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SAZETAK:

Tkivno inzenjerstvo pruza velike mogucnosti u razvoju umjetnih organa, osobito bioloskih
regenerativnih materijala, kao S$to su hrskavica, kosti i koza. Dizajniranje odgovarajucih
biorazgradljivih i biokompatibilnih materijala te prac¢enje biokemijskih i fizikalnih svojstava, kao
I rasta stanica, omogucéuje generiranje nadomjestaka koji mogu obnoviti ili znatno poboljsati
funkciju ostecenih tkiva.

U ovom radu, istrazen je utjecaj razliCite topografije elektroispredenih polimernih nosaca
polikaprolaktona (PCL) na uspjeSnost zasijavanja i rasta stanica. Kolektori su dizajnirani
programom 123D Design te su zatim 3D printani. Nosa¢i polikaprolaktona i antibiotika
Cefuroxima, CFU®, pripremljeni su elektroispredanjem, u koncentracijama antibiotika, 14 %
PCL + 15 % mas. i 14 % PCL + 20 % mas.CFU®. Morfoloska struktura pripremljenih nosaca
prije i nakon zasadivanja Hela stanica, pracena je skeniraju¢om elektronskom mikroskopijom
(SEM), a biofunkcionalnost nosaca ispitana je MTT testom. Temperature kristalizacije (Ty) i
taljenja (Tm) PCL/CFU® nosaca te stupanj kristalnosti (yc) odredeni su diferencijalnom
pretraznom kalorimetrijom (DSC), dok je toplinska stabilnost materijala pracena tehnikom
termogravimetrije (TG). Dobiveni rezultati mikrostrukture nosaca korelirani su s rezultatima
dobivenih temperatura transformacija te koncentracijom antibiotika, kao i rasprostranjenoscu i
rastom stanica na nosacu.

Kljuéne rijeéi: tkivno inZenjerstvo, elektroispredanje, PCL, Cefuroxim®, biokompatibilnost



THERMAL ANALYSIS OF BIOCOMPATIBLE MATERIALS FOR
TISSUE ENGINEERING

SUMMARY:

Tissue engineering provides a great opportunities in the development of artificial organs,
especially biological regenerative materials, such as cartilage, bone and skin. Designing the
appropriate biodegradable and biocompatible materials and investigation of their biochemical
and physical properties as well as cell growth factors, makes it possible to generate substitutes
that can restore or substantially improve the function of damaged tissues.

In this paper, the effect of different topographies of electrospun Polycaprolactone fibrous carrier
on the incorporation and cell growth was investigated. Polymer carriers with different structure
and porosity, have been prepared by electrospinning of PCL/CEFUROXIM® (CFU®) solution at
the designed and 3D printed collectors. Polymer solution was prepared with different
concentrations of antibiotic CFU®, 15 and 20 %wt. Fibrous morphology was followed by
scanning electron microscopy (SEM), while biocompatibility was detected by MTT test. Melting
(Tw) and crystallization (T.) temperatures of PCL/CFU® as well as degree of crystallinity (y.)
were determined by differential scanning calorimetry (DSC), while thermal stability of material
was obtained by thermogravimetry (TG). Results of PCL/CFU® carrier microstructure were
correlated with transformation temperatures and antibiotic concentrations as well as cell growth.

Keywords: tissue engineering, electrospinning, PCL, Cefuroxim®, biocompatibility
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1. UVOD

Tkivno inzenjerstvo je disciplina u kojoj se uz pomo¢ nacela inzenjerstva i biologije nastoje
izraditi funkcionalne zamjene za osteena tkiva i organe. Ljudski organizam, tkiva i organi
skloni su povredama i oStecenjima kao $to su manje rane, iS¢eSenja, ogrebotine i blazi lomovi
kostiju koji lako zarastaju, ali problem stvaraju potpuno osteceni organi, koji viSe nemaju svoju
funkciju u ljudskom tijelu, i veliki lomovi kostiju koji tesko zarastaju. Tkivno inZenjerstvo
predstavlja rijeSenje ovog problema. U tkivnom inZenjerstvu se na prirodne ili sintetiCke nosace
nanose stanice tkiva te se u odgovaraju¢im uvjetima omogucuje rast stanica, njihova interakcija
te reparacija ostecenog tkiva. Tkivno inzenjerstvo se pokazalo uspjeSnim za regeneraciju tkiva
koze, srca, bubrega i jetre.

Elektroispredanje je tehnika koja pomocu elektrostati¢kih sila polimernu otopinu ili talinu
pretvara u fina vlakna. Koristi se za izradu biokompatibilnih i/ili biorazgradivih nosaca koji se
koriste u biomedicini za prijenos i otpusStanje lijeka unutar organizma u ciljanoj terapiji. Prednost
elektroispredanja u odnosu na druge konvencionalne metode je $to dobivena vlakna imaju manji
promjer i vecu specificnu povrSinu. U ovom radu pripremljene su otopine za elektroispredanje s
14% polimera polikaprolaktona PCL uz dodatak 15% i 20% mas. antibiotika Cefuroxim®, CFU®.
Za elektroispredanje dizajnirano je 5 kolektora razli¢ite topografije. Nakon S$to su
elektroispredanjem dobiveni nosaci, na njih su nasadene HeLa stanice kako bi se ispitala
biokombatibilnost nosac¢a. Takoder su ispitana toplinska svojstva biorazgradljivog nosaca,
njegova stabilnost i morfoloSka struktura te je provedeno istrazivanje utjecaja dizajna 3D
strukture nosaca na rast 1 distribuciju stanica, s ciljem boljeg razumjevanja interakcije stanica s
okolinom.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Tkivno inZenjerstvo

Tkivno inzenjerstvo (TE) je novo podrucje znanstvenog istrazivanja koje obuhvacéa primjenu
biokompatibilnih materijala i stanica, s ciljem rekonstrukcije i regeneriranja tkiva i organa. Na
prirodne ili sinteti¢ke nosace nanose se stanice tkiva te se odgovaraju¢im uvjetima omogucuje
rast stanica, njihova interakcija i reparacija oStecenog tkiva (slika 1.) [1] Jedna od mnogih
primjena tkivnog inZenjerstva odnosi se na transplataciju organa, koja je ograni¢ena brojem
donora i visoke cijene samog procesa, $to rezultira velikim brojem ljudi koji svake godine ¢ekaju
na nove organe. [2] Tkivno inzenjerstvo pokazalo se uspje$nim za regeneraciju tkiva koze, srca,
bubrega i jetre te potencijalno ¢ak i ispravljanja nekih urodenih mana. U veéini slucajeva, tkiva i
organi potrebni su odmah za postupak transplantacije, kao $to je slu¢aj primjerice u nesre¢ama,
ratovima i prirodnim katastrofama te je manjak potrebnih organa ozbiljan problem danasSnjice.
Tkivno inZenjerstvo podrazumjeva produciranje regeneriranog tkiva s funkcijama koje
odgovaraju prrodnim tkivima. [3] Stanice koriStene u tkivnom inZenjerstvu mogu potjecati od
istog pacijenta ili od drugog pojedinca, kao i od zivotinja. [4]

Na slici 1. mozemo vidjeti princip djelovanja tkivnog inzenjerstva. Stanice se izoliraju iz
pacijenta (a), zatim se uzgajaju in vitro na dvodimenzionalnoj povrsini, zasijavaju na porozni
nosac zajedno s faktorom rasta i eventualno lijekom. Daljnji rast stanica odvija se u bioreaktoru,
koji osigurava optimalne uvijete za organizaciju i funkciju tkiva. Nakon $to je funkcionalno tkivo
pripremljeno, ono se transplantira na oSte¢eni dio kako bi se povratila izvorna funkcija. [2]



o i,
‘ & ui'.on’r;-.u \ o”
- ‘ : ‘ &a‘ Zasijavanje na 30

‘ poroznom nosatu
¢ @5 4
? L '
Organizacija Q) § - - ‘
thiva 4
“ !‘
o Stanice \ /
Male
’
\ l":"
\ ', Uzgo) na 20
. Nanolestice
, 0
/
Transplantacija N o,
thiva \ : ‘
o »~ \ 4 .
.
1zolactja stanica

Slika 1. Koncept tkivnog inzenjerstva koji ukljucuje zasijavanje stanica unutar biokompatibilnog
nosaca [2]

2.1.1. Izvanstani¢na-matriks struktura

Skupine izvanstani¢nih molekula koje luce stanice i osiguravaju strukturnu i biokemijsku
podrSku okolnim stanicama naziva se izvanstani¢na matriks struktura. Izvanstani¢na matriks
struktura moze imati dosta funkcija zbog svoje raznolike naravi i sastava. Neke od tih funkcija su
pruzanje strukturne podrske, odvajanje tkiva i reguliranje intercelularne komponente, reguliranje
dinami¢nog ponaSanja stanica, izdvajanje Sirokog raspona stani¢nih cimbenika rasta i
pohranjivanja istih. Za procese kao S§to su rast, zacjeljivanje rana i fibroza neophodno je
formiranje izvanstani¢nog matriksa. Kako bi se potaknulo in vivo ponaSanje stanica najvazniji
¢imbenik u tkivnom inZenjerstvu je odabir i konstruiranje prikladnih podloga. Zbog toga je
trodimenzionalna (3D) struktura umjetnog izvanstani¢nog matriksa jako vazna u upravljanju
strukturom i mehanic¢kim karakteristikama. [5]



2.2. Priprema nosaca elektroispredanjem

Postupak elektroispredanja najcesce se koristi za izradu poroznih biokompatibilnih nosaca,
radi svoje jednostavnosti i niske cijene koStanja. Definira se kao jedinstvena tehnika pri kojoj se
pomocu elektrostatickih sila iz polimerne otopine ili taline stvaraju fina vlakna.
Elektroispredanje se temelji na elektrohidrodinamickim principima, pri ¢emu elektrificirani
viskozni fluid putuje kroz zrak na kolektor sa suprotnim elektri¢nim potencijalom. [6] Vlakna
dobivena ovom tehnikom imaju znatno manji promjer te vecu specificnu povrSinu u odnosu na
druga vlakna dobivena konvencionalnim tehnikama ispredanja. [7] Za proces elektroispredanja
potrebno je: kolektor vlakana, mlaznicu te izvor visokog napona. Sam proces elektroispredanja
odvija se uvodenjem tijeka polimerne otopine/taline u elektrostaticko polje visokog napona.
Potrebno je prikljuciti dvije visoko naponske elektrode, od kojih se jedna prikljucuje na kapilarni
uredaj za elektroispredanje, a druga na kolektor vlakana. [6] Budu¢i da se tezi stanjivanju
nabijenog mlaza, vazno je koriStenje elektri¢nog polja jer pod utjecajem elektrostatskih sila i pri
visokoj brzini deformacije dolazi do stvaranja vlakana. Kada elektri¢ne sile nadjacaju povrsinsku
napetost polimerne otopine/taline i uzrokuju izbacivanje elektri¢ki nabijenog mlaza, tada dolazi
do procesa elektroispredanja. Za istezanje polimernog fluida potreban je izvor istosmjernog
napona u rasponu od nekoliko desetaka kV te povrSina za sakupljanje nastalih finih vlakana.
Procesom se formiraju nanovlakna na uzemljenom kolektoru. Elektroispredanje se najéesce
provodi na sobnoj temperaturi uz standardne uvjete atmosfere. [8] Nanovlakna spadaju u
podru¢je nanoskale koja se krece od oko 0,1 nm do 1 pm. Elektroispredanjem iz taline dobivaju
se vlakna sub-mikro promjera, pa ¢ak i do 250 um. Kontrolirano elektroispredanje iz taline
omogucuje izradu nosaca s porozno$éu i do 98 %, a uz minimalno elektrostaticko odbijanje
izmedu sakupljenih vlakana postize se 3D struktura nosaca. [9] Na slici 2. nalazi se shematski
prikaz procesa elektroispredanja. [2]
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Slika 2. Shematski prikaz elektroispredanja [2]

2.2.1. Parametri procesa elektroispredanja

Ovisno o materijalu koji se koristi za izradu nosaca elektroispredanjem i svojstvima
polimerne otopine, ovise i procesni parametri. Morfologija elektroispredenih vlakana ovisi o
svojstvima polimerne otopine, kao S§to su koncentracija, viskoznost, molarna masa, indeks
polidisperznosti, polarnost, vodljivost polimera, povrSinska napetost itd. [10] Niska viskoznost
uzrokuje defekte u strukturi nosaca, dok viSa viskoznost utje¢e na veéi promjer vlakana.
Povecanjem koncentracije poveéava se promjer vlakana, dok se povecanjem vodljivosti
smanjuje promjer. Veca povrSinska napetost rezultira nestabilnim mlazom, a povecanjem
molekularne mase smanjuju se defekti u strukturi nosaca. [11] Procesni parametri koji utjeu na
kona¢nu strukturu poroznog nosaca su: intezitet elektricnog polja, brzina elektroispredanja,
dizajn te udaljenost igle i kolektora i vrijeme elektroispredanja. Parametri okoline koji takoder
utjecu na kvalitetu procesa i kona¢nog mata uglavnom su: relativna vlaznost zraka, temperatura
I brzina strujanja zraka. [9]

Brzina protoka polimerne otopine vazan je procesni parametar s obzirom da utjec¢e na brzinu
mlaza i brzinu prijenosa materijala. Pozeljna je niza brzina protoka polimerne otopine, kako bi
otapalo imalo dovoljno vremena za isparavanje. [11]



Takoder je utvrdeno da postoji minimalna udaljenost izmedu igle i kolektora koja omogucuje
polimernim vlaknima vrijeme potrebno za susenje prije talozenja na kolektoru. U suprotnom, pri
manjoj ili ve¢oj udaljenosti stvorile bi se kapljice otopine. [12] Visoka relativna vlaznost zraka
rezultirat ¢e stvaranjem pora na vlaknima, dok visa temperatura okoline vodi do smanjenja
promjera vlakana. [12,13]

Osim navedenih parametara koji direktno utjecu na morfologiju vlakana, u postupku
elektroispredanja vazan parametar koji utjeCe na pozicioniranje ili raspored vlakana, a samim
time i na izgled elektroispredenog materijala, je dizajn kolektora. Najednostavniji oblik kolektora
je ravna ploca prekrivena s aluminijskom folijom. Kao kolektori mogu se koristiti vodljivi papir,
vodljive tkanine, zi€ane mreze, igle, rotiraju¢i Stapovi, valjci, diskovi, koagulacijske kupelji,
metalni kolektori ciljane geometrije, 3D printani kolektori i sl. [13]

2.3. Primjena elektroispredenih materijala

Prednost elektroispredenih materijala kao Sto su visoka poroznost, veliki omjer povrsine prema
volumenu i poboljSana fizikalno-mehani¢ka svojstva razlog su primjene ovih materijala u
razli¢itim podrucjima (slika 3.). Takoder je moguce lako manipulirati parametrima procesa , te
karakteristikama polimerne otopine da bi se dobila zeljena morfologija vlakana i mehanicka
¢vrsto¢a.[14] Podru¢je biomedicine jedno je od najopseznijih podrucja primjene
elektroispredenih materijala. Tkivno inZenjersto takoder spada u primjenu elektroispredenih
materijala jer elektroispredanje pruza jednostavniji i isplativiji nacin proizvodnje vlaknastih
nosaca pogodnih za uzgoj tkivnih stanica pri rekonstrukciji tkiva. [15] Nosaci koji se koriste u
tkivnom inZenjerstvu predstavljaju trodimenzionalne biokompatibilne strukture ¢ija je osnovna
funkcija omogucditi prianjanje tkivnih stanica. Svrha nosaca je da sluze kao privremene podloge
za rast tkivnih stanica 1 distribuciju prije regeneracije bioloski funkcionalnog tkiva. [16]
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Slika 3. Podrucja primjene elektroispredenih materijala [14]




3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali i priprema uzoraka

Biokompatibilni nosaci pripremljeni su od polikaprolaktona (PCL), proizvodaca Sigma Aldrich,
molekulne mase 80000 gmol™, My/My < 2 i gustoée 1,145 gmol™ pri 25 °C. Pripremljena je
14% polimerna otopina PCL-a u mjesavini otapala, glacijalne octene kiseline i acetona u
volumnom omjeru 8:2. PCL je najprije otopljen u glacijalnoj octenoj kiselini, uz konstantno
mijeSanje na magnetskoj mijesalici kroz 12 sati, nakon ¢ega je dodan aceton uz zagrijavanje pri
temperaturi od 50 °C. U otopinu je zatim dodan antibiotik CEFUROXIM®, u koncentraciji od 15
% mas. i 20 % mas. te je otopina dodatno homogenizirana na magnetskoj mjesalici kroz 1 sat.

3.2. Izrada 3D printanih kolektora

Dizajniranje kolektora provedeno je programima 123D Design i Catia V5 te su kolektori printani
na 3D printeru Form Labs. Dimenzije pripremljenih kolektora, 3 rebrasta i 2 mrezasta, dane su u
tablici 1, a primjeri kolektora na slici 4 .

Slika 4. Primjer rebrastog i mrezastog kolektora



Tablica 1. Dimenzije 3D printanih rebrastih i mreZastih kolektora

Rebrasti Visina 1. rebra Visina 2. rebra Sirina Debljina
Kolektor 1 1,2 mm 0,6 mm 0,6 mm 0,3 mm
Kolektor 2 1,2 mm 0,6 mm 0,8 mm 0,3 mm
Kolektor 3 1,2 mm 0,6 mm 1 mm 0,3 mm
Mrezasti Visina mreze

Kolektor 4 1,2 mm 0,6 mm 0,6 mm 0,3 mm
Kolektor 5 1,2 mm 0,6 mm 1 mm 0,3 mm

3.3. Elektroispredanje polimernog nosaca

Elektroispredanje &istog PCL-a i pripremljenih otopina PCL+ 15 %mas. CFU® i PCL+ 20 %
mas. CFU® provedeno je na uredaju NT-ESS- 300, NTSEE Co. Ltd. South Korea (slika 5.).
Uredaj se sastoji od pumpe i izvora visokog napona i rotirajuceg cilindra, tj. kolektora.
Elektroispredanje je provedeno pri naponu od 17 kV, brzinom 1 ml/h, kroz 2 sata. Volumen
polimerne otopine bio je 2 ml, a udaljenost vrha igle i kolektora 18 cm. Na 3D printanim
kolektorima nanesen je grafit te su oni pri¢vrsceni na cilindar.




Slika 5. Uredaj za elektroispredanje: 1.- pumpa i igla

2.- izvor visokog napona, 3. - kolektor

3.4. Nasadivanje stanica na biokompatibilni nosa¢

Ispitivanje biokompatibilnosti nosa¢a provedeno je s HeLa stanicama. Nosa¢i su najprije
oCis¢eni, sterilizirani i izlozeni UV zraenju 60 minuta. Hela stanice pripremljene su u
Petrijevoj posudi u kulturi DMEM i s govedim serumom te inkubirane na temperaturi 37 ° C u
atmosferi 95% 02 i 5% CO2. Testiranje je provedeno 3(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) testom, nakon 24 i 72 sata.
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3.5. Karakterizacija pripremljenih nosaca

3.5.1. Diferencijalna pretraina kalorimetrija (DSC)

Temperaturne transformacije biokompatibilnih nosaca odredene su diferencijalnom pretraznom
kalorimetrijom na uredaju DSC Mettler-Tolledo 822e (slika 6.). Ispitivanja su provedena u
temperaturnom podru¢ju od -100 °C do 80 °C, u atmosferi dusSika, pri brzini
zagrijavanja/hladenja od 10 °C/ min.

Slika 6. Diferencijalni pretrazni kalorimetar Mettler-Tolledo 822e
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3.5.2. Termogravimetrija (TG)

Toplinska stabilnost materijala odredena je na uredaju TG A Q500, TA Instruments (slika 7.) u
temperaturnom intervalu od 25°C do 700 °C, u atmosferi dusika te uz brzinu zagrijavanja 10
°C/min.

Slika 7. Termogravimetar Q500, TA Instruments

12



3.5.3. Skenirajuca elektronska mikroskopija (SEM)

Morfoloska struktura elektroispredenih nosaca snimljena je skeniraju¢im elektronskim
mikroskopom (SEM) Tescan Vega TS 5136 MM (slika 8.), pri naponu od 20 kV i na
povecanjima od 46 x, 500x, 2000x i 6000x.

Slika 8. Skenirajuci elektronski mikroskop Tescan Vega TS 5136 MM
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Toplinska svojstva nosaca

4.1.1. Ispitivanje temperature transformacija i kristalnosti

Na slici 9. prikazan je DSC termogram za Cisti polikaprolakton (PCL). 1z termograma se
moze vidjeti da je temperature stakliSta (Tg) PCL-a odredena pri -62°C, u oba ciklusa
zagrijavanja. Temperatura taljenja takoder je u oba ciklusa utvrdena pri 58 °C, no entalpija
taljenja je neSto niza u 2. ciklusu zagrijavanja. DSC analiza pokazala je semikristalini¢nu
strukturu PCL-a, s kristali§tem pri temperature od 27 °C. Dobiveni rezultati u korelaciji su s
dosadagnjim istraZivanjima &istog polikaprolaktona. [19] Utjecaj antibiotika CFU® na promjenu
toplinskih svojstava biokompatibilnih nosaca vidljiva je na slikama 10. i 11. Moze se vidjeti da
dodatkom 15 %mas. i 20 % mas. antibiotika CFU® nije doslo do promjene temperature taljenja
(Tm), dok se temperatura kristalizacije (Tk) povisila, sto ukazuje da antibiotik moze djelovati kao
nukleacijski agens za PCL (slika 10. 11., tablica 4). Entalpija kristalizacije takoder se povisila
dodatkom lijeka, osobito pri 20 % mas. CFU®. Stupanj kristalnosti (y3) za PCL/ICFU® nosag
odreden je prema jednadzbi (1) i raste s poveéanjem koncentracije lijeka CFU® (tablica 2.).

AH,
2= *100%
0 1)

-

gdje je:
AH, — parcijalna entalpija taljenja (J/g)

AHjy - entalpija taljenja za 100% kristalni PCL (142 J/g).

14



PCL

Integral 254.0 m) Integral -293.9mJ
normalized 48.85 J/g normalized -56.53 J/g
T, =27.61°C T, =58.72°C

2. ciklus hladenja

ri/;m““w
66,20 °C

1. ciklus zagrijavanja opaASTWIEC 6350

Deltacp ASTMIEC 87,701e-03 Jg*-1K"-1

i,

Glass Transition
Onset -66,56 °C

2. ciklus zagrijavanja sl o

¥
Midpoint ASTMIEC -63,00 °C

Delta cp ASTMJIEC 0,100 Jg*-1K~-1 Integral _ 279.0 mJ
normalized -53.66 J/g
T, =58.21°C

60 70 °C
STAR® SW 12.10

-100 -90 -80 -70 -60 -50 -40 -30 -20 -10 0 10 20 30 40 50
Lab: METTLER

Slika 9. DSC termogram za PCL nosac¢

15



A,

PCL + 15% CFU

Tntegral 230,67 mJ
Onset 36,18 °C
Peak  32,52°C
Endsel 26,37 °C

2. ciklus hladenja

R Il

1. ciklus zagrijavanja

Glass Transition
Onset 65,76 “C Integral -283.36 mJ
Midpoint 64,24 °C Onset 4945°C
Midpoint ASTMJIEC -62,68 °C Peak  5885°C
- Endset 66,96 °C

2. ciklus zagrijavanja

Glass Transition

Onset 66,77 *C

Midpoint 62,64°C Integral -227,51 mJ

Midpoint ASTMJIEC 62,60 °C Onset 4983 °C
Peak 59,01 °C
Endset 63,28 °C

L1 a0 -Ril il Al AN -di in 2 110 i 10 111 in 40 S0 Al In o
Lab: METTLER STAR® 8W 12.10

Slika 10. DSC termogram za PCL+ 15% mas. CFU® nosac

Aexo

Integral 320.3 mJ
T, =32.62°C
2. ciklus hladenja

Integral -397.4m)
m-:: _ T, =58.39°C

1. ciklus zagrijavanja

\_

2. ciklus zagrijavanja Integral -330.6 mJ
T =58.88°C
L0090 80 0 .0 0 .40 30 20 400 10 20 0 40 s g 7 o
Lab: METTLER STAR® SW 12.10

Slika 11. DSC termogram za PCL+20% mas. CFU® nosac
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Tablica 2. Rezultati DSC analize nosaca PCLICFU®

Temperatura | Temperatura | Entalpija Entalpija Stupanj

taljenja, kristalizacije, | taljenja, | kristalizacije, | kristalnosti,
T T AH AH X

] K C

[l [°C] [J/g] [J/g] [%]

58.21 27.61 53.66 48.85 37.78
59.01 32.62 55.78 52.47 39.28
58.88 32.62 62.39 60.44 43.94

4.1.2. Toplinska stabilnost nosaca

Rezultati termogravimetrijske analize pokazuju da se razgradnja Cistog PCL-a u inertnoj
atmosferi odvija u dva stupnja, s po¢etnom temperaturom razgradnje pri 349 °C (slika 12).
Prema dosadasnjim istraZivanjima Cistog polikaprolaktona [20, 21], prvi stupanj vezan je uz
pucanje polimernog lanca kroz cis-eliminaciju, nakon ¢ega dolazi do eliminacije monomera.
Derivativna krivulja (DTG) pokazuje dva pika, vezana uz infleksiju intervala gubitka mase na
TG krivulji, pri temperaturama od 404 °C i 485°C (slika 12). Dodavanjem antibiotika CFU®,
mehanizam razgradnje elektroispredenog nosaca odvija se u tri stupnja, S pocetnom
temperaturom razgradnje pri 195°C, $to je znaajno nize u odnosu na ¢isti PCL (slika 13).
Povecanjem koncentracije lijeka nastavlja se smanjenje toplinske stabilnosti nosaca, i
razgradnja nosaca sa 20 % mas. lijeka pocinje pri temperaturi od 185 °C (slika 14.)
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Slika 13. TG i DTG krivulje za PCL + 15% mas. CFU® nosa¢
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Slika 14. TG i DTG krivulje za PCL+20 % mas. CFU® nosac

4.2. Morfoloska struktura nosaca

Morfoloska struktura elektroispredenih PCL/CFU® nosaga sa razli¢itim koncentracijama
antibiotika, pripremljenih na rebrastom kolektoru 2 (Tablica 1), dana je na slici 15. Na slici 15a
moze se vidjeti da mat od Cistog PCL-a pokazuje dosta defekata u strukturi vlakana, $to je
posljedica nestabilnosti elektroispredanja te niZze viskoznosti otopine. Osim viskoznosti, na
stvaranje defekata utjece i viskoelasti¢nost te povrsinska napetost polimerne otopine. Dodatkom
15% mas. CFU®, dolazi do formiranja jednoli¢nih vlakana, ravnomjerno rasporedenih u poroznoj
mreZi mata, ¢ime se ova koncentracija pokazala kao najoptimalnija u provedenom istrazivanju
(slika 15b.). Daljnje povecanje koncentracije lijeka, do 20 % mas., opet vodi do stvaranja
aglomerata u vlaknima (slika 15c). S obzirom da je 15 % mas. lijeka otpimalna koncentracija,
nosaci ove otopine pripremljeni su na kolektorima razliitih topografija (slika 16.). Rezultati su
pokazali da razlika u dizajnu i topografiji rebrastih i mrezastih kolektora ne utjece znacajno na
svojstva elektroispredenih vlakana, no Sirina utora na rebrastom kolektoru utje¢e na promjer
vlakana. Finija i tanja vlakna dobivena su na kolektorima 1 i 2 (Tablica 1), dok se na rebrastom
kolektoru s najSirim rebrom (kolektor 3) mogu uociti djelomicna zadebljanja vlakana (slika 16c).
Na slici 17. dan je prikaz rezultata MTT testa, iz Cega je vidljivo da su se stanice vrlo dobro
razvile na PCL/CFU® nosagima svih ispitanih topografija. Najbolji rast stanica pokazali su
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nosaci elektroispredeni na kolektorima 2 i 4., §to se vidi iz rezultata SEM analize morfoloske
strukture naneSenih stanica danih na slici 18.

Del: SE
SEM MAG: 6.00 kx SEM HV: 20.00 kV 10 pm VEGAW TESCAN g
Date(m/dfy): 04/19/18 Name: PCL KOL 2 6000X jpg Performance in nanospace

a)

Del: SE
SEM MAG: 6.00 kx SEM HV: 20.00 kV 10 pm VEGAW TESCAN g
Date(m/dfy): 04/19/18 Name: PCL 15 CFU 6000X jpg Performance in nanospace

b)
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Del: SE
SEM MAG: 6.00 kx SEM HV: 20.00 kV 10 ym VEGAW TESCAN g/
Date(m/dfy): 04/19/18 Name: PCL+20CFU kol 2 6000x (poz1). in I

c)

Slika 15. SEM mikrofotografije za uzorke: a) PCL, b) PCL+15 % mas. CFU®,
¢) PCL+20 % mas. CFU®
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Oel. SE
SEM MAG: 6.00 kx SEM HV: 20 00 &V 10 pm VEGAW TESCAN
Oaleimiddy): 0411918  Name: PCL KOL 1 §000X jpg Performance in nanospace u

a)

»

Det: SE
SEMMAG:6.00kx  SEMHV:2000kV  10pm VEGAW TESCAN g/
Date(m/dAy): 04/19/18 Name: PCL 15 CFU 6000X jpg Performance in nanospace

b)
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Del: SE
SEM MAG: 6.00 kx SEM HV: 20.00 kV 10 pm VEGAW TESCAN g
Date(m/dly): 04/19/18 Name: PCL KOL3 6000X Jpg Performance in nanospace

c)

Cel SE
SEM WG 600 o SEM Hv: 2000 KV 10un YVEGAULTESCON g
Outoireidry) G191 Nae: POL KO 000K 25 Perfomnancs i nansseace

d)
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Det: SE
SEM MAG: 6.00 kx

SEM HV: 20.00 kV

10 pm

Date(m/dfy): 04/19/18  Name: PCL KOL6& 6000x Jpg

e)

VEGAW TESCAN g/’
Performance in nanospace

Slika 16. SEM mikrofotografije za PCL+15 % mas. nosac: a) kolektor 1, b) kolektor 2,
c) kolektor 3 d) kolektor 4 i e) kolektor 5

PCL
kolektor 2

15% CFU
PCL
kolektor 1

15% CFU
PCL
kolektor 2

15% CFU
PCL
kolektor 3

15% CFU
PCL
kolektor 4

15% CFU
PCL
kolektor 5

24h
nakon
zasijava
nja

kontrola

stanice

72 h
nakon
zasijava
nja

stanice

Slika 17. Rezultati MTT testa
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Det: SE " O Vi
SEMMAG: 2.00kx  SEMHV:20.00kV 50 um VEGAW TESC 1
Date(m/d#y): 04/20/18 Name: PCL+15 KOL 2 st - 2000Xjpg  Performance in nanospace /]

a)

Det: SE n
SEM MAG: 2.00 kx SEM HV: 20.00 KV 50 pi VEGAW TESCAN gy
Date(m/d/y): 04/20/18 Name: PCL+15 KOL 4 -st 2000X-1Jpg Performance In nanospace

b)
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Det: SE Y T ——
SEM MAG: 500 x SEM HV: 20.00 kV 200 pm VEGAW TESCAN g
Date(m/d/y): 04/20/18 Name: PCL+15 KOL 2 st - 500X -1jpg Performance in nanospace u

c)

J

Det: SE r—
SEM MAG: 500 x SEMHV:2000kV 200 pm
Date(m/dAy): 04/20/18 Name: PCL+15 KOL 4 -st 500X jpg

d)

!

VEGAW\ TESCAN
Performance in nanospace

Slika 18. SEM mikrofotografije nanesenih stanica na nosa¢ PCL + 15 % mas.: a)
kolektor 2 (povecanje 500x), b) kolektor 4 (povecanje 500x), c) kolektor 2 (povecanje2000 x), d)
kolektor 4 (povecanje 2000x)
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5. ZAKLJUCAK

U radu su pripremljeni nosaci PCL s razli¢itim koncentracijama antibiotika Cefuroxim® te je
ispitan utjecaj razliCitih topografija kolektora na morfologiju elektroispredenih nosaca.
Elektroispredanje se pokazalo kao vrlo uspjesna tehnika proizvodnje nosaca za primjenu u
tkivnom inZenjerstvu.

Diferencijalnom pretraznom kalorimetrijom uoceno je kako se dodatkom antibiotika CFU®
temperatura kristalizacije povisila, $to ukazuje da antibiotik djeluje kao nukleacijski agens i
poveéava kristalnost polikaprolaktona (PCL). Istovremeno, dodavanjem lijeka smanjuje se
toplinska stabilnost nosac¢a. Morfoloska struktura pokazala se najbolja pri 15 % mas. antibiotika
te je doslo do formiranja finih, homogenih elektroispredenih vlakana bez stvaranja zadebljanja i
defekata. Najbolja topografija za elektroispredanje nosaca pokazala se na kolektorima 1, 215, a
rezultati pokazuje da rebrasta i mrezasta topografija daju slicnu morfologiju mreze, ali Sirina
rebra utjeCe na debljinu vlakana. PCL nosai s lijekom mogu se uspje$no primjeniti u
regeneraciji tkiva i ciljanoj terapiji, $to je vidljivo iz testa biokompatibilnosti koji je pokazao
uspjesno nasadivanje i rast stanica na svim elektroipredenim nosac¢ima.
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