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SAZETAK

Elektroispredeni materijali su se pokazali kao dobri kandidati za uzgoj tkivnih stanica
odnosno kao odgovarajuca alternativa u tkivnom inzenjerstvu u odnosu na naj¢esce
koriStene prirodne nosaCe. Nanovlaknasta struktura je jako slicha strukturi
izvanstani€nog okruzenja, velika poroznost i povezanost pora, kao i sama
nanovlakna omogucuju prijenos kisika, hranjivih tvari, te odvoz tekucina. U svrhu
poboljSanja adhezije, migracije, te infiltracije stanica u dublje slojeve, nosaci imaju
cilianu strukturu povrSine, kao i ciljanu funkciju. U ovom radu izradeni su
elektroispredeni materijali, na bazi biorazgradivog polikaprolaktona (PCL), ciljane
topografije, te je u istima enkapsuliran antibiotik cefuroxim (CFU), s ciljem primjene u
uzgoju tkivnih stanica odnosno antibakterijskoj terpaiji oka. U tu svrhu
elektroispredeni PCL/CFU materijali pripremljeni su kombinacijom elektroispredanja i
3D printanja. Elektroispredena nanovlakna sakupljaju se na 3D printanim kolektorima
cillane geometrija temeljene na ponavljajuéu jedinicu geometrijskog lika heksagona.

Elektroispredenim PCL/CFU materijalima odredena su: morfologija, poroznost,
toplinska degradacija, ponaSanje materijala pri vlaChom testu, te praceno je
otpustanje antibiotika tijekom odredenog vremena, u ovisnosti o koncentraciji
cefuroxima i vrsti 3D printanog kolektora. Dodatak i povecCanje koncentracije
antibiotika utje¢e na promjenu promjera vlakana, te povrSinu pora, smanjuje toplinsku
stabilnost PCL-a, te uglavhom povecéava prekidnu ¢vrsto¢u. Kod obje koncentracije
antibiotika od 5 i 10 % zabiljezena je relativno ista promjena apsorbancije fizioloSke
otopine nakon 9 dana pracenja otpustanja antibiotika. Promjena geometrije kolektora
(povecanije visine centralnog valjka) ima najveéi utjecaj na morfoloskih karakteristika i

poroznosti elektroispredenih materijala.

Kljuéne rijeci: elektroispredanje, 3D printanje, elektroispredeni nosaci, PCL/CFU,

tkivno inzenjerstvo.
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1. uvOD

U svijetu postoji trend velikog ulaganja u istrazivanja na polju elekstroispredenih
nanovlaknastih nosa€a koja sa svojim odli¢nim svojstvima igraju znacajnu ulogu u
uzgoju tkivnih stanica i raznim biomedicinskim lije¢enjima, a time opravdavaju svoj
znacaj. lIstrazivaCi neprestano dobivaju nova saznanja i razvijaju nove metode
poboljSanja ove tehnike za proizvodnju biomedicinskih materijala. Biokompatibilnost i
biorazgradljivost kod ovih nosaCa su vazni parametri u regulaciji rasta stanica,
prevencije upale i toksi¢nosti. Vlaknasta struktura, geometrija pora i medusobna
povezanost pora, su znacajni za vezivanje stanica, migraciju, rast i protok hranjivih
tvari. U svrhu poboljSanja staniChe adhezije elektroispredanje se provodi na
modificiranih  kolektorima specijalne geometrije ili naknadnom kemijskom
modifikacijom povrSine elektroispredenog nosaca. Jedna od mogucnosti izrade
kolektora specijalne geometrije je i tehnologija 3D printanja koja omogucéava brzu i
jednostavnu izradu predmeta najCeSce iz plastike, tj. polimera poput: polilaktida
(PLA), akrilonitril butadien stirena (ABS), polivinil alkohola (PVA) i sl. 3D printanjem
izraduju se predmeti u jednom koraku bez naknadnog spajanja dijelova.
Elektroispredeni materijali su se pokazali kao dobri kandidati za uzgoj tkivnih stanica
odnosno kao odgovarajuca alternativa u tkivnom inZenjerstvu u odnosu na naj¢esce
koriStene prirodne nosaCe. Nanovlaknasta struktura je jako sliCha strukturi
izvanstani€nog okruzenja, velika poroznost i povezanost pora, kao i sama
nanovlakna omogucuju prijenos kisika, hranjivih tvari, te odvoz tekucina. Jedan od
izazova u izradi elektroispredenih nosaCa je problem infiltracije stanica u dublje
slojeve nosaCa. To se mozZe posticCi izradom nosacCa sa strukturom izgradenom od
nanovlakana i mikropora. Nanovlakna ¢e omoguciti viSe vezivna mjesta za stanice, a
mikropore ¢e omoguciti prodor stanica u dublje slojeve, te u konacnici pridonijeti
rastu novog tkiva. U regeneraciji svakako pomazu i dodatci koji se naj¢eSée dodaju
polimerima tijekom elektroispredanja (npr. bioloSke komponente i sl.), dok odabir
sirovine svakako mora zadovoljiti i mehanicke kriterije nosaca, odnosno nanvlaknasta
struktura mora se oduprijeti silama rasta novog tkiva.

U ovom radu provedeno je istrazivanje na ciljano izradenim nosacima, a izradeni

primjenom postupka elektroispredanja u kombinaciji sa tehnikom 3D printanja.



1.1. Ciljevi rada

Glavni cilj ovog rada je izrada nanovlaknastih materijala kombinacijom tehnike
elektroispredanja i 3D printanja. Kako bi se izradili materijali sa ciljanom topografijom
povrSine, elektroispredanje se provodi na 3D printanim kolektorima specijalne
geometrije. Tako izradeni materijali primjenjuju se kao nosaci za uzgoj tkivnih
stanica, pri Cemu se topografija njihove povrSine dizajnira u skladu s dimenzijama i
vrstom tkivnih stanica. Ciljana topografija nosaca pospjeSuje adheziju, te daljnju
kolonizaciju stanica u unutarnje slojeve nosaca. Uz dizajna odgovarajuce fizicke
strukture drugi cilj rada odnosi se na izradu materijala s antibakterijskim svojstvom, tj.
dodatak antibiotika u polimer tijekom elektroispredanja. Odabrani antibiotik koristi se
kao terapija kod regeneracije oka nakon operacije. Specifi¢ni ciljevi ovog rada
odnose se na karakterizaciju elektroispredenih nosaca u ovisnosti o topografiji
povrSine odnosno geometriji 3D printanih kolektora, te u ovisnosti o koli€ini dodanog
antibiotika. Pri tome ispitivana svojstva ukljucuju:

e odredivanje morfologije elektroispredenih nosa¢a, odnosno promjer vliakana,
promjer deformacija ili grudica, povrSina pora kao i izgled povrSine vlakana
odnosno povrsine elektroispredenog nosaca,

e odredivanje ukupne poroznosti elektroispredenih nosaca,

e odredivanje gubitka mase, te brzine degradacije, u funkciji temperature, a
ovisno o koli€ini antibiotika u elektroispredenom nosacu,

e odredivanje mehani¢kog ponasanja materijala tijekom viacnog testa,

e pracenje otpustanja antibiotika tijekom odredenog perioda koji odgovara

kontroliranoj terapiji oka nakon operacije.



2. O TEHNOLOGIJI ELEKTROISPREDANJA | 3D PRINTANJA
2.1. Elektroispredanje

Tehnikom elektroispredanja proizvode se nanovlakna dovodenjem mlaza polimerne
otopine u elektricno polje koji se stanjuje, destabilizira i naposljetku oblikuje u ultra
tanke filamente pod utjecajem elektrostatskih sila. U 21. stolje¢u tehnika
elektroispredanja postala je najpopularnija tehnika proizvodnje nanovlakana, zbog
jednostavne izvedbe uredaja, mogucnosti izbora materijala, kontrole morfologije
vlakana, relativno visoke stope proizvodnje (u novije vrijeme), §to je rezultiralo time
da se znanstvenici raznih profila bave ovom tehnikom diljem svijeta [1].

Uredaj za elektroispredanje sastoji se od tri glavhe komponente: izvora visokog
napona, pumpe sa Spricom (s iglom ravnog vrha - mlaznica) u kojoj se nalazi
polimerna otopina, te uzemljenog kolektora viakana (najéeSée metalna ploca ili
valjak), slika 2.1.1. [1].
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Sl. 2.1.1. Uredaj za elektroispredanje [2].

Procesni parametri koji utje€u na veli€inu promjera elektroispredenih vlakana su:

. elektriCni napon

. brzina protoka polimerne otopine

. udaljenost kolektora od mlaznice (vrha igle)
. vrijeme elektroispredanja [1].



Uz procesnih parametara vrlo bitha su i svojstva polimerne otopine: koncentracija,
viskoznost, vodljivost, povrSinska napetost, kao i karakteristike otapala, te relativha
molekulska masa polimera. Naposljetku se mogu uzeti u obzir i uvjeti okoline:
relativna vlaznost zraka, temperatura i brzina strujanja zraka [1]. Kolektori koji se
koriste u elektroispredanju najéesS¢e su pokriveni aluminijskom folijom zbog lak$eg
prikupljanja nanovlaknastih materijala, a takoder kao kolektori mogu se Koristiti i:
elektrovodljivi papir, elektrovodljive tkanine, igle, perforirani valjci, koagulacijske
kupelji, 3D printani kolektori i sl. [3]. Prednosti elektroispredenih viakana u odnosu na
konvencionalna vlakna su: veliki omjer povrSine i volumena, visoki postotak

poroznosti, te mogucnosti kontrole konfiguracije vlakana prema primjeni [1].
2.1.1. Elektroispredanje u tkivnom inzenjerstvu

Tkivno inZenjerstvo je interdisciplinarno podrucje koje obuhvaéa znanje i vjestine iz
podrucja stani¢ne biologije, medicine, znanosti o biomaterijalima i iz bioinZzenjerstva.
U tkivnom inzZenjerstvu ucinkovit uzgoj tkivnih stanica stoga i odrziv bioloski proizvod
zahtjeva sustavan bioinzenjerski pristup. Osnovni pristup u tkivhom inzenjerstvu je
primjena prirodnih ili umjetnih nosaa za priviemeno ili trajno podupiranje tkivnih
stanica, kako bi se omogucio njihov rast, proliferaciju i infiltraciju, te kako bi
novonastalo tkivo preuzelo strukturu i funkciju oboljelog dijela tkiva [4].

Na slici 2.1.1.1. dan je primjer koncepta tkivhog inZenjerstva zasijavanjem stanica na

elektroispredenom biomaterijalu.
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Najprije se stanice izoliraju iz odredenog ljudskog tkiva (a), uzgajaju na 2D povrSine

radi povecanja broja (b), te nakon toga zasijavaju na elektroispredenim uz dodatak

faktora rasta, nanoCestica i sl. (c), potom se nosaci prenose u bioreaktore za

optimalne uvjete kod organizacije tkiva (d), da bi se kasnije mogla transplantirati na

mjestu oste¢enog tkiva (e) [5].

Nekih od tehnika izrade nosaca koja se koriste u tkivnom inzenjerstvu dane su u

tablici 2.1.1.1., kao i njihove prednosti i nedostatci. U usporedbi s tehnikom

molekulskog samoudruzivanja ili faznog razdvajanja, elektroispredanje omogucava

jednostavniju izvedbu, veliku specificnu povrsinu, kontrolu morfologije i orijentacije

vlakana, veliki omjer povrSine i volumena, a u novije vrijeme i uredaju s ve¢om

brzinom proizvodnje nosaca [3].

Tab. 2.1.1.1. Tehnike izrade nosaca za tkivno inzenjerstvo [3].

Tehnike

Prednosti

Nedostaci

Elektroispredanje

Jednostavna izvedba, ultrafina
vlakna, velika specifi¢na povrsina,
kontrola morfologije i orijentacije
vlakana, veliki omjer povrsine i

volumena.

Mala produktivnost kod
laboratorijske izvedbe.

Fazno razdvajanje

Relativno jednostavna izvedba,
istovremena prisutnost nano i makro

arhitekture.

Relativho dug i slozen

postupak izrade.

Molekulsko

samoudruzivanje

Slojevite i lamelarne strukture;

Fleksibilnost sustava.

Vremenski zahtjevna
tehnika;

Ekonomski neisplativa.

U tablici 2.1.1.2. dani su zahtjevi materijala kod izrade nosaca u tkivnom inZenjerstvu.

Tab. 2.1.1.2. Zahtjevi materijala za nosace koriStene u tkivnom inZenjerstvu [6].

Potrebna svojstva

Prednosti

Biokompatibilnost

Imunogenost i netoksi¢nost

Poroznost

Idealna poroznost = 90%

Omogucuije infiltraciju stanica i hranjivih tvari




Uklanjanje otpada

Veca povrSina za vezanje i proliferaciju stanica

Privremena struktura za vezivanje i proliferaciju stanica
Degradira i stvara se novo tkivo

_ B Uklanja potrebu za daljnjom invazivnhom operacijom
Biorazgradljivost _ . . o L
Proizvodi degradacije su netoksicni i lako se izluCuju

kroz metabolicke putove

Stabilnost za lakSe rukovanje

Mehanicka stabilnost Podupiranje silama koje se pojavljuju kod rasta tkiva

Oblozi za zarastanje rana izradeni od elektroispredenog biopolimera sadrze razne
aktivne spojeve koji su korisni za lijeCenje rana. VeliCina vlakana kre¢e se od 10 nm
do nekoliko mikrometara. S pravim izborom biopolimera koji se koriste za ove
vlaknaste materijale, oblozi su u stanju znacajno poboljSati zacjeljivanje rana u
usporedbi s uobicajenim vlaknastim materijalom, kao $to je gaza. Ovi zavoji mogu biti
nacinjeni tako da sadrzZe bioaktivhe sastojke, kao Sto su antimikrobni, antibakterijski i
protuupalni agensi koji se oslobadaju na ranu i time pojaCavaju njeno
iscjeljenje/zarastanje [3]. Na slici 2.1.1.2. dan je primjer izrade mikro/nanovlaknastog
nosaca elektroispredenog iz mjeSavine PCL-a i kitozana, a kako bi se koristio kao

implantat za regeneraciju kostanog tkiva [7].

e -

;; - PCL microfibers

nted electrospun fibrous scaffolds

Mutil-scale elastic electrospun fibrous scaffolds

Sl. 2.1.1.2. Primjer izrade i primjene nosa¢a od PCL/kitozan mikro/nanovlakana [7].
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Elekstroispredeni nanovlaknasti nosaci sluze i kao sustavi za prijenos lijekova zbog
mogucnosti kontrole otpustanje lijeka u ovisnosti o konfiguraciji vlakna. Otpustanje
farmaceutske doze lijeka moze biti brzo, neposredno, odgodeno ili kontinuirano.
Elektroispredanjem moguce je u razli€ite polimere inkorporirati male molekule lijeka
npr. antitumorski lijek, antibiotike i dr.), bioloSke komponente (npr. proteini, DNA,
siRNA i enzimi), nanoCestice koje se koriste u raznim terapijama (npr. Ag, Au,
magnetske nanocestice i sl.) [3].

Na slici 2.1.1.3. dani su postupci elektroispredanja za inkorporaciju molekule lijeka u

elektroispredena nanovlakna.
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Sl. 2.1.1.3. Nacini inkorporacije lijeka u elektroispredena nanovlakna [8].

Lijekovi se mogu inkorporirati ispredanjem iz mjeSavine s polimernom matricom,
bikomponentnim (otopine su jedna do druge, od kojih jedna u sebi sadrzi lijek)
elektroispredanjem, trikomponentnim elektroispredanjem i to iz koagulacijske kupelji,
ko-aksijalnim elektroispredanjem, ispredanjem iz emulzije ili povrSinskom
imobilizacijom [8]. Veca koliCina otpustanja lijeka ili pak stabilno konstantno
otpustanje lijeka ovisi o kompatibilnosti polimera i lijeka, to jest da li se radi o
hidrofobnom odnosno hidrofilnom polimeru i lijeku [9].

Takoder postoje i tzv. pametna elektroispredena nanovlakna koja reagiraju na
promjene odredenih parametara npr. promjena pH okoline pri ¢emu dolazi do
otpustanja lijeka, slika 2.1.1.4. To su vlakna elektroispredena iz polimera koji u svojoj
strukturi sadrze orto esterske skupine npr. D,L-laktid koji omoguéava povecano

otpustanje lijeka u baznom mediju [10].
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Sl. 2.1.1.4. Otpustanije lijeka iz elektroispredenih nanovlakana promjenom pH [10].
2.1.2. Prirodni polimeri za izradu elektroispredenih nosaca

Za pripremu nanovlaknastin nosaa za uzgoj tkivnih stanica koriste se prirodni
polimeri, kao i sintetski polimeri prirodnog porijekla. Prirodni polimeri obi¢no pokazuju
bolju biokompatibilnost i nisku imunogenost, u usporedbi sa sintetskim polimerima, a
razlog upotrebe je njihova inherentna sposobnost za vezanje stanica jer nose
odredene sekvence proteina, kao Sto je RGD. Najpoznatiji prirodni polimeri koji se
koriste su: kolagen, fibroin, hialuronska kiselina, fibrinogen, kitozan, hitin, Zelatinu,
Skrob i sl., a najCeScCe se ispredaju u mjeSavini s umjetnim polimerima. Zasijane i
uzgojene stanice koriste se za regeneraciju mekih i tvrdih tkiva, uklju€ujuci:

hrskavicu, kozu, kosti, arterijske krvne Zile, srce, zivce i itd. [3].

Tab. 2.1.2.1. Prirodni polimeri koriSteni u elektroispredanju [3].

. Promjer o
Polimer Otapalo Primjena Referenca
vlakana (nm)
_ Nanovlaknasti
mravlja .. o
o o 80+40 nosaci za Min i sur. (2004)
Fibroin kiselina

zarastanje rana




PCL/Zelatina trifluor etilen | 470+120 zarastanje rana | Chong 2007
tkivni inzenjering
za ozljede N
voda 590160 Li i sur. (2006)
o kostanog
Fibroin/PEO
sustava
mravlja . Park i sur.
S o 32080 oblozi za rane
Fibroin/kitozan | kiselina (2004)
nosaci za tkivni ) )
. o JinHJ |
o voda 700+50 inZenjering
Fibroin sur.(2004)
heksafluor- _ Byung-MooMin i
N 120160 zarastanje rana
Hitin 2-propanol sur. (2004)

Od sintetskih ali biokompatibilnih i biorazgradivih polimera naj¢eS¢e koristeni polimeri
su: polilaktid (PLA), polikaprolakton (PCL), polietilen oksid (PEO), polivinil alkohol
(PVA), njihovi kopolimeri i sl. U tablici 2.1.2.1. dani su primjeri koriStenih prirodnih
polimera, otapala, dobiveni projem elektroispredenih viakana, kao i njihova primjena.

Fibroin je protein koji se dobiva iz filamenta svile. Fibroinski protein se sastoji od
slojeva antiparalnih beta-plo€a. Njegova primarna struktura se uglavnom sastoji od
ponavljaju¢e aminokiselinske sekvence (Gly-Ser-Gly-Ala-Gly-Ala)n. Visok sadrzaj
glicina (i u manjoj meri alanina) omogucéava gusto slaganje beta plo¢a, $to doprinosi
krutosti strukture svile koja se ne moze istegnuti. Kombinacija ukoCenosti i Zilavosti
omogucéava primjenu ovog materijala u nekoliko podruéja, ukljuéujuéi biomedicinu i
proizvodnju tekstila. Poznato je da fibroin mozZe da postoji u tri strukture, svila I, Il, i
lll. Svila | je prirodna forma fibroina, koja se formira u Zlijezdama Bombyx mori. Svila
Il se odnosi na uredenje molekula fibroina u upredenoj svili, koja ima veéu ¢&vrstocu,
te stoga nalazi mnostvo komercijalnih primjena. Svila Ill je novootkrivena struktura
fibroina. Svila Ill se formira prvenstveno u rastvorima fibroina na kontaktnim mjestima
(npr. voda-ulje) [11]. Na slici 2.1.2.1. dan je prikaz fibrila fibroina, tj. njegovu strukturu
uklju€ujuéi kristalno | amorfno podrudje.
Hitin je roznata tvar koja Cini vanjski oklop ¢lankonozaca, a nalazi se i u stani¢nim
stijenkama gljiva i nekih alga. To je polisaharid sastavljen od N-acetilglukozamina. Po
prostornoj strukturi hitin je Zivotinjski analog celuloze, od koje se razlikuje jedino po
9



tome Sto umjesto —OH skupine na drugom ugljikovu atomu glukoze ima skupinu —
NH-CO-CHs;. Hitin proizvodi organizme poput protozoa, gljivica, artropoda i
nematoda koji su Cesto patogeni u drugim vrstama. Hitin se depolimerizira gama

zraCenjem kako bi se poboljSala njegova topljivost [12].

crystalline region

puoq uaboupiy

fibroin fibed

Gly(45%) W
Ala(29%)
Ser(129%) M4
Tyr5%) Ei<
Val(2%) e
Asp(1%) W
Glu(1%) m—
Cys(0.2%) 0

disulphide bond

Sl. 2.1.2.1. Fibril fibroina [13].

2.1.3. Sintetski polimeri - polikaprolakton

Sintetski polimeri su materijali velike molekulske mase koji nastaju polimerizacijom ili
spajanjem malih molekula (monomera). Relativna molekularna masa polimera je
uglavnom veca od 10 000, a ovisi 0 stupnju polimerizacije ili brojem monomera.
Polimeri s malim stupnjem polimerizacije nazivaju se oligomeri. U slucaju jednakih
monomera radi se 0 homopolimerima, dok u slu€aju dvije do tri vrste monomera radi
se o kopolimerima. Osim ravnolan€anih makromolekula mogu se pojaviti i bo¢ne
lance, koji mogu biti i medusobno povezane popre¢nim vezama, te tako tvoredi
trodimenzijske umrezene strukture [14].

Polikaprolakton (PCL) je biorazgradivi poliester s niskom tockom taljenja od oko 60°C
i temperaturi stakliSta od oko -60°C. Strukturna formula polikaprolaktona dana je na
slici 2.1.3.1.

Sl. 2.1.3.1. Strukturna formula polikaprolaktona.
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Tijekom polimernog buma 1970-ih i 80-ih godina, PCL bio je opsezno koristen na
polju biomaterijala i kod uredaja za prijenos lijekova. Njegova popularnost je uskoro
zamijenjena brzim resorbabilnim polimerima koji su imali manje uoCenih nedostataka
povezanih s dugoronom degradacijom (do 3-4 godine), stoga je PCL bio gotovo
zaboravljen ve¢ dva desetljeca. Nedavno se PCL ponovno vraca na podrucju
biomaterijala. PCL ima vrhunska reoloSka i viskoelasticna svojstva, dobru otpornost
na vodu, ulje, otapala i klor. PCL se najCeSce koristi u proizvodnji poliuretana, a na
podrucju tkivhog inzZenjerstva u proizvodnji nosafa za uzgoj tkivnih stanica,
implantata, uz prilagodljivu kinetiku degradacije, i u razvoju sustava za prijenos
lijekova [15].

2.2. Antibiotik u terapiji oka

Oc¢ne infekcije su vrlo Cesta pojava kroz ljudski Zivot, a ¢eS¢e kod ljudi koje koriste
kontaktne lece. Pritom veliki broj infekcija se dogada nakon operacije ociju jer tada
dolazi do pada imuniteta. Mnogi obole od tzv. bakterije haemophilus influenzae [16].
Ova bakterija se Cesto i uspjeSno rjeSava s antibiotikom poznat pod trgovackim
nazivom cefuroxim. Ovaj antibiotik se koristi za lokalno lije€enje vanjskih infekcija oka
i njegovih adneksa, uzrokovanih osjetljivim bakterijama. Cefuroksim djeluje na:
vecinu gram-pozitivnih aerobnih bakterija Staphylococcus aureus, te gram-negativnih
bakterija poput Escherichia coli i Salmonella spp, nadalje na S. pyogenes, B-tip
streptokoka i sl. Djelovanjem cefuroxima dolazi do raspadanje bakterijske stjenke
nakon vezivanja na specificne proteine tj. receptore na stani¢noj stijenci bakterije.
[17]. Strukturna formula cefuroxima dana je na slici 2.2.1. Cefuroksimom se tretira
oko tokom operacije katarakte, a dokazano je da smanjuje postoperativni

endoftalmitis.

O«__OH
0
S~ P
H,N™ O )N_JE 0 M\
s N o
H
o/N
|

CHs,

Sl. 2.2.1. Strukturna formula cefuroxima.

11



2.3. Zahtjevi kod izrade nosaca za uzgoj tkivnih stanica

Bolesti, ozljeda i trauma mogu dovesti do oSteCenja i degeneracije tkiva u ljudskom
tijelu, Sto zahtijeva tretmane koji olakSavaju njihovu regeneraciju ili zamjenu. Koncept
tkivnog inZenjerstva formaliziran je 1993. godine kada su Langer i Vacanti objavili
povijesnu prekretnicu u ¢asopisu Science, gdje su detaljno opisane karakteristike i
primjene biorazgradivih trodimenzionalnih (3D) nosaca u svrhu regeneracije tkiva ili
organa. Zahtjevi kod izrade 3D nosaCa se odnose na njihovu arhitekturu,
biokompatibilnost, bioaktivhost i mehanicka svojstva. Nosaci moraju biti vrlo porozni,
te imati dobro povezane mreze pora kao i prikladnu veli€inu pora za migraciju i
infiltraciju stanica u dublje slojeve [18, 19]. Poroznost ili pore su vrlo bitne kako bi se
omogucila vaskularizacija, formiranje novog tkiva, kao i njegovo oblikovanje. Porozna
struktura je takoder bitna za ucinkoviti prijenos nutrijenata i metaboliCkih produkata,
ali poroznost kao i koriSteni biomaterijali svakako ne bi smijeli kompromitirati
mehanicku stabilnost. KoriSteni biomaterijali moraju imati biorazgradivost koja
odgovara brzini formiranja novog tkiva. Biokompatibilnost materijala je takoder od
izuzetne vaznosti kako bi se omogucila adhezija stanica, njihov rast i diferencijacija
tijekom in vitro zasijavana i in vivo implantacije. Kod nosaca je pozeljna i bioaktivnost
kako bi se mogla uspostaviti interakcija sa stanicama, a to se moZze posti¢i dodatkom
stani¢nih liganada ili nosa¢ moze posluziti kao sustav za prijenos stani¢nih faktora
rasta koji pospjeSuju regeneraciju tkiva. U ovom slu€aju biomaterijali moraju biti i
kompatibilni s ugradenim biomolekulama. Adekvatna mehani¢ka svojstva, te
stabilnost oblika su takoder bitni parametri kod regeneracije tkiva i oni moraju biti u
skladu s vrstom zasijanih stanica odnosno tkiva [19, 20]. Neka istrazivanja su
pokazala da su stanice osjetljive na krutost nosaca, te ovisno o vrsti stanice iste
pokazuju i razliCitu morfologiju i adheziju, npr. ovisno da li se radi o epitelnim

stanicama, fibroblastima, stanicama miSic¢a ili nervnog sustava [21].

2.3.1. Elektroispredeni nosaci u terapiji oka

Kemijska (luzinom i kiselinom) ozljeda konjunktive i roZnice je opasan slucaj te
zahtijeva brzu intervenciju. Kemijske ozljede oka mogu prouzro€iti velika oStecenja
oCne povrSine i prednjeg dijela, Sto dovodi do oSteéenja vida. Rana dijagnoza i
lijeCenje osiguravaju najbolji moguci ishod za ovo potencijalno zasljepljujuce stanje.
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Da bi se suzbila upala i neovaskularizacija roznice kuni¢a ozlijedenom luzinom
koriste se elektroispredena PLA nanovlakna napunjena ciklosporinom A (CsA)
nanesena na povrSinu ociju ozlijedene luzinom (0.25 N -NaOH). Ciklosporin je
snazno imunosupresivno sredstvo, koje se koristi u transplantaciji ljudskih organa i
koStane srzi kako bi se sprijeCilo odbacivanje presatka, te u slu¢aju bolesti presatka
protiv primatelja. CsA kapi za o€i imaju nedovoljnu ucinkovitost, jer se brzo isperu s
povrSine oka, te je kontakt CsA s oste¢enom roZnicom ograniCen. Stoga pristup s
elektroispredenim nanovlaknima koji su sebi inkorporiraju CsA moze predstavljati

ucinkovit alternativni nacin terapije kemijskih opekotina roznice [22].

e

i

CsA drops, ay 12

B b\

Nano, day 12 CsA nano, ay 2

Sl. 2.3.1.1. Fotografije zdravih i tretiranih roznica. Opalescencija roznice vidljiva je
nakon ozljede. Usporedba tretiranja roznice sa CsA kapima i nanovlaknima sa i bez
CsA nakon 12 dana od ozljede [22].

Kod tretiranja tkiva oka vrlo bitan parametar kod izrade elektroispredenih nosaca je
njihova transparentnost. Takoder transparentnost igra kljuénu ulogu tijekom
rekonstruktivne kirurgije zivaca. Istrazivanje je pokazalo da prolaz svjetline ovisi o
orijentaciji nanovlakana u elektroispredenom nosacu. Paralelno orijentirana vlakna
daju bolju transparentnost od elektroispredenih vlakana koja su nasumi¢no
orijentirana. Istrazivanje je pokazalo da nanovlaknasti materijal s paralelnim vlaknima
ima transparentnost dvostruko vec¢u od onog s nasumiéno orijentiranim viaknima.
Proizvedeni umjetni Ziv€ani kanali pokazali su visoku prozirnost gdje je unutarnja
povrSina ziv€anog kanala bila prekrivena paralelnim elektroispredenim viaknima koji

su pokazali pobolj$anu proliferaciju neuronskih stanica [23].
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2.4. 3D printanje ili trodimenzionalni ispis

Tehnologija 3D printanja postaje dostupna kasnih 1980-tih, kada je nosila naziv brza
izrada prototipova (engl. rapid prototyping) gdje se model izradivao na temelju 3D
CAD podataka ili racunalne tomografije. Prva prijava patenta za RP tehnologiju doSla
je od Hideo Kodame s Nagoya istrazivackog instituta koji je napravio funkcionalni
sustav brzog prototipa pomocu fotopolimera. Do novog vaznog patenta za povijest
3D printanja Cekalo se do 1986., kada je napravljen prvi patent za uredaj
stereolitografije. Tijekom 90-ih i ranih 00-ih uveden je niz novih tehnologija, koje su
bile usmjerene u potpunosti na industrijsku primjenu i viSse manje su se svodili u
velikoj mjeri na postupke izrade prototipova. Ubrzo je predstavljeno vise naprednih
tehnologija te je uspostavljena nova terminologija, proces brze izrade lijevanjem
(engl. rapid casting), brze izrade alata (engl. rapid tooling) i brze izrade proizvoda
(engl. rapid manufacturing). Engleski inzenjer Adrian Bowyer predstavio je 2004.
godine svijetu svoj RepRap koncept sa slobodnim softverom koji koristi varijantu
modeliranja taloznim srasc¢ivanjem, aditivne proizvodne tehnologije [24].

TrziSte je 2007. godine, prvi put ugledao 3D printer ispod 10,000 $ napraviljen od
tvrtke 3D Systems, ali nikad nije postigao uspjeh kakav je trebao. U to doba medu
inZenjerima industrije mogucnost proizvodnje 3D pisaca ispod 5000 $ bilo je ravno
pronalasku kamena mudraca, i spustanje cijene mnogi su vidjeli kao klju¢ za
otvaranje tehnologije 3D printera za Siroku publiku. Sve do pocetka 2009. nije
postojao komercijalno dostupan 3D printer baziran na RepRap konceptu, a onda je
doSao BfB RapMan 3D printer i sve promijenio. 3D printeri su postali u drugom
desetljecu 21. stoljeca sve viSe precizniji i iskoristavaju mogucénosti niske cijene, i sve
su viSe bili integrirani u razliCite inovacije i proizvodne procese. Tehnologija se i dalje
poboljSava na razne nacine, od finoCe detalja koje stroj moZe ispisati do vremena
potrebnog za CiSCenje i zavrSetak objekta kada je ispis dovrSen. Procesi su sve brzi,
materijali i oprema su sve jeftiniji i raznovrsniji, ukljuCujuci metale i keramiku. Strojevi
za 3D printanje sada su u rasponu od veliCine malog automobila do veli€ine
mikrovalne pecnice [24]. 3D printanje tehnika je brze izrade prototipa kojim se
uredajima zasnovanima na patentiranoj 3D tehnologiji ,ispisuju”, tj. direktno iz 3D
CAD programa izraduju fiziCki predmeti u prostoru. Glavna je prednost 3D printanja
njegova brzina i jednostavnost, ali i moguénost izrade predmeta od kombinacije

razliCitih materijala, bez potrebe za spajanjem [25].
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Kod 3D printanja najéeSc¢e se upotrebljavaju printeri koji rade na principu:
a) taloznog srascivanja (engl. Fused Deposition Modeling) — 3D FDM
b) stereolitografije (engl. Stereolithography) — 3D SLA, SL,
c) selektivhog laserskog srasc¢ivanja (engl. Selective Laser Sintering) — 3D
SLS
d) PolyJet postupka (engl. PolyJet)
e) laminirane objektne proizvodnje (engl. Laminated Object Manufacturing) —
LOM [25].
3D printanje omogucuje kreiranje kompleksnih modela s tankim stijenkama te
slozenim unutarnjim strukturama. NajCeSée se koriste ove dvije tehnologije:
Selektivno lasersko sras¢ivanje (SLS) i Talozno srascivanje (FDM). U literaturi se
navodi i naziv proizvodnja topljenim filamentom (FFF) Sto je zapravo jedno te isto kao
i FDM, ali se koristi da bi se izbjegli problemi oko vlasnistva Ziga za izraz
,modeliranje taloznim sras¢ivanjem“ (FDM). U tablici 2.4.1. dane su vrste 3D printera

koji rade prema gore navedenim principima [25].

Tab. 2.4.1. Vrste 3D printera [25-27].

Talozno srascivanje Naslojavanje polimera (sloj na

e slojem) koji se tali i prolazi kroz

Glava ekstrudera

/vGo«foe 5 mlaznicu promjera od najmanje
rijaci D

Ekstruder . .

T Y 0,1 mm. Glava mlaznice giba se
i Radni komad u smjeru X i Y osi, dok se radna

Potpora
Radna ploca \

povrSina giba po Z-osi. Debljina

Namotaji potpornog
materijala _\

Namotajimaterijala ~|

sloja je od 50 do 762 um.

Stereolitografija Slojevi se kreiraju raCunalo

Lece

- A\
(X/ ‘2—/ X-Y skenirajuce ogledalo

— uslijed ultraljubi¢astog zracenja,

Kuciste

vodenom laserskom jedinicom, a

na osvijetljenim mjestima
Tekuéi fotopolimer
polimerna tekucina prelazi u
krutu tvar. Debljina sloja je od

0,05 do 0,15 mm.
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Selektivno lasersko srasc¢ivanje Softver ovog printera koristi STL

P datoteke koje se dijele u slojeve.
- a,\ r; X-Y skenirajuce ogledalo J J J
Laser Laserskazraka H H ..
. |+ s Naslojavanje kod ove tehnologije

Posudaza prah

A vr§i se pomocu materijala u
obliku praha koji se dovodi
pomocu rotiraju¢eg cilindra u

komoru za modeliranje. Debljina

Klip za dobavu praha Kip za dobava praha

R Posudaza poh sloja je od 100 do 150 pym.
adni klip

PolyJet postupak Omoguceno naslojavanje mlaza
Glava ieza N S— razliCitih  materijala.  ToCnost

izrade objekata od 0,025-0,05
mm (ProJet) i 0,1-0,3 mm
(PolyJet). Stijenke su debljine od

0,6 mm a maksimalne dimenzije

Nosivi materijal 4

objekata od 550 x 400 x 300 mm.
Laminirana objektna proizvodnja Omogucuje  izradu  objekata
Ogledalo razliCite mase, a njihova debljina

- \ I) Laserska zraka .. . . ) . .
- / XY pokretna opticka glava ovisi o vrsti folije. Izradeni objekti

Radni sloj

— /Swmla imaju visoku CvrstoCu, te su

Grijani valjak

L e otporni na agresivhe medije i

sloj

&

an,a.—} b/ } visoke temperature. Debljina
mi‘;':,a'a—‘;; / | sloja je od 76 do 150um.

Slojeviti dio i nosivi materijal

\
- . *— Rolaotpadnog
Radna ploa - materijala

Materijali koji se koriste kod 3D printanja dani su u tablici 2.4.2., gotovo sve vrste
materijala se mogu 3D printati, od polmera, metala i sl. Prednosti SLA 3D printera
uklju€uju: kontinuirani rad of 24 sata dnevno, visoku rezoluciju, moguc¢nost izrade
objekata u dvije boje, bez ograni€enja u geometriji oblika i potpuna automatiziranost.
Takoder postoje i nedostatke poput: ograniCenja u koriStenju materijala (samo
fotopolimeri koji su otrovni u tekuéem stanju), slaba mehani¢ka svojstva, naknadna
UV obrada objekta, potpore objekata koji se naknadno uklanjaju i mogucée

deformacije uslijed stezanje fotopolimera. U slu€aju SLS 3D printanja izradeni objekti
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imaju bolja mehanicka svojstva, te nije potreban potporanj jer visak praha podupire
objekat [28].

Tab. 2.4.2. Materijali koji se koriste kod 3D printanja [25, 29].

Tip materijala Proces Vrsta materijala
fotopolimerizacija fotopolimeri i epoksi smole
Tekuéi modeliranje taljenjem | termoplasti¢ni polimeri,

elastomeri i vosak

lasersko sinteriranje polimeri, keramika, gips, pijesak s

PraSkasti vezivom, metali s vezivom
3D ink-jet polimerni i metalni prasci
Kruti laminiranje polimeri i papir

Izrada 3D modela za 3D printanje provodi se pomoc¢u CAD (engl. Computer Aided
Design) programa (npr. I-DEAS, Catia, Solidworks) prevodenjem modela u STL
formatu ili 3D skenerom objekta. STL format sadrzi sklop planarnih trokuta 3D
modela. Nakon toga slijedi proces uzastopnog nano$enja slojeva od donjeg do
gornjeg. Prednost kod tehnike naslojavanja je izrada kompleksnih oblika koje je

gotovo nemoguce izraditi klasi€nim metodama [30].

2.4.1. Primjena tehnologije 3D printanja

Podrucja primjene tehnologije 3D printanja su: arhitektura, gradevina, industrijski
dizajn, automobilska, zrakoplovna, vojna, inzenjerska, stomatoloSska i medicinska
industrija, biotehnologia, moda, proizvodnja obucée, obrazovanje itd. [31]. U
biomedicini 3D printeri se koriste za proizvodnju: ljudskog tkiva i organa, dijelova
tijela (prilagodena protetika), implantati koriStenjem bioloSkog materijala. U
farmaceutskoj industriji 3D printani objekti se koriste za razna istrazivanja o oblicima
doziranja lijekova i sl. Prednosti primjene 3D printanja u biomedicini ukljuCuje:
prilagodbu i personalizaciju medicinskih proizvoda, lijekova i opreme, isplativost,
povecanu produktivnost itd. [32]. Na slici 2.4.1.1. dani su primjeri 3D printanog uda,

3D printanog uha, kao i 3D printane mreze krvnih Zila.
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Sl. 2.4.1.1. a) 3D printani protetski ud [33], b) 3D printano bioni¢ko uho [34], c) 3D

printana mreza krvnih Zila [35].

2.5. I1zrada stani€nih nosa¢a kombinacijom elektroispredanja i 3D printanja

Kada se tehnike elektroispredanja i 3D printanja koriste zasebno, nosaci za uzgoj
stanica imaju nedostatke poput, nemogucnosti infiltriranja stanica kroz nanoporoznu
strukturu elektroispredenih nosaca, odnosno nisku rezoluciju 3D printanja zbog ¢ega
se ne moze posti¢i nanostruktura potrebna za prijenos bioloskih tvari. Kako bi se
uklonili nedostatci provedena su istrazivanja koja kombiniraju obje tehnike kod izrade
3D kompozitnog nosaa. 3D nosaci izradeni su utiskivanjem nanoviakna
elektroispredena iz mjeSavine PCL/Zelatine u 3D printani reSetkasti PCL nosac, slika
2.5.1. Ovi nosaci pokazali su poroznu mikrostrukturu od 100-300 um, te poroznost od
79,32 + 8,32 %. In vitro studija pokazala je da MC3T3-E1 stanice pokazuju bolju
proliferaciju i infiltraciju u 3D printani kompozitni nosa¢ u odnosu na PCL printani

nosac, a potencijalna primjena je u regeneraciji kostanog tkiva [35].

18



cuting to small pieces
‘\ - 77 R

Onginal electrospun PCL/Gelatin nanofiber

=/ Dispersed electrospun

PCL/Gelatin nanofiber

3D printing scaffold

3D composite scaffold

Sl. 2.5.1. Elektroispredanje/3D printanje i elektroispredeni/3D printani nosaci [35].

Kombinacija tehnike elektroispredanja s tehnikom 3D printanja je takoder provedena
u svrhu uzastopnog naslojavanja elektroispredenih nanovlakana i printanih tkivnih

stanica u svrhu regeneracije hrskavice, slika 2.4.2.1. [36].
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: ) Bluetooth
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PCL
Chondrocytes
PCL
Chondrocytes
PCL

Sl. 2.4.2. Elektroispredanje/3D printanje i elektroispredeni/3D printani nosaci [36].

U ovoj hibridnoj tehnici PCL je koristen za proizvodnju elektroispredenog sloja, dok
su zec€je hodnrocite printane na fibrin/kolagen hidrogel. Hibridni nosa¢ sastajao se od
5 sloja s debljinom od 1 mm. Izradene hibridne nosace pokazuju poboljanja bioloska

i mehanicka svojstva [36].
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

Izrada elektroispredenih materijala, te njihova mehaniCka karakterizacija provedena
je na Zavodu za temeljne prirodne i tehniCke znanosti, Laboratorij za
elektroispredanje, te Zavodu za materijale, vlakna i ispitivanje tekstila, na Tekstilno-
tehnoloSkom fakultetu, Sveucilista u Zagrebu. TGA i UV-vis spektrofotometrija,
provedeni su na Zavodu za polimerno inZenjerstvo i organsku kemijsku tehnologiju,
Fakultet kemijskog inZenjerstva i tehnologije, Sveucilista u Zagrebu. Elektronsko
mikroskopsko snimanje pripremljenih materijala provedeno je u Centru za istrazivanje
materijala Istarske Zupanije METRIS u Puli. 3D printanje kolektora ciljane geometrije
provedeno je na Institutu za temeljne tehnitke procese, Ceske Akademije znanosti,

Prag, Ceska.
3.1. Materijali

Materijali koriSteni u radu su polikaprolakton (PCL) Mn=80,000 i otapala: glacijalna
octena kiselina i aceton, proizvodaca Sigma Aldrich. KoriSteni lijek s antibiotskim
djelovanjem je CEFUROXIM (CFU), ljubazno poklonjen od suradnika iz Bolnice za

oftamologiju — Svjetlost, Zagreb.

3.2. Metoda rada

3.2.1. Priprema polimerne otopine za elektroispredanje

U ovome radu pripremljena je 18 % otopina PCL-a u mjeSavini otapala, glacijalne

octene kiseline i acetona s volumnim omjerom 8:2, slika 3.2.1.1.

Sl. 3.2.1.1. Polimerna otopina PCL-a na magnetskoj mijesalici.
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PCL se najprije otapa u glacijalnoj octenoj kiselini konstantnim mijeSanjem na
magnetskoj mijeSalici oko 12 sati, nakon otapanja dodaje se aceton i nastavlja se
mijeSanjem uz zagrijavanje na temperaturi od 50 °C kako bi se dobila homogena
otopina. Antibiotik CEFUROXIM se dodaje naknadno u koncentraciji od: 5 % i 10 %,

na masu polimera, te se nastavlja mijeSanjem na istoj temperaturi oko 1 sat.

3.2.2. Elektroispredanje PCL i PCL/CFU otopine

Elektroispredanje pripremlijenih PCL/CEFUROXIM otopina vrSi se na uredaju za
elektroispredanje, NT-ESS- 300, NTSEE Co. Ltd. South Korea, slika 3.2.2.1. Uredaj
se sastoji od sljedeéih komponenti: 1) pumpa i Sprica sa iglom ravnog vrha, 2) izvor
visokog napona, te 3) rotirajuéi cilindar, tj. kolektor. U ovom radu koriSteni su 3D
printani kolektori specijalne geometrije. Uvjeti rada u procesu elektroispredanja su:

- elektri¢ni napon: 15-17 kV,

- udaljenost od vrha igle do kolektora vlakana: 18 cm,

- brzina protoka polimerne otopine: 1 mL/h.

4 mL polimerne otopine Cistog PCL-a ili mjeSavine s antibiotikom puni se u plasti¢nu
Spricu, proizvodaCa BD plastic, uz iglu ravnog vrha veli€ine 21G, te se ispreda u

vremenu od 4 sata.

Sl. 3.2.2.1. Uredaj za elektroispredanje — Sveucilista u Zagrebu, Tekstilno-
tehnoloski fakultet.
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3.2.3. Izrada 3D printanih kolektora

Kolektori specijalne geometrije izradeni su postupkom 3D printanja na Form 2 3D
printeru proizvoda¢a FormLabs, slika 3.2.3.1. 3D printer radi po principu SLA+DLP
tehnologije printanja s rezolucijom printanja od 100-25 mikrona. Kao materijal za 3D
printanje koristila se epoksi smola, a dobiveni kolektori su iznimno visoke ¢vrstoce,
imaju zagladene povrSine i toCnost. Za pripremu 3D modela kolektora koriSten je
program CATIA V5. 3D modeli kolektora prikazani su na slici 3.2.3.2. Oshovna
jedinica u geometriji kolektora bio je heksagon ili oblik sa¢a. Kutove heksagona Cine
valjci promjera od 1 mm. Ukupno je pripremljeno 4 kolektora, od kojih kolektori od 2-3
u centru heksagona imaju i centralni valjak razliitih visina. Geometrija kolektora i
dimenzije geometrijskih oblika temelji se na potencijalnoj primjeni elektroispredenih
materijala za uzgoj tkivnih stanica. Topografija materijala omogucuje poboljSanu
adheziju, te daljnju migraciju stanica u dublje slojeve nosac¢a. Dimenzije geometrije
kolektora dane su u tablici 3.2.3.1. prema skici osnovne jedinice na slici 3.2.3.3.

Kolektori su bili u obliku ploCe, dimenzija 95 x 95 mm x 3 mm.
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d)
Sl. 3.2.3.2. 3D modeli kolektora, kolekor 1 (a), kolektor 2 (b), kolektor 3 (c)
i kolektor 4 (d).

Sl. 3.2.3.3. Skice osnovne ponavljajuée jedinice u geometriji kolektora: kolektor 1

(lijevo), kolektor 2-4 (desno).

Tab. 3.2.3.1. Dimenzije geometrije kolektora

o _ Udaljenost
Visina Udaljenost
izmedu
Promjer Promjer manjih/ izmedu dva
. _ bocnih i
Kolektori manjeg centralnog | centralnog manja B .
_ . _ _ donjih/gorn;j
valjka (mm) | valjka (mm) valjaka susjedna _ .
_ ih valjaka
(mm) valjka (mm)
(mm)
kolektor 1 1 15 2/2 2 1,73
kolektor 2 1 15 2/2 2 1,73
kolektor 3 1 15 2/3,5 2 1,73
kolektor 4 1 15 2/5 2 1,73
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3.2.4. Elektroispredanje PCL/CFU otopina na 3D printanim kolektorima

3D printani kolektori prikazani su na slici 3.2.4.1. Prije elektroispredanja
pripremljenim kolektorima nanosi se sloj grafita kako bi dobili svojstvo elektrine
vodljivosti, te bi se omogudilo sakupljanje elektroispredenih vlakana. Na slici 3.2.4.2.
dana je fotografija elektroispredenog materijala PCL/CFU s topografijom 3D

printanog kolektora 1, gdje se na povrSini jasno vidi geometrija kolektora 1.

Sl. 3.2.4.1. 3D pritani kolektori s grafitnim slojem.
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Sl. 3.2.4.2. Elektroispredeni materijal s topografijom 3D printanog kolektora 1.

3.3. Karakterizacija pripremljenih PCL/CFU elektroispredenih materijala

3.3.1. Skenirajuca elektronska mikroskopija (SEM)

Za odredivanje morfologije vlakana, te izgled povrSine elektroispredenih materijala

uzorci su snimljeni na skenirajuéem elektronskom mikroskopu SEM QUANTA 250,
FEl, slika 3.3.1.1.
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SI. 3.3.1.1. SEM mikroskop QUANTA 250, FEI [38].
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Prije snimanja uzorci su pripremljeni nanoSenjem tankog sloja zlata kako bi postali
elektrovodljivi. Uzorci su snimljeni na nekoliko razli€itih mjesta s uvecanjima od 5000
do 10000 puta. Za odredivanje promjera vlakana i promjera deformacija (grudica) po
duljini vlakna, te povrSinu pora izvrSena su mjerenja sa SEM slika u programu
ImageJ. U tu svrhu mjerenje je provedeno na 50-100 nasumiéno odabranih vlakana i

pora, dok je broj deformacija ovisio o pojavi istih po duljini vlakana.
3.3.2. Odredivanje poroznosti

Poroznost elektroispredenih materijala odredena je raCunski prema jednadzbi 1.
Debljina elektroisprednih materijala odredena je pomoc¢u mikrometra: Digi Micrometer
Mitutoyo, broj 393-340-30, debljina mjerenja: 0-25 mm, to¢nost: 0,001 mm, slika
3.3.2.1. Debljina je izrazena kao srednja vrijednost na temelju tri mjerenja s
nasumicnih mjesta na svakom uzorku. Dimenzije uzoraka su oko 2 x 2 cm, te je za
proracun koriStena njihova povrSina, masa, teorijska gusto¢a PCL-a, te izraCunata

gusto¢a mjesavine, PCL/CFU, jednadzba 1.

m
P={1-—— |-100
[ A°h-pj @

P = poroznost elektroispredenog materijala (%),

gdje je:

m = masa elektroispredenog materijala (g)
A = povrsina elektroispredenog materijala (cm?)
h = debljina elektroispredenog materijala (cm)

p = gustoéa polimera ili mje$avine polimera i antibiotika (g/cm?)

Sl. 3.3.2.1. Debljinomjer — mikrometar.
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3.3.3. Termogravimetrijska analiza (TGA)

Termogravimetrijska analiza je metoda termalne analize koja se temelji na mjerenju
promjene mase uzorka kao funkcije temperature ili kao funkcije vremena (pri
konstantnoj temperaturi). TGA je Siroko primjenjivana metoda koja se koristi za:
karakterizaciju i identifikaciju materijala, sastav uzorka, odredivanje udjela organskog
otapala u uzorku, odredivanje anorganskog udjela u uzorku (pepeo), udio aditiva kao
i mehanizam i kinetiku razgradnje. Uredaj za termogravimetrijsku analizu u osnovi se
sastoji od precizne vage povezane s posudicom za uzorak koja se nalazi unutar
pecnice koja omogucuje precizno zagrijavanje uzorka. TGA instrument moze zagrijati
uzorak do temperature od 2000°C (ovisno o vrsti peci koju koristi) [39].

Za odredivanje promjene mase u ovisnosti o temperaturi, te brzine promjene mase,
koriSten je TGA analizator Q500 tvrtke TA Instruments, slika 3.3.3.1. Uzorci od oko
10 mg analizirani su u struji dusSika uz brzinu zagrijavanja od 10 °C/min, u

temperaturnom podrucju od 25°C do 600°C.

— o

-

>

7

Sl. 3.3.3.1. TGA analizator Q500, TA Instruments.

3.3.4. Mehanicka karakterizacija

Za ispitivanje promjene u mehanickom ponasanju elektroispredenih materijala
dodatkom CEFUROXIM-a, materijali su ispitivani na dinamometru Tenso Lab 3000
tvrtke Mesdan, S.p.A., ltalija, slika 3.3.4.1. Ovaj dinamometar je prvenstveno
namijenjen za ispitivanje C&vrsto¢e prede i ploSnih proizvoda. Ima pet mijernih
podrucja:

- 2 daN za elastomerne prede
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- 10 daN za uobicajene prede

- 100, 1000 i 3000 daN za prede visoke ¢vrstoée, konvencionalni i tehnicki tekstil.
Instrument je raCunalno voden i opremljen softverskim paketom Sto omogucuje
ispitivanja u skladu sa 26 standardiziranih metoda ispitivanja (ISO, EN, ASTM, Marks
& Spencer, UNI ...) vla¢nih i tlaénih svojstava.

Uvjeti pri vlaChom naprezanju su: brzina istezanja od 20 mm/min, udaljenost izmedu
stezaliki od 16 mm, te maksimalna sila od 20 N. Uzorci su testirani 5 puta s

dimenzijama od 1x10 cm.

STRENGTH TESTER

] Fau-:' : —tlvl.
WL .. i

TENSOLAB LY

Sl. 3.3.4.1. Dinamometar Tenso Lab 3000.

3.3.5. Pra¢enje otpustanja antibiotika

U svrhu primjene elektroispredenih PCL/CFU materijala za uzgoj tkivnih stanica, te
kontroliranu terapiju oka, neophodno je ispitati i svojstvo otpustanja ugradenog
antibiotika. U tu svrhu materijali s dimenzijama od 2 x 2 cm stavljaju se u posudice s
fizioloSkom otopinom (NaCl/H,0) volumena od 20 mL, te ¢uvaju na temperaturi od 37
°C kako bi se simulirala prirodna okolina u oku. Otpustanje antibiotika prati se
kontinuirano od 7-10 dana koliko bi trebala trajati terapija pacijenta nakon operacije.
Svakih 24 sata iz otopine uzima se uzorak od 1-2 mL, te ispituje UV/Vis
spektrofotometrom. Preostala fizioloSka otopina nadopunjuje se novom fizioloSkom

otopinom 1-2 mL kako bi se zadrZzao konstantan volumen tijekom ispitivanja.
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Otpustanje antibiotika Cefuroxima praéeno je UV/Vis spektrofotometrom Perkin
Elmer Lambda EZ 201, slika 3.3.5.1, mjerenjem apsorbancije u vidljivom dijelu
spektra, tj. pracenjem promjena valne duljine karakteristicne za fizioloSku otopinu
(max = 245 nm). Uzorci su snimani u kvarcnim kivetama duljine opti¢kog puta od 1
cm. Prilikom snimanja apsorbancije, slijepa proba bila je fizioloSka otopina. Snimanje

spektra odradeno je pri brzini od 100 nm/min.

S1.3.3.5.1. UV/Vis spektrofotometar, Perkin Elmer Lambda EZ 201 [40].
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U svrhu vrednovanja utjecaja topografije povrSine, te dodatni utjecaj koncentracije
antibiotika na svojstva elektroispredenog materijala, najprije je izvrSena racunalna
analiza mikroskopskih slika za odredivanje promjera viakana i deformacija, te
povrSine pora. Poroznost materijala odredena je raCunski na temelju povrsine, mase i
debljine materijala. Utvrden je utjecaj koncentracije antibiotika na gubitak mase
povecanjem temperature, te na ponasanju materijala pri vlaénom testu. Prac¢eno je i
otpustanje antibiotika iz elektroispredenih materijala u svrhu primjene istih u

kontroliranoj terapiji oka.

4.1. Morfoloske karakteristike elektroispredenih PCL/CFU materijala

U ovom radu uspjesno su pripremljeni elektroispredeni materijali iz polikaprolaktona i
antibiotika Cefuroxima, a primjenom 3D printanih kolektora posebne geometrije.
Potvrdeno je da se kod koncentracija antibiotika od 5 i 10 % uspjeSno ispredaju
nanovlakna, koja se rasporeduju nasumi¢no prema geometriji 3D printanih kolektora,
a na nacin da na punim dijelovima (valjcima) kolektora vlaka se pozicioniraju
nasumicno kompaktnije, dok na udubljenim dijelovima (izmedu valjaka) vlakna se
pozicioniraju nasumi¢no rahlije. Na taj nacCin dobiva se struktura s nanovlaknima i
mikroporama. Takoder je ustanovljeno da nakon duljeg vremena ispredanja reljefnost
strukture se smanjuje, pa se geometrija kolektora najjasnije vidi na donjoj strani
materijala tj. okrenutoj ka kolektoru. Na slici 4.1.1. dan je histogram distribucije

promjera vlakana kod Cistog elektroispredenog PCL-a.
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Sl. 4.1.1. Distribucija promjera vlakana elektroispredenih PCL materijala.
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Na slici 4.1.2. dani su histogrami distribucije promjera vlakana elektroispredenih
PCL/CFU sa 5 % antibiotika.
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Sl. 4.1.2. Distribucija promjera vlakana elektroispredenih PCL/ 5 % CFU materijala.
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Na slici 4.1.3. dani su histogrami distribucije promjera vlakana elektroispredenih
PCL/CFU sa 10 % antibiotika.
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Sl. 4.1.3. Distribucija promjera vlakana elektroispredenih PCL/ 10 % CFU materijala.
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|z priloZzenih rezultata jasno se vidi da najprije dodatak antibiotika smanjuje raspon
distribucije promjera vlakana kada se usporeduju promjeri vlakana Cistog PCL i
PCL/CFU materijala s 5 i 10 % antibiotika. VeCe smanjeno distribucije promjera
vlakana se pojavljuie kod vece koncentracije antibiotika i to kod Cistog PCL-a
promjeri vlakana su u rasponima od 300 nam do nesto iznad 1 ym dok u slucaju
PCL/ 10 % CFU su od 100 do 400 nm. Ako se usporede promjene distribucije
promjera vlakana u ovisnosti o koristenom kolekotru (kolektori od 1-4), npr. kod
elektroispredenih PCL/ 5 % CFU materijala pokazalo se da vrsta kolektora manje
utjeCe na distribuciju promjera vlakana, ali generalno se moze zakljuciti da se raspon
smanjuje povecanjem visine centralnog valjka. Pa su se tako promjeri vlakana
smjestili u rasponima od 200 nm do iznad 800 nm kod kolektora 1 i od 200 nm do
iznad 400 nm kod kolektora 4. U slucaju elektroispredenih PCL/ 10 % CFU materijala
razlika u rasponima distribucije promjera vlakana je skoro neznacajna tj. rasponi kod
skoro svih materijala elektroispredenih na kolektorima od 1-4 su bili od 200 do 300
nm, uz jako mali broj promjera vlakana iznad 300 nm. Ovim rezultatima moze se
zakljuCiti da najutjecajniji faktor na distribuciju promjera vlakana je svakako
koncentracija polimerna otopine. Ovo je i za oCekivati jer sami kolektori imaju zadatak
da “proizvode” dualnu strukturu u kojima kompaktnije i rahlije pozicioniranje vlakana
je prisutno $to je od veliki znac¢aj za adheziju, migraciju i kolonizaciju stanica u dublje
slojeve elektroispredenih nosaca.

Na slici 4.1.4. dan je histogram distribucije povrSine pora elektroispredenog PCL-a.
Na slici 4.1.5. i 4.1.6. dani su histogrami distribucije povrSine pora elektroispredenih
PCL/CFU sa 5i 10 % antibiotika.
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Sl. 4.1.4. Distribucija povrSina pora elektroispredenog PCL materijala.
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Uzimajuci u obzir promjenu promjera vlakana za ocekivati je da su se rasponi
distribucije povrSine pora dodatkom, te povec¢anjem koncentracije antibiotika takoder
promijenili ali u ovom slu€aju dolazi do povecanja raspona. Kod elektroispredenog
PCL-a raspon distribucije povrine pora je bio od 2 do iznad 5 pm? Kod
elektroispredenin PCL/ 5 % CFU materijala raspon distribucije povrSine pora je
pokazao najznacajniju promjenu u slucaju elektorisprednja na kolektoru 1 gdje su
povrsine pora od 0,6 do iznad 2,5 ym?. Kod ostalih kolektora materijali su generalno
pokazali smanjenja raspona od 1 do iznad 3 pm?. U slucaju elektroispredenih PCL/
10 % CFU materijala rasponi distribucije povrSine pora se smanjuju kod materijala
elektroispredenih na kolektoru 3 i 4 (rasponi su od 0,5 do iznad 2 pm?). Kod kolektora
1 i 2 izmjerene povr$ine pora su najvi$e do iznad 3,5 um?.

U tablici 4.1.1. dane su srednje vrijednosti i standardna devijacija promjera vlakana i
povrSina pora elektroispredenih materijala. Promjena promjera vlakana i povrSina
pora povezuje se s promjenom koliine antibiotika, a kao drugi faktor je svakako vrsta
koriStenog kolektora, odnosno visina centralnog valjka unutar heksagona koja raste

do najvise 5 mm.

Tab. 4.1.1. Srednje + SD vrijednosti promjera vlakana i povrsSine pora.

Elektroispredeni

materijal dyiakna (MM) Apora (Um?)
PCL gisti 0,623+0,375 2,735+1,088
PCL +5 % CF* 0,371+0,236 1,378+0,680
PCL + 10 % CF! 0,221+0,122 1,880+0,724
PCL + 5 % CF? 0,284+0,143 3,033+3,237
PCL + 10 % CF? 0,202+0,107 1,740+1,471
PCL +5 % CF® 0,395+0,213 2,615+2,363
PCL + 10 % CF® 0,222+0,102 1,432+0,722
PCL + 5 % CF* 0,256+0,145 1,522+0,909
PCL + 10 % CF* 0,168+0,082 1,251+1,637

Iz tablice se jasno vidi da dodatak antibiotika u PCL, te dodatno povecanje koliine
istog za 50 %, smanjuje srednju vrijednost promjera vlakana za vise od 50 % u

odnosu na €istog PCL-a (npr. od 623 nm na 221 nm kod elektroispredenog PCL/CFU
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na kolektoru 1). Najmaniji srednji promjer vlakana i najve¢a promjena u odnosu na
promijer &istog PCL-a utvrden je kod PCL + 10 % CF*. Istovremeno se mozZe zakljugiti
i da smanjenju promjera vlakana svakako doprinosi i visina centralnog valjka.
Povecéanjem visine centralnog valjka (veéa razlika izmedu visine manjih valjaka i
centralnog valjka) dolazi do smanjenja promjera vlakana. Ako se usporede uzorke s
istom koncentracijom antibiotika, npr. od 5 % CFU, promjenom kolektora od 1-4
doslo je do smanjenja promjera vlakana od 371 nm do 256 nm. U slu¢aju 10 % CFU
promjenom kolektora od 1-4 dolazi do smanjenja promjera vlakana od 221 nm do
168 nm. Iznimka u slu€aju kolektora 3 moZze se pripisati i nehomogenoj raspodijeli
antibiotika unutar vlakana S$to svakako utjeCe na pad ili rast promjera vlakana.
Generalno dodatak antibiotika u PCL rezultira smanjenjem povrSine pora skoro kod
svih PCL/CFU materijala (npr. od 2,735 pym do najmanje 1,251 um kod PCL + 10 %
CF*). Kod materijala s istom koncentracijom antibiotika promjena nastala utjecajem
koriStenog kolektora od 1-4 je takva da dolazi takoder do smanjenja povrSine pora i
to s najvecom razlikom kod kolektora 2 gdje je smanjenje povrSine pora od 3,033
um?do 1,740 pm?. Ovim se rezultatima pokazuje da geometrija kolektora dakako ima
veliki utjecaj na morfologiju elektroispredenog materijala, te na taj nacin se struktura

istog moZze kontrolirati prema vrsti i veli€ini tkivnih stanica.

4.2. Poroznost elektroispredenih PCL/CFU materijala

Poroznost elektroispredenih PCL/CFU materijala, tablica 4.2.1. utvrdena je raCunski
na temelju mase, povrSine i debljine uzorka, te gustoée polimera odnosno mjeSavine
polimera i antibiotika, gdje je za antibiotik uzeta gustoéa od 1,8 g/cm®. Promjena
poroznosti materijala utvrdena je u ovisnosti 0 geometriji koristenog 3D printanog
kolektora, a dodatno i o ovisnosti koliine antibiotika. Generalno je utvrdeno, kako se
i oCekivalo, da kolektorima se dobivaju poroznije strukture u odnosu na
elektroispredeni PCL na ravnom kolektoru. Najvecu ukupnu poroznost pokazao je
elektroispredeni PCL/10 % CFU* i to od ~90 %. U odnosu na vrsti kolektora utvrdeno
je da dodatkom centralnog valjka u geometriju kolektora, te poveCanjem njegove
visine do 5 mm takoder se povecava poroznost od 78,46 do 81,28 % kod 5 %
koncentracije antibiotika ili od 75,58 do 87,46 % kod 10 % koncentracije antibiotika.
Takoder je utvrdeno da poveéanjem koncentracije antibiotika (iako ne toliko

znacajno) generalno dolazi do smanjenja poroznosti elektroispredenih materijala.
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Tab. 4.2.1. Poroznost elektroispredenih PCL/CFU materijala.

Elektroispredeni 3 5 ,
materijal p(g/cm?) m(g) A(cm?) h(cm) g/cm P (%)
PCL &isti 1,145 0,0217 4,60 0,0143 4.71x10° 71,18
PCL + 5 % CFU* 1,15 0,0211 4,00 0,0213 5.30x 103 78,46
PCL+10% CFU* 1,17 0,0145 540 0,0094 2.69x10°% 7558
PCL + 5 % CFU? 1,15 0,0092 4,62 0,0000 2.00x10° 80,76
PCL+10%CFU?> 1,17 0,0134 460 0,0117 3.00x103 78,72
PCL + 5 % CFU?® 1,15 0,0148 4,00 0,0115 3.70x 103 72,02
PCL+10% CFU® 1,17 0,0177 5,00 0,0062 3.54x10° 51,20
PCL + 5 % CFU* 1,15 0,0120 4,32 0,0129 2.70x10° 81,28

PCL + 10 % CFU* 1,17 0,0090 4,20 0,0146 2.10x10° 87,46

Iznimak iz navedenih zakljuéaka pokazao je elektroispredeni PCL/10 % CFU?
materijal, tj. pokazao je najmanju poroznost od samo 51,20 %, Sto se svakako
prepisuje i najmanjoj debljini materijala, a Sto je Cesto posljedica neravhomjernog
elektroispredanja uslijed destabilizacije mlaza polimerne otopine. U konacnici
materijal s najvecom poroznoSc¢u zadovoljava zahtjeve za primjenu kao nosaca za
uzgoj stanica, a time je potvrdeno da 3D printani kolektori pospjeSuju zeljenu fiziCku

strukturu nosaca.

4.3. Toplinska degradacija elektroispredenih PCL/CFU materijala u ovisnosti o

koncentraciji antibiotika

Na slici 4.3.1. dan je TGA graf koji prikazuje ovisnost gubitka mase elektroispredenog
materijala o porastu temperature, dok ne ja slici 4.3.2. dan DTG graf koji pokazuje
temperaturu maksimalne brzine razgradnje elektroispredenog materijala. Pocetna
temperatura razgradnje Toee, krajnja temperatura razgradnje Tymj, temperatura
maksimalne brzine razgradnje Thaks | OStatak na 600 °C dani su u tablici 4.3.1.
Utvrdeno je da dodatkom antibiotika dolazi do smanjenja toplinske stabilnosti
elektroispredenog PCL-a, $to odgovara i smanjenju pocetnih temperatura od 366,50
°C za dCisti PCL na 377,58 i 344,82 °C za PCL/5 % CFU odnosno PCL/10 % CFU

elektroispredenih materijala.
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Sl. 4.3.2. Brzina razgradnje elektroispredenog Cistog PCL-a i PCL/CFU porastom

temperature.

Razgradnja elektroispredenog PCL-a zavrSava na viSoj temperaturi dodatkom 5 %

antibiotika, dok je u slu€aju PCL s 10 % CFU krajnja temperatura niza, tablica 4.3.1.

DTG krivulja definira temperaturu maksimalne brzine razgradnje elektroispredenog

materijala. 1z dobivenih krivulja utvrdeno je da se dodatkom 5 % CFU-a i 10 % CFU,

maksimum (407,90 °C) vezan uz temperaturu razgradnje PCL-a pomice prema viSoj

(431,79 °C) odnosno nizoj (397,41) temperaturi $to ukazuje na sporiju razgradnju i
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brzu razgradnju polimera, a moze ukazivati na nehomogeno otapanje antibiotika ili
mijeSanje uz PCL-a. Pikovi koji se pojavljuju na temperaturi od 238,29 i 221,16 °C
kod elektroispredenog PCL/5 % CFU odnosno PCL/10 % CFU pokazuju tockeu
maksimalne brzine razgradnje samog antibiotika. Povecanjem antibiotika takoder

dolazi do povec¢anja ostatka materijala nakon razgradnje u odnosu na €isti PCL.

Tab. 4.3.1. KarakteristiCne temperature i ostatak nakon toplinske degradacije.

Elektroispredeni Toot. Tiraj. T maks. Ostatak na 600 °C
materijal (°C) (°C) (°C) (mg)

PCL 366,50 427,80 407,90 0,0500
PCL/5 % CFU 377,58 444,56 431,79 0,3451
PCL/10 % CFU 344,82 407,59 397,41 0,6433

4.4. Mehanicka svojstva elektroispredenih PCL/CFU materijala u ovisnosti o

geometriji 3D printanih kolektora i koncentraciji antibiotika

Na slici 4.4.1. prikazan je vlacni test elektroispredenih materijala na kidalici. Vlacno
ponasanje materijala prikazano je izmjerenom silom i odgovaraju¢em istezanju
(produljenju) materijala. |zmjerena prekidna sila i povrSina popreénog presjeka

materijala koriStene su za odredivanje vlacne €vrstoée elektroispredenih materijala.

Sl. 4.4.1. Elektroispredeni materijal (a) i vla€ni test elektroispredenog materijala (b).
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Slike od 4.4.2. do 4.4.3. prikazuju grafove sile i istezanja pri vlachom testu
elektroispredenih PCL i PCL/CFU materijala. Tijekom ispitivanja materijala na
dinamometru nije dolazilo do klizanja materijala iz stezaljki Sto je olakSavalo samo
ispitivanje. Krivulje vlaénog testa kod svih materijala nisu pokazali male prekide
tijekom ispitivanja kao rezultat klizanja vlakana unutar materijala, Sto se vrlo ¢esto
dogada kod elektroispredenih materijala. Tablica 4.4.1. daje podatke o prekidnoj sili,
prekidnom istezanju i izraCunatoj prekidnoj Cvrstoc¢i. Podaci su uzeti za po jedno

reprezentativno mjerenje od svakog uzorka.
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Sl. 4.4.2. Vla¢no pona$anje elektroispredenog PCL materijala.
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Sl. 4.4.3. Vlaéno pona$anje elektroispredenih PCL/10 % CFU materijala.

Tab. 4.4.1. Mehanicka svojstva elektroispredenih PCL i PCL/CF materijala.

Elektroispredeni F € o
materijal (N) (%) (MPa)
PCL ¢&isti 11,16 £ 0,79  162,5+ 4,70 7,80
PCL +5 % CF! 16,79 +2,76 161,75 + 28,64 7,88
PCL + 10 % CF! 12,01 £0,77  110,2 + 8,02 12,78
PCL + 5 % CF? 13,65 +2,29 124,90 + 22,48 15,17
PCL + 10 % CF? 6,68+1,60 94,2+ 14,60 5,71
PCL +5 % CF® 14,47 £2,27 134,60 + 19,23 12,59
PCL + 10 % CF® 13,19 +3,06 124,9 + 15,02 21,27
PCL +5 % CF* 15,30 £ 1,16 103,2 + 20,08 11,86
PCL + 10 % CF* 9,72+195  94,5+21,52 6,66

Odgovaraju¢a mehanicka svojstva elektroispredenih nosaca od izuzetne su vaznosti
za odupiranju silama koje se javljaju prilikom formiranja novog tkiva, pa stoga ista
moraju biti i u skladu s vrstom =zasijanih stanica. Izmjerene prekidne sile
elektroispredenih materijala su u rasponu od oko 7 do oko 17 N. Utvrdeno je da
dodatkom antibiotika od 5 % dolazi do povecanja prekidne sile, dok u slu¢aju
dodatka od 10 % cefuroxima ista varira, te je najveci porast bio od 11,16 (PCL) do
13,19 (PCL + 10 % CF®), odnosno najveéi pad do 6,68 N (PCL + 10 % CF?).
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Generalno dodatkom antibiotika i pove¢anjem njegove koncentracije smanjuje se
prekidno istezanje materijala do maksimalno oko 70 % kod PCL + 10 % CF”
Varijacija u trendu porasta i pada prekidne sile i prekidnog istezanja mozZe se pripisati
mogucoj nehomogenoj raspodijeli antibiotika unutar polimerne matrice. Uslijed
destabilizacije mlaza prilikom elektroispredanja vrlo Cesto debljina materijala takoder
varira Sto pridonosi varijaciji rezultata. Vrsta kolektora u slu¢aju PCL + 5 % antibiotika
rezultirala je porastom prekidne ¢vrsto¢e porastom visine centralnog valjka kolektora,
te je izraduna najveéa prekidna &vrstoca od 15,17 MPa u slu¢aju PCL + 5 % CF?
materijala. U slu€aju PCL + 10 % antibiotika najveéa prekidna ¢vrsto¢a od 21,27 MPa

izradunata je kod PCL + 10 % CF° materijala.

4.5. Otpustanje antibiotika iz elektroispredenih PCL/CFU materijala

U tablici 4.5.1. dane su vrijednosti apsorbancije fizioloSke otopine uzete nakon svakih

24 sata iz boCica u kojima se nalaze elektoispredeni PCL/CFU materijali.

Tablica 4.5.1. Apsorbancija fizioloSke otopine s otpustenim antibiotikom.

Periodi mjerenja PCL +5% CFU PCL + 10 % CFU

1. dan 0,001 A 0,001 A
2. dan 0,003 A 0,003 A
3. dan 0,005 A 0,005 A
4. dan 0,012 A 0,036 A
5. dan 0,024 A 0,021 A
7. dan 0,000 A 0,007 A
8. dan 1,170 A 1,120 A
9. dan 1,130 A 1,100 A

Obzirom da nakon operacije oka, terapija s kapima otopine cefuroxima traje od 7-10
dana, u ovom eksperimentu mjerenje je izvrSeno kontinuirano u trajanju 9 dana.
Apsorbancija i njezina promjena ukazuje na prisutnost otpustenog antibiotika u
fizioloSku otopinu jer otapanjem lijeka dolazi do zamuéenja iste. |z izmjerenih
vrijednosti jasno se vidi da svakim danom dolazi do povec¢anja apsorbancije kod obje
koncentracije antibiotika. lako na poCetku kod elekroispredenog PCL + 10 % CFU

materijala porast je bio veéi, §to je i za oCekivati zbog veée koncentracije CFU-a,
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kasnije se ispostavilo da materijal PCL + 10 % CFU pokazuje vecu apsorbancu
(nakon dana 5) i to od maksimalno 1,170 na dan 8. Ovakav neocekivani preokret se
mozZe pripisati opet nehomogenoj kapsulaciji antibiotika u elektroispredena vlakna sto
svakako pridonosi koli€ini otpustenog CFU-a. lako rezultati nisu pokazali stabilan
trend porasta svakako su dokaz uspjeSnom elektroispredanju PCL-a u ulozi tkivhog

nosaca za prijenos lijekova i kontroliranu terapiju tkiva oka.

46



5. ZAKLJUCAK

U ovom radu uspjeSno su pripremljeni elektroispredeni polikaprolakton/cefuroxim
materijali ciljane topografije koristenjem 3D printanih kolektora ciljane geometrije s
temeljnom ponavljajuéom jedinicom u obliku heksagona. Temeljem provedene
analize, a u skladu s postavljenim specificnim ciljevima rada, doneseni su sljedeci

zakljucci, a u vezi:

1. Morfolo8kih karakterisitka

Koncentracija antibiotika utje€Ce na morfoloSka svojstva materijala, odnosno
povecanjem koncentracije dolazi po smanjena promjera viakana. PovrSina pora se
smanjuje dodatkom 10 % cefuroxima. S istom koncentracijom antibiotika promjena
nastala utjecajem koriStenog kolektora od 1-4 je takva da dolazi do smanjenja
povrSine pora i to s najve¢om razlikom kod kolektora 2. Ovi rezultati pokazuju da
geometrija kolektora dakako ima veliki utjecaj na morfologiju elektroispredenog
materijala, te na taj naCin se struktura istog moze kontrolirati prema vrsti i veliCini

tkivnih stanica.

2. Poroznosti

U odnosu na vrstu kolektora utvrdeno je da dodatkom centralnog valjka u geometriju
kolektora, te povecanjem njegove visine do 5 mm takoder se poveéava poroznost.
Utvrdeno je da povecanjem koncentracije antibiotika (iako ne toliko znacajno)

generalno dolazi do smanjenja poroznosti elektroispredenih materijala.

3. Toplinske degradacije

Na dobivenim krivuljama utvrdeno je da se dodatkom 5 % CFU-a i 10 % CFU,
maksimum (407,90 °C) vezan uz temperaturu razgradnje PCL-a pomice prema Vvisoj
(431,79 °C) odnosno nizoj (397,41) temperaturi $to ukazuje na sporiju razgradnju i
brzu razgradnju polimera. Povecanjem antibiotika takoder dolazi do povecanja

ostatka materijala nakon razgradnje u odnosu na Cisti PCL.

4. Mehanickih svojstava
Dodatkom antibiotika i poveCanjem njegove koncentracije smanjuje se prekidno

istezanje materijala do maksimalno oko 70 % kod PCL + 10 % CF*. Varijacija u
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trendu porasta i pada prekidne sile i prekidnog istezanja moze se pripisati mogucoj
nehomogenoj raspodijeli antibiotika unutar polimerne matrice. Koncentracija od 5 %
antibiotika rezultirala je porastom prekidne CvrstoCe porastom visine centralnog valjka
kolektora, najveca prekidna ¢vrsto¢a od 15,17 MPa izraCunata je u slu¢aju PCL + 5

% CF? materijala.

5. Otpustanja antibiotika

lako rezultati nisu pokazali stabilan trend porasta, svakako su dokaz uspjeShom
elektroispredanju PCL-a u ulozi tkivnog nosaca za prijenos lijekova i kontroliranu
terapiju tkiva oka. Neocekivana, oslobodena veca koliCina antibiotika (zadnja 2 dana
eksperimenta) kod materijala s 5 % CFU-a moze se pripisati nehomogenoj
kapsulaciji antibiotika u elektroispredena vlakna S$to svakako pridonosi Kkoli€ini

otpustenog CFU-a.
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