo
chtodnica zostata wyposazona w system odszraniania, uruchamiany w razie koniecznosci.

Zespot agregatu chlodniczego znajduje sie po drugiej stronie tylnej $ciany izolujace;.
System zostal wyposazony w 2 dysze, mniejszg i wigkszg, sterowane elektrycznie przez
kontroler. Otwieranie lub zamykanie dysz odbywa si¢ w zalezno$ci od zapotrzebowania na
moc chlodzenia.

Caty system zapewnia odpowiednig moc do schtodzenia catej komory od temperatury
pokojowej 30°C do temperatury roboczej 0°C w czasie nie przekraczajgcym 30min. Zespot
agregatu zostal réwniez wyposazony w szereg zabezpieczen zapewniajacych bezpieczng i
bezawaryjng pracg.

6. Dozowniki.

Dwa identyczne dozowniki, wykonane zostaty jako elementy mechaniczne, sterowane
elektronicznie. Schemat dozownika przedstawiano na rysunku 4. Wigkszo$¢ urzadzenia
znajduje si¢ poza komorg co zapewnia minimalizacj¢ zaklocen pola elektrycznego jak
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rowniez umozliwilo zmniejszenie rozmiar6w samej komory. Z powodu niedogodnosci z
systemem hydraulicznym, zastosowane dozowniki majg konstrukcje¢ w petni mechaniczng.
Elementem wykonawczym jest silnik krokowy o skoku 9°, ktéry napedza $rubeg, o skoku
0.25mm, ktéra popycha tlok strzykawki. Zastosowanie takich elementéw w potaczeniu z
elektronicznym sterownikiem umozliwiajacym podziat kroku na dodatkowe 16 czesci
zapewnia duzg precyzj¢ oraz ptynnos¢ ruch w szczegélnosci przy matych wydatkach rzgdu
kilkuset mikrolitrow na godzing. Dozownik wyposazony jest w system mocowania
strzykawek jednorazowych o pojemnosci Iml w ktérych znajduje sie roztwér do
elektroprzedzenia. Zastosowanie powszechnie dostgpnych strzykawek jednorazowych
umozliwia szybka zmian¢ materiatéw oraz utatwia utrzymanie czystosci. Elementy
dozownika narazone na wysokie napigcia zostalty wykonane z materiatéw nieprzewodzacych
natomiast wszystkie elementy metalowe zostaly uziemione. Urzadzenie dodatkowo zostat
wyposazony w system zatrzymujacy prac¢ silnika w przypadku zatkania strzykawki. Praca
obydwu dozownikow jest niezalezna i jest kontrolowana przez operatora z konsoli.

7. Elektroniczny sterownik komory.

Komora zostata wyposazona w szereg uktadow elektronicznych sterujgcych jej praca
jak réwniez w generator wysokiego napiecia. Sterowanie catoscig odbywa si¢ z konsoli. Moze
regulowa¢ miedzy innymi temperature¢ docelowg, warto$¢ przytozonego napigcia, czas
wyprzegania oraz wydatek na poszczegdélnych dozownikach. Konsola zapewnia szybki dostep
do parametréw kluczowych dla procesu elektronarzedzia.
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o

8. Testy 1 podsumowanie.

Po wstepnym skonstruowaniu komory przeprowadzony szereg testow. Test
temperaturowy potwierdzit zdolno$¢ urzadzenia do osiggnigcia zalozonej temperatury pracy
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w czasie nie wigkszym niz 30min. Natomiast minimalna osiggni¢ta temperatura wyniosta -
11°C. Na rysunkach 5, 6 i 7 przedstawiono zdjgcia z czgsci prob. Testy wykazaty iz material
wytworzony w nowej komorze nie odbiega jakos$cia od materiatéw uzyskanych w
dotychczasowym urzadzeniu w najlepszych warunkach, tzn. zimg przy niskich temperaturach
i wilgotnosci.

Wykorzystanie nowego urzadzenia pozwoli na otrzymywanie materialdéw do badan o
optymalnej jako$ci przez caly rok w jednorodnych warunkach uniezalezniajac si¢ od
najistotniejszych warunkéw zewnetrznych. Pozwoli réwniez na przeprowadzenie badan przy
parametrach nieosiagalnych do tej pory np. przy temperaturach ponizej zera stopni Celsiusza.

1

Fig 5. Zdjgcie przodu komory.

Fig 6. Zdjecie zespotu agregatu chlodniczego komory.
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Fig 7. Zdjecie testu elektroprzedzenia. Po prawej stronie u dotu widoczny jest stozek Taylora.
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Zatacznik 2

Optymalizacja rozmieszczenia otworow
wentylacyjnych w komorze elektroprzedzenia

1. Cel pracy

Celem przeprowadzonych symulacji numerycznych byto znalezienie optymalnego
rozmiaru i rozmieszczenia otwordw wentylacyjnych komory elektroprzedzenia, tak aby
uzyska¢ odpowiedni przeptyw z drég zasilajacych ptaszcz chtodzacy komory i w rezultacie
rownomierne chtodzenie komory przgdnej. Wymiana ciepta nie byta przedmiotem badan.

2. Wstep

Zaprojektowano komorg elektroprzedzenia z kontrolg temperatury i mozliwos$cia
przedzenia w niskich temperaturach. Temperatura okoto 0°C umozliwia uniknigcie strat
materiatowych dzigki spowolnieniu odparowywania tatwo wrzacego rozpuszczalnika ze
stozka Taylora tworzonego pod dysza do ktérej przytozone jest napiecie, dalszego zasychania
polimeru i w konsekwencji zatykania dyszy do elektroprzedzenia. Inng sytuacjg w ktorej
kontrola temperatury moze by¢ zasadna, jest elektroprzedzenie emulsji typu woda w oleju.
Podczas elektroprzedzenia ww. emulsji, duza ilo$¢ roztworu polimeru z fazg rozproszong w
postaci kropel wody z lekiem wyptywajaca z dyszy, odrywa si¢ od dyszy i tworzace si¢
krople uderzaja w elektroprzedzony material. W rezultacie otrzymujemy material z duza
iloscig otworéw z powodu obecnosci rozpuszczalnika w spadajacych kroplach. Tego typu
sytuacja jest niepozadana i starano si¢ jej unika¢ jedynie poprzez zmiang¢ potencjatu
przytozonego do dyszy. Zasychanie polimeru pod dysza powoduje podobne problemy
procesowe jak wymienione poprzednio. Czg$ciowo zaschnigta kropla polimeru moze opasé
na elektroprzedzony materiat dziurawigc go lub w najgorszym przypadku osadzajac duza
ilo§¢ zaschnigetego w polimerze leku na materiale. W tym przypadku potrzebna jest ciggla
kontrola (co kilka minut) zatykania dyszy i usuwania zaschni¢tego polimeru przez obstuge,
wylaczajac ja z innych réwnolegtych prac.

3. Geometria

Czes¢ komory w ktérej prowadzony bedzie proces elektroprzedzenia, otoczona plaszczem
chtodniczym ma wymiar:

e wysokos¢ 0,6 m



62

e szerokos¢ 0,5 m
e glebokos¢ 0,5 m

Grubos¢ plaszcza otaczajacego czeS¢ przedng (plaszcz otacza boki, gorg i1 tyl czesci
przednej), w ktorym przeptywac bedzie powietrze z klimatyzatora wynosi 0,1 m (Fig 1).
Objetosé catego ptaszcza wynosi 0,14 m”.

\ Wlot powietrza
|

! do ptaszcza
| \
|

B Ptaszcz chtodzacy

CzesC przedna il 0'2\‘1 O

Fig. 1. Uproszczona geometria komory do elektroprzedzenia. Czg¢s¢ przedna w ktorej
nastepuje proces elektroprzedzenia i zbieranie nanowltdkien na kolektor oraz ptaszcz
chtodzacy.

Wilot i wylot powietrza chtodzacego czes¢ przedng znajduje si¢ w tylnej czesdci, za
czescig przedna. Kierunek wpadajacego do ptaszcza powietrza jest przeciwny do osi Z (Fig 1,
niebieska strzatka). Aby ukierunkowaé przeptyw powietrza w ptaszczu, zastosowano
prowadnice. Prowadzenie powietrza od wlotu do dolu komory przeprowadzono stosujac
nieperforowang prowadnice (Fig2). Pozostate prowadnice zawieraly wycigte otwory
wentylacyjne do rownomiernego chtodzenia komory. Na dolnej prowadnicy znajdowato si¢ 7
otworow wentylacyjnych, na srodkowej 11 oraz gornej 9. Zmianie podlegal jedynie wymiar
otworow.
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| /Wylot powietrza

| Wlot powietrza
Gorna _ ‘ do ptaszcza
|
prowadnical
' Nieperforowana
L
prowadnica
| Dolna
Y X .
Srodkowa prowadnica
prowadnica

Fig. 2. Petna geometria plaszcza komory zawierajaca prowadnice. Czarnymi strzatkami
zaznaczono wlot 1 wylot powietrza z ptaszcza, czerwonymi prowadnice, niebieskimi
kierunek przeptywu powietrza przez ptaszcz ograniczony prowadnicami.

Wykonano cztery rézne geometrie réznigce si¢ rozmiarem otworéw w prowadnicach
powietrza oraz dodatkowo przeprowadzono jedng symulacj¢ ze zwigkszonym przeptywem
powietrza.

Tab. 1. Promienie zastosowanych otworéw w poszczegdlnych prowadnicach oraz warto$¢
przeplywu w ukladzie. Indeksy przy d, $, g odnoszg si¢ do nazw poszczegdlnych prowadnic,
odpowiednio: dolna, srodkowa, gérna.

Nr .. | Ram) | Rg(m) | Rg(m) | Uy (m/s) Q (m*h)
symulacji
1 0,015 | 0,015 | 0,015 0,3 54
2 0,005 | 0,015 | 0,015 0,3 54
3 0,01 0,015 | 0,015 0,3 54
4 0,01 0,01 0,015 0,3 54
5 0,01 0,01 0,015 1,6 288

4. Domena obliczeniowa i model numeryczny

Przedstawiong powyzej geometrig¢, siatk¢ numeryczng oraz symulacje wykonano w programie
COMSOL Multiphysics®. Siatka numeryczna zawiera 207 ty$. czworosciennych elementow.
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Fig. 3. Siatka numeryczna a) widok na domen¢ obliczeniowa b) zblizenie na otwory
prowadnicy powietrza (zastaniajace elementy ptaszcza ukryto)

Symulacje numeryczne wykonano wykorzystujac model przeptywu laminarnego
niescisliwego powietrza. Przeprowadzono badania przeptywu stacjonarnego. Na wlocie do
domeny zadano warunek brzegowy predkosci Uy, za$ na wylocie z domeny ustanowiono
warunek brzegowy ci$nienia. Na pozostatych $ciankach ustanowiono warunek braku poslizgu
na $ciance. Do rozwigzania uktadu réwnan rézniczkowych wybrano solver MUMPS.

5. Wyniki

W przypadku zastosowania takich samych wymiaréw otworéw w kazdej z prowadnic,
powietrze poruszato si¢ przez otwory prowadnicy dolnej (Fig 4a — widoczne wysokie
wartosci predkosci tuz za otworami) i niewielka ilo§¢ powietrza docierata do kolejnych
prowadnic (Fig 4a - niskie wartosci predkosci za otworami prowadnicy srodkowej, Fig 4b —
predkos¢ za otworami prowadnicy gornej bliska zeru). W prezentowanej geometrii

zauwazalne jest zréznicowane pole predkosci w bocznych czesciach plaszcza oraz brak
przeplywu w czgsci ponad komora przedna.
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a) b)
Fig 4. Pole predkosci powietrza w ptaszczu chtodzagcym komorg dla przypadku pierwszego. a)
pole predkosci w ptaszczyznie XZ, b) pole predkosci w ptaszczyznie XY.

Zmiana wymiaru otworéw jedynie w dolnej prowadnicy powietrza w symulacji nr 2
(trzykrotne zmieszenie wymiaru otworu), spowodowata zwigkszony przepltyw przez otwory
prowadnicy s$rodkowej (Fig 5a) i gérnej (Fig 5b) w poréwnaniu do symulacji nr 1.
Jednoczes$nie otrzymano rownomierne pole predkosci w bocznej cze¢sci ptaszcza chtodzacego.
W przypadku goérnej czesci plaszcza zauwazalny jest wzrost predkosci za otworami
prowadnicy, zwezajacy si¢ ku wylotowi z ptaszcza.

A 1.8263 A 13851

12

12

0.8

0.8 0.6

0.4

0.2

a) b)
Fig 5. Pole predkosci powietrza w ptaszczu chtodzacym komore dla przypadku drugiego. a)
pole predkosci w ptaszczyznie XZ, b) pole predkosci w ptaszczyznie XY.
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Zmiana wymiaru otwordéw jedynie w dolnej prowadnicy powietrza w symulacji nr 3
(dwukrotne zmieszenie wymiaru otworu), spowodowata zwigkszony przeptyw przez otwory
prowadnicy S$rodkowej (Fig 6a) 1 goérnej (Fig 6b) w poréwnaniu do symulacji nr 1.
Jednoczesnie otrzymano réwnomierne pole predkosci w bocznej 1 gérnej czgsci plaszcza.

A 1.6696 A 1.3685

0.8

0.8
0.6

0.6

a) b)
Fig 6. Pole predkosci powietrza w ptaszczu chtodzacym komore dla przypadku trzeciego. a)
pole predkosci w ptaszczyznie XZ, b) pole predkosci w ptaszczyznie XY.
Jednoczesne zmniejszenie wymiaru otworéw w prowadnicy dolnej i srodkowej w symulacji
nr 4, spowodowato znacznie zwigkszenie przeptywu w gérnej czesci ptaszcza (Fig 6b - wzrost
wartosci predkosci). Uzyskano mniej jednorodne pole predkosci w bocznej czesci ptaszcza.

A 1573 A 1.3003
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a) b)
Fig 7. Pole predkosci powietrza w ptaszczu chtodzagcym komore dla przypadku czwartego. a)
pole predkosci w ptaszczyznie XZ, b) pole predkosci w ptaszczyznie XY.
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Pieciokrotne zwigkszenie przeptywu przez ukitad (symulacje nr 5) spowodowato
znaczny wzrost predkosci w kanalach rozprowadzajacych powietrze. Zwigkszony zostat
rowniez przeplyw w gornej czgsci komory.

6. Podsumowanie

A 7.9535

b)
Fig 8. Pole predkosci powietrza w ptaszczu chtodzacym komorg dla przypadku piatego. a)
pole predkosci w plaszczyznie XZ, b) pole predkosci w ptaszczyznie XY.

A 70917

Z przeprowadzonych symulacji wybrano geometri¢ z otworami o promieniu 0,01 m w

prowadnicach dolnej i sSrodkowej oraz 0,015 w gorne;j.

Tab. 2. Promienie zastosowanych otworéw w poszczegélnych prowadnicach oraz wartos¢

przepltywu w uktadzie.

Nr
.| Ra(m) | Rg(m) | Rg(m) | Uy (m/s) Q (m’/h)
symulacji
4 0,01 0,01 0,015 0,3 54
5 0,01 0,01 0,015 1,6 288

Takie rozwigzanie zapewni odpowiednie chlodzenie Scianek bocznych oraz goérnej Scianki
czesci przednej pod ktérg znajduje si¢ dysza.
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Informacja dla przedsiebiorcow

Przedstawienie produktu

Efektem projektu jest wyréb medyczny, nanoopatrunek neuroprotekcyjny, na bazie
membran wytwarzanych z nanowtdékien polimerowych. Moze on byé zastosowany jako
Srédoperacyjny opatrunek wewnetrzny podczas operacji neurochirurgicznych lub innych
podczas ktérych wykonywana jest kraniotomia. Celem opatrunku jest ochrona centralnego
uktadu nerwowego (kory mdzgowej) przed neurodegeneracjg. Zbudowany z nanowtdkien
materiat ma mozliwos¢ uwalniania lekéw: alfa-tokoferolu, czynnika wzrostu neuronéw (NGF)
lub neurotropowego czynnika pochodzenia mdézgowego (BNDF). Materiat uwalnia leki w
czasie 10-21 dni po czym w czasie 60-180 dni ulega wchtonieciu. Zaréwno membrana z
nanomateriatu jak i wydzielane przez nig leki chronity tkanke mdzgowag przed
neurodegeneracjg w zbadanym czasie do 60 dni, co wykazano na modelu zwierzecym —
szczur. Produkcja membrany jest przedmiotem zgtoszenia patentowego do UPRP.

Potencjalny rynek dla produktu (oszacowanie wartos$ci rynkowej).

W Polsce wykonuje sie rocznie ok. 35 tys. operacji neurochirurgicznych w wyniku
ktdrych moze dochodzi¢c do nieprawidtowego procesu gojenia, co skutkuje
neurodegeneracjy. W 2013 roku wydatki na ochrone zdrowia w Polsce wyniosty 63 mld zt. i
wykazaty 4% wzrost w stosunku do roku 2012. Szacunkowy rozmiar rynku dla Polski to ok. 10
tys. operacji neurochirurgicznych z uzyciem produktu. Warto$¢ membrany jest szacowana na
1 200 zt, co daje rozmiar rynku ok. 12 min zt rocznie (w Polsce).

W USA szacunkowo wykonuje sie ok. 250 tys. kraniotomii rocznie, drugie tyle operacji
wykonuje sie w UE. Przy zatozeniu uzycia materiatu w co drugiej operacji, przy przewadze
jakosciowej wobec stosowanych obecnie rozwigzan, ktore chronig jedynie opone twardg, a
nie chronig tkanki mézgowej wielko$¢ rynku wynosi od. ok. 450 min zt (USA i UE) do ok.
1500 min zt (caty swiat). Dodatkowo potencjat rynkowy produktu jako systemu uwalniania
leku szacowany jest na 3-6 mld zt. Produkt posiada wysokg wartos¢ dodang reprezentowang
przez nanotechnologie, w zwigzku z czym daje mozliwos¢ osiggania wysokiej stopy zyskéw w
czasie zycia na rynku tj. ok. 10 lat.



Stan rozwoju technologii.

Produkt przeszedt pozytywne badania niekliniczne i moze by¢ dalej komercjalizowany
do faz A i B badan klinicznych we wspdfpracy z centrami transferu technologii

wspoétudziatowcédw praw do patentu:

® |nstytutu Podstawowych Problemdéw Techniki Polskiej Akademii Nauk (IPPT PAN),

e |nstytutu Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im M. Mossakowskiego Polskiej
Akademii Nauk (IMDiK PAN),

e Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego (WUM).



