Znacznik medyczny o wiasciwosciach kontrastujgcych do obrazowania z
wykorzystaniem fluorescencji w bliskiej podczerwieni oraz sposéb
wytwarzania znacznika medycznego o wiasciwosciach kontrastujagcych do

obrazowania z wykorzystaniem fluorescencji w bliskiej podczerwieni

Przedmiotem wynalazku jest znacznik medyczny o wiasciwosciach
kontrastujgcych do obrazowania z wykorzystaniem fluorescencji w bliskigj
podczerwieni, ktéry moze by¢ catym lub fragmentem wyrobu medycznego oraz sposob
wytwarzania znacznika medycznego o witasciwosciach kontrastujgcych do
obrazowania z wykorzystaniem fluorescencji w bliskie] podczerwieni.

Szerokie wykorzystanie polimeréw w produkcji wyrobéw medycznych, w tym
urzgdzen medycznych czy implantdéw, jest spowodowane fatwoscig przetwarzania
oraz kontrolowania ich wihasciwosci fizycznych. Niestety w wielu przypadkach
umieszczenie polimerowych obiektéw wewnagtrz organizmu skutkuje ograniczonymi
mozliwosciami odroznienia ich od otaczajgcych tkanek z zastosowaniem technik
obrazowania medycznego. Jednakze obserwuje sie duze zainteresowanie
zastosowaniem kontrastujgcych implantow w wielu procedurach medycznych, takich
jak biopsja, radioterapia, nawigacja itp.

tatwym i efektywnym sposobem na poprawe witasciwosci kontrastujgcych
implantéw polimerowych jest wprowadzenie do osnowy polimerowej Srodka
kontrastujgcego (ang. contrast agent, CA). Ponadto, takie podejscie umozliwia
stosowanie réznych CA w roznych stezeniach, a skiad materiatu moze byc¢
zoptymalizowana w celu eliminacji artefaktow pochodzacych od implantu. Dodatkowo,
sklad materialu mozna zoptymalizowa¢ do wizualizacji w wielu technikach
diagnostycznych, takich jak obrazowanie fluorescencyjne w bliskiej podczerwieni (ang.
Near Infra-Red, NIR), obrazowanie rentgenowskie, obrazowanie metodg rezonansu
magnetycznego, obrazowanie ultradzwiekowe, itp.

Obecnie obserwuje sie duze zainteresowanie zastosowaniem obrazowania
fluorescencji w NIR, poniewaz jest to bezpieczna metoda obrazowania zaréwno dla
pacjenta, jak i personelu medycznego. Zasada obrazowania fluorescencyjnego polega
na o$wietleniu obszaru zainteresowania Swiattem o zadanej dtugosci fali, powodujgce;

wzbudzenie wprowadzonego wczesniegj fluoroforu oraz emisje przez niego Swiatta o



innej diugosci fali. W celu uzyskania wysokiej wartosci diagnostycznej w obrazowaniu
fluorescencyjnym dtugosci fali wzbudzenia i emisji powinny mie¢ znaczgce
przesuniecie Stoke'a. Aby zminimalizowac interferencje sygnatow powodujgcych
zmniejszenie stosunku sygnatu do szumu dtugo$é fali fluorescencji in vivo powinna
mie¢ wyzszg wartos¢ niz dtugosc fal autofluorescencji krwi i tkanek, ktéra wynosi 500-
600 nm.

Tkanki i ptyny sag przenikalne dla $wiatta z zakresu NIR na gtebokosc kilku
centymetrow, dlatego obrazowanie fluorescencji w tym zakresie moze by¢ pomocne i
tatwe do zastosowania podczas zabiegow chirurgicznych, zaréwno na otwartym polu
operacyjnym, jak i przy minimalnie inwazyjnych operacjach np. laparoskopowych.
Przestoniety ptynami ustrojowymi lub tkankami, ale oznaczony odpowiednim
fluoroforem obszar ciata lub implantu, bedacy przedmiotem zainteresowania, moze
by¢ tatwo zlokalizowany w czasie rzeczywistym. Niewielkich rozmiaréw implanty,
instrumentarium chirurgiczne, czy jednorazowy sprzet medyczny mogg mieé
wbudowany znacznik, co moze pomoc w zapobieganiu pozostawienia ich w ciele
pacjenta po zabiegu chirurgicznym. Na przyktad klem chirurgiczny zawierajgcy
materiat fluorescencyjny w bliskiej podczerwieni moze by¢ uzyty podczas zabiegu, a
pod koniec zabiegu lub podczas zabiegu, $wiatto bliskiej podczerwieni moze by¢ uzyte
do monitorowania i/lub sprawdzania pacjenta, aby potwierdzi¢, ze materiat operacyjny
nie zostat przypadkowo pozostawiony u pacjenta. Innym przykiadem mogg byé
markery do oznaczania kikutow $ciegien i nerwow na czas procedur operacyjnych lub
do czasu operacji zespolenia, ktéra czesto odbywa sie kilka tygodni po przerwaniu
ciggtosci sciegna lub nerwu. Jeszcze innym zastosowaniem moze by¢ wykorzystanie
do oznaczenia miejsca wktucia w podskdérnym porcie iniekcyjnym.

Jeden z fluoroforéw do obrazowania w NIR i jedyny zatwierdzony przez
Amerykanskg Agencje ds. Zywnosci i Lekdéw (FDA) i Europejska Agencje Lekéw
(EMA) do stosowania u ludzi to zielen indocyjaninowa (ang. indocyianine green, ICG)
[BARTH, Connor W.; GIBBS, Summer L. Fluorescence image-guided surgery: a
perspective on contrast agent development. In: Molecular-Guided Surgery: Molecules,
Devices, and Applications VI. International Society for Optics and Photonics, 2020. p.
112220J.]. Jest rébwniez znany jako Cardiogreen, Foxgreen, CardioGreen, Fox Green,
IC Green. Jego zalezna od rozpuszczalnika dtugo$c fali wzbudzenia miesci sie w
zakresie 600 - 850 nm, a dtugos¢ fali emisji ponad 750 nm. ICG jest stosowane w

diagnostyce medycznej, w tym np. do okreslania pojemnosci minutowej serca,



czynno$ci watroby, przeptywu krwi w watrobie i angiografii. Zastosowania ICG sg
ograniczone przez jej niestabilno$é w wodzie i intensywnos$¢ fluorescencji zalezng od
stezenia [SAXENA, Vishal, SADOQI, Mostafa; SHAO, Jun. Degradation kinetics of
indocyanine green in aqueous solution. Journal of pharmaceutical sciences, 2003,
92.10: 2090-2097.IMORDON, Serge, et al. Indocyanine green: physicochemical
factors affecting its fluorescence in vivo. Microvascular research, 1998, 55.2: 146-152].
We krwi ICG wigze sie z biatkami osocza, zwiekszajac swojg intensywnosc
fluorescenciji, jednak po podaniu dozylnym ICG ma okres pdttrwania od 3 do 4 minut,
dlatego naukowcy gtéwnie skupiajg sie nad kapsutkowaniem ICG w liposomach,
micelach i mikro- i nanokapsutkach itp., aby przezwyciezyé wspomniane problemy i
poprawiC ekspozycje na Swiatto i stabilnos¢ podczas przechowywania. Ponadto
zastosowanie do tego celu zwigzkdw wzmacniajgcych sygnat fluorescencyjny [patent
US2014/0356293], [KRAFT, John C.; HO, Rodney JY. Interactions of indocyanine
green and lipid in enhancing near-infrared fluorescence properties: the basis for near-
infrared imaging in vivo. Biochemistry, 2014, 53.8: 1275-1283.] pozwala uzyskac
lepszy stosunek sygnatu do szumu. Jednak wykorzystanie tych form czagstek do
wizualizacji docelowego obszaru ciata zapewnia stabilno$é sygnatu przez bardzo
krotki czas in vivo, zarbwno ze wzgledu na jego rozprzestrzenianie sie, jak i
degradacje.

Innymi niz ICG zwigzkami emitujgcymi Swiatto w bliskiej podczerwieni sg
barwniki cyjaninowe, np. Cy 5, Cy 5.5, Cy 7.5, pochodne ICG, barwniki z rodziny
IRDye, np. IRDye78-kwas karboksylowy, IRDye 800CW, rodamina B, nieorganiczne
luminofory, itp. Cze$§¢ z nich wykorzystywana jest przy barwieniach struktur
komérkowych, a takze przy znakowaniu obszardw tkanek w testach na zwierzetach.

Nadanie wifasciwosci fluorescencyjnych wyrobom medycznym, w tym
implantom i urzgdzeniom medycznym, moze by¢ zastosowane przez wytworzenie
materiatu z fluoroforem. Znany jest z publikacji WO2008073774A1 materiat o wiekszej
stabilnosci, emitujgca $wiatto w podczerwieni, o osnowie polimeru z rozproszonym
zwigzkiem emitujgcym Swiatto lub alternatywnym czy tez dodatkowym zwigzkiem do
obrazowania w innych technikach diagnostycznych. Autorzy proponujg oraz doktadnie
opisujg zastosowanie materiatu o takich wiasciwosciach do wytworzenia np. stentu,
filtrow, rusztowania tkankowego, portu, zastawek serca, cewnika, tabletek, masci,
kremu, powtoki skalpela itp. Wymieniajg rowniez potencjalne zwigzki kontrastujgce do

obrazowania w bliskiej podczerwieni, w tym ICG, ktdra jest zatwierdzona do



stosowania u ludzi. W szczegdtowym opisie wynalazku podkres$lajg jednak, ze osnowa
polimerowa zawierajgca zwigzek kontrastujgcy powinna izolowaé zwigzek
kontrastujgcy i uniemozliwiaé jego wydostanie sie z implantu. Wymienione przez
autorow osnowy polimerowe sg odporne na dziatanie ptyndéw ustrojowych i sg
niedegradowalne in vivo, np. ETFE, FEP, HDPE, LDPE, PP, PTFE itp. W celu
dodatkowego zmniejszenia kontaktu tkanek z materiatem zawierajgcym fluorofor,
autorzy proponujg pokrycie go biozgodnym polimerem. Podobnie w publikacji
WO02019222671A1 przedstawiono zastosowanie zwigzku kontrastujacego I,r,3,3,3',3'-
Hexamethylindotricarbocyanine iodide (HITCI) i barwnik rylenowego do wytworzenia
pomostu tetniczo-zylnego z PTFE o warstwowej strukturze, a takze zastosowano
izolacje sSrodkowej warstwy z fluoroforem od otaczajgcych tkanek warstwami
sgsiednimi bez fluoroforu.

W artykutach naukowych mozna znalez¢ przyktadowe wykorzystania
przedstawionej wyzej technologii [HONG, Nha Young, et al. Fluorescent property of
indocyanine green (ICG) rubber ring using LED and laser light sources. Biomedical
optics express, 2016, 7.5: 1637-1644] [KONG, Seong-Ho, et al. Robust augmented
reality registration method for localization of solid organs’ tumors using CT-derived
virtual biomechanical model and fluorescent fiducials. Surgical endoscopy, 2017, 31.7:
2863-2871.][STEVENSON JR, André T., et al. Fabrication and characterization of
medical grade polyurethane composite catheters for near-infrared imaging.
Biomaterials, 2015, 54: 168-176][Ashoka, A. H., Kong, S. H., Seeliger, B., Andreiuk,
B., Soares, R. V., Barberio, M., ... & Klymchenko, A. S. (2020). Near-infrared
fluorescent coatings of medical devices for image-quided surgery. Biomaterials,
120306]. Przyktadowo Stevenson et al. [STEVENSON JR, André T., et al. Fabrication
and characterization of medical grade polyurethane composite catheters for near-
infrared imaging. Biomaterials, 2015, 54: 168-176] wytworzyt cewnik na bazie
medycznego poliuretanu z IRDye 800CW jako zwigzkiem emitujgcym $Swiatto, ktory
poddat inkubacji przez 23 dni w PBS o pH 7,4 i temperaturze 37°C. Po tym czasie
obserwowat ubytek IRDye 800CW na poziomie ok. 6%, podczas gdy juz po 24
godzinach inkubacji wymycie IRDye 800CW wynosito ok 3.5%, co spowodowato
spadek intensywnosci sygnatu fluorescencyjnego o 50%. W innym przykfadzie,
opublikowanym przez Ashoka et al. [Ashoka, A. H., Kong, S. H., Seeliger, B., Andreiuk,
B., Soares, R. V., Barberio, M., ... & Klymchenko, A. S. (2020). Near-infrared
fluorescent coatings of medical devices for image-quided surgery. Biomaterials,



120306] przedstawiono wyniki badan dotyczgcych porownania powtok z réznymi,
syntezowanymi przez autoréw fluoroforami cyjaninowymi z grupy cyjanin 7.5, tzw.
Cy7.5. W pracy skupiono sie na zastosowaniu poli(metakrylanu metylu), PMMA, jako
osnowy materiatu. Powtoki wytwarzano przez wymieszanie roztworu PMMA o stezeniu
30mg/ml w acetonitrylu z odpowiednimi fluoroforami z grupy Cy7.5, a takze
wykorzystano ICG do poréwnania. Stezenie fluoroforu w roztworze wynosito 1% w
stosunku do masy polimeru. Jednorodne powioki nanoszono w trakcie jednego do
czterech powlekan na probki badawcze metodg roztworowego powlekania wirowego,
ang. spin coating, oraz roztworowego powlekania zanurzeniowego, ang. dip-coating.
Uzyskane przez autorow powtoki miaty grubosé do 20 um. Przeprowadzone przez nich
testy inkubacji w 10% roztworze ptodowej surowicy bydlece] przez 15 dni wykazujg
wyzszg stabilno$¢ testowanych fluoroforéw z grupy Cy7.5 w porownaniu do ICG.
Autorzy we wstepie podkreslajg rowniez fakt, ze materiat z fluoroforem do obrazowania
w NIR powinien by¢ stabilny w ptynach ustrojowych i nie powinno dochodzi¢ do
wymywania fluoroforu.

Obecnie obserwuje sie szczegolnie wysokie zainteresowanie wykorzystaniem
wiasciwosci fluorescencyjnych w przypadku materiatdw wszczepialnych. Jednak
znany stan techniki nie zawiera przyktadow wytwarzania wyrobdéw medycznych, w tym
implantéw, o funkcjonalnosci stabilnej przez dtugi czas, wiecej niz kilka tygodni w
$rodowisku wodnym, z wykorzystaniem np. biodegradowalnych osnéw polimerowych,
oraz osnow polimerowych niedegradowalnych w ptynach ustrojowych.

Opisywana technologia dotyczy sposobu otrzymywania i wykorzystania
systemdw materiatowych do wytworzenia wyrobéw medycznych, w tym implantéw,
zarowno dtugo, jak i krotkookresowych, zaréwno biodegradowalnych, jak i
niedegradowalnych in vivo dajacych pozytywny kontrast w technikach obrazowania
medycznego, w tym medycznym obrazowaniu fluorescencji w bliskiej podczerwieni z
wykorzystaniem fluoroforow zatwierdzonych do stosowania u ludzi.

Wyroby medyczne, w tym implanty polimerowe o kontrastujgcych witasciwosciach do
obrazowania fluorescencyjnego NIR mogg by¢ pomocne i tatwe w uzyciu podczas
zabiegdw chirurgicznych. Tkanki i ptyny ustrojowe sg przenikalne na gtebokos¢ Kkilku
centymetrow dla Swiatta NIR, wiec przestoniete, ale oznaczone implantem CA mozna
tatwo zwizualizowac.

Celem wynalazku jest wydtuzenie funkcjonalnosci znacznikdw medycznych do

obrazowania z wykorzystaniem fluorescencji w bliskie] podczerwieni.



Przedmiotem wynalazku jest znacznik medyczny o wtasciwosciach
kontrastujgcych do obrazowania z wykorzystaniem fluorescencji w bliskigj
podczerwieni, ktory moze by¢ catym lub fragmentem wyrobu medycznego, w tym
implantu, instrumentarium chirurgicznego, i jednorazowego sprzetu medycznego oraz
sposob ich wytworzenia.

Znacznik wedtug wynalazku skfada sie z potgczonych dwoéch do pieciu
materiatdw 0 osnowie polimerowej z fluoroforem w sktadzie, z ktérych dwa do pieciu
zawiera w réznych stezeniach fluorofor organiczny, korzystnie cyjaninowy, korzystnie
zielen indocyjaninowa lub jej pochodne, wzbudzany swiattem o dtugosci fali w zakresie
600 nm — 900 nm z emisjg promieniowana elektromagnetycznego w zakresie 750 nm
— 1200 nm, przy czym poszczegdlne stezenia fluoroforu w potaczonych materiatach
zawierajg sie w zakresie 0.001% do 1% i réznig sie miedzy sobg minimum 1.5- krotnie,
a materialy sg rozmieszczone w formie rownolegtych do powierzchni obszardw
warstwowych, w ktorych najblizej zewnetrznej powierzchni wyrobu formowane sg
materiaty zawierajgce fluorofory o najnizszych stezeniach Ilub w formie
rozdyspergowanej, gdzie materiat lub materiaty o najwyzszych stezeniach fluoroforu
$g rozmieszczone w materiale o osnowie polimerowej zawierajgcej lub niezawierajacej
fluorofor oraz przyjmujg postac¢ obszardw rozréznialnych na powierzchni lub sg pokryte
warstwg materiatu, w ktérym sg rozdyspergowane.

Korzystnie materiat, z ktdérego zostat wytworzony znacznik, w swoim skfadzie
zawiera substancje, substancje lub czgstki ograniczajgce aglomeracje fluoroforu przez
interakcje z tym zwigzkiem, korzystnie kwas tluszczowy, mieszaniny kwasow
ttuszczowych, oleje, biatka, micele, liposomylub inne zwigzki kontrastujgce.

Korzystnie osnowg materiatu, z ktérego zostat wytworzony znacznik jest
bioresorbowalny polimer, korzystnie poli(e-kaprolakton), polilaktyd, poliglikolid,
polihydroksymaslan, poliwalerian, polidioksanon lub ich kopolimery.

Korzystnie osnowg materiatu z ktérego zostat wykonany znacznik jest odporny
chemicznie na plyny ustrojowe polimer wybrany 2z grupy. polietylen,
poli(tetrafluoroetylen), polipropylen, poliuretan, sylikon, poli(metakrylanu metylu).

Korzystnie znacznik jest znacznikiem do systemu nawigacji, markerem do
oznaczania kikutow Sciegien i nerwdw, portem ekspandera tkankowego, portem
implantowalnego zbiornika na leki, znacznikiem/kotwiczkg lumpektomii, klipsem

chirurgicznym.



Korzystnie znacznik jest powtokg na markerze do oznaczania kikutéw Sciegien i
nerwdw, pierscieniem septy portu do ekspandera tkankowego, powtokga na
znaczniku/kotwiczce do lumpektomii, powtokg na klemie naczyniowym, litg lub
czesciowg powtokg znacznika do systemu nawigacii.

Sposéb wytworzenia znacznika medycznego o wiasciwosciach kontrastujacych
do obrazowania z wykorzystaniem fluorescencji w bliskiej podczerwieni wedtug
wynalazku polega na:

a) stworzeniu modelu komputerowego znacznika z uwzglednieniem roztozenia w
objetosci poszczegdlnych materiatéw o osnowie polimerowej, z ktérych minimum dwa
a maximum pieé zawiera w swoim sktadzie organiczny fluorofor wzbudzany $wiattem
o dtugosci fali w zakresie 600 nm — 900 nm 2z emisjg promieniowana
elektromagnetycznego w zakresie 750 nm — 1200 nm, o stezeniach w zakresie 0.001%
do 1% i roznigcych sie miedzy sobg minimum 1.5- krotnie, korzystnie stezenia
zawierajg sie w petnym zakresie stezen dla dluzszej funkcjonalnosci (kilkka miesiecy)
oraz w poczatkowym zakresie stezen dla krétszej funkcjonalnosci (kilka — kilkanascie
tygodni) wytwarzanego znacznika w taki sposéb, ze materiaty zawierajgce w swoim
skfadzie fluorofor sg formowane do obszardw:

- 0o wymiarach nie mniejszych niz 100 um,

- oraz w postaci réwnolegtych do powierzchni obszaréw warstwowych, w ktérych
najblize] zewnetrznej powierzchni wyrobu formowane sg materiaty zawierajgce
fluorofory o najnizszych stezeniach, Ilub w postaci potgczonych Iub
rozdyspergowanych obszardw, gdzie materiat lub materiaty o najwyzszych stezeniach
fluoroforu sg rozmieszczone w materiale 0 osnowie polimerowej zawierajgcej lub
niezawierajacej fluorofor oraz przyjmujg postac obszaréw rozréznialnych na
powierzchni, korzystnie prgzkow, okregdw lub sg pokryte warstwg materiatu, w ktorym
sg rozdyspergowane;

b) przetworzeniu materiatdbw dostepnymi metodami przetwoérstwa materiatow
polimerowych i uformowaniu poszczegdlnych obszaréw w objetosci znacznika w
sposob kontrolowany i zgodny ze stworzonym modelem komputerowym.

Korzystnie formowanie poszczegolnych materiatdw polega na termicznym
przetwarzaniu taczonych materiatow w temperaturze ponizej 200°C przez przyrostowe
osadzanie uplastycznionego materiatu lub drukowanie tréjwymiarowe lub przez proste
wyttaczanie lub mikrowyttaczanie lub prasowanie ttoczne lub formowanie przez wtrysk

lub wyttaczanie lub wyttaczanie wspotosiowe Iub elektroprzedzenie stopionym



materiatem lub selektywne stapianie lub spiekanie wiazkg lasera lub prasowanie lub
zgrzanie lub stapianie lub klejenie na gorgco.

Korzystnie formowanie poszczegdlnych materiatdw polega na przetwarzaniu
tgczonych materiatéw przez powlekanie roztworowe lub elektroprzedzenie lub druk 3D
przez odlewanie roztworu lub technikg odlewania z roztworu lub ink-jet printing lub druk
3D przez wigzanie proszku materiatu kroplami rozpuszczalnika.

Korzystnie formowanie poszczegdlnych materiatdw polega na przetwarzaniu
tgczonych materiatéw tg sama lub réoznymi technikami w obrebie danej metody lub
kombinacjg metod termicznych i rozpuszczalnikowych.

Taka konstrukcja znacznika charakteryzuje sie tym, ze ma heterogeniczng
strukture przez zmiane stezenia wspomnianego fluoroforu, zapewniajgc znaczne
wydtuzenie funkcjonalnosci obrazowania w bliskiej podczerwieni w porédwnaniu do
homogenicznego materiatu. Rozwigzanie opiera sie¢ na tym, ze obszary o duzym
stezeniu fluoroforu nie wykazujg wtasciwosci kontrastujgcych ze wzgledu na silne
samowygaszanie fluorescencji; dopiero po uplywie pewnego czasu oraz
wydyfundowaniu czesci zwigzku kontrastujgcego obszar osigga stezenie, w ktérym
fluorescencja jest wydajna z punktu wiasciwosci kontrastujacych. Potaczenie w
konstrukcji znacznika obszardw o roznych stezeniach fluoroforu, w tym o duzych
stezeniach, zapewni wtasciwos$ci kontrastujgce przez diuzszy czas.

Wydtuzenie funkcjonalnosci w poréwnaniu do znanych rozwigzan jest
uzyskiwane poprzez konstrukcje materiatowg znacznika, bazujgcg na
heterogenicznosci struktury uzyskanej przez zmiane stezenia fluoroforu, fj.
posiadajgcg obszary o réznych zawartosciach fluoroforu; w potgczeniu z mozliwoscig
dyfuzji fluoroforu w osnowie polimerowej materiatu, z ktérego wykonano znacznik oraz
uwalnianiem fluoroforu do otaczajgcych tkanek.

Wynalazek opiera sie na tym, ze wydajnos¢ fluorescenciji fluoroforu silnie zalezy
od stezenia w danym osrodku. Szczegdlnie wykorzystano fakt, ze obszary o duzym
stezeniu fluoroforu nie wykazujg wtasciwosci kontrastujgcych ze wzgledu na silne
samowygaszanie fluorescencji. Jednakze po uptywie pewnego czasu w srodowisku
wodnym, np.w warunkach ptynéw ustrojowych oraz wydyfundowaniu czesci zwigzku
kontrastujgcego, obszar o poczatkowo zbyt duzym stezeniu fluoroforu osigga stezenie,
w ktérym fluorescencja jest wydajna z punktu wtasciwosci kontrastujacych. Potgczenie
w konstrukcji znacznika obszaréw o réznych stezeniach fluoroforu, w tym o duzych

stezeniach, zapewni wtasciwosci kontrastujgce przez diuzszy czas. Poniewaz obszary



0 poczatkowo réznych stezeniach fluoroforu bedg wykazywaly duzg wydajnosé
fluorescencji w roznym czasie. Ponadto, uwalnianie fluoroforu z obszardw o wyzszym
stezeniu do obszardéw o nizszym wydtuzy czas funkcjonalno$ci obszarow o nizszym
stezeniu.

W wynalazku, obszary o réznych stezeniach fluoforofu mogg przyjmowac forme
uporzgdkowanego lub nieuporzadkowanego ukfadu o takich samych lub réznych
rozmiarach i ksztattach. Jednym z przyktadow moze by¢ uktad potaczonych rownolegle
struktur rdzen-wiele-otoczek. Tego typu struktury mogg by¢ otrzymane np. metodami
termicznymi lub roztworowymi lub kombinacjg réznych technik tych metod, np. metoda
wspotosiowego wyttaczania, przez potaczenie wyttaczania rdzenia i nanoszenie
kolejnych warstw metodg powlekania roztworowego.

W wynalazku, heterogenicznos¢ struktury polega na ciggtej lub skokowej
zmianie stezenia przynajmniej zwigzku kontrastujgcego do obrazowania fluorescencji
w bliskiej podczerwieni — fluoroforu — emitujgcego promieniowanie o dtugoscia fali w
zakresie 750-1200 nm.

Istnieje wiele potencjalnych zastosowan przedstawionej technologii. Wiekszos¢
Z nich zwigzana jest z operacjami chirurgicznymi w otwartym polu lub przy zabiegach
laparoskopowych z wykorzystaniem odpowiednich kamer do obrazowania w bliskiej
podczerwieni.

Przedmiot wynalazku zostat zilustrowany na rysunku, na ktérym Fig 1.
przedstawia przekroje obszaru przypowierzchniowego znacznikédw wytworzonych z
dwoch (a) oraz z pieciu (b) materiatdw zawierajgcych w swoim sktadzie fluorofor, z
materiatami uformowanymi w postaci réwnolegtych do powierzchni 10 obszardw
warstwowych, w ktorych najblizej zewnetrznej powierzchni wyrobu formowane sg
materiaty zawierajgce fluorofory o najnizszych stezeniach (C11 < C12 < C13< C14<Cn15s),
a warstwg powierzchniowag jest materiat 11 o najnizszym stezeniu fluoroforu, (¢ —widok
powierzchni), Fig. 2 przedstawia przekroje obszaru przypowierzchniowego
znacznikdbw wytworzonych z materiatdw zawierajacych w swoim sktadzie fluorofor
uformowanych w postaci potgczonych (a) lub rozdyspergowanych (b, ¢) obszardw,
gdzie materiat lub materiaty o najwyzszych stezeniach fluoroforu sg rozmieszczone w
materiale o osnowie polimerowe] =zawierajacej najnizsze stezenie 11 lub
niezawierajacej 18 fluoroforu oraz przyjmujg postac obszardéw rozréznialnych na
powierzchni 10 (d, e, f — widok powierzchni), jako prazki (d), okregi (e) lub sg pokryte

warstwg materiatu, w ktorym sg rozdyspergowane (f), Fig. 3 przedstawia
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implantowalny znacznik do systemu $rédoperacyjnej nawigacji, Fig. 4 przedstawia
marker do oznaczania kikutow sciegien i nerwéw na czas procedur operacyjnych lub
do czasu operacji zespolenia, Fig. 5 przedstawia marker do oznaczania kikutow
Sciegien i nerwdw w postaci zwoju, przez ktdéry mozna przeprowadzi¢ igte z nicg
chirurgiczng tak by przywigza¢ jg do pozadanej struktury anatomicznej, Fig. 6
przedstawia znacznik w postaci powtoki na metalicznym markerze pierscieniowym do
nawigacji $rédoperacyjnej z wykorzystaniem obrazowania fluorescencji w bliskig;
podczerwieni oraz jako marker do radioterapii, Fig. 7 przedstawia klips chirurgiczny a
Fig. 8 przedstawia pierscien dociskajgcy septe w implantowalnym porcie iniekcyjnym

do implantowalnego zbiornika na leki lub ekspandera tkankowego.

Przyktad 1.

Implantowalny znacznik do systemu $rédoperacyjnej nawigacji stosowany w
operacyjnym leczeniu wieloetapowym. Znacznik ma postaé azurowego walca o
$rednicy 6 mm i wysokosci 2.5 mm o porowatosci 60% i jest wytworzony z pieciu
materiatédw o réznym stezeniu fluoroforu. Znacznik wytworzono przez zaprojektowanie
w oprogramowaniu komputerowym typu CAD, tutaj SolidWorks, modelu znacznika jak
na rysunku Fig.3, z przypisaniem odpowiednich materiatdw do poszczegdlinych
obszarow, a nastepnie przetworzenie wybranych materiatbw na urzadzeniu
Bioscaffolder firmy Syseng, Niemcy, wykorzystujgcym metode przyrostowego
osadzania uplastycznionego materiatu z uwzglednieniem zaprojektowanego
roztozenia materiatow w jego objetosci. Model uzytkowy sktadat sie z dziewieciu
natozonych wspdtosiowo na siebie walcy o tej samej Srednicy. Walce skrajne, po cztery
z kazdej strony, miaty te sama wysoko$¢ 0.21 mm, podczas gdy srodkowy walec miat
wysoko$¢ 0.84 mm. Kazdemu z walcy przypisano materiat, z ktdérego zostanie
wytworzony walec, a nastepnie w postaci pieciu plikbw STL zapisano walce nalezgce
do tej samej grupy materiatowej, wg. Rysunku Fig.3. Nastepnie zapisane pliki STL
wykorzystano do stworzenia folderu skompresowanego ZIP, po czym skompresowany
folder zatadowano w programie PrimCam, poszczegdlnym plikom STL sktadajgcym
sie na caly model znacznika przypisano odpowiednie zestawy parametrow
wytwarzania, ktére réznity sie pozycjg gtowicy drukujgcej z odpowiednim materiatem,
po czym wygenerowano plik sterujgcy urzagdzeniem Bioscaffolder firmy Syseng,
Niemcy, wykorzystujgcym metode przyrostowego osadzania uplastycznionego

materiatu. Do wytworzenia znacznika wykorzystano 5 materiatdbw o osnowie poli(e-
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kaprolaktonu) z zielenig indocyjaninowa (ICG) jako fluoroforem. Materiaty zawieraty
odpowiednio 0,005% wagowych 11, 0,02% wagowych 12, 0,1% wagowych 13, 0,2%
wagowych 14 i 1% wagowy 15 fluoroforu. Materiaty znacznika przygotowano
wczeséniej przez dodanie odpowiedniej dla kazdego z materiatéw ilosci proszku ICG
do mieszaniny dichlorometanu (DCM) z kwasem oleinowym i etanolem 10:1:1
(obj.:0bj.:0bj.), a nastepnie rozpuszczenie polimeru do uzyskania roztworu o stezeniu
polimeru 10% (wag./obj. DCM). Otrzymane roztwory odlano na szklane szalki Petriego
I pozostawiono do wstepnego wysuszenia pod wyciggiem przez 14 h. Nastepnie
przygotowane materiaty suszono w suszarce prozniowej (25°C, 50 mbar) przez 7 dni,
po czym rozdrobniono je przez ciecie. Wytwarzanie znacznika, zgodnie z
zaprojektowanym modelem, zaczynato sie od przetwarzania materiatu 0 ngimniejszej
zawartosci fluoroforu 11 w celu wytworzenia pierwszej warstwy na stole roboczym.
Nastepnie wytwarzano kolejne warstwy struktury ze zmiang kata utozenia warstwy o
30° oraz zmiang materiatu na materiat o kolejnym wiekszym stezeniu fluoroforu, az do
warstwy pigtej, ktdérg wytworzono z materiatu o najwiekszym stezeniu fluoroforu.
Szosta, sibdma i dsma warstwa byta réwniez wytworzona z materiatu o najwiekszym
stezeniu fluoroforu. W materiatach wykorzystanych do wytworzenia warstw od
dziewigte] do dwunaste] stezenie fluoroforu malato. Tak przygotowany znacznik
wykazywat wydajng fluorescencje przez okres minimum 12 tygodni w warunkach
symulujgcych ptyny ustrojowe, tj. w 37°C w soli fizjologicznej buforowanej fosforanami
(pH 7.4).

Przyktad 2.

Wytworzono implantowalny znacznik do systemu $rdédoperacyjnej nawigacji
stosowany w operacyjnym leczeniu wieloetapowym jak w przyktadzie 1 z tg roznica,
ze zastosowang osnowg polimerowg byt kopolimer laktydu i kaprolaktonu o stosunku
molowym 70:30. Tak przygotowany znacznik wykazywat wydajng fluorescencje przez
okres minimum 12 tygodni w warunkach symulujgcych ptyny ustrojowe, jak w
przyktadzie 1.

Przyktad 3.

Wytworzono implantowalny znacznik do systemu $rdédoperacyjnej nawigacji
stosowany w operacyjnym leczeniu wieloetapowym jak w przyktadzie 1 z tg roznica,
ze na etapie przygotowywania materiatdw do kazdego dodano 10%wag proszku

siarczanu baru w stosunku do polimeru. Tak przygotowany znacznik wykazywat
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wydajng fluorescencje przez okres minimum 12 tygodni w warunkach symulujacych
ptyny ustrojowe, jak w przyktadzie 1.

Przyktad 4.

Marker do oznaczania kikutow sciegien i nerwéw na czas procedur operacyjnych lub
do czasu operacji zespolenia przedstawiono na rysunku 4. Model komputerowy
markera w postaci dwuwarstwowego paciorka o rdzeniu 3 mm i powtoce 0.75 mm z
otworem przelotowym, przez ktéry mozna przeprowadzi¢ igte z nicg chirurgiczng tak
by przywigza¢ znacznik do pozagdanej struktury anatomicznej, zaprojektowano w
oprogramowaniu SolidWorks z przypisaniem poszczegdlnych materiatbw o osnowie
polietylenu o matej gestosci (LDPE) z zielenig indocyjaninowg (ICG) do
poszczegdlnych obszardéw modelu w taki sposéb, ze warstwie zewnetrznej przypisano
materiat 0 mniejszym stezeniu fluoroforu 11, a warstwie wewnetrznej materiat o
wiekszym stezeniu fluoroforu 12, przy czym materiat o mniejszym stezeniu fluoroforu
11 zawiera 0,005% wagowych ICG, a materiat o wigekszym stezeniu fluoroforu 12
zawiera 0,05% wagowych ICG. Nastepnie paciorek otrzymano przez sukcesywne
potaczenie dwdch materiatdw przygotowanych jak w przyktadzie 1, przy czym osnowg
byt LDPE a rozpuszczalnikiem dla polimeru mieszanina chloroformu z cykloheksanem.
Poczatkowo, po odlaniu do formy i wysuszeniu w suszarce prozniowej, a nastepnie
rozdrobnieniu materiatu o wyzszym stezeniu ICG metodg wtrysku w temperaturze
130°C wytworzono rdzen paciorka w postaci kuleczki o $rednicy 3 mm. Nastepnie, na
wytworzong kuleczke naniesiono metodg powlekania roztworowego z drugiego
materiatu, o nizszym stezeniu fluoroforu 11 powioke przez zanurzenie kuleczki i
odparowanie rozpuszczalnika, a nastepnie 14-krotne powtdrzenie sekwencji
zanurzenia i odparowania, uzyskujgc powitoke o grubosci 750 um. Na koniec
wykonano otwér do przewleczenia igly z nicig chirurgiczng. Wytworzony marker
wykazywat wydajng fluorescencje przez okres minimum 6 tygodni w warunkach
symulujgcych ptyny ustrojowe, tj. w 37°C w soli fizjologicznej buforowanej fosforanami
(pH 7.4).

Przyktad 5

Marker do oznaczania kikutow sciegien i nerwéw na czas procedur operacyjnych lub
do czasu operacji zespolenia jak w przyktadzie 3, przy czym paciorek otrzymany przez
zaprojektowanie, a nastepnie sukcesywne potgczenie dwoch materiatdw o osnowie
polikaprolaktonu z Cy-C18, tj. pochodng Cy7.5 jako fluoroforem, przy czym jeden

zawiera 0,1% wagowych fluoroforu 11, a drugi zawiera 1% wagowych fluoroforu 12.
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Materiaty przygotowano jak w publikacji Ashoka et al. [Ashoka, A. H., Kong, S. H,,
Seeliger, B., Andreiuk, B., Soares, R. V., Barberio, M., ... & Klymchenko, A. S. (2020).
Near-infrared fluorescent coatings of medical devices for image-guided surgery.
Biomaterials, 120306], przy czym stezenie polimeru w rozpuszczalniku wynosito
0.3g/1ml, a rozpuszczalnikiem byt dichlorometan. Wytworzony marker wykazywat
wydajng fluorescencje przez okres minimum 6 tygodni w warunkach symulujacych
ptyny ustrojowe, tj. w 37°C w soli fizjologicznej buforowanej fosforanami (pH 7.4).
Przyktad 6

Powitoka na ztotym znaczniku do nawigaciji, ktéry jest wykonany ze ztota, w postaci
preta o dtugosci 10 mm i $rednicy 0,9 mm, przy czym osnowg materiatu powtoki jest
poli(metakrylanu metylu), a fluoroforem jest ICG. Marker wytworzono przez stworzenie
w oprogramowaniu komputerowym SolidWorks, modelu znacznika w postaci powtoki
na trojwymiarowym modelu ziotego znacznika uzyskanego w wyniku rekonstrukcji
skanéw z mikrotomografi komputerowej wykonanej przy uzyciu mikrotomografu
SkyScan1172 firmy Bruker. Zaprojektowana powtoka bedaca znacznikiem do
obrazowania z wykorzystaniem fluorescencji w bliskiej podczerwieni miata grubo$¢ 0.3
mm oraz skladata sie z trzech, rownej grubosci warstw materiatdbw o réznych
stezeniach z przypisaniem materiatu o najwiekszym stezeniu ICG, 1%, do warstwy
przylegajacej do ztotego znacznika, materiatu o $rednim stezeniu ICG, 0.1% do
warstwy $rodkowej, a do warstwy zewnetrznej materiatu 0 najnizszym stezeniu ICG,
0.01%. Znacznik wytworzono metodg powlekania zanurzeniowego, podobnie jak w
publikacji Ashoka et al. [Ashoka, A. H., Kong, S. H., Seeliger, B., Andreiuk, B., Soares,
R. V., Barberio, M., ... & Klymchenko, A. S. (2020). Near-infrared fluorescent coatings
of medical devices for image-guided surgery. Biomaterials, 120306], przy czym
stezenie polimeru w acetonitrylu wynosito 0.3g/1ml, a kazdg warstwe materiatu
otrzymano przez trzykrotne powtdrzenie sekwencji zanurzenia znacznika w roztworze
odpowiedniego materiatu i odparowania acetonitrylu dla kazdego z materiatéw
zaczynajgc od materiatu 0 najwyzszym stezeniu, nastepnie o Srednim stezeniu i 0
najnizszym stezeniu. Wytworzony marker wykazywat wydajng fluorescencje przez
okres minimum 6 tygodni w warunkach symulujgcych ptyny ustrojowe, tj. w 37°C w soli
fizjologicznej buforowanej fosforanami (pH 7.4).

Przyktad 7

Powitoka na ztotym znaczniku do nawigaciji, ktéry jest wykonany ze ztota, w postaci

preta o dlugosci 10 mm i srednicy 0,9 mm, jak w przyktadzie 5, przy czym osnowg
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materiatu powtoki jest polikaprolakton, fluoroforem jest ICG, a metoda formowania
warstw jest elektroprzedzenie z roztworu. Materiaty otrzymano przez rozpuszczenie
polikaprolaktonu w hexafluoroisopropanol do uzyskania 8% roztworu, a nastepnie
dodaniu 1%wag kolagenu typu | w stosunku do polimeru oraz odpowiedniej ilosci ICG,
przy czym stezenia fluoroforédw zastosowano jak w przykladzie 5. Kazdg warstwe
materiatu otrzymano przez elektroprzedzenie z roztworu odpowiedniego materiatu
zaczynajgc od materiatu 0 najwyzszym stezeniu, nastepnie o Srednim stezeniu i 0
najnizszym stezeniu. Wytworzony marker wykazywat wydajng fluorescencje przez
okres minimum 3 tygodni w warunkach symulujgcych ptyny ustrojowe, tj. w 37°C w soli
fizjologicznej buforowanej fosforanami (pH 7.4).

Przyktad 8.

Marker do oznaczania kikutow $ciegien i nerwdw w postaci zwoju, przez ktéry mozna
przeprowadzi¢ igte z nicg chirurgiczng tak by przywigzac jg do pozgdanej struktury
anatomicznej zaprezentowany na rysunku 5. Marker wytworzony przez stworzenie
komputerowego modelu w postaci trzymateriatowego zwoju z koncentrycznym
rozmieszczeniem dwoch warstw na rdzeniu zwoju. Do poszczegdinych warstw |
rdzenia zwoju przypisano materiaty 0 osnowie poli(e-kaprolaktonu) i rdéznych
stezeniach ICG. Warstwie zewnetrznej o grubosci 0.25 mm przypisano materiat
zawierajgcy 0,005% wagowych ICG 11, warstwie $rodkowej o grubosci 0.2 mm
materiat zawierajacy 0,05% wagowych ICG 12, a rdzeniowi zwoju 0 $rednicy 0.1 mm
materiat zawierajgcy 0,5% wagowych ICG 13.Zwdj otrzymany metodg wspotosiowego
wyttaczania przez jednoczesne wspotosiowe wyttaczanie trzech materiatéw o osnowie
poli(e-kaprolaktonu) z zielenig indocyjaninowa (ICG),. Materiaty przygotowano jak w
przyktadzie 1. Materiat o najwyzszym stezeniu ICG wykorzystano do wytworzenia
rdzenia zwoju 13 w o $rednicy 0,1 mm. Materiat o Srednim stezeniu fluoroforu 12
tworzyt warstwe na rdzeniu, tzw. warstwe srodkowg, o grubosci 0,2 mm. Materiat o
najnizszym stezeniu fluoroforu 11 tworzyt warstwe zewnetrzng o grubosci 0,25 mm.
Wytworzony marker wykazywat wydajng fluorescencje przez okres minimum 4 tygodni
w warunkach symulujgcych ptyny ustrojowe, ti. w 37°C w soli fizjologicznej
buforowanej fosforanami (pH 7.4).

Przyktad 9.

Marker do oznaczania kikutdw Sciegien i nerwéw w postaci sprezynki o $rednicy
zewnetrznej 5 mm i dtugosci 10 mm, przez ktérg mozna przeprowadzi¢ igte z nicg

chirurgiczng tak by przywigzac jg do pozadanej struktury anatomicznej, wytworzona
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jak w przyktadzie 8, z tym, ze osnowag trzech materiatdéw o roznej zawartosci fluoroforu
byt medyczny poliuretanu, a fluoroforem IRDye 800CW. Poszczegdlne materiaty
przygotowano jak w publikacji Stevenson et al. [STEVENSON JR, André T., et al.
Fabrication and characterization of medical grade polyurethane composite catheters
for near-infrared imaging. Biomaterials, 2015, 54. 168-176]. Wytworzony marker
wykazywat wydajng fluorescencje przez okres minimum 6 tygodni w warunkach
symulujgcych ptyny ustrojowe, tj. w 37°C w soli fizjologicznej buforowanej fosforanami
(pH 7.4).

Przyktad 10.

Znacznik do nawigacji srodoperacyjnej przy resekcji guza z wykorzystaniem
obrazowania fluorescencji w bliskiej podczerwieni w postaci powtoki na metalicznym
markerze pierscieniowym do radioterapii 19 przedstawiony na rysunku Fig.6..
Znacznik w postaci powtoki o grubos$¢ 750 um na metalicznym markerze wytworzony
przez stworzenie modelu komputerowego z uwzglednieniem roztozenia w objetosci
pieciu materiatéw o osnowie polilaktydu z zielenig indocyjaninowg (ICG) a nastepnie
przetworzenie zaplanowanych materiatbw metodg prasowania ttocznego przez
jednoczesne potaczenie tych materiatdbw o osnowie polilaktydu z zielenig
indocyjaninowg (ICG), przy czym materiaty zawierajg odpowiednio 0,001% wagowych
11, 0,02% wagowych 12, 0,1% wagowych 13, 0,2% wagowych 14 i 1% wagowych 15
fluoroforu. Materiaty przygotowano jak w przyktadzie 1, przy czym osnowg byt
polilaktyd.. Wytworzony znacznik wykazywat wydajng fluorescencje przez okres 12
tygodni w warunkach symulujgcych ptyny ustrojowe, tj. w 37°C w soli fizjologiczne;
buforowanej fosforanami (pH 7.4).

Przyktad 11.

Znacznik do nawigacji srodoperacyjnej przy resekcji guza z wykorzystaniem
obrazowania fluorescencji w bliskiej podczerwieni w postaci powtoki na metalicznym
markerze pierécieniowym do radioterapii 19 jak w przyktadzie 9, z tym, ze osnowg
pieciu materiatdw o rdznej zawartosci fluoroforu, tj. IRDye 800CW, byt medyczny
poliuretanu. Poszczegdlne materiaty przygotowano jak w publikacji Stevenson et al.
[STEVENSON JR, André T., et al. Fabrication and characterization of medical grade
polyurethane composite catheters for near-infrared imaging. Biomaterials, 2015, 54:
168-176]. Wytworzony marker wykazywat wydajng fluorescencje przez okres minimum
6 tygodni w warunkach symulujacych ptyny ustrojowe, tj. w 37°C w soli fizjologiczne;

buforowanej fosforanami (pH 7.4).
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Przyktad 12. Klips chirurgiczny

Klips chirurgiczny, przedstawiony na rysunku 7, zaktadany tymczasowo na naczynie,
np. na czas zespolenia, wytworzony przez stworzenie modelu komputerowego z
uwzglednieniem roztozenia w objetosci poszczegdlnych materiatdbw o osnowie
polikaprolaktonu z zielenig indocyjaninowg (ICG), a nastepnie przetworzenie
zaplanowanych materiatéw przez sprasowanie szesciu ptytek z trzech materiatéw o
koricowej grubosci wypraski 6 mm. Klips wykonano z materiatéw o osnowie poli(e-
kaprolaktonu) z zielenig indocyjaninowg (ICG), przy czym materiaty zawierajg
odpowiednio 0,001% wagowych 11, 0,02% wagowych 12, 0,1% wagowych 13
fluoroforu. Materiaty przygotowano jak w przyktadzie 1. Warstwa $rodkowa o grubosci
2 mm wytworzona zostata z dwoch plytek 0 najwyzszym stezeniu fluoroforu 13,
sagsiadujgce z nig warstwy o grubosci 1 mm z materiatu o Sredniej zawartosci
fluoroforu, a zewnetrzne warstwy o grubosci 1 mm z materialu 0 najmnigjszej
zawartosci fluoroforu. Wytworzony klips wykazywat wydajng fluorescencje przez okres
12 tygodni w warunkach symulujgcych ptyny ustrojowe, tj. w 37°C w soli fizjologiczne;j
buforowanej fosforanami (pH 7.4).

Przyktad 13. Pierscien dociskajgcy septe w implantowalnym porcie iniekcyjnym do
implantowalnego zbiornika na leki lub ekspandera tkankowego przedstawiony na
rysunku Fig.8.

Pierscien w postaci nakretki dociskajgcej septe w implantowalnym porcie iniekcyjnym
wytworzony przez stworzenie modelu komputerowego z uwzglednieniem roztozenia w
objetosci poszczegdinych materiatdw zawierajgcych odpowiednio 0,005% wagowych
11, 0,02% wagowych 12, 0,05% wagowych 13, 0,1% wagowych 14 i 0,5% wagowych
15 fluoroforu, a otrzymany metodg wtrysku przez zatopienie w gidwnym materiale
pierscienia 11 szesnastu rownomiernie roztozonych po okregu pinéw o $rednicy 1 mm
wykonanych z czterech materiatow 12, 13, 14, 15 metodg wyttaczania. Wszystkie
materiaty posiadaty osnowe z polietylenu i byty wytworzone jak w przyktadzie 2, a
fluoroforem byta zielen indocyjaninowa.. Wytworzony pierécien wykazywat wydajng
fluorescencje przez okres minimum 16 tygodni w warunkach symulujgcych ptyny
ustrojowe, tj. w 37°C w soli fizjologicznej buforowanej fosforanami (pH 7.4).

Przyktad 14. Pierscien dociskajgcy septe w implantowalnym porcie iniekcyjnym do
implantowalnego zbiornika na leki lub ekspandera tkankowego.

Pierscien w postaci nakretki dociskajgcej septe w implantowalnym porcie iniekcyjnym

wytworzony przez stworzenie modelu komputerowego z uwzglednieniem roztozenia w
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objetosci poszczegdinych materiatdw zawierajgcych odpowiednio 0,005% wagowych
wagowych 12, 0,02% wagowych 13, 0,1% wagowych 14 i 0,5% wagowych 15
fluoroforu, a otrzymany metodg wtrysku przez zatopienie w gtdwnym materiale
pierscienia, niezawierajgcym fluoroforu, szesnastu rownomiernie roztozonych po
okregu pindw o Srednicy 1 mm wykonanych z czterech materiatéw 12, 13, 14, 15
metodg wyttaczania. Wytworzony pierscien wykazywat wydajng fluorescencje przez
okres minumum 16 tygodni w warunkach symulujgcych ptyny ustrojowe, tj. w 37°C w

soli fizjologicznej buforowanej fosforanami (pH 7.4).



