Postepy w nanotechnologii — Elektroprzedzenie nanowtdékien
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Biodegradowalne “rusztowanie” dla inzynierii tkankowej
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Fotografie widkien otrzymanych z przez elektroprzedzenie roztworu kopolimeru poli(3-hydroksymaslan-co-3-hydroksywalerianian)
dla ré6znych stezen kopolimeru w roztworze CHCI;'



Zaprezentowane nanowiokna zostaty wyprodukowane jako biodegradowalne ,rusztowanie” dla inzynierii tkankowej. Fotografia
przedstawia badanie jako$ci widkna w zaleznos$ci od stezenia polimeru w roztworze. Autorzy zastosowali niewielki dodatek
rozpuszczalnej w chloroformie soli amoniowej: chlorku benzylotrialkiioamoniowego (CHs, C,Hs) w celu polepszenia jakosci widkien.
Przewodnictwo roztworu do przedzenia byto najwazniejszym czynnikiem wptywajacym na jako$¢ uzyskanych wtokien, istniata
pewna graniczna warto$¢ przewodnictwa, za ktorg nie nastepowato juz polepszenie wiasciwosci produktu.

Biodegradacja witdkniny byta szybsza niz folii z kopolimeru, dodatek soli zwiekszat szybkos¢ bidegradaciji, wskutek zwiekszenia
mikroporowatosci. Uzyskane witdkniny nasladowaty strukture zewnatrzczasteczkowej matrycy kolagenu ktéra petni bardzo wazng

role w adhezji i wzroscie komoérek.



Elektroprzedzenie kolagenu?

Naturalna zewngrzkomorkowa ,matryca” kolagenu (,Extracellural colagen matrix”) zbudowana jest z widkien o $rednicy

50-300 nm. Odgrywa ona wazng role w mikrosrodowisku regulujgcym funkcje i aktywnos$¢ komérek. Komunikacja komorek poprzez

tga matryce umozliwia prawidtowe dziatanie catych organdéw tworzonych przez komorki.

Elektroprzedzenie naturalnego kolagenu umozliwia lepszg adhezje i migracje komoérek.

Elektroprzedzenie przeprowadzono z zastosowaniem 1,1,1,3,3,3-heksafluoro-2-propanolu jako rozpuszczalnika. Otrzymano witdkna
o srednicy 100 nm do 5 mikrometrow. Stwierdzono ze zalezno$¢ pomiedzy lepkoscig a srednicg uzyskanego witbkna mozna
wykorzysta¢ do uzyskiwania roznych wiokien.

Badano mozliwos$¢ orientacji widkien tworzonego ,rusztowania” . Ruch bebna zbierajgcego potgczony z ogniskowaniem pola
elektrycznego podczas elektroprzedzenia umozliwia tworzenie matrycy nasladujgcej skomplikowang strukture matrycy kolagenu.
Grubos¢ indywidualnych warst mozna kontrolowac czasem przedzenia. Grubos$¢ ,rusztowania” moze sie wahac od pojedynczego
widkna do kilku milimetrow.

Podstawowg zaletg matryc z naturalnego kolagenu jest zminimalizowanie odczynu zapalnego, ktory zazwyczaj towarzyszy
mikrometrowej wielkosci widknom. Po uptywie kilku dni struktura z elektroprzedzonego kolagenu zostata wtaczona do otaczajacej
tkanki. W ciggu tygodnia zostatg opleciona siecig naczyn krwionosnych. ,Rusztowania” z nanowtdkien wykazujg zdolnos¢ do
,wtapiania” sie w otoczenie i sg akcetpowane przez uktad odpornosciowy. Uzyskane ,rusztowanie” moze by¢ rowniez wykorzystane

do szczepienia komorek do wykorzystania w inzynierii tkankowej.



Zastosowanie elektroprzedzenia biodegradowalnych polimeréw do systemoéw terapeutycznych (,Drug delivery system”)?

Nanowtdékna z poli(laktydu) uzyskane z roztworu w chloroform/aceton (2:1) a/ bez dodatku surfaktantow, b/ 5%w/w chlorku
trietyloamoniowego (surf. kationowy), ¢/5% w/w niejonowego surfaktanta PEO-PPO, d/ 5% w/w dodecylosulfonianu sodowego-surf.
anionowy.



Autorzy stwierdzili, ze dodatek ktoregokolwiek z przedstawionych surfaktantéw zmniejsza rozmiar nanowitokien i zmniejsza
dyspersje otrzymanych wtokien. Warto zauwazy¢, ze dla surfaktantow jonowych mogto to by¢ spowodowane wzrostem
przewodnictwa roztworu do przedzenia, za$ surfaktant niejonowy zawiera jednostki poli(tlenku etylenu), o ktorym wiadomo, ze
znaczaco polepsza proces przedzenia innych, ,trudnych” polimerow. Rifampina (lek przeciwgruzliczy) i paclitaxel (lek
przeciwnowotworowy) enkapsulowane w matrycy polimerowej wykazywaty staty poziom uwalniania in vitro w warunkach hydrolizy
matrycy polimerowej. Nie dochodzito do gwattownego, skokowego wydzielania lekéw. Stwierdzono réwniez, ze leki o charakterze
hydrofilowym nie wbudowywaty sie w matryce ich krysztaty osiadaty na powierzchni nanowtokien.



Biodegradacja nanowtdknin z zastosowaniem izolowanych kultur grzybéw glebowych*

Biodegradacja wtdkniny z poli(kaprolaktonu) przez kultury grzybow glebowych w czasie: a/0 , b/3 , ¢/ 7, d/14 dni



Autorzy otrzymywali nanowtokniny z poli(kaprolaktamu) z roztworu CH2CL2-DMF 85-15 v/v. Stwierdzono, ze ze wzrostem stezenia
PCL w roztworze i lepkosci roztworu otrzymano nanowtdkna o rosngcej grubosci srednio 330-510 nm. Najlepszg szybkos¢
biodegradacji stwierdzono dla wtdknin z najcienszych widkien. Biodegradacji towarzyszyt rozpad matrycy polimerowej

konsumowanej przez grzyby jako zrodto sktadnikow odzywczych. uzyskane wyniki mogg znalez¢ zastosowanie w badaniach
kontrolowanego rozpadu biologicznego nanowtdknin.



Wplyw pH na elektroprzedzenie poli(alkoholu winylowego)®
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Miareczkowanie potencjometryczne wodnego roztworu poli(alkoholu winylowego) ma asymetryczny przebieg, wskazuje na wiekszg
jonizacje polimeru w srodowisku zasadowym.

Autorzy stwierdzili, ze dla nizszych wartos$ci pH nieoczekiwanie tworzyty sie wibkna o charakterze ,paciorkow na sznurku”,
nieprzydatne jako nanowtokna. W srodowisku zasadowym udawato sie osiggnga¢ nanowtdkna o jednolitej grubosci.

Ten nieoczekiwany wynik zostat przypisany zwigzanej z matym promieniem jonowym zwiekszonej ruchliwosci protonéw, jak
rowniez wiekszej gestosci tadunku powodujgcej niestabilnos¢ przedzonej strugi.



Elektroprzedzenie chitozanu z wodnego roztworu kwasu octowego®

Fotografia nanowtdkien otrzymanych z chitozanu przy roznych stezeniach uzytego kwasu octowego a/ 10, b/30, ¢/50, d/70, e/ 90%
roztwor kw octowego w wodzie.



-Chitozan — produkt N-deacetalizacji naturalnej chityny, jest biozgodny, biodegradowalny, wykazuje wiasciwosci antybakteryjne
utatwia gojenie ran, jak réwniez dziata przeciwnowotworowo.

- najlepsze wiasciwosci przedne wykazywat chitozan o sredniej masie czgsteczkowej (rzedu 100.000 Da), zaréwno dla mas 3
razy nizszych jak i 4 razy wyzszych nie otrzymano dobrej struktury wtokien.

- Niezbedny byt dobor parametrow, napiecia, stezenia elektrolitu.

- Bardzo wazna rola rozpuszczalnika — podobnie jak w przypadku celulozy wystepujg powazne trudnosci w produkciji
biomakromolekularnych nanowtdkien. Znacznie utrudniajgca rozpuszczalnos¢ trojwymiarowa sie€ wigzan wodorowych w
substracie, ograniczenia rozpuszczalnosci w wiekszosci rozpuszczalnikédw organicznych oraz jonowy charakter polimeru w
roztworze sg gtbwnym problemem do pokonania.



Elektroprzedzenie celulozy ’

- wielkotonazowy polimer naturalny. Badano rézne odmiany celulozy regenerowane.

- Uzyto bezposrednio celulozy, nie jak zazwyczaj octanu lub trioctanu.

- Eksperyment przeprowadzono w bardzo prostych warunkach, w ramach letniego programu badawczego.

- Roztwoér do elektroprzedzenia : system etylenodiamina-KSCN Na uwage zastuguje fakt uzycia rodanku potasowego jako
gtébwnego sktadnika roztworu do elektroprzedzenia.

- Zastosowano dodatek niewielkiej ilosci wody, niezbednej do rozpuszczenia celulozy w temp. 60 deg C.

- Powiodto sie przedzenie celulozy o masie 20.000 Da, nie udato sie otrzymac nanowtokien z celulozy o masie 70.000-120.000
Da



Elektroprzedzenie kopolimeru poli(etylenu-co-alkoholu winylowego) i zastosowanie do hodowli kultur tkankowych oraz opatrunkéw?®
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a/ Komérki miesniowe, b/komérki fibroblastu oddziatujgce z wtdkning kopolimeru po 7 dniach wzrostu komérek

- uzyto handlowy kopolimer o zawarto$ci 56-71% jednostek alkoholu winylowego

- roztwor uzyskany w temperaturze 80 deg C byt niestabilny i po kilku godzinach od sporzadzenia dochodzito do odwracalnego
wytrgcenia frakcji polimeru, prawdopodobnie wskutek tworzenia sie wigzan wodorowych pomiedzy jednstkami strukturalnymi
alk. Winylowego.

- uzyskano maty z mikrowtokien, o srednicy 0,4- 5 mikrometréw,

- zastosowanie wirujgcego bebna do odbioru maty umozliwito przedzenie z szybkoscig 10-18 ml 7% roztworu kopolimeru
Nie zastosowano dodatku elektrolitu.

Stwierdzono réwniez, ze elektroprzedzenie z uzyciem cylindrycznych obiektéow np. igiet daje mozliwos¢ utworzenia struktur
przypominajacych budowg nerwy po zastosowaniu odpowiednich kultur komorek.



Elektroprzedzenie nanowtdkniny kopolimeru bezposrednio na reke

Zaprezentowano koncepcje opatrunku nanoszonego bezposrednio na zywe tkanki
-uzycie sterylnego kopolimeru rozpuszczonego w antybakteryjnym roztworze 70% n-propanolu w wodzie

-opatrunek utworzono w czasie 30 min.



Elektroprzedzenie polielektrolitu zawierajacego grupy amoniowe i antybakteryjny charakter uzyskanej wtokniny®
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a/kopolimer nie zawierajgcy grup amoniowych, b/ terpolimer 25% mol monomeru amoniowego , c/powiekszenie b/

- Elektroprzedzenie terpolimeru zawierajgcego grupy amoniowe.

- Srednia Mw ok. 60.000 Da, duza polidyspersyjnos¢, ok 2.

- Dyspersyjnos¢ wiokien terpolimeru — dodatek jonowego monomeru powodowat powstanie zardwno grubych, jak i cienkich
nanowtokien

- Puszysta budowa terpolimeru zawierajgcego grupy amoniowe, spowodowana przez obecnos¢ tadunkéw w tancuchu

- Dla 25% komonomeru stwierdzono aktywno$¢ antybakteryjng, ktérej nie udato sie powtorzy¢ dla hydrofobowego polimeru



Bioabsorbowalne membrany polimerowe- zalezno$¢ struktury od parametréw procesu otrzymywania *°

Struktura membran otrzymanych z dodatkiem 1%w elektrolitow A/ KH2PO4 B/ NaH2PO4 C/ NaCl

Bioabsorbowalne membrany otrzymywano z nanowtdkien z poli(d,I-laktydu) lub poli(l-laktydu).
- optymalizowano warunki otrzymywania membran z nanowtdknin.

- membrana byta zaprojektowana jako system terapeutyczny,
stwierdzono, ze dodatek lekdw o charakterze jonowym zmienia strukture nanowtékien,



dla zbadania wptywu dodatku elektrolitdw przeprowadzono badania procesu elektroprzedzenia w zaleznosci od dodatku
elektrolitu
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dystrybucja rozmiaréw nanowtdkien w zaleznosci od dodatku soli

-dodatek soli umozliwit uzyskanie waskiego rozrzutu rozmiarow widkien



Membrany nanowtékninowe zawierajace naturalne biatka kazeine i enzym lipaze™

Membrany nanowiokninowe z blendy PVA:kazeiny a/100:0, b/70:30, c/30:70% otrzymane przez elektroprzedzenie z roztworu H20-
trietyloamina



Wobec braku mozliwosci elekroprzedzenia kazeiny uzyto matryc z poli(tlenku etylenu) Mw 600.000 Da albo poli(alkoholu
winylowego) Mw 120.000 Da. Badano enzymy: lipaze (Candida rugosa) oraz a-chromotrypsyne (trzustka bydleca)

Srednica otrzymanych widkien 100-500 nm,

Otrzymane widkniny przeksztatcano w membrany przez usieciowanie dodatkiem 4,4'-metylenobis(fenyleno)diizocyjanianem,
jako probke poréwnawczg zastosowano enzym immobilizowany w filmie polimeru sporzgdzonym z roztworu analogicznego jak
uzyty do elektroprzedzenia.

Aktywnosc lipazy enkapsulowanej w nanowtokninie byta ok 100 razy nizsza niz enzymu w postaci wolnej ale ok. 6 razy wyzsza
w poréwnaniu z enzymem immobilizowanym. Jako reakcji modelowej uzyto hydrolize emulsji oleju z oliwek w wodzie.
Aktywnos¢ membran PVA-lipaza byta wyzsza niz PEO-kazeina-lipaza.



Woptyw dodatku elektrolitow na proces elektroprzedzenia blendy polistyrenu i polimeru zawierajgcego grupy fluorescencyjne’

Wiokniny otrzymane w procesie elektroprzedzenia blend

a/PS/MEH-PPV(15:1w:w) 16% w THF bez dodatku PF b/ PS:MEH-PPV(7,5:1, w:w)8,5% w THF dodatek 8%v/v PF
Zastosowano blende polistyrenu i polimeru zawierajgcego grupy fluorescencyjne (MEH-PPV)

jako rozpuszczalnikéw uzyto THF, CHCI3, 1, 2-dichloroetanu oraz ich mieszanin

jako dodatek zwiekszajacy przwodnictwo uzyto mréwczan pirydyny

Otrzymano nanowtokna o srednicy 0,3-5,1 mikrometrow

Najlepszym rozpuszczalnikiem okazat sie chloroform, najgorszym THF, co przypisano zmianom wartosci statej dielektryczne;.
Zastosowanie mieszaniny chloroform/1,2-dichloroetan przyniosto dalsze polepszenie rezultatow.

Dodatek soli, mréwczanu pirydyny (PF) znaczaco polepszyt mozliwosci elekroprzedzenia, nawet dla roztwordw, ktérych
dominujgca byta struktura typu 'koralikbw na sznurku',

Dodatek soli podwyzszyt wydajnosc procesu elektroprzedzenia oraz podwyzszyt srednice widien - przez zwiekszenie sit
odpychania w strudze roztworu polimeru

Istnieje krytyczna zawartos¢ PF po przekroczeniu ktorej nastepuje pogorszenie morfologii widkien.

Mréwczan pirydyny jest catkowicie usuwany ze strugi, ulega rozpadowi i przechodzi do fazy gazowej

produkt rozpadu PF, pirydyna jest trujgca, rakotworcza



Na uwage zastugujg réwniez prowadzone w laboratoriach armii USA badania nad produkcjg odziezy bezszwowej, uzyskanej przez
bezposrednie nanoszenie nanowtdkien na forme. Uzyskana odziez ma mie¢ charakter ,superhydrofobowy” tj. zaréwno hydro- jak i
lipofobowy.



Wptyw dodatku elektrolitu na proces elekroprzedzenia (do 10 doniesien)



Wstep: obecnie rozwijane jest elektroprzedzenie zaréwno polimerdw organicznych jak i nieorganicznych. Wyraznie intensywniejszy
rozwoj mozna zauwazy¢ dla widkien organicznych. Istnieje rowniez klasa polimerow elektroprzedzonych jako polimery organiczne,
a nastepnie przeksztatcanych w nieorganiczne. Na szczegolng uwage zastuguja tu polisiloksanowe nanorurki. W materiatach
ceramicznych warto wspomnie¢ o powaznym ograniczeniu ewentualnego zastosowania — dobrze poznanym w przypadku azbestu
o krotkich wtdknach charakterze karcynogennym mikrowtdkien nie ulegajacych biodegradacii.
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