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SAZETAK

Regenerativna medicina i tkivno inZenjerstvo obuhvadaju razvoj novog tkiva, pomodu
prirodnih ili sintetskih nosaca, s ciljem regeneriranja, oporavka ili zamjene osteéenog tkiva.
Nosaci moraju zadovoljiti uvjete bikompatibilnosti, biorazgradljivosti, optimalnih mehanickih
svojstava te moraju biti pogodni za razvoj i rast stanica. Antibakterijska svojstva nosaca,
hidrofilnost i bioaktivnost mogu se poboljSati obradom povrsine nosaca. Stoga je u ovom radu
ispitan utjecaj koncentracije titanijevog dioksida (TiO2) na strukturu i toplinsku stabilnost
nosaca na bazi polikaprolaktona (PCL), pripremljenih procesom elektroispredanja. Takoder je
u nosace enkapsuliran lijek, antibiotik Cefuroxim (CFU®), u koncentracijama 15 % i 25 % mas.
te je praéen utjecaj antibiotika na formiranje vlakana. Definirana je optimalna koncentracija
PCL/CFU® otopine za proces elektroispredanja. Polimerni matovi elektroispredani su na
kolektore, koji su prethodno dizajnirani programom i 3D printani, u razli¢itim geometrijama.
Rezultati istraZivanja pokazali su da je modificiranjem s 1 % mas. doSlo do vrlo dobre
distribucije TiO2 po povrsini vlakana. Kao optimalna koncentracija za elektroispredanje
pokazala se polimerna otopina s 15 % mas. dodanog antibiotika. Bolji rast stanica ostvaren je

na nosacima elektroispredenim na kolektorima rebraste geometrije.

Kljucne rijeci:

Tkivno inZenjerstvo, elektroispredanje, PCL, topografija



SURFACE MODIFICATION OF THE SCAFFOLDS BY TiO:
FOR TISSUE ENGINEERING APPLICATION

SUMMARY

Regenerative medicine and tissue engineering concerned with replacement and repair of
damaged tissues, by natural or synthetic scaffolds as support for the cell culture. Scaffolds
have to be biocompatible, biodegradable, with the optimal mechanical properties and with
the suitable structure for cell growth. Antibacterial properties and scaffold bioactivity could
be improved by surface modification with TiO,. Therefore, in this paper the effect of TiO>
concentration on the morphology and thermal properties of PCL scaffolds was investigated.
Further, the antibiotic Cefuroxime (CFU®) was encapsulated in two concentrations, 15 %wt.
and 25%wt., followed by microstructural analysis of electrospun scaffold structure. Collectors
for electrospinning were designed with different geometry and then 3D printed. Results
showed that addition of 1 %wt. TiO, caused very good distribution on the fibers™ surface.
PCL/15%wt. CFU® solution was proved as the most optimal for the electrospinning. Better cell

growth was obtained for the ribbed collectors compared with the mesh collectors.

Keywords:

Tissue engineering, electrospinning, PCL, topography
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1. UvVOoD

Tkivno inZenjerstvo je relativno novo podrucje koje ubuhvaca primjenu biokompatibilnih
materijala za proizvodnju tkiva s funkcionalnim svojstvima, sli¢nim prirodnim tkivima. [1,2]
Razvoj tehnologija za izradu prirodnih ili sintetskih nosaCa je sve intenzivniji, s ciljem
pronalazenja najoptimalnije tehnologije za dobivanje trodimenzinalne strukture, koja
omogucuje adheziju i rast stanica te formiranje novog tkiva. Klju¢ni faktor za uspjesnu
regeneraciju i stvaranje novog tkiva je osiguravanje odgovarajuée okoline za rast stanica,
interakciju, difuziju i staniéni metabolizam. Stoga je pronalaZenje optimalnih postupaka i
parametara za dobivanje Zeljene strukture nosaca, izuzetno bitno za razvoj odgovarajuéeg tipa

tkiva. [3,4]

Jedna od tehnologija pripreme nosaca za primjenu u bioinZenjerstvu, koja se pokazala vrlo
uspjeSnom, je elektroispredanje. Konvencionalno elektroispredanje osigurava uglavnom
stvaranje 2D strukture nosafa, no za kvalitethu migraciju stanica unutar nosada te
komunikaciju stanica i nutritijenata, neophodni su nosaci sa poroznom 3D strukturom.
Osnovni zahtjevi koji se postavljaju pred materijale koji se koriste pri elektroispredanju su:
biokompatibilnost, biorazgradljivost i optimalna mehanicka svojstva. Modificiranje povrsine
nosata omogudéuje dodatno poboljSavanje specifiénih svojstava materijala, primjerice

hidrofilnosti, antibakterijskih svojstava te mehanickih svojstava.

Stoga je izazov proizvesti nosaC ciljane 3D strukture, sa Zeljenom orjentacijom
elektroispredenih vlakana, najpogodniji za razvoj odredenog tipa tkiva. U ovom radu, istrazen
je utjecaj modifikacije povrsine polikaprolaktona s titanijevim dioksidom na toplinska svojstva
i morfologiju elektroispredenih nosaca. Takoder je ispitan utjecaj geometrije 3D printanih

kolektora u procesu elektroispredanja na arhitekturu i poroznost mreze, kao i rast stanica.



2. TEORUSKI DIO
2.1. Regenerativna medicina i tkivno inZenjerstvo

Regenerativna medicina je podrudje koje se intenzivno razvija u posljednjem desetljecu, s
osnovnim ciljem obnavljanja, odrZavanja i poboljsanja tjelesnih funkcija ljudskog organizma.
[5] Tkivno inZenjerstvo je dio podrucja regenerativne medicine, koje podrazumjeva pruzanje
ucinkovite i konzinstentne terapije te razvoj tkiva i organa s funkcionalnim svojstvima, slicnim

prirodnim organima. [1]

Ljudsko tijelo ima veliku sposobnost regeneracije i oporavka putem maticnih stanica, koje
pokazuju dva bitna svojstva, sposobnost samoobnavljanja i sposobnost diferencijacije. Pod
odredenim uvjetima mati¢ne stanice mogu stvarati razlicte tipove stanica u definiranoj

mikrookolini.
Tkivno inZenjerstvo podrazumjeva:

1. izoliranje stanica iz tijela i njihov uzgoj u odgovarajucoj kulturi,
2. nanoSenje stanica na polimerni nosac (eng. scaffold),

3. stvaranje funkcionalnog tkiva in vitro te njihovo presadivanje.

Osnovni princip tkivnog inZenjerstva prikazan je na slici 1.

Princip inZenjerstva tkiva
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Slika 1. Princip tkivnog inZenjerstva



Stanice mogu biti direktno uzete iz ljudskih organa, razvijene iz prekursora i mati¢nih stanica
ili proizvedene u laboratoriju. Idealno je da su sve uzete upravo od pacijenta kako ne bi doslo

do odbacivanja novog organa.

Tkivno inZenjerstvo obuhvada izradu sintetskih ili prirodnih nosaca, koji omogucuju svojom
poroznom strukturom interakciju, rast i razvoj stanica, uz istovremenu regeneraciju tkiva
(tablica 1). Nosac se zatim prilikom ugradivanja u organizam pacijenata zamjenjuje prirodno
natalozenom izvanstanicnom matricom (ECM). [6] Nosali koji se koriste u tkivnom
inZenjerstvu moraju biti biokompatibilni i biorazgradljivi. Biokompatibilnost nosaca
podrazumjeva kompatibilnost materijala sa bioloSkim sustavom. Nakon ugradnje, nosa¢ mora
biti netoksic¢an te ne smije izazvati imunolo$ku reakciju u organizmu. U posljednje vrijeme su
sve veci zahtjevi za biorazgradljivim materijalima, kako bi se izbjeglo trajno zaostajanje nosaca
u ljudskom tijelu. Biorazgradnja nosaca takoder mora podrazumjevati stvaranje netoksicnih
produkata, kao i vrijeme razgradnje koje je u korelaciji s vr.emenom potrebnim za stvaranjem

novog tkiva. [6]

Kako bi se utvrdila reakcija tkiva na strani materijal te kako bi se razvili najpovoljniji
materijali za izradu nosaca, provode se razni testovi, uglavnom in vitro metode, kako bi se
dobila informacija o citotoksi¢nosti, profileraciji stanica i diferencijaciji. In vitro testovi
omogucuju ispitivanje materijala nosaca i odabir isklju¢ivo onih materijala koji povecéavaju

biolosku sigurnost i nemaju toksi¢ni u¢inak na stanice.

Osnovni in vitro testovi su ispitivanje citotoksi¢nosti, kojim se ispituje vijabilnost stanica tj.
aktivnost stanica na nosacu, i bojanje (3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol bromid)
bojom, MTT test, kojim se ispituje stani¢na metaboli¢ka aktivnost, odnosno odrzivost stanica

na nosacu.

Materijali koji se koriste za izradu nosa¢a mogu biti prirodni ili sintetski. [7] Prirodni nosaci
najéesce su od fibroina, kolagena, hitosana, kazeina, hitina i dr., izvrsne biokompatibilnosti, no
uglavnom vrlo slabe procesabilnosti. Kao sinteski nosaci koriste se uglavnhom polimerni ili
kompozitni nosaci, naj¢esée nosaci od polilaktido-glikolida (PLGA), polikaprolaktona (PCL),

poliglikolida (PGA), poli-L-laktida (PLLA), poliuretana (PU), itd. [8,9]



Polikaprolakton (PCL) je semikristalini¢an polimer (slika 2.), koji se razgraduje u razdoblju od
par mjeseci do nekoliko godina, ovisno o uvjetima okoline, molekulskoj masi polimera i

stupnju kristalnosti.

Slika 2. Struktura polikaprolaktona

Tablica 1: Tkiva koja se mogu / ne mogu regenerirati

VEZNA TKIVA

KOSTI DA
LIGAMENTI, DISKOVI i sl. NE
KOZA (EPITEL) DA

MISICNI SUSTAV

SRCANI, POPRECNI NE
GLATKI DA
ZIVEANI SUSTAV NE

2.2. TEHNOLOGIJA PRIPREME NOSACA

Nosaci za primjenu u tkivnom inZenjerstvu mogu se pripremiti razli¢itim tehnologijama,
primjerice stereolitogtafijom, depozicijom, laserskim sinteriranjem, bioprintingom i dr. [10]
Jedna od najcesce koristenih tehnologija je proces elektroispredanja, radi svoje jednostavne

izvedbe i niske cijene koStanja.



2.2.1. Povijesni razvoj tehnologije elektroispredanja

Izraz elektroispredanje izveden je iz izraza ,elektrostati¢ko centrifugiranje”, Sto predstavlja
stari postupak izvla¢enja polimernih vlakana. Veliki doprinos metodi dao je Anton Formhals
svojim prvim patentom u kojemu je izvijestio o uspjeSnom rotiranju vlakana celuloznog

acetata, gdje je polimerna otopina uvedena u elektri¢no polje. [11]

Istrazivanja povezana sa ovom metodom znacajnije su zapoceta 2000. godine te od tada
njihov broj ubrzano raste. Tako je uglavnhom zbog C(Cinjenice da raste interes za
nanotehnologijama opcenito, a fina vlakna nano-dimenzija mogu se relativno lako proizvesti

postupkom elektroispredan;ja.

2.2.2. Proces elektroispredanja

Elektroispredanjem se formiraju kontinuirana vlakna od submikronskih do nanometarskih
promjera, i to koristenjem elektri¢nog polja visokog potencijala. Prednost ove tehnologije je
laka primjenjivost u laboratoriju te moguénost poboljSavanja i pojednostavljenja postupka za
industrijsku proizvodnju. Vlakna dobivena elektroispredanjem imaju vecu specifiénu povrsinu
od obicnih vlakana, visoku poroznost te intenzivniju medusobnu povezanost vlakana. Najveéa
prednost procesa elektroispredanja je u kontroliranoj strukturi nosaca, Sto omoguéuje
postizanje Zeljenih svojstava i funkcionalnosti za specifi¢cnu primjenu. [12] Elektroispredana
vlakna se osim u tkivnom inZenjerstvu mogu koristiti kao filterska sredstva, zavoja za rane,

nosaci lijekova, enzima i katalizatora, zastitna odjeca, senzori, i kao elektronicki materijali.

Shematski prikaz procesa elektroispredanja dan je na slici 3. Osnovni dijelovi uredaja su
izvor visokog napona, igla i kolektor za sakupljanje vlakana. Djelovanjem elektrostatske sile
koja nastaje u elektricnom polju dolazi do formiranja i ispredanja vlakana. Uslijed povrsinske
napetosti na vrhu igle dolazi do formiranja kapljice polimerne otopine, a djelovanjem naboja
induciranog na povrsini, dolazi do istezanja i formiranja vlakana. Svojstva i struktura
elektroispredenog nosaca ovisi o parametrima polimerne otopine (koncentracija, viskoznost,
povrsinska napetost, vodljivost), samog procesa (napon, brzina izvlaenja vlakana, udaljenost
kolektora od igle, vrijeme ispredanja) te uvjeta okoline (temperatura, vlainost). [14]

Viskoznost i koncentracija znac€ajno utjeCu na formiranje mreze mata: sto je viskoznost manja
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to je visa sklonost ka stvaranju defekata u strukturi, dok viSa viskoznost i ve¢a koncentracija

utje€e na formiranje jednoli¢nijih vlakana, veéeg promjera.

sapnica

izvor visokog @%
rotacijski i translacijski

napona
uzemljeni kolektor

Slika 3. Shematski prikaz procesa elektroispredanja [15]

2. 3. 3D STRUKTURA NOSACA

Nosac¢ mora biti porozne strukture, s velikim omjerom specifi¢ne povrsine i volumena, kako
bi se osigurala dobra difuzija i migracija stanica, njihova interakcija te prohodnost hranjivih
tvari i metabolickog otpada. Elektroispredanje omoguéuje pripremu nosaca 3D strukture,
Zeljene arhitekture, ¢ime se osigurava rast stanica u odredenom smjeru. Uglavnom, nosaci s
vlaknima kontroliranih orijentacija pokazuju bolja funkcionalna svojstva in vitro i in vivo, u
odnosu na sluéajno rasporedena vlakna. Prostorna geometrija i veli¢ina nano- i mikro-pora te
rasporedenost vlakana u mreZi nosaca, utjeCu na kemijska, bioloska i mehanicka svojstva
nosaca te njihovu razgradnju. [15,16] Dodatnom modifikacijom povrSine nosa¢a mogu se
znacajno poboljsati antibakterijska svojstva nosaca, hidrofilnost kao i mehanicka svojstva
osnovnog materijala. U posljednje vrijeme, vrlo su intenzivna istraZivanja s titanijevim
dioksidom, TiO;, s obzirom da on pokazuje veliku stabilnost, netoksi¢nost, hidrofilnost, UV

otpornost i antibakterijska svojstva. [17]



2.3.1. Titanijev dioksid

Titanijev-dioksid je prirodni oksid titana. Ima najvisi indeks loma bilo kojeg materijala
poznatog Covjeku, ¢ak i dijamanta. Kada se usitni u fini prah, pretvara se u pigment koji daje
maksimalnu bjelinu i neprozirnost. Medutim u prirodi titanijev-dioksid nije u korisnoj formi,
stoga ga treba pailjivo rudariti u jednoj od njegovih Cistih formi, kao Sto su rutilne pjescane
plaZe i rafinirati u fine uniformne veliCine Cestica. TiO2 se javlja u tri polimorfne modifikacije:
anatas (tetragonska kristalna struktura), rutil (tetragonska kristalna struktura) i brukit
(romboedarska kristalna struktura) (slika 4). NajéeSce se upotrebljava anatas zbog svoje
fotokataliticke aktivnosti te najlakSe proizvodnje. [18] Osnovna svojstva koja ga karakteriziraju
su visoka fotoosjetljivost, kemijska stabilnost, netoksi¢nost, dostupnost, niska cijena i

prihvatljivost za okolis.

Slika 4. Polimorfne modifikacije TiO;: rutil, anatas, brukit [18]

Stoga se titanijev-dioksid, (TiO;), upotrebljava u raznim podruéjima primjene, od
heterogene katalize, fotokatalize, u solarnim celijama za proizvodnju vodika i elektri¢ne
energije, kao senzor plina, kao bijeli pigment (u bojama i kozmeti¢kim proizvodima), kao
premaz za zastitu od korozije, kao opticki premaz, keramike te u elektri¢énim uredajima kao
$to su otpornici. Njegova primjena u tkivnom inZenjerstvu postaje sve intenzivnija posljednjih
godina. Za dobivanje titanijevog-dioksida, (TiOz), s kontroliranim veli¢inama cestica visoke

homogenosti i porozne strukture, koristi se sol-gel postupak. [18]



2.3.2. Sol-gel postupak

Sol-gel postupak je metoda pripreme organsko-anorganskih hibridnih materijala ¢ime se
osiguravaju svojstva polaznih komponenti. Sol je koloidna otopina krutih cestica u tekucini,
dok je gel polukruta masa koja nastaje kada otapalo iz sol-a pocinje isparavati, a Cestice i ioni
koji su se zaostale, po¢nu se povezivati u kontinuiranu mrezu. Do formiranja gela dolazi kada
se homogena disperzija stvrdne. Prekursor je reaktant koji sadrzi kation, koji je dio gela ili sola.

U sol-gel postupku koriste se titanovi alkoksidi: titanov butoksid i etoksid, opc¢e formule

Ti(OR)a.

Sol-gel postupak obuhvada [18]:

1. Hidroliza TiO-R veze, potom
Ti(OR)s + H,0 = HO-Ti(OR)3 + R-OH

2. Kondenzacija uz izdvajanje vode (vodena kondenzacija), ili
(OR)xTi-OH + HO-Ti(OR)x = (OR)xTi-O-Ti(OR)x + HOH

3. Kondenzacija uz izdvajanje alkohola (alkoholna kondenzacija)

(OR)xTi-OH + RO-Ti(OR)x = (OR)xTi-O-Ti(OR)x + ROH
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Slika 5. Skica Sol-gel postupka [19]

Sol-gel postupak mozZe dati razlicite materijale (slika 6) i uobicajeno se odvija kroz 5

faza/stupnjeva: [20]

e Hidroliza i polikondenzacija
e Geliranje

e Dozrijevanje (,starenje”)

e Susenje

e 7ZgusSnjavanje i kristalizacija
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Slika 6: Detaljna shema odvijanja sol-gel postupka s istaknutim fazama [21]

Hidroliza i polikondenzacija

Hidroliza je kemijska reakcija ili postupak u kojem se kemijski spoj razgraduje u reakciji s

vodom. Polikondenzacija najzastupljenija stupnjevita polimerizacija kojom se monomeri

kovalentnim vezama povezuju u polimere. Ukoliko se Zeli izbjeci kondenzacija (gel) u sustav se

mogu dodati kelatni agensi. Veci ligandi ¢esto usporavaju proces hidrolize. [22]

Parametri koji utje€u na proces kondenzacije:

e Vrsta prekursora;

e Omijer alkoksida i vode;
e Vrsta katalizatora;

e Vrsta otopine;

e Temperatura;

e Kiselost (pH);

e Relativne i apsolutne koncentracije reaktanata.
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Geliranje
Gel raste formirajuci mrezu, koja se proteze kroz cijeli spremnik. Kada se gol formira, velik broj

Cestica joS uvijek nece reagirati. Stoga je starenje vrlo bitna faza u procesu. [22]

Starenje

Kako se viskoznost brzo poveéava, otapalo je "zarobljeno" unutar gela. Struktura se
znacajno mijenja s vremenom, ovisno o pH, temperaturi i otapalu. Gel je joS uvijek "Ziv".
Tekuca faza sadrzi jos sol Cestica i aglomerata, koji ¢ée nastaviti reagirati, te ¢e se kondenzirati
dok se gel ne osusi. Gel je izvorno fleksibilan. Susjedne grupe ée se kondenzirati, ¢ineci gel jos
viskoznijim. Ovo ¢e iscijedi tekucinu iz unutrasnjosti gela, pri ¢emu se volumen smanjuje.

Proces se nastavlja sve dok postoji fleksibilnost u gelu.

Susenje

Uklanjanjem tekucine iz gela moZe dodi do par ishoda. Gel je zamijenjen zrakom te se mogu
pojaviti velike promjene u strukturi mreze. Odrzavanjem strukture dolazi do stvaranja
aerogela. Raspadom strukture formira se xerogel. Kada je naprezanje u gelu toliko veliko da
se viSe ne moZe smanjiti dolazi do puknuéa. Plin ulazi u pore sa tankim filmom tekucine. Ispariti

¢e ostavljajuéi samo izolirana mjesta sa tekuéinom.

Zgusnjavanje i kristalizacija
Zavrsne toplinske obrade piroliziraju preostale organske ili anorganske komponente i tvore

amorfni ili kristalni premaz.
Prednosti sol-gel postupka jesu: [21]

e Visoka Cistoca prekursora;

e Dobivaju se homogene prevlake jednolike debljine;

e Niska temperatura odvijanja postupka;

e Jednostavna oprema;

e Postupak nije vakumski;

e Ima veliku prilagodljivost;

e Moguénost prevlacenja velikih ali vrlo glatkih povrsina;
e Niska cijena;

e Kontrola mikrostrukture;
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e Moze proizvesti tankoslojnu prevlaku kako bi se postigla izvrsna adhezija izmedu
metalne podloge i gornjeg sloja;

e Moze se proizvesti debeli sloj koji sluzi kao zastita protiv korozije;

e Materijali se lako mogu oblikovati u sloZene geometrije u dok su u stanju gela;

e Moze proizvesti proizvode visoke Cistoée jer organo-metalni prekursor Zeljenih
keramic¢kih oksida moze biti pomijeSan, otopljen u odredenom otapalu i

hidroliziran u sol, a potom gel, smjesa moze biti visoko kontrolirana.
Nedostaci sol-gel postupka: [21]

e Skup polazni materijal;

e Ogranienje procesa na oksidne i polimerne materijale (ne-oksidne materijale
moguce je ugraditi u sol-gel matricu i dobiti novi materijal);

e Pojedini alkoksidi su prereaktivni;

e Poteskoce pri sintezi viSe komponentnih materijala u pogledu idealne homogenosti
(razli¢ita je reaktivnost prekursora — kondenzacije ne ide istodobno za oba

materijala).

2.3.2.1. Primjena sol-gel postupka

Sol-gel postupak se moZe koristiti u procesima proizvodnje keramike, kao materijal za
investicijsko lijevanje ili kao sredstvo za proizvodnju vrlo tankih folija metalnih oksida za
razli¢ite svrhe. Sol-gel materijali imaju razli¢ite primjene u optici, elektronici, energiji, svemiru,
(bio) senzorima, medicini (npr. nosaci s kontroliranim otpustanjem lijeka) i separaciji (npr.
kromatografija). Jedna od vaznijih primjena sol-gel obrade je provodenje sinteze zeolita. Ostali
elementi (metali, metalni oksidi) mogu se jednostavno ugraditi u konacni proizvod, a silikalni

sol nastao ovom metodom je vrlo stabilan. [23]

Ostali proizvodi napravljeni ovim postupkom ukljuéuju razli¢ite keramicke membrane za
mikrofiltriranje, ultrafiltraciju, nanofiltraciju, pervaporaciju i reverznu osmozu. NajceSée

primjene sol-gel postupka prikazane su na slici 7.
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Slika 7. Primjena sol-gel postupka [22]

2.4. TEHNIKE KARAKTERIZACIJE MATERUJALA

2.4.1. Skenirajuca elektronska mikroskopija (SEM)

2.4.1.1. Povijesni razvoj mikroskopije

Mikroskopi su instrumenti uz pomo¢ kojih mozemo vidjeti povecane slike malih predmeta.
Vrlo je tesko redi tko je izumio prvi mikroskop, no prvi zapisi o mikroskopu sezu u XVII. stoljece
i vezu se uz imena Roberta Hookea (1635.-1703.) i Anton van Leeuwenhoeka (1630.-1723.).
Van Leeuwenhoek se koristio mikroskopom s jednom moénom konveksnom le¢om i podesivim
drzacem za objekt koji se promatrao. S tim vrlo jednostavnim mikroskopom Van Leeuwenhoek
je mogao povecati objekte do 500 puta. Takvim mikroskopom otkrio je eritrocite, leukocite,
spermatozoide, bakterije i sl. Daljnji razvoj tog mikroskopa iSao je u smjeru dodavanja leée
koja bi povecala sliku prve leée. Izumiteljem prvog sloZzenog mikroskopa (dvije le¢e) razvijenom

u ovom pravcu smatra se R. Hooke. U danasnje vrijeme mikroskopima se obi¢no nazivaju
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sloZeni opticki instrumenti s dva sustava leca (objektivom i okularom) koji na svakom kraju
metalne cijevi (tubusa) imaju po jedan sustav le¢a. Na donjem kraju, iznad promatranog
predmeta nalazi se objektiv, a na gornjem kraju okular. Objektiv je u modernim mikroskopima
sastavljen od vise le¢a male Zarisne duljine koja djeluje kao konveksna lec¢a. Svi svjetlosni
mikroskopi rade na jednakom principu. Za stvaranje povecane slike predmeta koriste snop
svjetlosti. Snop svjetlosti osvjetljava objekt koji promatramo te zatim prolazi kroz opticki
sustav mikroskopa koji omoguéuje stvaranje njegove povecane slike. Moderni svjetlosni
mikroskopi mogu posti¢i poveéanje do 3.000x te omogucavaju oku da razluci objekte koji su
medusobno udaljeni i do 0,0002 mm. U nastojanju da se postigne Sto bolje razlucivanje i na
taj nacin omogudi promatranje jo$ sitnijih struktura, utvrdeno je da mo¢ razlucivanja
mikroskopa nije ograni¢ena samo brojem i kvalitetom leca, ve¢ takoder i valnom duljinom

svjetlosti koja se koristi za osvjetljavanje promatranog objekta. [24]

Skenirajuéi elektronski mikroskopi (SEM) poceli su se pojavljivati u komercijalnoj upotrebi
sredinom 60-ih godina XX. stoljec¢a. Zbog svojih prednosti ispred ostalih mikroskopa, vrlo brzo
su postali nezamjenjiv alat u Sirokom opsegu znanstvenih i tehnoloskih operacija. lako su
proizvodaci SEM-a nastavili poboljSavati tehnologiju i napravili znacajne pomake u rezultatima

i koriStenju, u osnovi SEM je ostao nepromijenjen gotovo 20 godina.

2.4.1.2. SEM analiza

Dvije glavne komponente SEM-a su elektronska kolona koja se sastoji od elektronskog
oruzja te dvije ili visSe elektronskih lec¢a, koje utjecu na putove elektrona koji putuju niz
izvucenu cijev. Baza kolone obi¢no se uzima pomoc¢u vakuum pumpi koje stvaraju vakuum od
oko 10-4 Pa (oko 10-6 torr ili otprilike milijardu tlaka atmosferskog tlaka). Kontrolna konzola
sastoji se od zaslona za gledanje katodne cijevi (CRT) i gumba i tipkovnice racunala koji

upravljaju elektronskim snopom. [25]

Osnove rada skenirajuceg elektronskog mikroskopa sastoje se od skeniranja povrsine
ispitivanog uzorka vrlo precizno fokusiranim snopom elektrona. Snop elektrona pobuduje

(izbija) elektrone u sastavu atoma uzorka. Energija elektrona iz snopa u izravnoj je proporciji s
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interaktivno pobudenim elektronima iz uzorka. Energije proizaslih elektrona iz uzorka
skupljaju se i mjere specijalnim detektorima i uz pomo¢ mikroprocesora stvara se
pseudotrodimenzionalna slika i valnih duljina elektrona jedinstvena za element koji se nalazi
uzorku.

SEM ima izrazitu prednost nad ostalim mikroskopima u podrucju nekoliko osnovnih
veoma mali objekti. Zatim, dubina polja — sposobnost da objekti razli¢ite "visine" na
uzorkovnoj povrsini ostanu u fokusu, te mikroanaliza — sposobnost da se analizira sastav
uzorka.

Svi SEM uredaji sastoje se od elektronske kolone koja stvara snop elektrona; komore
za uzorke, gdje snop elektrona "pada" na uzorak; detektore koji promatraju varijabilnost
signala koji dolaze od interakcije uzorka i snopa; sustava za gledanje koji pretvara signale u
vidljivu sliku. Komora elektronskog topa u kojoj se stvara snop elektrona nalazi se na vrhu
kolone. U njoj elektrostatsko polje usmjerava elektrone koji se emitiraju iz vrlo malog dijela
povrsine elektrode, kroz mali otvor na Wehnhelt-ovom cilindru. Nakon toga elektronski top
ubrzava elektrone niz kolonu prema uzorku s energijama koje se kre¢u u rasponu od nekoliko
stotina do nekoliko desetaka tisuca volti. Ima nekoliko vrsta elektronskih topova — wolfram,
LaB6 (lantan heksaborid) i emisija kroz polje. Obje koriste razli¢ite materijale za elektrode i
fizicke principe, ali zajedni¢ko ime je stvaranje usmjerene zrake elektrona koja je stabilna,
dovoljno snazna pri najmanjoj mogucoj povrsini. Elektroni se emitiraju iz elektronskog topa
kao divergentna zraka. Skup magnetskih leéa i otvora unutar kolone rekonvergiraju i fokusiraju
snop u umanjenu sliku sjeciSta zraka. Blizu samog dna kolone nalazi se set skenirajucih
elektromagneta koji na specifican nacin deflektiraju zraku prema zadnjoj leci, koja fokusira

snop u Sto manju tocku na povrsini uzorka.

Snop elektrona izlazi iz kolone u komoru s uzorcima. U komori se nalazi plo¢a (stage) koja
omogucuje manipulaciju s uzorkom, vrata, odnosno ladica, koja je ujedno i hermeticki
zabrtvljena, a sluZi za umetanje i uklanjanje uzorka, ulazni konektori za umetanje raznih
detektora signala i ostalih dodatnih uredaja. Kako elektroni iz snopa prodiru na uzorak, tako
predaju energiju, koja se emitira iz uzorka na nekoliko nacina. Svako emitiranje znadi i
potencijalni signal za detektore, koji iz njih mogu kreirati odgovarajucu sliku. [24] Shematski

prikaz principa rada SEM-a kao i njegovi sastavni dijelovi dani su na slici 8.
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Slika 8. Shematski prikaz dijelova skenirajuéeg elektronskog mikroskopa

Razli¢ito od svjetlosti u optickom mikroskopu, elektroni u SEM uredaju nikad neformiraju
stvarnu sliku uzorka. Umjesto toga, SEM konstruira virtualnu sliku iz signala koji su emitirani iz
uzorka. Uredaj radi na nacin da elektronskim snopom skenira liniju po liniju preko kvadratnog
predloska na povrsini uzorka. Oblik predloSka skeniranja definira povrSinu koja ce biti
prikazana na slici. U svakom trenutku procesa snop elektrona osvjetljava samo jednu tocku na
predlosku. Kako se snop elektrona pomice od tocke do tocke, signali koji se stvaraju variraju
snagom, reflektirajuci na taj nacin razliCitosti u uzorku. lzlazni signal je stoga periodicki tok
podataka. Moderni uredaji imaju mogucnost digitalne obrade, odnosno pretvaranje analognih
signala iz detektora u skup numerickih vrijednosti, s kojima se naknadno moze manipulirati na
Zeljeni nacin. Uobiéajeno svi SEM uredaji koriste jednostavan prikaz slike temeljen na katodnoj
cijevi (Cathode Ray Tube - CRT). CRT se sastoji od vakuumske cijevi koja na jednom kraju
posjeduje fosforni premaz koji pobuden elektronima emitira svjetlost, a na drugom kraju izvor

elektrona i skup deflektirajucih elektromagneta. Slicno kao u SEM uredaju, formira se snop
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elektrona i ubrzava se prema fosforu. Skup elektromagneta skeniraju snop prema rasterskom
predlosku, a fosforni premaz, pobuden elektronima pretvara energiju elektrona u vidljivu
svjetlost. Intenzitet svjetla ovisi o intenzitetu snopa elektrona u katodnoj cijevi. Uskladivanjem
CRT skeniranja i SEM skeniranja te moduliranjem CRT elektronskog snopa sa signalom slike,

sustav prikazuje toc¢ku na CRT, prikazujuci sliku skenirane toc¢ke na povrsini uzorka. [24]

2.5. TEHNIKE TOPLINSKE ANALIZE

2.5.1. Diferencijalna pretraina kalorimetrija (DSC)

Tehnike toplinske analize prate promjene nekog od svojstava materijala u ovisnosti o
promjeni temperature. Pregled osnovnih tehnika toplinske analize dan je na slici 9, gdje je
svaka tehnika definirana svojstvom materijala koje se prati tijekom mjerenja. Najcesce
koriStena tehnika toplinske analize je diferencijalna pretrazna kalorimetrija, koja prati
promjenu toplinskog toka s temperaturom, evidentira fazne transformacije u materijalu,
nastale uslijed promjene specifiénog toplinskog toka ili egzotermnog odnosno endotermnog
procesa. Metoda daje moguénost kvantitativne i kvalitativne analize te je stoga cesce
koriStena tehnika od diferencijalne toplinske analize (DTA). DSC tehnika osigurava precizno
odredivanje i temperatura transformacija i entalpija transformacija. Tehnika se moze koristi
za karakterizaciju svih tipova materijala: polimera, metala, keramike, kompozita, stakla, itd.
[14] Prednost pred ostalim tehnikama toplinske analize je u tome $to je brza i jednostavna za
izvedbu te se za mjerenje koristi vrlo mala masa uzorka (od 10 do 150 mg, ovisno o tipu

materijala). Na slici 10. prikazane su osnovne transformacije: stakliste, kristaliste i taliste.
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2.5.1. Termogravimetrija (TG)

Termogravimetrija je tehnika toplinske analize koja prati promjenu mase uzorka tijekom
zagrijavanja, u kontroliranim uvjetima atmosfere. Ovom tehnikom omogucuje se odredivanje
toplinske stabilnosti materijala, udjela pojedinih komponenti, pra¢enje mehanizma razgradnje

te temperaturnih intervala razgradnje.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERUALI | PRIPREMA UZORAKA

Ispitivanja su provedena na polikaprolaktonu (PCL), proizvoda¢a ALDRICH Chemistry,
molekulske mase u rasponu 70 000 — 90 000. Modificiranje povrsne polimernog nosaca
provedeno je titanijevim dioksidom (TiO;), takoder proizvodac¢a ALDRICH Chemistry, gustoce
3,9 gcm3, u udjelima 0.5 %mas. i 1 % mas TiOz. Polimerna otopina pripremljena je u mjeSavini
otapala dimetilformamida i tetrahidrofurana u omjeru 1:1, a modifikacija titanijevim
dioksidom provedena je sonifikacijom. Takoder su pripremljene otopine PCL s antibiotikom,
Cefuroximom®, proizvodaca Astro Pharm, s aktivnom tvari cefuroxime sodium, u sastavima s

15 i 25%mas. CFU°.

3.2. ELEKTROISPREDANJE NOSACA

Elektroispredanje pripremljenih otopina PCL-a provedeno je na uredaju za
elektroispredanje, NT-ESS-300, NTSEE Co. Ltd. South Korea (slika 12). Elektroispredanje je
provedeno pri elektricnom naponu od 15 kV, uz brzinu izvlaenja vlakana od 1 ml/h, kroz 2
sata. Udaljenost kolektora od vrha igle iznosilo je 18 cm. Polimeri matovi taloZeni su na 3D
printane kolektore, prethodno dizajnirane programima 123 Design i Catia V5 te printanim
na 3D printeru Form Labs, s dimenzijama danim u tablici 2. Pripremljeni su kolektori sa
mrezastom i rebrastom geometrijom, a shematski prikaz dan je na slici 13. Na
elektroispredene nosade nasadene su Hela stanice, pripremljene u DMEM kulturi,
inkubirane pri 37 °C u atmosferi s 5 % CO; te je provedeno ispitivanje odrzivosti stanica MTT

testom, 72 sata nakon nasadivanja.
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Slika 12. Uredaj za elektroispredanje

c)

Slika 13. Dizajn kolektora: a) mrezasti kolektor, b) dimenzije mrezastog kolektora,
c) rebrasti kolektor
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Tablica 2. Dimenzije 3D printanih kolektora

3D printani Kolektor 1 Kolektor 2 Kolektor 3 | Kolektor 4
kolektori rebrasti rebrasti mreZasti mrezasti
[mm] [mm] [mm] [mm]
Visina 1.2 /0.6 1.2 /0.6 1.2 1.2
Debljina 0.3 0.3 0.3 0.3
Sirina 0.6 1.0 0.6 1.0

3.3. KARAKTERIZACIJA NOSACA
3.3.1. Infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom

Ispitivanja strukture nosaca provedeno je na uredaju Infracrvenom spektrofotometru s
Fourierovom trasformacijom, ATR-FTIR, proizvodaca Perkin Elmer (slika 14). Spektri su
dobiveni u podruéju frekvencija od 4000 cm™ do 400 cm?, pri rezoluciji od 4 cm™.

Slika 14. FTIR spektrofotometar, Perkin EImer

3.3.2. Diferencijalna pretrazna kalorimetrija (DSC)
Toplinska svojstva Cistog polikaprolaktona, modificiranih nosaca s TiO, kao i PCL/CFU®
nosaca, odredena su na uredaju DSC analizator Mettler Toledo DSC 822¢ (slika 15). Uzorci su

ispitani u temperaturnom podrucju od -100°C do 120°C, uz brzinu zagrijavanja/hladenja od
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10 °C/min, u atmosferi dusika. Provedna su 3 ciklusa mjerenja, a entalpije te temperature

kristalizacije i taliSta materijala odredene su iz 2. ciklusa zagrijavanja/hladenja.

Slika 15. Diferencijalni pretzrazni kalorimetar, DSC 822¢, Mettler Toledo

3.3.3. Termogravimetrija (TG)

Termogravimetrijska analiza provedena je na uredaju TG A Q500, proizvodaca TA Instruments

(slika 16). Ispitivanja su provedena u temperaturnom podrucju od sobne temperature do 700
°C, u inertnoj atmosferi.

Slika 16. Termogravimetar TG A Q500

23



3.3.4. Skenirajuca elektronska mikroskopija (SEM)

Morfoloska ispitivanja uzoraka provedena su na skenirajuéem elektronskom mikroskopu
SEM FEG 250 QUANTA tvrtke FEI (slika 17), a dio uzoraka sniman je na uredaju Tescan Vega,
pri 20 kV. Uzorci su prethodno fiksirani otopinama paraformaldehida (PFA) i PBS te dehidrirani
smjesom etanola i heksametildisilizana. Prije snimanja uzorci su napareni zlatom radi
provodljivosti.

A

[l ﬁﬂi-".'.!lllm-. |
L)

Slika 17. SEM FEG 250 QUANTA tvrtke FEI u Ustanovi Centar za istraZivanje materijala

Istarske Zupanije METRIS

24



4. REZULTATI | RASPRAVA

ATR-FTIR analiza provedna je kako bi se ispitala uspjeSnost enkapsulacije lijeka u PCL nosac.
FTIR spektar za nosa¢ PCL sa 15 %mas. CFU® prikazan je na slici 18. Vide se karakteristicni
pikovi za PCL, na 2948 and 2869 cm™, povezani sa C-H vibracijama u -CHi -CHs. Na 1722 cm™!
nalazi se pik vezan uz karbonilnu grupu (-C=0), dok je pik na 1240 cm™ vezan uz vibracije
savijanja -C=0. Pikovi vezani uz antibiotik CFU° vidljivi su na: 1664, 1623, 1597 and 1542 cm™.
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Slika 18. FTIR spektrogram za PCL/CFU® nosa¢

Rezultati ispitivanja diferencijalnom pretraznom kalorimetrijom prikazani su na slikama 19
i 20. Ispitivanja su provedena u dva ciklusa zagrijavanja/hladenja, a temperature
transformacija su odredene nakon 2. ciklusa, kako bi se zaboravila povijest pripreme
materijala. DSC termogram za polikaprolakton, PCL, pokazuje da se radi o semikristalinicnom
polimeru, s temperaturom staklista pri -63 °C. Temperatura taljenja odredena je pri 57°C, a
kristaliSte pri temperaturi 27°C (slika 19, tablica 3). Modificiranjem povrSine PCL nosaca
titanijevim dioksidom (TiO2), dolazi do blagog sniZzenja temperature staklastog prijelaza.
Temperatura taljenja se takoder blago snizuje, no porast entalpije taljenja ukazuje da TiO>
djeluje kao nukleacijski agens za polikaprolakton. S povecanjem udjela titanijevog dioksida
povecava se i toplina transformacije. Prema relaciji (1) odreden je stupanj kristalnosti Cistog
PCL-a i modificranih nosaca, uzimaju¢i u obzir entalpiju taljenja za 100 % kristalni
polikaprolakton (tablica 3).
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Slika 19. DSC krivulje za nosace PCL i PCL/TiO2: a) krivulje zagrijavanja, b) krivulje hladenja

H
= %1009
= AH °

26




gdje je:

AH, — parcijalna entalpija [J/g]
AH, - entalpija taljenja za 100 % kristalinicni PCL (142 J/g)

Moze se vidjeti vrlo blagi porast kristalnosti PCL-a, ali istovremeno nema posebnih promjena
temperatura kristalizacije (slika 19). Dodatkom lijeka u PCL temperatura kristalizacije i
temperatura taljenja se pomicu na vise vrijednosti (slika 20, tablica 3).

Tablica 3. Rezultati toplinske analize nosaca

Temperatura | Temperatura Entalpija Entalpija Stupanj
taljenja, kristalizacije, taljenja, kristalizacije, | kristalnosti,
Uzorak Tm Te AH, AHc x
[°c] [°c] [¥/e] [V/el el
PCL 57.37 27.69 58.83 52.16 41.43
PCL/0.5%mas. TiO; 56.53 27.77 60.42 53.23 42.55
PCL/1%mas. TiO; 55.27 28.51 61.47 52.10 43.29
PCL/15%mas. CFU® 59.01 32.52 55.78 52.47 39.28
Integral 230.67 mJ
Peak 32.52 °C
2. cooling cycle
-64.24°C

1. heating cycle

100 an |0

&0 20 40

an 20 10

Lab: METTLER

Slika 20. DSC termogram za PCL nosac s 15 % enkapsuliranog lijeka

STAR® SW 12.10
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Na slici 21. dane su mikrofotografije elektroispredenih nosaca te orjentacije vlakana za Cisti
PCL i modificirani titanijevim dioksidom. Svi nosaci pokazuju dobro pripremljenu poroznu
strukturu mata, s razli¢itim orjentacijama vlakana. Na slici vidi se da se u nosacu od Cistog
polikaprolaktona mjestimi¢no stvaraju defekti u strukturi, Sto se vidi kao zadebljanje vlakana,
$to moze biti posljedica neravnomjernog elektroispredanja uslijed viskoznosti otopine. SEM
mikrofotografije nosaca kod modificiranog PCL-a s TiO,, pokazuju ravnomijernija vlakna,
ujednadenog promjera te pravilniju i kompaktniju mrezu. Kod vece koncentracije TiO2, moze
se vidjeti vrlo dobra raspodjela TiO; po povrsini vlakana, dok se pri manjoj koncentraciji javljaju
aglomerati.

Slika 21. SEM mikrofotografije nosaca: a) i d) PCL, b) i e) PCL/0.5%mas.TiO;
c)if) PCL/1%mas.TiO;

Dodavanjem antibiotika u PCL nosa¢, pri manjoj koncentraciji Cefuroxima®, 15 % mas.,
doslo je do formiranja vrlo dobre strukture, s jednoli¢nim vlaknima, dok je pri povecanju
koncentracije lijeka na 25 % mas. doslo do stvaranja defekata u strukturi vlakana (slika 22). S
obzirom da se 15 % mas. pokazalo kao optimalnija koncentracija, ona je odabrana za pripremu
nosaca na kolektorima razli¢itih topografija, kako bi se istrazio utjecaj geometrije na
morfologiju nosaca te razvoj stanica.
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Slika 22. SEM mikrofotografije nosaca: a) PCL/15%mas. CFU°,
b)ic) PCL/25%mas. CFU®

Polimerne otopine elektroispredane su te deponirane na 2 rebrasta i 2 mrezasta kolektora,
dimenzija danih u tablici 2. Na slici 23. prikazana je osnovna topografija elektroispredenih
matova na jednom rebrastom i jednom mrezastom kolektoru.

__ VEGAWTESCAN

Slika 23. SEM mikrofotografije za nosace PCL/15wt% CFU® pripremljene na:
a) rebrastom kolektoru, b) mrezastom kolektoru; povecanje 46x

Usporedba svih dobivenih mreza prikazana je na slici 24. Moze se vidjeti da kolektori 2 i 4
tvore kompaktnije mreZze, s vlaknima nesto veéeg promjera. Kod rebrastog kolektora 2, vlakna
su orjentiranija u odnosu na mrezasti kolektor 4. Najfinija vlakna i najve¢a poroznost mreze
dobivena je kod kolektora 3. Ispitivanje morfologije nakon nasadivanja stanica (slika 25)
pokazalo je da je bolja adhezija stanica i razvoj na povrsini nosaca ostvareno na kolektorima
rebraste geometrije te su stanice poprimile spljosteni oblik. Kod mrezastih kolektora stanice
jo$ zadrZavaju sferi¢ni oblik, uz lagano izduljenje. Najoptimalnija struktura nosaca dobivena je
na kolektoru 2, i prema morfolokoj analizi i prema ispitivanju MTT testom (slika 26).
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Slika 24. SEM mikrofotografije nosaa PCL/15%mas. CFU° pripremljenih na: a) kolektor 1
b) kolektor 2, c) kolektor 3, d) kolektor 4

Slika 25. SEM mikrofotografije nosaca PCL/15%mas. CFU® s nasadenim stanicama: a)
kolektor 1, b) kolektor 2, c) kolektor 3, d) kolektor 4

7
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a) b) c) d)

Slika 26. Hela stanice 72 sata nakon nasadivanja na PCL nosac:a) kolektor 1,
b) kolektor 2, c) kolektor 3, d) kolektor 4

Slika 27. TG i DTG krivulje za nosa& PCL/15 % mas. CFU°
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Rezultati termogravimetrije pokazali su da toplinska razgradnja PCL/15 % mas. CFU® pocinje
pri temperaturi od 195°C te se dvija u tri stupnja (slika 27). Prvi interval razgradnje vezan je uz
slu¢ajno pucanje polimernog lanca, kroz cis-eliminaciju, nakon ¢ega zatim dolazi do eliminacije
monomera. Tredi interval vezan je uz razgradnju lijeka. Na DTG krivulji vide se odgovarajuci
pikovi, pri temperaturama od 223 i 400 °C, koji su u korelaciji s infleksijom na TG krivulji. U
svakom slucaju, nosac¢ pokazuje zadovoljavajucu toplinsku stabilnost za podrucje primjene.
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5. ZAKLJUCAK

Nosali polikaprolaktona za primjenu u tkivhom inZenjerstvu uspjeSno su pripremljeni
procesom elektroispredanja. Modifikacijom povrsine s TiO,, doslo je do laganog porasta
kristalnosti materijala, ali nije bio znacajnijih promjena temperatura transformacija. ATR-FTIR
analiza dokazala je uspjeSnu enkapsulaciju lijeka u strukturu nosaéa, a 15 % mas. dodanog
antibiotika CFU®, pokazalo se optimalnije za elektroispredanje jednoli¢ne, porozne strukture
mata, bez stvaranja defekata u strukturi vlakana, za razliku od 25 % mas. dodanog lijeka. Stoga
je utjecaj topografije 3D printanih kolektora pracen samo za polimernu otopinu PCL/15 % mas.
CFU®. Rezultati morfoloSke analize i MTT testa pokazali su da rebrasti kolektori pogoduju
stvaranju arhitekture pogodne za adheziju stanica na nosac i difuziju stanica, osobito kolektor
s ve¢om Sirinom rebra (kolektor 2). Mrezasti kolektor, s najmanjom Sirinom rebra pokazao je
stvaranje vrlo finih, tankih vlakana u mrezi nosaca, s velikom poroznosti izmedu vlakana.
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