BiolOgiczna membrana barierowa

Przedmiotem wynalazku jest biologiczna membrana barierowa, stuzaca w
medycynie do separowania tkanek, zwtaszcza w trakcie i po stomatologicznych

zabiegach chirurgicznych.

Powszechnie wiadomo, ze w stomatologii i chirurgii stomatologicznej czesto
wystepuja uszkodzenia przyzebia, przy leczeniu ktdérych niezbedne jest odsepa-
rowanie tkanek przy uzyciu membrany barierowej. Uszkodzenia te sg wywotane
chorobami, wiekiem lub urazami, albo majg podtoze genetyczne, i prowadzg do
dysfunkcji fizycznej i estetycznej narzadu zucia. Jedng z przyczyn uszkodzen
przyzebia sg stany zapline , ktére powodujg zniszczenie tkanek utrzymujacych
zeby. Wspierajgca zgb tkanka zanika i aparat wiezadlowy zeba wraz z otaczajgca
go koscia zostajg zniszczone. Uzycie membrany barierowej jest wskazane row-
niez przy uszkodzeniach kosci szczeki i zuchwy na skutek nieprawidtowego
usuwania zebow lub potrzeby wkrecenia implantu tytanowego w ko$¢ pacjenta.
W takim przypadku po wprowadzeniu implantu obsypuje sie ubytek naturaing lub
syntetyczng sproszkowang substancjg kostna, ostaniajac ja membrang barierows i
unieruchamiajgc catosé specjalnymi pinami. W ubytek kostny mozna wprowadzic¢
tez materiat koSciozastepczy w formie granulek lub porowatych bloczkéw. Pokry-
cie membrang barierowg zapobiega wrastaniu komoérek nabtonka w miejsce maja-
cej sie odbudowacé tkanki kostnej. Po okoto sze$ciu miesiacach ubytek kostny sie
wypetnia, natomiast membrana barierowa powinna ulegaé¢ stopniowemu rozkita-
dowi. Procedura uzycia membrany barierowej do separacji tkanki nosi nazwe
sterowanej regeneracji tkankowej (ang. Guided Tissue Regeneration, GTR) lub
sterowanej regeneracji kostnej (ang. Guided Bone Regeneration, GBR).
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Membrany barierowe stosowane do takich celéw powinny charakteryzowac sie
przede wszystkim kontrolowang biodegradacja pozwalajaca na odbudowe tkanek
po obu jej stronach materiatu, a takze stanowi¢ przyjazne podtoze do wzrostu
koméorek, przy jednoczesnym statym ich odzywieniu poprzez swobodny przeptyw
substancji odzywczych oraz tlenu przez strukture membrany.

W praktyce terapeutycznej stosuje membrany barierowe zaréwno nierozpuszczal-
ne w organizmie jak i w nim w petni biodegradowalne. Bariery biodegradowalne
wytwarza sie miedzy innymi z materiatow kolagenowych pochodzenia zwierzece-
go, typu | i lll, pochodzenia swiskiego i krowiego. Sg one nieporowate lub z
naturalng porowatoscia i dostepne w wielu rozmiarach oraz o grubo$ciach od 0,3
do 2 mm. Bariery takie sg obecnie najczesciej stosowanymi klinicznie. Charakte-
ryzuje je tagodny profil degradaciji oraz zadowalajgcy wzrost tkanek. Zapewniajg
stabilne utrzymanie na podiozu, cho¢ niekiedy istnieje potrzeba uzycia
szwow/pindw mocujgcych aby przeciwdziata¢ $lizganiu sie materiatu bariery po
tkankach. Niedogodnos$cig takich barier jest potrzeba ekstrakcji z tkanek z
zwierzgcych oraz towarzyszacy jej diugotrwaly proces oczyszczania z lipidow,
resztek proteinowych lub potencjalnych odzwierzecych czynnikéw chorobotwor-
czych. Aby wyeliminowa¢ potrzebe korzystania z tkanek pochodzenia zwierzecego
opracowano membrany barierowe wykonane z syntetycznych biodegradowalinych
polimeréw. Najczesciej wykorzystuje sie do tych celéw krystaliczny polilaktyd
(PLA), semi-krystaliczny poli-L-laktyd PLLA, amorficzny poli-D,L-laktyd PDLLA,
poliglikolid (PGA), ko-polimer polilaktyd-glikolid (PLGA) oraz polikaprolakton
(PCL), uzyskujac z tych materialow bariery lite widkniste lub w formie siatki.
Zapewniajg one dobre utrzymanie na podtozu, a porowato$¢ stanowi wzgledng
bariere komoérek i ochrone przed wnikaniem bakterii. Produkty rozktadu membran
barierowych z opisanych wyzej polimeréw biodegradowalnych ulegaja petnemu
metabolizmowi w organizmie. Istnieje jednak zwiekszone ryzyko wystepowania
standw zapalnych podczas biodegradacji wynikajgce z lokalnie wystepujgcego
spadku pH w tkankach. Publikacja US6031148 ujawnia materiat barierowy wyko-
nany z PLGA, sktadajacy sie z litej warstwy tego materiatu, pokrytej z obu stron
wiéknami o $rednicy od 25 do 30 um. W publikacji WO2015/172212 opisano
materiat barierowy z kompozytu PGA/PLLA uzyskany metoda odparowania
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rozpuszczalnika z roztworu wlanego do formy, w wyniku czego uzyskano mozna
uzyskac lite ptytki o grubosci od 0,0001 do 10 mm.

Znane i stosowane jest takze pokrywanie implantéw medycznych nanoczastkami
hydroksyapatytu w celu zwiekszenia powinowactwa tkankowego takiego implantu.
W inzynierii tkankowej znane i stosowane sg implanty widkniste o spontanicznie
utozonych widknach otrzymanych z biodegradowalnych polimerow metoda ele-
ktroprzedzenia (ang. electrospinning), w tym takie implanty, ktore zawierajg nano-
czastki hydroksyapatytu przytwierdzone do jego widkien. Sygnaine doniesienie o
implantach tkankowych z wibkien polimerowych pokrytych hydroskyapatytem
ujawniono w publikacji autorstwa R.Tavakoli-Darestani i wsp., p.t. ,Poly (lactide-
co-glycolide) nanofibers coated with collagen and nano-hydroxyapatite for bone
tissue engineering” [Novelty in Biomedicine, Vol. 1, Nr 1, 2013, str. 8-15(8)]. W
publikacji tej ujawniono proces wytwarzania struktury elektroprzedzonej z polimeru
PLGA pokrywanej nastepnie kolagenem i nanoczgstkami hydrokyspatytu. Struktu-
re widknistg (wtdknine) otrzymano w procesie elektroprzedzenia z 15%-towego
roztworu PLGA w mieszaninie rozpuszczalnikbw DMF/tetrahydrofuran (THF),
uzyskujac wiokna o srednicy 887 nm (+ 57 nm). Pokrywanie tej widkniny kolage-
nem i hydroskyapatytem zostato wykonane kolejno metodami plazmowymi oraz
przez zanurzenie i pozostawieniem na noc wtdkniny w 1%-owej wodnej zawiesinie
nanohydroksyapatytu (nHA). Uzyskana w ten sposdéb membrana charakteryzo-
wata sig siecig widkien PLGA z obecnymi na powierzchni duzymi aglomeratami
kolagenowo-hydroksyapatytowymi o duzym rozproszeniu.

W publikacji autorstwa L.Qiang, i wsp., p.t. ,Electrospun Porous PDLLA Fiber
Membrane Coated with nHA" [Applied Sciences 2018, 8(5), str. 831] ujawniono
natomiast proces wytwarzania widknistej struktury(wiokniny) elektroprzedzone;
z polimeru PDLLA, modyfikowanej czastkami hydroksyapatytem o rozmiarze
ponizej 100 nm. Wibknina ta miata $rednig gruboscig wtdkien przed pokrywaniem
réwng 1,2 um. Etap modyfikacji obejmowat zanurzenie polirherowej widkniny w
alkoholu etylowym z dodatkiem nanochydroksyapatytu. Materiat wtdkniny ulegat
skurczeniu pod wplywem alkoholu etylowego, za$ uzyskana struktura ma
polimerowe witdkna PDLLA z osadzonymi na nich luzno duzymi aglomeratami
hyroskyapatytu, zatykajgcymi pory struktury wiknistej. Zawartoé¢ wagowa hydro-
ksyapatytu wynosita od 4,1 do 11,2%. Zaobserwowano spadek wytrzymatosci
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mechanicznej materiatu przy prébie zwigkszania zawartosci hydroksyapatytu

wynikajacy ze skurczu materiatu i ekspozycji na alkohol etylowy.

Celem wynalazku bylo uzyskanie membrany barierowej o lepszych niz
dotychczas znane wiasciwosciach.
Cel taki spetnia membrana wediug wynalazku w postaci cienkiej, porowatej i
elastycznej struktury widknistej ze spontanicznie rozmieszczonych widkien polime-
rowych, wytworzonych z roztworu polimeru biodegradowalnego metodg elektro-
przedzenia. W strukturze tej tworzace ja widkna polimerowe majg grubos¢ od 0,5
do 4 um i pokryte sa nanoczastkami hydroksyapatytu, o rozmiarze nie przekra-
czajacym wartosci 100 nm i stosunku molowym wapnia do fosforu (Ca/P) z zakre-
su od 1,56 do 1.66. Wynalazek polega na tym, ze materiat widkien polimerowych
stanowi mieszanina poli-DL-laktydu (PDLLA) i poliaktydu-glikolidu (PLGA) a
zawarto$¢ hydroksyapatytu w membranie wynosi od 10 do 25% wagowo. Pokrycie
wtokien polimerowych hydroksyapatytem ma posta¢ osnowy tych wtdkien, o
grubosci wynoszacej od 10 do 300 nm, korzystnie nie wiekszej niz 50 nm, przy
czym sredni rozmiar czgstek hyroksyapatytu osnowy wynosi nie wigcej niz 50 nm.
Porowato$¢é membrany wynosi od 50 do 95%, korzystnie od 60 do 90%, przy czym
wielkos¢ porow membrany wynosi 5 do 30 pum, korzystnie nie wiecej niz 20 ym.
Nasigkliwos¢ membrany wynosi od 300 do 600%, korzystnie co najmniej 450%.
Stopiet pokrycia wiokien polimerowych czastkami hydroksyapatytu wynosi nie
mniej niz 40%. Powierzchnia wiasciwa materiatu membrany wynosi od 5 m%g do
20m?/g, korzystnie nie mniej niz 15 m?/g.
W jednym z wariantéw membrany wediug wynalazku udziat wagowy obu poli-
merow w materiale wtdkien struktury widknistej jest réwny.
W kolejnym wariancie membrany wedtug wynalazku udziat wagowy poli-DL-
laktydu (PDLLA) w materiale wiékien struktury wioknistej wynosi co najmniej 5 %.
W kolejnym wariancie membrany wedtug wynalazku udziat wagowy poliaktydu-
glikolidu (PLGA) w materiale wiékien struktury wiéknistej wynosi co najmniej 5 %.
W kolejnym wariancie membrany wediug wynalazku osnowa wiokien sktada sie z
dwoéch warstw hydroksyapatytu, utworzonych z ziaren hydroksyapatytu o dwéch
réznych rozmiarach.
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W kolejnym wariancie membrany wedlug wynalazku zewnetrzng warstwe osnowy
stanowig ziarna hydroksyapatytu o rozmiarze nie wiekszym niz 20 nm.

W innym wariancie membrany wedtug wynalazku, jej grubo$¢ w stanie suchym
wynosi od 0,1 mm do 2 mm, korzystnie od 0,3 do 1 mm.

W jeszcze innym wariancie membrany wedtug wynalazku grubo$é jej widkien
wynosi od 1 do 3 pm.

Sposéb wedtug wynalazku zawiera pierwszy etap, w ktéorym wytwarza sie cienka,
porowatg i elastyczng strukture widknistg ze spontanicznie rozmieszczonych wio-
kien polimerowych o grubosci od 0,5 do 4 um, metoda elektroprzedzenia ich z
roztworu polimeru biodegradowalnego, oraz drugi etap, w ktérym pokrywa sie
warstwg hydroksyapatytu widkna polimerowe wytworzonej w pierwszym etapie
struktury widknistej, poprzez zanurzenie wytworzonej struktury widknistej w zawie-
sinie, ktorg to zawiesine tworzg ciekta faza rozpraszajgca oraz faza rozpraszana w
postaci ziaren syntetycznego hydroksyapatytu o srednim rozmiarze nie wiekszym
niz 100 nm i stosunku molowym wapnia do fosforu (Ca/P) z zakresu od 1,56 do
1.66. Wynalazek polega na tym, ze w pierwszym etapie, do wytworzenia struktury
widknistej stosuje sie roztwoér sporzadzony z mieszaniny poli-DL-laktydu (PDLLA)
i poliaktydu-glikolidu (PLGA), poprzez rozpuszczenie jednej czesci wagowej
mieszaniny tych polimeréw w pieciu czesciach wagowych rozpuszczainika lotne-
go. Z takiego roztworu wytwarza sie strukture widknistg o porowatosci od 50 do
95%, korzystnie od 60 do 90%, ktéra ma pory o wielkosci od 5 do 30 pm, korzyst-
nie nie wieksze niz 20 um. W drugim etapie tego sposobu wytwarza sie zawiesine,
w ktorej faze rozpraszajgcg stanowi woda za$s faze rozpraszang sg czastki hydro-
ksyapatytu o $rednim rozmiarze nie wiekszym niz 50 nm, przy czym udziat wa-
gowy fazy rozpraszanej w catosci zawiesiny wynosi nie wiecej niz 0,5 %, oraz
utrzymuje sig temperature tej zawiesiny nie wiekszg niz 30°C. Po zanurzeniu w
sporzgdzonej zawiesinie struktury witdknistej wytworzonej w pierwszym etapie, w
sgsiedztwie widkien polimerowych tej struktury, wytwarza sie fale ultradzwiekowa
o intensywnosci mocy z zakresu od 3 do 15 W/cm? i trwajacg przez co najmniej
cztery minuty.

W jednym z wariantéw sposobu wedtug wynalazku czestotliwo$¢ fali ultradzwie-
kowej wytwarzanej w zawiesinie wynosi 20 kHz (+ 2kHz).
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W kolejnym wariancie sposobu wedtug wynalazku rozpuszczalnik polimeréw
stanowi mieszanina dziewieciu czesci chioroformu (CHCLs) i jednej czesSci dimety-
loformamidu (DMF).

W kolejnym wariancie sposobu wedtug wynalazku udziat wagowy obu polimeréw
(PDLLA i PLGA) w mieszaninie polimeréw, z ktérej w pierwszym etapie sporzadza
sie roztwér do wytwarzania widkien struktury witdknistej, jest rowny.

W kolejnym wariancie sposobu wedtug wynalazku udziat wagowy poli-DL-laktydu
(PDLLA) w mieszaninie polimeréw, z ktérej w pierwszym etapie sporzadza sie
roztwor do wytwarzania widkien struktury widknistej, wynosi co najmniej 5%.

W kolejnym wariancie sposobu wedtug wynalazku udziat wagowy poliaktydu-
glikolidu (PLGA) w mieszaninie polimerow, z ktérej w pierwszym etapie sporzadza
sie roztwér do wytwarzania widkien struktury witdknistej, wynosi co najmniej 5%.

W kolejnym wariancie sposobu wedtug wynalazku, w drugim etapie sporzgdza sie
pierwszg i drugg zawiesing, w ktorych kolejno zanurza si¢ wytworzong w pierw-
szym etapie strukture widknistg, a nastepnie w zawiesinach tych, w sasiedztwie
zanurzonych w nich widkien polimerowych, wytwarza si¢ fale ultradzwiekowa, przy
czym S$redni rozmiar czastek hydroksyapatytu pierwszej zawiesiny rézni sie od
$redniego rozmiaru czgstek hydroksyapatytu drugiej zawiesiny.

W kolejnym wariancie sposobu wedtug wynalazku $redni rozmiar czgstek hydro-
ksyapatytu drugiej zawiesiny nie przekracza 20 nm.

W kolejnym wariancie sposobu wediug wynalazku w drugim etapie, po zakoncze-
niu wytwarzania fali ultradzwiekowej w pierwszej zawiesinie, strukture widknistg
przemywa sie wodg dejonizowang.

W innym wariancie sposobu wediug wynalazku, w pierwszym etapie wytwarza sie
strukture widknistg o grubosci w stanie suchym od 0,1 mm do 2 mm, korzystnie o
grubosci od 0,3 do 1 mm.

W jeszcze innym wariancie sposobu wedtug wynalazku w pierwszym etapie wyt-

warza sig strukture wtdknista, w kidrej grubosé jej widkien wynosi od 1 do 3 um.

Struktura i materiat membrany wediug wynalazku ma za zadanie blokowaé
przechodzenie przez nig komérek separowanych tkanek, a jednoczenie pozwala
na ich swobodny wzrost na powierzchni dzieki stwierdzonemu swobodnemu prze-

ptywowi przez nig substancji odzywczych. Membrana taka wykazuje takze bardzo
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duzag zwilzalnos¢ (chtonnos¢) sola fizjologicznag, przekraczajaca nawet poziom
500%, dzieki uzyskiwanej porowatosci i duzemu wzrostowi powierzchni wtasciwej
w poréwnaniu z wiokninami polimerowymi bez pokrycia hydroksyapatytem. Zwil-
zony materiat membrany charakteryzuje sie wilasciwosciami mechanicznymi nie-
mal identycznymi z wiasciwosciami tkanek naturalnego dzigsta, przy czym
poddaje sie uginaniu, szyciu, zwijaniu i ciecie w temperaturze 37°C, bez utraty
pokrycia wiékien hydroksyapatytem. Osadzone na widknach polimerowych czgstki
hydroskyapatytu w trakcie procesu degradacji tych widkien neutralizujg spadek pH
w otaczajgcych je tkankach. Poniewaz czas degradacji widkna polimeru pokrytego
hydroskyapatytem jest wolniejszy niz obserwowany w przypadku takich samych
witdkien ale niepokrytych oraz wolniejszy jest tez spadek pH, zastosowanie
membrany wedtug wynalazku diuzej chroni przez potencjalnym wystapieniem
reakcji zapainej w tkankach.

Nieoczekiwanie okazafo sie, ze spos6b wediug wynalazku zachowuje pozadang
strukturg widkniny, w tym nie niszczy jej bardzo cienkich widkien, przy jednoczes-
nym duzym i rownomiernym pokryciu ich hydroksyapatytem oraz radykalnym
skroceniu procesu wytwarzania gotowej membrany. Dodatkowo, poprzez dobér
proporcji obu polimeréw, z ktérych powstaja wiokna, wybér rodzaju proszku
hydroksyapatytowego uzytego do sporzadzenia zawiesiny oraz dobér parametrow
fali ultradzwigkowej mozna w prosty sposéb sterowa¢ okresem biodegradacii

membrany w organizmie.

Wynalazek zostat schematycznie przedstawiony na rysunku, na ktéorym fig.1
przedstawia schemat stanowiska do pokrywania wiokien polimerowych hydroksy-
apatytem zastosowanego w przyktadzie pierwszym, trzecim i czwartym. Fig.2
przedstawia fotografie widkien polimerowych pokrytych hydroksyapatytem w
pierwszym przyktadzie, uzyskana ze skaningowego mikroskopu elektronowego
przy powiekszeniu 5000x. Fig.3 przedstawia wykres zaleznosci naprezenia od
wydtuzenia probki membrany z przykiadu drugiego, uzyskany w wyniku testu
jednoosiowego rozciagania tej probki. Figury 4 przedstawiajg ztozenie fotografii ze
skaningowego mikroskopu elektronowego struktury z przyktadu pierwszego i
fotografii z mikroskopu optyczne podczas pomiaru kata zwilzania, przy czym fig.4A
dotyczy czystej wiokniny otrzymanej pierwszy etapie procesu wytwarzania mem-
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brany, a fig.4B: dotyczy gotowej juz membrany. Fig.5 przedstawia schemat stano-
wiska do pokrywania wiékien polimerowych hydroksyapatytem zastosowanego w
drugim przyktadzie. Fig.6 przedstawia schemat dwuwarstwowej osnowy wiokna
polimerowego z drugiego przyktadu, zas fig.7 przedstawia fotografie tej osnowy

uzyskang z skaningowego mikroskopu elektronowego.

Ponizej zostang opisane cztery przyktady realizacji wynalazku. Proces wytwa-
rzania czterech przyktadowych membran wedtug wynalazku w kazdym przypadku
sktada sie z etapu wytwarzania struktury widknistej oraz nastepujacego po nim
etapu pokrywania tej struktury czasteczkami hydroksyapatytu (HAp).

Do wytworzenia czterech nizej opisanych struktur wioknistych metodg elektroprze-
dzenia (ang. electrospinning) uzyto dwoch polimeréw biodegradowalnych nalezg-
cych do grupy poliestréow alifatycznych, a mianowicie poli-DL-laktydu (PDLLA)
czyli poli-kwasu mlekowego, oraz polilaktyd-glikolidu (PLGA), czyli kopolimeru
kwasu mlekowego i glikolowego. Do opisanych celow jako polimeru PLGA uzyto
tego polimeru o proporcji laktydu do glikolidu wynoszacej 50:50 oraz masie
czasteczkowej 30 000-40 000 Da, a jako polimeru PDLLA — substancji o masie
czgsteczkowej 300 000 Da, obu produkcji firmy Polysciences z USA. W celu
uzyskania roztworu, z ktérego nastepnie wytworzano wtékna polimerowe, odwa-
zano 1,5 g mieszaniny polimeréw o podanych nizej proporcjach i zalewano 9 ml
chloroformu (CHCLs;) oraz 1 ml dimetyloformamidu (DMF), po czym catosé
mieszano na mieszadle magnetycznym w zamknietym naczyniu przez okolfo
cztery godziny. Uzyskany 20%-towy roztwér mieszaniny polimeréw umieszczano
w strzykawce jednorazowej o pojemnosci 10 ml, ktérg nastepnie zamocowywano
w pompie strzykawkowej z nastawiong predkoscig wypychania cieczy rowng 50 pl
na minutg. Cato$¢ ukfadu umieszczano w komorze o przeptywie laminarnym, w
ktorej utrzymywano temperature od 22 do 25°C i wilgotno$é powietrza w zakresie
od 20 do 40%. Nastepnie do strzykawki poditaczano igte metalowa o $rednicy
0,8 mm iprzyktadano do tej igly napiecie wynoszace 12-14 kV. Formujgce sie
widkna zbierano na obrotowy walcowy uziemiony kolektor, ulokowany w odlegtosci
20 cm od wspomnianej metalowej igty, do momentu uzyskania na nim struktury
wioknistej (wiokniny) o grubosci ok. 1 mm. Po zakonczeniu procesu elektroprze-
dzenia witdknine w postaci rurki otaczajgcej kolektor rozcinano wzdtuz jego osi
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icieto na skrawki o wymiarach 5 cm x 5§ cm, ktdére nastepnie dwukrotnie
obmywano wodg dejonizowang oraz pozostawiano do catkowitego wyschniecia na
24 godziny w komorze o laminarnym przeplywie powietrza. Wysuszone skrawki
widkniny wazono na wadze analitycznej z doktadnoscia do czwartego miejsca po
przecinku.

W etapie pokrywania wibkien polimerowych wytworzonej wtékniny uzywano synte-
tycznego sproszkowanego hydroksyapatytu, czyli zwigzku chemicznego o wzorze
Cay0(PO4)s(OH),, w ktorym stosunek wapnia do fosforu (Ca/P) jest wiekszy niz
1,55 ale mniejszy niz 1,67. W ponizszych przyktadach uzyto dwoch odmian prosz-
ku hydroksyapatytowego o wspdinej nazwie handlowej GoHAP, czyli GoHAP typ 3
(dalej GoHAP3) i GoHAP typ 6 (GoHAPS). Proszek GoHAP3 charakteryzowat sie
srednig wielkoscig ziarna wynoszacg 19 nm + 2 nm, powierzchnig wiasciwg - 110
m*g + 11 m?g i gestoscig szkieletowg - 2,88 glcm® + 0,03 g/cm®, za$ proszek
GoHAP 6 charakteryzowat si¢ sie $rednig wielkoscia ziarna wynoszacg 41 nm
+6 nm, powierzchnig wiasciwg - 49 m%g + 5 m%g oraz gestoscig szkieletows -
3,00 g/cm® £ 0,09 g/cm®.

Sredni rozmiar tych nanoczgstek wyznaczano na podstawie analizy obrazu uzy-
skanego na elektronowym mikroskopie transmisyjnym (TEM) metodg ciemnego
pola dla co najmniej 200 czastek, przy czym $rednim rozmiarem byla $rednica
okregu obrysowujgcego ksztalt ziarna. Powierzchnia wiasciwa jest tu rozumiana,
jako parametr skalamy wyrazajacy wielko$¢ powierzchni substanciji przypadajacej
na jego ilos¢, mierzona za pomocg analizy izoterm adsorpcji BET (izoterma
Brunauera-Emmetta-Tellera).

W ponizszych przyktadach podano cechy uzyskanych membran barierowych
zdefiniowane ponizej:

- nasigkliwos¢ membrany to jej zdolno$¢ do wchianiania wody, wyrazana jako
procentowy stosunek masy wody pochtonietej przez membrane do masy tej
membrany w stanie suchym;

- porowato$¢ membrany okresla udziat poréw, czyli pustych przestrzeni w jej
strukturze, okreslony liczbowo jako stosunek sumarycznej objetosci tych pustych
przestrzeni (poréw) do calej objetosci membrany, wyrazony w procentach; przy
okreslaniu porowato$ci otwartej, istotnej z punktu widzenia nasigkliwosci, bierze
si¢ pod uwage tylko objetos¢ poroéw otwartych;
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- wielkos¢ poréw porowatej membrany okresla najdtuzsza zmierzona przekatna
wielokata tworzonego przez sie¢ widkien w obrazie mikroskopii skaningowej (2D)
oraz $rednia wielko$¢ tych poréw zmierzona przy uzyciu porometrii przeptywowej
(Capillary Flow Porometry);

- stopien pokrycia witokien polimerowych membrany przez czastki hydrosyapatytu
to procentowy utamek powierzchni zewnetrznej tych widkien zajety przez te
czastki; w ponizszych przyktadach okreslano jg poprzez analize skaningowym
mikroskopem elektronowym (SEM) jako pomiar z dwudziestu obszaréw prébki

przy powiekszeniu 5000 x.

Przykiad 1

W pierwszym etapie, w celu przygotowania roztworu polimeréw do elektroprze-
dzenia odwazono 0,75 g polimeru PDLLA i 0,75 g polimeru PLGA, po czym zalano
je opisanym wyzej rozpuszczalnikiem, natomiast tworzgce sie widkna zbierano na
kolektor w postaci rurki o $rednicy 2 cm i obracajgcy sie z predkoscig 50 obr/min.
W drugim etapie sporzadzono zawiesine 1, w ktorej fazg rozpraszajgcg byta woda
a faza rozpraszang byt proszek GoHAP3 w ilosci 0,1% wagowo. Wysuszone
skrawki widkniny 2 unieruchomiono na siatce 3 ze stali nierdzewnej, po czym
siatke 3 ze skrawkami widkniny 2 zanurzono w sporzadzonej zawiesinie 1, o obje-
tosci 3750 ml, znajdujacej sie w zbiorniku 4. W zbiorniku 4 znajdowaly sie takze
cziony mieszajgce 5 nieuwidocznionego na rysunku mieszadta magnetycznego w
celu utrzymywania jednorodnej zawiesiny. Nastepnie, w zawiesinie 1 umieszczono
sonotrode 6 w ksztaicie litery T, podigczong do nieuwidocznionego na rysunku
generatora ultradzwigkowego. Powierzchnie czotowg 7 sonotrody 6, o diugo$é
200 mm i szeroko$ci 5 cm, umieszczono naprzeciwko skrawkow wiokniny 2 i
przez dziesie¢ minut poddawano je dziataniu fali uItradiwie,kowej 8 o czestotli-
wosci 20 kHz (+/-2kHz) i o intensywnosci mocy 3W/cm? (+/- 2W/cm?). Temperature
zawiesiny 1 utrzymywano na poziomie 28-30°C poprzez przeplywowy system
chtodzgcy w Sciankach zbiornika 4. Temperature cieczy w zbiorniku 4 stale kontro-
lowano przy uzyciu nieuwidocznionej na rysunku termopary. Po zakonczeniu
procesu, pokryte hydroksyapatytem skrawki widkniny 2 wyjeto z zawiesiny 1 i ob-
myto je wodg dejonizowana, po czym pozostawiono do wyschniecia na okres 24
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godzin. Wyschnigte membrany przechowywano w eksykatorze z granulatem po-
chtaniajgcym wilgo¢ do czasu wykonania charakteryzacji otrzymanego materiatu.
Otrzyma w tym przyktadzie membrana charakteryzowata sie:

- zawarto$cig wagowa hydroksyapatytu réwng 20%,

- jednorodnoscig uzyskanej warstwy hydroskyapatytu,

- stopniem pokrycia hydroksyapatytem réwnym 95%,

- nasigkliwoscig na poziomie 500% i katem zwilzania wynoszgcym 0°(x 1°, fig.4B),
- Srednig porowatoscig na poziomie 80-90%,

- Srednig grubos¢ widkien wynoszaca 2 um (0.5 um),

- Srednig grubos$cig warstwy hyrosksyapatytu rowng 200 nm (x 50nm),

- $rednig wielkoscig poréw na poziomie 10 um (£ S5um),

- catkowitym czas degradacji w mediach PBS i TRIS HCI w temperaturze 37°C
wynoszgcym pieé miesiecy,

- powierzchnie wiasciwg réwng 15,26 m?/g (+ 027 m?/g).

Materiat membrany zostat poddany testom cytotoksycznosci komérkowej. W ba-
daniu cytotoksycznosci wg. normy PN-EN [ISO 10993-5:2009 wykorzystano
komorki linii fibroblastbw mysich NCTC klon 929 na podiozu MEM (Lonza),
surowicy ptodowej bydlecej FBS (Eurocione) z roztworem antybiotykéw (Lonza).
Procedura pomiaru obejmowata badania na wyciggach po hodowli w pozywce z
surowicg w 37°C + 1 °C po 24 godzinach ekspozycji. Zastosowano kontrole hodo-
wli, negatywng, pozytywng i odczynnikowa. Wedtug ekspertyzy badawczej probke
uznano za nietoksyczng dla komoérek.

Przykiad 2

W pierwszym etapie, z roztworu polimeréw PLGA i PDLLA opisanym w pierwszym
przyktadzie wykonano widknine, zbierajac witdkna na kolektorze w postaci bebna
o $rednicy 20 cm i obracajgcego sie z predkoscia 100 obr/min.

W drugim etapie sporzadzono pierwsza wodna zawiesine 1', w ktorej fazg rozpra-
szang byt GoHAP6 w ilosci 0.1% wagowo, oraz drugg wodng zawiesine 1”
zawierajacg 0,1% wagowo proszku GoHAP3, czyli analogiczng do zawiesiny 1 z
pierwszego przyktadu. Wysuszony skrawek witékniny 2’ unieruchomiono na siatce

ze stali nierdzewnej 3’ i zanurzono w zbiorniku 4’ z takiego samego materiatu.
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Zbiornik 4' wyposazony byt w analogiczny jak w pierwszym przyktadzie uktad
stabilizowania temperatury cieczy, miat wewnatrz czion mieszajacy 5 mieszadta
magnetycznego oraz zawierat 450 ml pierwszej zawiesiny 1’ (GoHAPG). Nastepnie
do skrawka widkniny 2’ zblizono czoto 7 walcowej sonotrody 6" o $rednicy 2 cm,
potaczonej z nieuwidocznionym na rysunku generatorem ultradzwiekowego, po
czym ten skrawek wiokniny 2’ poddano przez pig¢ minut dziataniu fali ultradzwie-
kowej 8' o czestotliwosci 20 kHz (+2kHz) i intensywnosci mocy 12W/cm?
(x 2W/cm?). Nastepnie skrawek widkniny 2’ pokryty juz pierwszym rodzajem
hydroksyapatytu wyjeto zawiesiny 1’ i obmyto woda dejonizowang, po czym
powtdrzono pokrywanie ultradzwiekowe tworzonej membrany w drugiej zawiesinie
1" (GoHAP3), w takich samych warunkach i przez kolejne pie¢ minut. Po wyjeciu
gotowej membrany z drugiej zawiesiny 1” obmyto jg jednokrotnie wodg dejonizo-
wang, po czym pozostawiono do wyschniecia przez 24 godziny. Do czasu zba-
dania wiasciwosci uzyskanej membrany przechowywano jg w eksykatorze
z granulatem pochtaniajacym wilgoc¢.

Wytworzona w tym przykiadzie membrana barierowa miata na polimerowych
widknach 9 dwuwarstwowg osnowe, ktéra stanowity wewnetrzna warstwa 10
z hydroksyapatytu GoHAPS i zewnetrzna warstwa 11 z hydroksyapatytu GoHAP3.
Membrana ta charakteryzowata sie nastepujgcymi wiasciwosciami:

- stopien pokrycia hydroksyapatytem réwny 85%,

- zawarto$¢ wagowa hydroksyapatytu réowna 15%,

- stwierdzono absorpcje soli fizjologicznej i nasigkliwosé na poziomie 550%,

- Srednia porowato$¢ otwartg wyniosita 80-90%,

- $rednia grubo$¢ jej widkien wynosita 2,5 um (+ 1 pm),

- $rednia grubo$¢ warstwy hydroksyapatytu wyniosta 150 nm (+ 50nm),

- wytrzymato$¢ dorazna w tescie rozciggania jednoosiowego réwna 3.6 MPa i ma-
ksymalne wydtuzenie na poziomie 100-120 % (fig.3).

Przykiad 3

W pierwszym etapie wytworzono 20%-owy roztwér polimeréw z ich mieszaniny
zawierajacej 95% (czyli 1,425 g) polimeru PDLLA oraz 5% (0,075 g) polimeru
PLGA. Wytworzenie z tego roztworu widkniny metodg elektroprzedzenia nastapito
w takich samych warunkach jak w przyktadzie drugim.
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W drugim etapie pokryto ultradZwiekowo uzyskane skrawki widkniny 2 w tych sa-
mych warunkach (zawiesina GoHAP3) co w przyktadzie pierwszym i po przemyciu
gotowej membrany woda dejonizowang pozostawiono do wyschniecia przez 24
godziny. Wytworzona w tym przykiadzie membrana charakteryzowata sie
nastepujacymi wtasciwosciami:

- stopien pokrycia widkien hydroksyapatytem na poziomie 87%,

- zawarto$¢ wagowa hydrosyapatytu wyniosta 14%,

- absorpcja soli fizjologicznej i nasiakliwosé na poziomie 500%,

- $rednia porowato$é otwarta na poziomie 80-90%,

- Srednia grubos¢ widkien wyniosta 2 ym (£ 1 um),

- Srednia grubos¢ warstwy hydroskyapatytu na widknach polimerowych wyniosta
150 nm (£ 50 nm).

Przykiad 4
W pierwszym etapie wytworzono wiéknine z mieszaniny zawierajacej 95% (czyli
1,425 g) polimeru PLGA oraz 5% (0,075 g) polimeru PDLLA,. Wytworzenie z tego
roztworu widkniny metoda elektroprzedzenia nastagpito w takich samych warun-
kach jak w przyktadzie drugim i trzecim.

W drugim etapie pokryto ultradzwiekowo uzyskane skrawki widkniny 2 w tych sa-
mych warunkach co w przykfadzie pierwszym i trzecim, przy czym jako zrodio
hydreosyapatu postuzyta 0,1%-owa wodna zawiesina proszku GoHAPS6, czyli
pierwsza zawiesina 1" z przykiadu drugiego. Przemyta wodg dejonizowana,
wysuszona i przechowywana w warunkach opisanych w poprzednich przyktadach
gotowa membrana miata nastepujace witasciwosci:

- stopient pokrycia wtokien hydroksyapatytem rowny 90%,

- zawartos¢ wagowa hydroksyapatytu na poziomie 15%,

- stwierdzono absorpcje soli fizjologicznej oraz nasigkliwosé na poziomie 500%,

- Srednig porowatosc¢ otwartg 80-90%,

- $rednia grubo$¢ widkien wyniosta 2 ym (£ 1 ym),

- $rednia grubo$¢ warstwy hydroskyapatytu na wiéknach polim yniosta
150 nm (x 50 nm).

erowych



