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POVZETEK

Parodontalna bolezen je zelo razsirjena kroni¢na vnetna bolezen, ki ne vodi le v izgubo
zob, spremenjen izgled in slab zadah, ampak vpliva tudi na sistemsko zdravje
posameznika. Pri zdravljenju ima poleg mehanskega ¢iS¢enja in glajenja zobne povrSine
velik pomen tudi protimikrobno zdravljenje, kjer je metronidazol (MTZ) prvi izbor zaradi
svoje selektivne ucinkovitosti za anaerobne mikroorganizme. Zaradi kompleksne
patofiziologije parodontalne bolezni pa je zdravljenje tezavno in trenutno v doloc¢enih

primerih ne vodi k ustrezni ozdravitvi.

Posledi¢no je bil cilj magistrske naloge razviti nanovlakna, sodoben lokalni dostavni
sistem, z vgrajenim MTZ za aplikacijo v obzobne Zepe, s katero bi lahko dosegli boljso

terapevtsko ucinkovitost in zmanjsali posredne nezelene ucinke zdravila.

Najprej nam je izziv predstavljala priprava homogene disperzije hidrofobnega polimera in
hidrofilne u¢inkovine v meSanici topil, ustrezni za elektrostatsko sukanje, ter dolocitev
procesnih parametrov, pri katerih so nastajala okrogla in gladka nanovlakna, kar smo
ocenili na posnetkih z vrsticnim elektronskim mikroskopom. Prva izbira topil je bila zmes
kloroforma in acetona v razmerju 3:1, pri kateri smo uspe$no izdelali prazna nanovlakna,
vendar je bila topnost MTZ v tak$ni meSanici topil slaba in smo Ze pri vgradnji 5 % lahko
opazili na povr$ini nanovlaken delc¢ke izkristalizirane u¢inkovine. Nato smo se odlocili za
zmes diklorometana (DCM) in dimetilformamida (DMF) v razmerju 3:2, kjer smo s
preizkusanjem ugotovili, da ima MTZ veliko bolj$o topnost. Pri napetosti 12 kV, pretoku
1,981 mL/h in razdalji 20 cm smo dosegli pogoje, pri katerih so nastajala okrogla in gladka
prazna nanovlakna, ki so bila primerna za vgradnjo u¢inkovine. Z namenom izboljSanja
vgradnje MTZ in s tem bolj zadrzanega sproScanja smo izdelali tudi nanovlakna z
dodatkom 5 % PAS in debelejSa nanovlakna z vecjo koncentracijo polimera. Za
kvantitativno spremljanje profila sproS¢anja ucinkovine smo si izbrali UV-VIS
spektroskopijo, sproscanje pa je potekalo v Franzovih celicah. Na podlagi vrednotenja
sproscanja smo uspeli dokazati, da so podaljSano sproscanje izkazovala le nanovlakna

izdelana iz 10 % raztopine PCL v zmesi topil DCM:DMF (3:2) z vgrajenim 1 % MTZ.



ABSTRACT

Periodontal disease is a widespread chronic inflammatory disease, which does lead not
only to loss of teeth, changed appearance and bad breath, but also affects systemic health.
Besides scaling and planing the teeth surface during the treatment, antimicrobial treatment,
in which metronidazole is the first choice due to its selective efficiency of anaerobic
microorganisms, is also of great importance. Due to the complex pathophysiology of
periodontal disease, its treatment is difficult and currently in certain cases does not lead to

an adequate healing.

The aim of the master's thesis was subsequently to develop nanofibers, a modern local
delivery system with integrated metronidazole for application in periodontal pockets which
could lead to a better therapeutic efficacy and reduce the indirect adverse drug reactions.
Our first challenge was the preparation of a homogeneous dispersion of the hydrophobic
polymer and hydrophilic substance in a mixture of solvents, appropriate for electrospinning
and the determination of the process parameters, during which the round and smooth
nanofibers were formed, which was estimated from the images obtained by scanning
electron microscopy. The first choice of the solvents was the mixture of chloroform and
acetone in a ratio of 3: 1, in which empty nanofibers were successfully produced, but the
solubility of metronidazole in such a mixture of solvents was low. In the case of
incorporation of 5% of metronidazole, crystals were observed on the surface of nanofibers.
Afterwards, we decided to prepare a mixture of dichloromethane and dimethylformamide
in a volume ratio of 3: 2, resulting in a much better solubility of metronidazole. At a
voltage of 12 kV, a flow rate of 1.981 mL/h and at a distance of 20 cm, we have provided
the conditions for creating round and smooth empty nanofibers, adequate for the
incorporation of the active ingredient. With the aim of improving the incorporation of
metronidazole in order to achieve delayed release, the nanofibers were also produced by
addition of 5% of the PAS in one case and thicker nanofibres with a bigger concentration
of polymer in the other. The quantitative monitoring of the release profile of the active
ingredient was conducted by UV-VIS spectroscoy, the release was investigated in Franz
cells. Based on the evaluation of the release, we managed to prove that the prolonged
release was displayed only by nanofibers made of 10% PCL solution in a mixture of
solvents DCM: DMF (3: 2), fitted with 1% metronidazole.
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1 UVvOD

1.1 PARODONTALNA BOLEZEN

Parodontalna bolezen je kroni¢na vnetna bolezen obzobnih tkiv, ki se ve¢inoma zacne kot

vnetje dlesni v mladosti, poCasi napreduje v razgradnjo pozobnice, alveolne kosti in

cementa in se nato z nastankom obzobnih Zzepov izrazi obic¢ajno Sele po 30. letu starosti.

Nezdravljena parodontalna bolezen lahko vodi v izgubo zob (1, 2). Glede na stopnjo

bolezni jo delimo v dve skupini, ki so prikazane na Slika 1:

Gingivitis je blazja oblika vnetja dlesni, za katero so znacilne mehke, rdece, otekle
dlesni, ki lahko krvavijo, zlasti med umivanjem zob. Razvije se tudi slab zadah
(halitoza) in kovinski okus v ustih. Ob pravilnem in pravocasnem zdravljenju z
ustrezno ustno higieno, prehrano bogato z antioksidanti (zelenjava, sadje) ter
prenehanjem kajenja so te spremembe reverzibilne. Nezdravljen gingivitis pa lahko
vodi v nastanek parodontitisa (2, 3).

Parodontitis je hujSa oblika bolezni dlesni, ki se razvije kot posledica delovanja
bakterijskih toksinov in encimov na obzobna tkiva in korenino zoba. Dlesni se
razmaknejo in med zobom in dlesnijo pride do nastanka obzobnega Zepa, ki postaja z
napredovanjem bolezni vedno globlji. VV njem se nabere Se ve¢ zobnega plaka, kar
dodatno pripomore k Sirjenju vnetja. Znacilne so hude krvavitve dlesni, globoki
obzobni zepi (globlji od 3 mm) in v tezjih primerih tudi izguba zob kot posledica
uni¢enja podpornih obzobnih tkiv (2, 4).

Zdrava dlesen Gingivitis Parodontitis Napredovan
parodontitis
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Slika 1: Faze razvoja parodontalne bolezni (povzeto po 5).



Glede na razli¢ne vzro¢ne dejavnike, nastanek in razvoj bolezni ter odziv na zdravljenje

lo¢imo naslednje oblike parodontalne bolezni:

- Kronicni parodontitis je najpogostejsa oblika bolezni, ki se obicajno zatne v
adolescenci in postane klini¢no opazna Sele med 30. in 40. letom starosti.

- Agresivni parodontitis se lahko pojavi ze zgodaj v mladosti in povzro¢i propad
obzobnih tkiv v zelo kratkem cCasu kot posledica prisotnosti mo¢no patogenih
mikroorganizmov ali bolj dovzetnega gostitelja. Prizadene precej manj ljudi kot
kroni¢ni parodontitis. Posebnost agresivnega parodontitisa je majhna prisotnost
bakterijskih zobnih oblog, ki ni v sorazmerju s stopnjo razgradnje obzobnih tkiv. Lahko
se pojavlja v lokalizirani (omejeni na najmanj dva stalna zoba, od Kkaterih je vsaj eden
prvi ko¢nik) ali generalizirani obliki (vkljucuje vsaj tri stalne zobe). Bolezen poteka v
zagonih z vmesnimi obdobji mirovanja.

- Parodontitis v sklopu sistemske bolezni, kot so diabetes tipa 1, Downov sindrom,
AIDS, levkemija...

- Nekrotizirajoca parodontalna bolezen. Gre za redko akutno infekcijo dlesni, ki se kaze
z bole¢imi in krvaveéimi dlesnimi in slabim zadahom. Bole¢ina nastopi zelo hitro. Ce
se je ne zdravi, se lahko razsiri tudi v druga podro¢ja obraza in povzroci veliko skodo.

Obicajno je povezana s sistemskimi boleznimi, kot sta AIDS in podhranjenost (1, 2).

Primarni vzrok za razvoj parodontalne bolezni pri zdravih ljudeh je pomanjkljiva ustna
higiena, ki vodi h kopic¢enju patogenih bakterijskih zobnih oblog in s tem spremembi
ravnotezja med neSkodljivimi in $kodljivimi bakterijami v ustni votlini. Za to spremembo
je znacilno, da nad prevladujo¢imi gram-pozitivnimi aerobi prevladajo gram-negativni
anaerobi. Med prevladujo¢e gram-negativne anaerobe sodijo Prevotella intermedia in
Fusobacterium nucleatum. Z napredovanjem bolezni se jima pridruzijo §e Porphyromonas
gingivalis, Tannerella forsythia ter Treponema denticola (3, 7).

Ob okuzbi se sprozi imunski odziv gostitelja, za katerega je znacilno, da mo¢no prispeva k
razgradnji in uniCenju obzobnega tkiva in zobne kosti. Matriksne metaloproteinaze, ki
nastajajo z infiltracijo nevtrofilcev, stimulirajo razgradnjo kolagena in resorpcijo kosti.
Dlesni se za¢no postopoma odmikati od zobne povrsine, kar vodi v nastanek obzobnega
zepa. Ta je zaradi vlaznega, toplega in anaerobnega okolja idealno gojis¢e za kolonizacijo

in razmnoZzevanje parodontopatogenih bakterij (6, 7).



Povrsino dlesni najprej kolonizirajo posamezne bakterije, ki sc¢asoma tvorijo
mikrokolonije. Bakterije znotraj teh kolonij izlocajo posebno lepljivo izvenceli¢no
polimerno snov, sestavljeno iz polisaharidov, proteinov, lipidov, nukleinskih Kislin in
drugih polimerov, ki pripomorejo, da se nove bakterije lazje adherirajo na povrsino ter med
seboj. Nastaja vedno bolj kompleksna polimikrobna zdruzba, ki ji pravimo biofilm (Slika
2). Ocenjujejo, da je v nasi ustni votlini okoli 700 razli¢nih vrst bakterij. Zaradi velike
strukturne in funkcionalne heterogenosti ima biofilm nekatere specifi¢ne znacilnosti, kot so
povecana zmoznost vezave/lepljenja na povrSine, metabolicno sodelovanje bakterij in s
tem boljsa izraba hranil. Klini¢no zelo pomembno je tudi, da bakterije v biofilmu pogosteje
razvijejo odpornost na protimikrobne uc¢inkovine. Minimalna inhibitorna koncentracija
(MIC) je lahko v tak$nem primeru tudi 20 do 100-krat visja kot obicajno, Saj
protimikrobne ucinkovine tezje penetrirajo v lepljivo izvenceli¢no polimerno snov in
dovzetnost pocasi rasto¢ih subpopulacij bakterij za protimikrobne u¢inkovine se zmanjsa.
Znacilnost biofilmov je tudi ta, da se mikroorganizmi oz. bakterije lahko izognejo
imunskemu odgovoru gostitelja, saj protitelesa le s tezavo preidejo polimerno ogrodje in
fagociti tezko zajamejo velike fragmente biofilma. Dentalni plak lahko tako opisemo kot
biofilm, ki zaradi vseh njegovih specifi¢nih metaboli¢nih in fenotipskih lastnosti mo¢no

otezuje zdravljenje parodontalne bolezni (6, 7, 8).

Slika 2: Nastanek biofilma: (1) okuZba in kolonizacija posameznih bakterij, (2) izlo¢anje lepljive
polimerne snovi in adheriranje novih bakterij in (3) rast biofilma (9).

Ostali dejavniki tveganja, ki pripomorejo k nastanku parodontalne bolezni, so naslednji:

- Starost (obicajno se pojavlja pri ljudeh, starejSih od 35 let),



- zenski spolni hormoni (izrazito poveCanje ravni progesterona nekaj dni pred
menstruacijo — progesteron povzroc¢a vazodilatacijo in nastanek nekaterih vnetnih
dejavnikov, hormonske spremembe v nose¢nost in upad estrogena v menopavzi —
zmanjSanje relativne kostne gostote, ki lahko vodi tudi v izgubo zob),

- nezdrav zivljenjski slog (kajenje, alkohol, zloraba nekaterih drog, prehrana, revna z
antioksidanti, psiholoski stres),

- Dbolezenska stanja (diabetes tipa 1 in 2, bolezni srca, HIV/AIDS, levkemija,
avtoimunske bolezni...),

- doloc¢ena zdravila (peroralni kontraceptivi, antidepresivi, bisfosfonati) (2, 3, 4).

1.2 ZDRAVLJENJE PARODONTALNE BOLEZNI

Cilj zdravljenja je zaustaviti vnetje, zmanjSati globino obzobnega Zepa ter spodbuditi
zdravo dlesen, da bi se ponovno oprijela povrSine zobne korenine. Zaradi raznolikosti
vzrokov, ki pripomorejo k nastanku parodontalne bolezni in stopnje napredovanja bolezni,
je izbira prave terapije vCasih tezavna. Prvi korak k zdravljenju bolezni je odstranitev
bakterijskega plaka ali biofilma s povrSine zob in dlesni s pomoc¢jo mehanskega ¢is¢enja
(Slika 3). Mehansko ¢is¢enje vkljucuje luscenje in glajenje zobne povrsine. Pri prvem gre
za odstranjevanje zobnega kamna okrog in pod linijo dlesni ob zobu z ultrazvo¢nim ali

ro¢nim strganjem, pri drugem pa za glajenje zobne sklenine, z namenom, da bo le-ta manj

dovzetna za oprijemanje novega bakterijskega plaka.

Scaling Planing
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Slika 3: Mehansko ¢iS¢enje obzobnega Zepa. Leva slika prikazuje odstranjevanje zobnega kamna,
desna slika pa lu$¢enje in glajenje zobne povrsine (10).
Obicajno to ni trajna resitev, saj lahko pride do ponovne kolonizacije bakterij in je zato
potrebno bolezen obravnavati SirSe ter poleg mehanskega ¢iS€enja uporabiti tudi druge
pristope. V primeru poslabsanja bolezni sledi kirur§ko ali nekirursko zdravljenje. Med

nekirurSke pristope sodijo zdravljenje s protimikrobnimi ucinkovinami, antiseptiki,



probiotiki, modulatorji imunskega odziva, s fotodinami¢no terapijo in dostavo rastnih

dejavnikov (3).

1.2.1 PROTIMIKROBNE UCINKOVINE, ANTISEPTIKI IN PROBIOTIKI

Za uniCenje patogenih bakterij oziroma izboljSanje razmerja med patogenimi in
nepatogenimi bakterijami uporabljamo protimikrobne uéinkovine, antiseptike ter
probiotike.

Meta-analize studij nekaterih lokalnih in sistemskih protimikrobnih u¢inkovin (minociklin,
tetraciklin, metronidazol, amoksicilin/metronidazol) v kombinaciji z mehanskim ¢is¢enjem
so pokazale, da je uinkovitost v tem primeru ve¢ja, kot s samim mehanskim ¢iS¢enjem
obzobnih tkiv (7). Slabost uporabe sistemskih protimikrobnih u¢inkovin je, da so potrebni
veliki odmerki za dosego ucinkovite koncentracije v gingivalni teko¢ini, ki presega MIC.
To prinese s seboj na dolgi rok tudi razvoj odpornih mikroorganizmov in Stevilne stranske
ucinke. Zato ima prednost uporaba lokalnih protimikrobnih uéinkovin, ki jih dajemo
direktno na mesto delovanja, torej v obzobni zep. Razvili so razli¢ne dostavne sisteme, kot
so geli, filmi, trakovi, vlakna itd. Te vstavijo v obzobni zep po mehanskem cis¢enju. V
primerjavi s sistemskimi protimikrobnimi ucinkovinami, nove dostavne oblike
protimikrobnih u¢inkovin zmanjsajo pogostost dajanja zdravila s tem, da vzdrzujejo Zeleno
koncentracijo u¢inkovine skozi daljsi Cas. Slaba stran uporabe nerazgradljivih trakov in
vlaken je ta, da jih morajo po koncani terapiji odstraniti iz zobnega zepa. S tega vidika so
boljsi geli, kjer je proces dajanja lazji, vendar imajo tudi ti slabost, saj je sproscanje zelo
hitro. V zadnjem c¢asu postaja nacrtovanje dostavnih oblik protimikrobnih u¢inkovin iz
biorazgradljivih polimerov, ki jih ne bi bilo potrebno odstranjevati, vse bolj razsirjeno (7,
11, 13).

Godson in sodelavci, ki so raziskovali vgradnjo tetraciklinijevega klorida v etilen vinil
acetatna nanovlakna, so prvi objavili uporabo monoliti¢nih nanovlaken kot dostavnega
sistema za zdravljenje parodontalne bolezni. lzdelali so tudi polikaprolaktonska (PCL)

nanovlakna z metronidazol benzoatom ter dosegli podalj$ano spros¢anje uc¢inkovine (11).

Prednosti vstavljanja zdravila v parodontalni Zep so: odli¢na dostopnost, nizka metabolna
aktivnost, vecja terapevtska ucinkovitost, nebolece dajanje na mesto delovanja in s tem
boljsa sprejetost s strani pacienta in primernost tudi za paciente, ki imajo tezave s

poziranjem (8, 14).



Med antiseptike, ki se uporabljajo kot alternativa protimikrobnim ucinkovinam pri
zdravljenju parodontalne bolezni sodijo: klorheksidin, natrijev hipoklorit, povidon-jod in
amino fluorid. Nekatere in vitro raziskave so pokazale, da je bila ucinkovitost
klorheksidina v primerjavi z minociklinom pri uni¢enju bakterije P. gingivalis veéja in je
bilo za popolno odstranitev le-te potrebnih le 30 minut izpostavljenosti klorheksidinu ali
povidon jodu. Rezultati pri raziskavah na pacientih pa so bili nekoliko drugacni, saj je
imela uporaba protibakterijskih ucinkovin prednost pred antiseptiki pri zmanj$evanju

globine obzobnega zepa (7).

Pri preucevanju ucinkovitosti probiotikov pri pacientih s parodontalno boleznijo so
ugotovili, da ima uporaba ustne vode, ki vsebuje Lactobacillus salivarus, pozitiven vpliv

na zmanjsanje Stevila patogenih mikroorganizmov v ustni votlini (7).

1.2.2 MODULATORIJI IMUNSKEGA SISTEMA

Njihov namen je uravnavati imunski odgovor gostitelja in s tem prepreciti njegove
destruktivne ucinke na obzobna tkiva in kost zobis¢nega odrastka, Ki vodijo v izgubo zoba.
Protimikrobna ucinkovina doksiciklin v dozah, nizjih od protimikrobnih, izkazuje
zaviralno delovanje na matriksne metaloproteinaze. Meta-analize studij med modulatorje
imunskega sistema Stejejo tudi nesteroidne protivnetne ucinkovine in ucinkovine, ki
zavirajo osteoklastno dejavnost in s tem resorpcijo kostnine (bisfosfonati). Moznost za
zdravljenje bi lahko bile tudi u¢inkovine, ki bi pomagale pri regeneraciji unicenega tkiva,

kot so resolvin E1 (derivat omega 3 mascobnih kislin), lipoksini in protektini (7).

1.2.3 FOTODINAMICNA TERAPIJA

Kot obetavna tehnika za zdravljenje parodontalne bolezni se je izkazala tudi fotodinami¢na
terapija. Temelji na uporabi dolgovalovne VIS (rdeca svetloba), ki aktivira fotosenzibilne
ucinkovine (barvila: akridin oranzno, metilen modro; porfirini, klorini, furokumarini), pri
¢emer nastajajo reaktivne kisikove spojine, ki lahko reagirajo s celicnimi komponentami,
jih unicijo in tako povzro€ijo smrt celice. Prednost te tehnike je lokalizirana terapija, ki ne

povzroc¢a nikakr$nih posledic na okoliskem zdravem tkivu (7).



1.2.4 RASTNI DEJAVNIKI

Posledica parodontalne bolezni je kot ze omenjeno tudi uni¢enje obzobnih tkiv in s tem
izguba njihove bioloske funkcije. Z lokalnim dajanjem eksogenih rastnih dejavnikov, ki z
vezavo na receptorje na povrSini celic spodbudijo proliferacijo in diferenciacijo celic,
lahko vplivamo na izboljsanje obnove tkiva. Obstaja kar nekaj Studij o vgradnji rastnih
faktorjev v vlakna, narejena z elektrostatskim sukanjem ali s kovalentno vezavo na njihovo
povrsino. Problem lahko predstavlja njihova proteinska struktura, ki se lahko tekom
procesa izdelave zaradi visoke temperature in uporabe organskih topil spremeni in tako

rastni faktorji izgubijo svojo biolosko aktivnost (15, 16).

Poleg vseh nastetih pristopov zdravljenja je seveda zelo pomembna tudi preventiva. Sem
sodi zdrava in uravnotezena prehrana, opustitev kajenja in drugih slabih razvad ter redna in
temeljita higiena zob. Z uporabo ustne vode, ki obicajno vsebuje klorheksidin ali kateri

drugi antiseptik, odstranimo tudi bakterije, ki jih z zobno $¢etko ali nitko ne dosezemo.

1.3 METRONIDAZOL

Metronidazol (MTZ) (Slika 4) ima zaradi svoje selektivne ucinkovitosti za anaerobne
mikroorganizme ter ozkega terapevtskega okna prednost pred ostalimi protimikrobnimi

u¢inkovinami pri zdravljenju parodontalne bolezni (11, 23).

Metronidazol (2-metil-5-nitroimidazol-1-ctanol) je Siroko-spektralna protimikrobna

ucéinkovina z MIC in vitro < 8 pug/mL (18).

OH

Slika 4: Kemijska struktura metronidazola (IUPAC: 2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)etan-1-ol) (18)

1.3.1 LASTNOSTI

MTZ je bel ali rahlo rumen kristalinicen prasek, grenkega okusa z molekulsko maso

171,16 g/mol. Njegova vrednost pKa je 2,62. Elektron privlacen efekt aromatske NO;



skupine pritegne prosti elektronski par na dusiku (N) imidazola, zato je ta manj dostopen
za privzem vodika (H) v primerjavi z nesubstituiranimi imidazoli. Zaradi tega Stejemo
MTZ med $ibke baze. V vodi je slabo topen (9500 mg/L pri 25 °C) in daje brezbarvno ali
rahlo rumenkasto obarvano raztopino, ki ima v primeru nasi¢ene vodne raztopine pH 5,8.
V organskih topilih je slabse topen (aceton 0,5 g/100 mL; kloroform 0,4 g/100 mL; etanol
0,5 g/100 mL; metanol < 0,5 mg/mL). Njegova temperatura talis¢a je med 159 °C in 163
°C (17, 18, 19).

Identificiramo ga lahko z UV-VIS in IR spektroskopijo. MTZ, raztopljen v 0,1 M
klorovodikovi kislini, ima absorpcijski maksimum pri valovni dolzini 277 nm, v alkalni

raztopini pa pri 319 nm (17).

Stabilnost MTZ v trdnem praskastem stanju so v ¢lanku (20) testirali pri milih pogojih (4-
25 °C, 20-60% RH) ter v pospesenih studijah (40 °C, 75% RH). Pri obeh studijah ni bilo
vidnih sprememb v dalj§em casovnem obdobju (2-3 mesece), ne glede na pogoje
shranjevanja u¢inkovine (temna/transparentna in odprta/zaprta posoda). V vodnem mediju
ima MTZ dobro stabilnost. Njegova razgradnja je zelo po¢asna in zanemarljiva v obdobju
vec kot 15 dni pod razlicnimi pogoji. V raziskavi so dokazali, da tudi svetloba nima vpliva
na razgradnjo MTZ, ceprav SO v nekateri starej$i literaturi omenili njegovo
fotosenzibilnost. Do nekoliko vecje razgradnje ucinkovine je prislo pri povisani
temperaturi. Kriti¢ni dejavnik, ki vpliva na stabilnost MTZ v raztopini, je pH. Najvecjo
stabilnost izkazuje pri pH 4, medtem, ko so pri pH 2 in pH 6 zaznali rahlo pospeseno

razgradnjo ucinkovine (20).

1.3.2 MEHANIZEM DELOVANJA

MTZ je derivat 5-nitroimidazola, ki izkazuje protimikrobne lastnosti proti anaerobnim
bakterijam in protozoam. Po vstopu v citoplazmo dovzetnih anaerobnih bakterij sledi
redukcija nitro skupine na mestu 5 imidazolnega obroca, pri ¢emer nastane kratko ziveci
radikal, ki deluje inhibitorno na sintezo DNA ter povzroc¢i spremembe na njeni spiralni
strukturi. Poleg tega ovira tudi druge oksido-redukcijske procese, ki jih mikroorganizmi
potrebujejo za zivljenje. MTZ je in vitro ucinkovit proti protozoam, kot so Trichomonas
vaginalis, Giardia lamblia, Entamoeba histolytica, Balantidium coli in Blastocystis
hominis. Med anaerobnimi bakterijami izkazuje ucinkovitost proti gram-negativnim

Bacteroides fragilis in Fusobacterium ter gram-pozitivnim vrstam Clostridium,



Eubacterium, Peptostreptococcus in Peptococcus. MTZ je delno aktiven tudi proti
fakultativnim anaerobom kot so Gardnerella vaginalis, Helicobacter pylori in

Campylobacter fetus. Pri ¢loveku MTZ ne povzroca inhibicije sinteze DNA (17, 18).

MTZ se popolnoma absorbira v gastrointestinalnem traktu in doseze vrh plazemske
koncentracije 1-2 uri po aplikaciji. Nemoteno prehaja tudi v cerebrospinalno tekocino,
slino in materino mleko. Manj kot 20% se ga veZe na proteine. Metabolizira se s
hidroksilacijo, oksidacijo in glukuronidacijo v jetrih, pri ¢emer nastajajo metaboliti z in
vitro protimikrobno aktivnostjo. Iz telesa se v veéini izlo¢i preko urina (60 — 80 %), man;jsi

del pa z blatom (6 — 15 %). Njegov razpolovni ¢as je 6-8 ur (17, 18).

LD50 po peroralni aplikaciji znasa 5 g/kg (per os pri miskah). Pri miskah ima dokazano
mutageno in karcinogeno delovanje. Nezeleni ucinki, ki se lahko pojavijo pri uporabi
MTZ, so naslednji: reverzibilna periferna nevropatija, toksi¢nost v osrednjem Ziv¢evju,
disulfiramski ucinek z alkoholom, temno rdece-rjav urin, kovinski okus, slabost,

zmedenost, vrtoglavica in reverzibilna nevtropenija (17, 18).

1.3.3 UPORABA ZA ZDRAVLJENJE PARODONTALNE BOLEZNI

V ve¢ raziskavah so potrdili, da je MTZ ucinkovina prvega izbora za zdravljenje
parodontalne bolezni. Pri testni skupini, ki je poleg mehanskega ¢is¢enja obzobnega zepa
prejemala MTZ, so opazili manjSe S$tevilo anaerobnih mikroorganizmov ter vidno
izboljSanje klini¢nih parametrov kot je zmanjSana globina zobnega Zepa in boljsa
oprijemljivost dlesni. Za najbolj u¢inkovito kombinacijo se je izkazala lokalna dostava
MTZ skupaj z mehanskim ¢is¢enjem, kateri sledi sistemska aplikacija (21, 22). Preucevali
so tudi kombinacije MTZ z drugimi protimikrobnimi u¢inkovinami, npr. z amoksicilinom,
in ugotovili, da je uporaba te kombinacije opazno izboljsala klini¢no in mikrobiolosko
stanje bolezni v primerjavi s samo zacetnim mehanskim ¢iS€enjem zobne povrSine in
obzobnega zepa, $e posebej pri ljudeh, ki so jim diagnosticirali okuzbo s P. gingivalis (23,
24).

1.4 NANOVLAKNA

Nanovlakna so suha vlakna z nanometrskim premerom, za katera je znacilna velika
specificna povrSina, poroznost, teoreticno neomejena dolzina, odli¢ne strukturne in

mehanske lastnosti ter izjemna proznost (26, 39). Z uporabo nanovlaken kot dostavnega



sistema zdravilnih ucinkovin doseZzemo visoko uéinkovitost vgradnje ucinkovine ter
moznost uravnavanja profila spros¢anja z modifikacijo morfologije, poroznosti in sestave
nanovlaken (12, 26, 27). S povecanjem specifiéne povrSine pri vgradnji ucinkovine v
nanovlakna, vplivamo tudi na topnost in s tem na hitrost raztapljanja u¢inkovine (27).
Uporaba nanovlaken se zaradi svojih edinstvenih lastnosti $iri na zelo razli¢na podroc¢ja. V
biomedicini imajo nanovlakna vedno vecji pomen v tkivnem inZenirstvu, sodobnem
celjenju ran, izdelavi implantatov ter pri razvoju dostavnih sistemov zdravilnih u¢inkovin
(26, 27, 28).

Za izdelavo nanovlaken se v biomedicinske namene najve¢ uporabljajo naslednje metode:
loc¢itev faz, samozdruzevanje in elektrostatsko sukanje (28). Zaradi enostavnosti,
vsestranske uporabe ter nizke cene se za njihovo izdelavo najpogosteje uporablja metoda

elektrostatskega sukanja (28, 37).

1.4.1 1ZDELAVA NANOVLAKEN Z ELEKTROSTATSKIM SUKANJEM

Elektrostatsko sukanje je enostavna metoda za izdelavo zelo tankih vlaken s premeri v
mikro in nano obmo¢ju. Zacetek njene uporabe sega v leto 1934, ko je bila patentirana s

strani Formhalsa (37). Naprava za elektrostatsko sukanje sestoji iz: generatorja visoke

napetosti, mehanske ¢rpalke, brizge s kovinsko iglo in zbirala, prikazanih na Slika 5 (28).

brizga ziglo |*
polimerna Taylor-jev konec ravnega
raztopina oie dela

\ —{zaéetek prve zvijajoce
nestabilnosti

E\/:] generator visoke
apetosti

zaCetek tretje
nestabilnosti

Slika 5: Naprava za elektrostatsko sukanje in nastanek nanovlaken (37)
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Elektrostatsko sukanje temelji na uporabi visoke elektricne napetosti, obicajno med 1 in 30
KV, ki povzro¢i nastanek tankega curka polimerne raztopine, ki se nato v obliki
nanovlaken nabira na zbiralu. S prikljuéitvijo na visoko napetost v raztopino vnesemo
elektri¢ni naboj, ki se razporedi po povrsini kapljice. Kadar naboj v polimerni kapljici na
koncu igle doseze kriticno vrednost in elektrostatske sile prevladajo nad povrSinsko
napetostjo raztopine, pride do nastanka Taylor-jevega stozca, ki se raztegne kot tanek
curek polimerne raztopine, ki potuje proti ozemljenemu zbiralu (16, 29, 37). Curek ne
potuje naravnost, ampak se zaradi interakcij med zunanjim elektriénim poljem in naboji Vv
raztopini zacne zvijati in njegova pot do zbirala se podaljsa, posledica ¢esar so vedno
tanj$a nanovlakna (Slika 5) (16, 41). Na razdalji, ki je med koncem igle in zbiralom, topilo
odpari in tako dobimo na zbiralu trdna in suha nanovlakna (38). Imeti moramo dovolj
visoko gostoto naboja in viskoznost polimerne raztopine ter dovolj nizko povrSinsko
napetost, da prepre¢imo nastanek kapljice Se pred izhlapitvijo topila. Pri optimalnih

pogojih so nastala nanovlakna gladka in brez vozlov (25, 27, 29).

Poleg enokanalne Sobe lahko v procesu elektrostatskega sukanja uporabimo dvo- ali

vecCkanalne Sobe, ki dajejo vecslojna nanovlakna (29, 31).

Z modifikacijo razli¢nih spremenljivk lahko vplivamo na morfologijo nanovlaken. Delimo
jih na:
Spremenljivke polimerne raztopine

Koncentracija: koncentracija polimera v raztopini vpliva na viskoznost in povrsinsko
napetost raztopine in s tem na sposobnost nastanka nanovlaken. Z ve¢anjem koncentracije
polimerne raztopine v mejah, kjer prihaja do nastanka nanovlaken, dobimo debelejsa
nanovlakna (34, 38, 39).

Viskoznost: visja kot je viskoznost raztopine, debelejsa in bolj gladka so nanovlakna (33).
Ce je viskoznost prevelika, prihaja zaradi velike kohezivnosti raztopine do
nekontinuiranega pretoka in raztezanja polimerne raztopine, medtem ko pri prenizki

viskoznosti, nastajajo kapljice na koncu igle (34, 37).

Prevodnost: raztopine z ve¢jo prevodnostjo imajo vecjo kapaciteto prenosa naboja kot
raztopine z nizjo prevodnostjo, zaradi ¢esar so v elektricnem polju, skozi katerega potuje

curek raztopine, prisotne vecje natezne sile. Iz tega sledi, da vecja kot je prevodnost, tanjsa
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nanovlakna nastajajo. Prevodnost raztopine lahko pove¢amo z dodatkom ionov (soli; npr.
Nal) (28, 30, 37, 38).

Molekulska masa polimera: s povecevanjem le-te se izognemo nastanku vozlov in tako

dobimo nanovlakna gladke strukture (30, 38).

Hlapnost topil: uporaba topil z zelo nizko hlapnostjo lahko vodi k nastanku ploscatih
nanovlaken, saj topilo v razdalji med koncem igle in zbiralom ne uspe izhlapeti in izhlapi

naknadno (42). Vecja hlapnost topil zahteva tudi vecji pretok (38).

Dielektricna konstanta: za uspesno elektrostatsko sukanje je potrebna zadostna

dielektri¢na konstanta (35, 38).

Povrsinska napetost: Ce je povrSinska napetost prevelika, prihaja zaradi teznje po
znizevanju povr$ine na enoto mase, do nastanka kapljic na koncu igle. Z nizanjem
povrSinske napetosti pri konstantni koncentraciji dobimo bolj gladka nanovlakna, brez

vozlov (30, 40).

Procesne spremenljivke

Elektricna napetost: dovedena napetost in s tem jakost elektri¢nega polja pomembno
vpliva na tvorbo nanovlaken. Pri prenizki napetosti se Taylorjev stoZec tvori na koncu
kapljice, kar lahko vodi do nastanka vozlov. Z visanjem napetosti se volumen kapljice na
koncu igle zmanjSuje vse do nastanka Taylor-jevega stoZca na konici igle, pri katerem
nastajajo idealna nanovlakna. Pri $e vi§ji napetosti se curek polimerne raztopine pomakne
na rob igle in zopet poveca moznost nastajanja vozlastih nanovlaken (Slika 6) (37, 42). Pri

vedji napetosti nastajajo tanjsa in bolj enakomerna nanovlakna (39).

konica igle
polimerna raztopina
N

vianje napetosti

Slika 6: Vpliv napetosti na nastanek Taylor-jevega stoZca

Pretok: pri doloceni napetosti mora biti pretok ravno pravsnji, da vzdrzujemo Taylor-jev
stozec na koncu igle in s tem nastanek gladkih nanovlaken, brez vozlov (42). Pretok

polimerne raztopine skozi iglo vpliva na debelino, poroznost in geometrijo nanovlaken. Z
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veCanjem pretoka nastajajo debelej$a in bolj porozna nanovlakna. Za prevelik pretok je
znacilen nastanek vozlastih nanovlaken kot tudi nezmoznost izhlapitve celotnega topila
preden doseze zbiralo, zaradi Cesar nastanejo ploS¢ata in med seboj spojena nanovlakna
(41).

Razdalja med iglo in zbiralom: razdalja mora biti zadostna, da ima topilo ¢as izhlapeti

(30). S povecanjem razdalje se premer nanovlaken zmanjsa (41).

Spremenljivki okolja

Temperatura: pri visji temperaturi je hlapljivost topil vecja in nastala nanovlakna so tanjsa
(27).

Relativna vlaznost: nizka vlaznost pripomore k hitrejSemu izhlapevanju topila iz polimerne
raztopine, medtem ko visoka vlaznost vodi v nastanek debelejSih nanovlaken, zaradi

nevtralizacije naboja v curku raztopine in s tem manjsih elasti¢nih sil (30).

1.4.2 POGOSTO UPORABLJENI POLIMERI IN TOPILA

Za elektrostatsko sukanje lahko uporabimo polimer, ki je raztopljen v topilu 0z. mesanici
topil ali talino polimera (29). Vsaka ima svoje prednosti in slabosti. Pri raztopini polimera
lahko dobimo nanovlakna razli¢nih velikosti, medtem ko smo pri talini polimera omejeni
na mikrometrske ali ve¢je velikosti. Prednost taline polimera je pa ta, da nam ni potrebno

uporabljati nezelenih organskih topil (29, 39).

V biomedicinske namene se najpogosteje uporabljajo naslednji sintezni polimeri:
polietilenoksid (PEO), polivinil alkohol (PVA), polimle¢na kislina (PLA), poliuretan (PU),
polikaprolakton (PCL), kopolimer poli(mle¢na- ko-glikolna kislina) (PLGA) ter naravni
polimeri, kot so hitosan, kolagen, alginat, hialuronska kislina, itd. (24, 38). Sintezni
polimeri so pogosto enostavnejsi in cenejsi za izdelavo vlaken z elektrostatskim sukanjem,
medtem ko so naravni polimeri v prednosti pred sinteznimi zaradi njihove podobnosti z
bioloskimi makromolekulami, ki jih telo prepozna kot svoje in zato lazje interagira z njimi
(24, 37, 38). Za doseganje boljsih mehanskih lastnosti, degradacijske stabilnosti ter za
poveCanje afinitete do celicnih komponent se pogosto uporabljajo tudi kombinacije

sinteznih in naravnih polimerov (npr. hitosan/PCL) (33, 43).

Za uspesno izdelavo polimernih nanovlaken z elektrostatskim sukanjem ima velik pomen

tudi izbira pravega topila. Interakcije med topilom in polimerom vplivajo na morfologijo,
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kristalini¢nost, premer in natezne lastnosti nanovlaken. Med pogosteje uporabljana topila
sodijo: destilirana voda, ocetna kislina, aceton, kloroform, etanol, metanol, tetrahidrofuran,
dimetilformamid itd. (38). V farmaciji imajo vodna topila prednost pred organskimi, saj je
lahko zaostanek organskih topil toksi¢en. Vedno pa se uporabi organskih topil Zal ne

moremo izogniti (28).

1.4.3 VGRADNJA ZDRAVILNIH UCINKOVIN V NANOVLAKNA

Uc¢inkovino lahko vgradimo v nanovlakna na tri na¢ine: s fizikalno vgradnjo, adsorpcijo ali
kemijsko vezavo na povrSino nanovlaken. Direktno jo vgradimo tako, da jo raztopimo v
zmesi polimera in primernega topila, pri ¢emer je pomembna topnost in kompatibilnost
med polimerom, u¢inkovino in topilom. Adsorpcija temelji na elektrostatskih interakcijah
med ucinkovino in povr§ino nanovlaken in jo izvedemo s potopitvijo polimernih
nanovlaken v raztopino uéinkovine. Zadnja moznost je kemijska vezava uéinkovine, pri
kateri mora priti do encimske ali okoljske cepitve kovalentne vezi, da se u¢inkovina lahko
sprosti iz nanovlaken (28, 38). Izbolj$ana terapevtska uéinkovitost, zmanjSana toksi¢nost
zaradi kontrolirane dostave ucinkovine direktno na mesto delovanja ter vgradnja ene ali
ve¢ uéinkovin hkrati v enoslojna ali veéslojna vlakna, so klju¢ne prednosti nanovlaken kot

dostavnega sistema za zdravilne uéinkovine (4, 31, 32).

1.4.4 DOLOCANJE LASTNOSTI NANOVLAKEN

Za dolocanje morfologije nanovlaken, ki je odvisna od Stevilnih parametrov, ki so
vkljuceni v elektrostatsko sukanje, se uporabljajo razlitne metode. Poleg mikroskopa na
atomsko silo (AFM), transmisijskega elektronskega mikroskopa (TEM) se pogosto za
doloCanje premera vlaken, velikosti por, orientacije vlaken uporablja vrsti¢ni elektronski
mikroskop (SEM), ki smo ga uporabili tudi sami (27). Interakcije med polimernimi
verigami in u¢inkovino se lahko ovrednoti z diferen¢no dinamiéno kalorimetrijo (DSC), z
infrardeco spektroskopijo S Fourierjevo transformacijo (FTIR), z nuklearno magnetno

resonanco (NMR) ter z rentgensko praskovno difrakcijo (25, 27).

1.5 POLIKAPROLAKTON

Polikaprolakton (PCL) (Slika 7) je semikristalini¢en alifatski poliester, dobro poznan po
svoji pocCasni biorazgradnji in visoki biokompatibilnosti. Temperaturo steklastega prehoda

(Tg) ima pri — 60 °C in temperaturo talis¢a med 59 in 64 °C, kar je odvisno od njegove
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kristalini¢nosti. Njegova povprecna molekulska masa je med 3.000 in 80.000 g/mol. Dobro
topen je v organskih topilih, kot so diklorometan, kloroform in benzen. Majhno topnost
ima tudi v acetonu, dimetilformamidu in acetonitrilu. V' vodi je zaradi svoje hidrofobnosti
netopen (44, 46).

0O
-(CH2)5—</
0O—

- - Nn

Slika 7: Strukturna formula polikaprolaktona

Zaradi svoje zelo pocasne biorazgradnje je primeren za izdelavo dostavnih sistemov s
podaljsanim spros$¢anjem. Razgradnja traja 2 do 4 leta in poteka preko dveh faz. V prvi
fazi gre za hidroliticno cepitev estrske vezi, v drugi fazi pa sledi znotrajceli¢na razgradnja
na netoksi¢ne metabolite, Ki se iz telesa izlo¢ijo direktno ali po metabolni spremembi v
Krebsovem ciklu (6-hidroksikaprojska kislina) (44, 45). Za razliko od vecine drugih

biorazgradljivih poliestrov, PCL lokalno ne zniza pH v obmo¢ju njegove razgradnje (45).

PCL ima zelo razSirjeno uporabo zaradi svoje biokompatibilnosti, neimunogenosti in
netoksic¢nosti. Edino tezavo povzroca njegova hidrofobnost, kar reSujejo tudi s tem, da ga
zdruzujejo z drugimi naravnimi (hitosan, kolagen, elastin, Zelatin) ali sinteti¢nimi polimeri

in na ta nacin izbolj$ajo njegove mehanske lastnosti in biokompatibilnost (47).

Ugotovili so tudi, da vgradnja MTZ v PCL nanovlakna izboljsa njegovo hidrofilnost. K

temu pripomore hidroksilna skupina in polaren imidazolni obro¢ na molekuli MTZ (25).

PCL je bil ze veckrat uspesno uporabljen za izdelavo nanovlaken. Choi in sodelavci so
med prvimi izdelali PCL/kolagen nanovlakna za celicno regeneracijo skeletnih misic.
Dobro se je izkazal tudi kot kostni nadomestek, kar so proucevali Porter in sodelavci.
Zamani in sodelavci so v PCL nanovlakna uspesno vgradili metronidazol benzoat, katerega

sproscanje je sledilo Fickovi difuziji (46).

Na nasi katedri so bila Ze uspesno izdelana nanovlakna iz PCL, v katera so vgradili v vodi
slabo topne ucinkovine, kot so resveratrol (35), karvedilol in ibuprofen (34), in jim na ta
nacin omogoc¢ili podaljSano sprosc¢anje iz dostavne oblike. Z namenom zdravljenja
parodontalne bolezni so Zupanci¢ in sodelavci izdelali PCL nanovlakna z vgrajenim

resveratrolom, ki izkazuje antioksidativno delovanje (35).
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2 NAMEN DELA

Parodontalna bolezen prizadene veliko ljudi, a v dolocenih primerih zdravljenje ni

ucinkovito. Na§ namen dela je bil razviti nov lokalni dostavni sistem z vgrajeno

protimikrobno ucinkovino, s katerim bi dosegli boljSo terapevtsko ucinkovitost in

zmanjSali posredne nezelene ucinke zdravila. Odlocili smo se za razvoj PCL nanovlaken z

vgrajenim MTZ, ki bi jih lahko zaradi majhnega volumna enostavno vstavili v obzobni zep

in tam sproscali MTZ nad MIC skozi daljsi Cas.

Razvoj in izdelava bosta potekala po naslednjih stopnjah:

1.

Za izdelavo polimernih nanovlaken bomo uporabili metodo elektrostatskega
sukanja, ki zahteva homogeno disperzijo. Zato si moramo najprej izbrati primerno
topilo 0z. zmes topil, v katerem bo topen tako na$ hidrofoben polimer kot tudi
hidrofilna u¢inkovina. Za uspesno elektrostatsko sukanje je poleg hlapnosti topila
pomembna tudi dielektricna konstanta, ki mora biti zadostna, da sploh pride do
nastanka curka in nato nanovlaken.

Primarno bomo izdelali prazna PCL nanovlakna in pri tem dolocili procesne
parametre (napetost, pretok ter razdaljo med iglo in zbiralom) in parametre
raztopine (koncentracija polimera in prevodnost), da bodo nastajala okrogla
nanovlakna z gladko povrsino in brez vozlov, kar bomo dolocili s slikanjem z
elektronskim vrsti¢nim mikroskopom (SEM).

Nato bomo v raztopino polimera in topila dodali razlicne koncentracije MTZ in pri
predhodno postavljenih pogojih izdelali nanovlakna z vgrajeno u¢inkovino.

V literaturi je bila najveckrat uspesno uporabljena metoda detekcije MTZ UV-VIS
spektroskopija, zato bo ta tudi naSa prva izbira. Umeritvena krivulja za MTZ bo
sluZila za spremljanje spros€anja uc¢inkovine.

Preizkusali bomo razlicne metode sproscanja ucinkovine iz nanovlaken: v
erlenmajerici, v napravi za spros¢anje z vesli (Erweka) ter v Franzovi celici.

Z variacijami sestave in postopka bomo poskusali izdelati nanovlakna, ki bodo

podaljSano sproscala MTZ.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

Polimer za izdelavo nanovlaken
- Polikaprolakton Myy = 70 000 — 90 000 g/mol (Sigma Aldrich, ZDA)

Topila za pripravo polimernih raztopin, ki ustrezajo Ph. Eur.
- Kloroform (Merck, Nemcija)
- Aceton (Merck, Nemcija)
- Diklorometan (Merck, Nem¢ija)

- N,N - dimetilformamid (Sigma Aldrich, Nem¢ija)

Sredstvo za dvig prevodnosti polimernim raztopinam

- Kalijev jodid (Merck, Neméija)

Povrs$insko aktivna snov za izboljSanje vgradnje u€inkovine

- Span80 (Merck, Nemcija)

Snovi za pripravo fosfatnega pufra
- Kalijev dihidrogenfosfat My = 136,08 g/mol (Merck, Nemcija)
- Natrijev hidroksid My = 40,00 g/mol (Merck, Nemcija)

- Destilirana voda (Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo, Slovenija)

Ucinkovina za vgrajevanje v nanovlakna

- Metronidazol My = 171,15 g/mol (Sigma Aldrich, Nemcija)

3.2 NAPRAVE

- analitska tehtnica (XS205 Dual Range, Mettler Toledo, ZDA)

- pH-meter (SevenCompact, Mettler Toledo, ZDA) z elektrodo (InLab® Expert
Pro-ISM pH, Mettler Toledo, ZDA)

- ultrazvoc¢na kadicka (Sonis 4, Iskra PIO d.o0.0., Slovenija)

- magnetno mesalo (IKA® RCT basic safety control in IKA® — WERKE RO15
power, Nemcija)

- mesalo Ultra Turrax (IKA T25 digital Ultra-Turrax®, Nem¢&ija)

- elektroda za merjenje prevodnosti (Mettler Toledo InLab730 Conductivity,
ZDA)
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- vrsti¢ni elektronski mikroskop (SEM) (Supra 35 VP, Carl Zeiss, Svica)
- napravo za elektrostatsko sukanje sestavljajo:
= generator visoke elektricne napetosti (HVG-P60-R-EU, Linari
Engineering, Italija)
= ¢rpalka (R-99E, RazelTM, ltalija)
= kovinska igla z notranjim premerom 0,8 mm (Linari Engineering,
Italija)
= zbiralo, ovito v aluminijasto folijo
= elektricni kabel za dovod el. napetosti in za ozemljitev zbirala
- UV/VIS spektrofotometer (HEWLETT PACKARD 8453, Agilent
Technologies, ZDA)

3.3 IZDELAVA NANOVLAKEN

3.3.1 Priprava raztopin polimera in u¢inkovine

10 % (m/m) PCL raztopine smo pripravili tako, da smo PCL natehtali v erlenmajerico z
obrusom in nato dodali preracunane mase topil. V' erlenmajerico smo dodali Se magnetno
mesalce in jo pokrili z zamaskom, da smo preprecili izhlapevanje topil. Raztopina se je na

magnetnem mesalu pri sobni temperaturi mesala ¢ez noc.

Uc¢inkovino smo na analitski tehtnici natehtali v stekleno epruveto in nato dodali dolo¢eno
maso polimerne raztopine. Pri tehtanju ter rokovanju z MTZ smo uporabili zas¢itno masko
za nos in usta, saj u¢inkovina izkazuje potencialno kancerogeno delovanje (18). Raztopino
polimera ter dodano u¢inkovino smo pustili mesati 10 minut na Ultra turrax-u pri hitrosti

10000 rpm, da se je u€¢inkovina popolnoma raztopila.

3.3.2 Merjenje prevodnosti raztopin

Sveze pripravljenim raztopinam polimera in ucinkovine smo izmerili prevodnost z
elektrodo za merjenje prevodnosti v organskih topilih. V epruveto s polimerno raztopino
smo potopili elektrodo in pri tem pazili, da vmes ni prisel mehurcek zraka, ki bi motil
meritev. Vsako meritev smo opravili trikrat in nato izracunali povpre¢no vrednost za
prevodnost pri dolo¢eni temperaturi. Pomembno je, da je temperatura raztopin enaka, saj je
prevodnost tudi temperaturno odvisna. Elektrodo smo o€istili z acetonom, v katerem je

PCL dobro topen.
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3.3.3 Elektrostatsko sukanje

V 20 mL plasti¢no brizgo smo nato¢ili 5-10 mL polimerne raztopine na nacin, da ni bilo
prisotnih zra¢nih mehurc¢kov. Na brizgo smo privili kovinsko iglo z notranjim premerom
0,8 mm in ju skupaj postavili na ¢rpalko ter nastavili Zelen pretok raztopine skozi iglo. Na
iglo smo pritrdili kabel za dovod visoke elektri¢ne napetosti iz generatorja. Zbiralo smo
ovili v aluminijasto folijo in ga postavili na zeleno razdaljo (15-20 cm) od konca igle ter
nanj prikljucili kabel, ki je zbiralo ozemljil. Pred vklopom generatorja smo obrisali Se
kapljico na koncu igle, nato pa nastavili Zeleno napetost (12-20 kV) ter generator vklopili.
Ce se je na konici igle nabrala kapljica, ki bi lahko motila proces elektrostatskega sukanja,
smo generator izklopili, poc¢akali, da je padla napetost pod ustrezno mejo in obrisali konico
igle. Proces elektrostatskega sukanja je potekal pri normalnih pogojih, ki so bili v prostoru,
to je (T=25°C in RH=30 %). Zaradi ve¢je varnosti ob uporabi organskih topil, smo
elektrostatsko sukanje izvajali v digestoriju (Slika 8).

Slika 8: Naprava za elektrostatsko sukanje; na levi strani imamo mehansko ¢rpalko z brizgo ter kovinsko
zbiralo, na desni strani pa generator visoke napetosti.

V literaturi (11) so za elektrostatsko sukanje uporabili napetosti od 14 do 17 kV. Zaceli
smo pri napetosti 20 kV in nato postopoma zniZevali do 12 kV. Pri posameznih napetostih
smo spreminjali pretok in iskali najboljse pogoje za enakomernost polimernega curka. V
Tabela 1 so zbrani vsi pripravljeni vzorci z njihovo sestavo in optimiziranimi pogoji

elektrostatskega sukanja, pri katerih so nastajala nanovlakna.
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Tabela 1: Pregled vseh vzorcev in njihove lastnosti

Polimer | Konc. Topilo Dodatki Konc. | Napetost | Pretok | Razdalja
PCL MTZ [kV] [mL/h] [cm]
[%0] [%0]

Kloroform:aceton
10 / 0 12 1,981 15
(3:1)
Kloroform:aceton
10 / 5 12 1,981 15
(3:1)
10 DCM:DMF (3:2) / 0 12 1,981 15
10 DCM:DMF (3:2) / 0 12 1,981 20
10 DCM:DMF (3:2) 0,03 % KI 0 14 1,769 15
10 DCM:DMF (3:2) 0,03 % KI 0 17 1,981 15
10 DCM:DMF (3:2) 0,03 % KI 0 18 1,910 15
PCL 10 DCM:DMF (3:2) | 5% Span80 | 0 12 1,081 20
10 DCM:DMF (3:2) 5% Span80 5 12 1,981 20
15 DCM:DMF (3:2) / 0 12 2,122 20
15 DCM:DMF (3:2) / 1 12 2,122 20
15 DCM:DMF (3:2) / 5 12 1,981 20
10 DCM:DMF (3:2) / 1 12 1,981 20
10 DCM:DMF (3:2) / 5 12 1,981 20
10 DCM:DMF (3:2) / 10 12 1,981 20
10 DCM:DMF (3:2) / 20 12 1,981 20
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3.3.4 Vrednotenje morfologije z vrsti¢nim elektronskim mikroskopom

Izbrane vzorce nanovlaken smo si ogledali s SEM. Vzorcke za snemanje smo pripravili
tako, da smo iz folije z nanovlakni izrezali majhen kvadratek (priblizno 0,5 x 0,5 cm) ter
ga s pomocjo prevodnega obojestranskega lepilnega traku pritrdili na nosilec za SEM
slikanje. Na foliji z nanovlakni smo izbrali tako podrocje, kjer je bilo ravno toliko
nanovlaken, da so rahlo prekrila barvo folije in jih hkrati ni bilo preve¢. SEM slike smo
analizirali z raCunalniSkim programom ImageJ. Izbrali smo 30 nanovlaken iz vsakega

vzorca in izracunali njihov povprecni premer.

3.3.5 Doloc¢anje nabrekanja PCL nanovlaken in izguba mase

Izrezali smo dva priblizno enaka kvadrata praznih PCL nanovlaken, ju stehtali ter dali
susiti na 40 °C do konstantne mase. V dve petrijevki smo natocili PBS pufer s pH 6,8 ter
namocili nasa nanovlakna. Po eni uri smo jih vzeli ven, osuSili s filter papirjem ter
ponovno stehtali. Ta postopek smo ponovili Se nekajkrat in nato iz dobljenih rezultatov

izracunali stopnjo nabrekanja PCL nanovlaken in izgubo mase po enacbi (38):

M- M,

1
M, * 100

Stopnja nabrekanja (%) =

Izguba mase (%) = i

M; ... zadetna masa nanovlaken
My ... masa suhih nanovlaken, posuSenih do konstantne mase pri 40°C
M ... masa nanovlaken po nabrekanju, osusenih s filter papirjem

3.4 RAZVOJ ANALITSKE METODE ZA KVANTITATIVNO
DOLOCANJE MTZ

3.4.1 Priprava fosfatnega pufra

Po farmakopejskem predpisu (Ph. Eur. 8.0, 2.9.3 Dissolution test for solid dosage forms,
str. 274) smo pripravili PBS pufer s pH 6,8. V prvi bucki smo pripravili 250 mL 0,2 M
KH,PQOy4, v drugi bucki pa 0,2 M NaOH. Nato smo v prvo bucko z raztopino KH,PO4
postopoma dodajali 0,2 M NaOH in pri tem merili pH raztopine. Ko smo dosegli pH = 6,8,
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smo 1000 mL bucko dopolnili do oznake z destilirano vodo in tako dobili Zelen PBS pufer,

ki se dobro pribliza dejanskemu pH sline v ustni votlini, ki znasa 6,2-7,4 (48).

3.4.2 Umeritvena krivulja za MTZ

Pripravili smo osnovno raztopino MTZ (m=100 mg v 100 mL pufra PBS). Da se je
u¢inkovina popolnoma raztopila, smo jo v ultrazvoéni kadicki sonicirali eno minuto. Z
redéenjem osnovne raztopine MTZ smo pripravili raztopine MTZ v razli¢nih
koncentracijah: 1 ug/mL, 2 ug/mL, 5 pg/mL, 10 pg/mL, 14 ug/mL, 20 ug/mL, 24 png/mL
in 30 ug/mL, in jih uporabili kot standarde za izdelavo umeritvene krivulje z UV-VIS

spektrofotometrom.

Ugotovili smo, da ima MTZ absorpcijski maksimum pri valovni dolzini 320 nm. Vsem
pripravljenim standardom smo tako izmerili absorbanco pri valovni dolzini 320 nm in

dobili umeritveno krivuljo za MTZ.

3.4.3 Dolocanje specifi¢nosti UV-VIS metode za dolocitev MTZ

Izdelali smo prazna PCL nanovlakna, ki smo jih potopili v pufer PBS. V 12-ih dneh smo z
UV/VIS spektrofotometrom trikrat izmerili absorbanco raztopine, v kateri so bila prazna
PCL nanovlakna. Absorbanco smo merili pri valovni dolzini 320 nm, kjer je bil ugotovljen

maksimum absorbance za MTZ. Slepa proba je bil PBS pufer.

3.5 DOLOCANIJE STABILNOST MTZ V FOSFATNEM PUFRU

Stabilnost MTZ v fosfatnem pufru s pH 6,8 smo preizkusali tako, da smo tretji in deveti
dan po pripravi standardov za izdelavo umeritvene krivulje za MTZ standardom $e enkrat
izmerili absorbanco pri valovni dolzini 320 nm. Vse vzorce smo pred tem filtrirali preko

filtra Sastorius RC 0,45 pum.

3.6  DOLOCANIJE SPROSCANJA

3.6.1 V napravi za raztapljanje z vesli

Izrezali smo tri vzorcke nanovlaken v obliki kvadrata (4 cm x 4 cm) in jih stehtali na
analitski tehtnici. Nanovlakna smo dali v kosarice, katere smo polozili na dno posod za

sproscanje. Za spro$¢anje smo uporabili napravo za raztapljanje z vesli (2.9.3. Dissolution
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test for solid dosage forms, Ph.Eur), ki je sestavljena iz posode, v katero smo nalili 600 mL
fosfatnega pufra s pH 6,8, vesla, ki smo ga namestili 4 cm nad dnom posode, ter pokrova,
ki preprecuje izhlapevanje medija (Slika 9). Posode se nahajajo v vodni kopeli pri
temperaturi 37 °C. Vesla se vrtijo s hitrostjo 50 rpm. V dolocenih ¢asovnih intervalih smo
jemali 10 ml vzorce, ki smo jih prefiltrirali skozi filter (Sastorius RC 0,45 um) in jim
izmerili absorbance. Odvzetega medija nismo nadomescali s svezim pufrom. 1z umeritvene
krivulje MTZ smo lahko preracunali sprosceno koli¢ino uc¢inkovine v dolo¢enih ¢asovnih

intervalih in narisali profil spros¢anja.

Slika 9: Naprava za raztapljanje z vesli (Erweka)

3.6.2 Sproscanje v erlenmajerici

V erlenmajerice smo natocili 200 mL fosfatnega pufra s pH=6,8 in jih polozili v vodno
kopel, da se je medij segrel na 37 °C. Izrezali smo tri vzor¢ke nanovlaken v obliki kvadrata
(4 cm x 4 cm), jih stehtali na analitski tehtnici in jih nato previdno ovili okrog steklenih
palck. Palcke z ovitimi nanovlakni smo poloZili v erlenmajerice, dodali Se magnet za
mesanje, pokrili erlenmajerice s parafilmom ter pustili sproscati. Ven smo jemali po 1 mL

vzorca in merili absorbance. Odvzet volumen smo nadomescali s fosfatnim pufrom.

3.6.3 Sproscanje v Franzovi celici

Franzova difuzijska celica je sestavljena iz donorskega, receptorskega dela ter membrane,
ki ju loCuje (Slika 10). V donorskem delu imamo uéinkovino, vgrajeno v dostavni sistem
ali raztopljeno v dolo¢enem pufru. Receptorski del je napolnjen z medijem, v katerega

spros¢amo naSo ucinkovino. Poleg tega se v receptorskem delu nahaja tudi magnetno
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mesalce za meSanje. Za membrano se lahko uporabi razli¢ne polimerne, filtrske in tudi
naravne membrane, odvisno od namena uporabe. Za difuzijo hidrofilnih molekul se
obicajno uporabljajo hidrofilne membrane (membrane iz celuloznih estrov ali regenerirane

celuloze) (49). Pri nas smo uporabili celuloza-acetatni filter z velikostjo por 0,45 pum.

V nasem primeru smo v receptorski del Franzove celice natocili 8 mL fosfatnega pufra in
na stik med donorskim in receptorskim delom polozili filter papir, ki je sluzil kot
membrana. Pri tem smo pazili, da ni priSel vmes zra¢ni mehurcek, ki bi onemogocil stik z
medijem. V spodnji del smo dodali majhen magnetek ter sestavili Se preostale dele.
Franzove celice smo polozili v vodno kopel, da se je medij segrel na 37 °C. Na membrano
v donorskem predelu smo nato polozili natehtani vzorec nanovlaken in dodali $e 0,5 mL
fosfatnega pufra. Ven smo jemali 800 pL vzorce, ki smo jih nadomescali s fosfatnim
pufrom. Vzorcem smo izmerili absorbanco pri valovni dolzini 320 nm in s pomocjo
umeritvene krivulje dolocili profil spros¢anja MTZ kot kumulativno koli¢ino spro$cene

ucinkovine glede na ¢as.

Donorski del
Membrana

Prostor za vzorCenje

Receptorski del

Magnetek za meSanje

Slika 10: Franzova celica in njeni sestavni deli
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1 PRIPRAVA NANOVLAKEN

Izbor ustreznega topila je izjemno pomemben pri pripravi raztopin za elektrostatsko
sukanje. Osnovne zahteve topila ali zmesi topil so zadostna topnost tako polimera kot
u¢inkovine v danem topilu oz. zmesi topil, da dobimo homogeno disperzijo, ki mora imeti
tudi ustrezne fizikalno-kemijske lastnosti za elektrostatsko sukanje. V nasem primeru
imamo hidrofoben PCL in hidrofilen MTZ, kar nam dodatno otezuje izbor ustreznega
topila. V spodnji Tabela 2 so predstavljene topnosti PCL in MTZ v posameznih topilih. Da
bi dosegli kar najboljSo topnost obeh in moznost nastanka nanovlaken sSmo preizkusali ve¢
razliénih kombinacij topil in dodatkov. Preucevali smo, kakSen vpliv ima izbor topil,
dodatek soli in dodatek povrSinsko aktivne snovi (PAS) na topnost PCL in MTZ ter nato

na nastanek nanovlaken.

Tabela 2: Fizikalno-kemijske lastnosti uporabljenih topil ter topnost PCL in MTZ v njih (28, 47, 51)

Topilo Formula | MW | T, T n < o Topnost Topnost
[o/mol] | 1°C1 | IPCI | baqy | @oocy | [usfem] PCL MTZ
(20°C) [9/100 mL]
Voda H,0 18 [ 100 | © 1,0 79,7 | 5x10° netopen 0,95
Aceton C3HgO 58 56 | -95 0,4 20,6 5x10° | delno topen 0,5
4 delno do
Kloroform CHCl; 119 61 | -23 0,6 4,8 <1x10 0,4
dobro topen
DMF CH,NO | 73 | 153 | -61 | 09 36,7 | 6x107 | slabse topen 10*
8,93 delno do
DCM CH,Cl, | 84,93 | 40 | -97 0,4 / 0,32*
(25°0C) dobro topen

* eksperimentalno dolo¢ena topnost MTZ v topilu

4.1.1 Priprava in vrednotenje nanovlaken pripravljenih iz zmesi kloroforma in

acetona

Kot topilo smo najprej uporabili zmes kloroforma in acetona v razmerju 3:1, ki je Ze bila

uspesno uporabljena za izdelavo nanovlaken iz PCL (34, 35). Pripravljenim PCL
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raztopinam smo iskali najustreznejSe pogoje za elektrostatsko sukanje, tako da smo pri

posameznih napetostih spreminjali pretok in opazovali nastajanje nanovlaken.

Pri elektrostatskem sukanju 10 % raztopine PCL v kloroformu in acetonu v razmerju 3:1
(m/m) smo pri napetosti 12 kV in pretoku 1,981 mL/h dosegli nastanek Taylorjevega
stozca na koncu igle, vendar je bilo sukanje se vedno precej neenakomerno in so vmes
postopoma nastajale tudi kapljice, ki so motile proces sukanja. Zmes kloroforma in acetona
ima zelo nizko prevodnost, kar lahko vodi zaradi manjSega delovanja nateznih sil pri
prehodu polimerne raztopine skozi elektricno polje do nastanka vozlastih nanovlaken.
Morfologijo izdelanih nanovlaken smo ocenili na posnetkih SEM. Kot vidimo na Slika 11
imajo nastala nanovlakna porozno, rahlo nagubano povrsino. Njihova oblika je okrogla,
kar kaze na to, da je bila uporabljena razdalja pri elektrostatskem sukanju ustrezna (15 cm).
Nanovlakna so imela povprecni premer 2410 + 658 nm.
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Slika 11: Prazna nanovlakna, izdelana iz 10 % raztopine PCL v kloroformu in acetonu, pri 10.000-
kratni (levo) in 2.000-kratni (desno) povecavi.

10 % raztopini PCL v kloroformu in acetonu (3:1) smo nato dodali 0,03 % KI in na ta
nacin povecali prevodnost raztopine. V literaturi (25) so z dodatkom soli preprecili
nastanek vozlaste morfologije nanovlaken, ki se lahko pojavi pri uporabi acetona kot
topila. Pri napetosti 15 kV in pretoku 1,910 mL/h smo sicer dosegli nastanek stozca na
koncu igle, vendar se je ta kmalu preoblikoval v kapljico, kar je vodilo v nastajanje zelo
neenakomernih nanovlaken z vmesnimi kapljicami. Posledi¢no smo se odlo¢ili, da za

pripravo nanovlaken uporabimo PCL raztopino brez dodatka soli.

V nadaljevanju smo v nanovlakna vgrajevali MTZ. Nanovlakna iz 10 % PCL raztopine v

kloroformu in acetonu (3:1) z dodatkom 5 % MTZ so nastajala pri enakih pogojih kot pri
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praznih nanovlaknih, in sicer pri napetosti 12 kV in pretoku 1,981 mL/h. Na Slika 12 je
razvidna morfologija nanovlaken. Ze pri vgradnji 5% MTZ imamo lahko vidimo na
povrsini nanovlaken drobne pikice, ki predstavljajo izkristalizirano ucinkovino.
Nanovlakna so malenkost bolj gladka v primerjavi z nanovlakni brez u¢inkovine, vendar
lahko opazimo pri manjs$i povecavi tudi vozle. Nanovlakna so imela povprecni premer

1403 £+ 418 nm in so bila tanjSa kot nanovlakna brez uc¢inkovine.

Slika 12: Nanovlakna iz 10 % PCL raztopine v kloroformu in acetonu (3:1) z vgrajenimi 5 % MTZ.

Ko smo zeleli v nanovlakna vgraditi vecjo koli¢ino uc¢inkovine smo ugotovili, da je topnost
MTZ v kloroformu in acetonu precej majhna, saj smo ze pri 10 % MTZ presegli njegovo
topnost v tej zmesi topil. V raztopini so ostali kristal¢ki u¢inkovine, ki se niso raztopili niti
po 10-minutnem mesanju na ultra turrax-u. Ker se ucinkovina ni popolnoma raztopila in
smo posledi¢no dobili nanovlakna z ostanki u¢inkovine na njihovi povrsini, se predvideva,
da bi to lahko povzrocilo njeno takojs$nje sproséanje. Tega pa si ne Zelimo, zato Smo morali

izbrati novo zmes topil.

4.1.2 Priprava in vrednotenje nanovlaken pripravljenih iz zmesi diklorometana in

dimetilformamida

Z preizkusanjem topnosti uc¢inkovine smo ugotovili, da je topnost MTZ v DMF veliko
boljsa kot v DCM. Glede na to, da je tudi PCL dobro topen smo uporabili kombinacijo teh
dveh topil, ki je bila Ze uspesno uporabljena za izdelavo nanovlaken z elektrostatskim
sukanjem (35). DCM ima zelo nizko elektri¢no prevodnost (njegova dielektri¢na konstanta

je 9,1 pri temp. 25 °C) zaradi Cesar ga moramo za uspeSno elektrostatsko sukanje
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kombinirati Se s kak$nim bolj prevodnim topilom, kot je npr. DMF, ki ima visjo

dielektri¢no konstanto (36,7 pri 25 °C) (52).

Pripravili smo 10 % raztopino PCL v zmesi topil DCM:DMF = 3:2 (V/V) in iskali
najustreznejSe pogoje za elektrostatsko sukanje, tako da smo pri posameznih napetostih
spreminjali pretok in opazovali nastajanje nanovlaken kot je prikazano v Tabela 3. Pri
napetosti 12 kV in pretoku 1,981 mL/h smo dosegli pogoje, pri katerih je na koncu igle

nastajal stoZec, iz katerega se je razsiril tanek curek polimerne raztopine proti zbiralu.

Tabela 3: Pogoji elektrostatskega sukanja za 10 % raztopino PCL v DCM:DMF (3:2), Kjer so
nastajala nanovlakna

Elektri¢na Pretok Nastajanje stoZca na koncu igle in Nastanek
napetost (kv) | (mL/h) raztezanje nanovlaken
14 3,113 Imamo samo en curek, stoZec ni viden DA

Pravilen stozec in enakomerno
12 1,981 o DA
nastajanje nanovlaken

10 1,910 Lep stozec, enakomerno nastajanje NV DA

8 0,707 Se vedno kaplja, pretok je prevelik NE

Da bi ugotovili kaksna razdalja med koncem igle in zbiralom je najbolj primerna za
izdelavo nanovlaken pri tak$nih pogojih (U = 12 kV in Q = 1,981 mL/h), smo izdelali
prazna nanovlakna pri dveh razli¢nih razdaljah in opazovali njihovo morfologijo na SEM
posnetkih. Pri nanovlaknih, ki smo jih izdelali pri razdalji 15 cm (Slika 13), opazimo, da so
nekatera vlakna ploScata in se ponekod tudi spajajo med seboj. Iz tega lahko sklepamo, da
je bila razdalja med koncem igle in zbiralom premajhna in topilo v ¢asu zblizanja ni uspelo

v celoti izhlapeti, nakar so se posamezna vlakna na zbiralu zlila med seboj.
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Slika 13: Nanovlakna izdelana iz 10 % raztopine PCL v DCM:DMF (3:2) in razdalji 15 cm pri 10.000-
kratni (levo) in 2.000-kratni (desno) povecavi.

Pri razdalji 20 cm (Slika 14) so nastala gladka in okrogla vlakna, ki se med seboj niso

spajala. Ceprav so bila tudi pri tej razdalji vlakna neenakomerno debela, lahko zakljug¢imo,

da je bila razdalja 20 cm vseeno boljSa izbira za izdelavo nanovlaken.
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Slika 14: Nanovlakna izdelana iz 10 % raztopine PCL v DCM:DMF (3:2) in razdalji 20 cm pri 10.000-
kratni (levo) in 2.000-kratni (desno) povecavi.

Nato smo pripravili se 10 % PCL raztopino v DCM:DMF (3:2 V/V) z dodatkom 0,03 % K
in posledicno vecjo prevodnostjo, kar bi nam lahko omogocilo nastanek tanjSih
nanovlaken. Zaradi vecje prevodnosti raztopine smo iskanje pogojev zaceli pri napetosti 20
kV in nato postopoma znizevali do 12 kV (Tabela 4). Razdalja med iglo in zbiralom je bila
20 cm. Pri ve¢jih napetostih je bil potreben ve€ji pretok, da smo dosegli nastanek
Taylorjevega stoZca iz katerega se je raztezal en sam curek. Pri prenizkih pretokih ima
curek razprSeno obliko in sliSimo lahko tudi rahlo prasketanje, kar kaze na to, da se curek

zasusuje Se pred prihodom na zbiralo. Z nizanjem elektricne napetosti je bil tudi pretok,
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potreben za nastanek stozca, manjsi. Na oko najlepsa nanovlakna so uspevala pri napetosti
17 kV ter pretoku 1,981 mL/h. Pri teh pogojih je nastajal tudi stozec na koncu igle, ki pa ni
bil ves ¢as enakomeren in so pocasi nastajale tudi kapljice. Ker nas je zanimalo, kako
izgledajo nanovlakna, ki niso nastajala na optimalen nacin, smo na SEM poleg zgoraj
omenjenih opazovali tudi nanovlakna, narejena pri napetostih 18 kV (Q=1,769 mL/h) in 14
KV (Q=1,910 mL/h). Pri teh ni prislo do nastanka stozca na koncu igle ampak smo imeli
razprSenih ve¢ curkov, Ki so se raztezali v razli¢ne smeri. Kot lahko opazimo so pri
napetostih 14 kV (Slika 15) in 18 kV (Slika 16) in razdalji 15 cm nastala plos¢ata
nanovlakna neenakomernih debelin, kar je lahko posledica prekratke razdalje med iglo in
zbiralom pri takSni napetosti. Razlike v premeru posameznih nanovlaken so precejSnje.
Nanovlakna, izdelana pri napetosti 17 kV in razdalji 15 cm (Slika 17), kjer smo dosegli
nastanek Taylor-jevega stozca, izgledajo v ve€ini lepo okrogla in gladka, taksna, kot si

zelimo. Njihov povprecni premer znasa 765 £ 157 nm.

Tabela 4: Pogoji elektrostatskega sukanja za 10 % raztopino PCL v DCM:DMF (3:2) z dodatkom 0,03
% KI, Kkjer so nastajala nanovlakna

Elektri¢na Pretok Nastajanje stoZca na koncu igle in Nastanek
napetost (kV) | (mL/h) raztezanje nanovlaken
19 2,476 Stozec, s€asoma nastane kapljica DA
18 2,264 Stozec, kmalu nastane kapljica DA
17 1,981 Stozec, kapljica nastaja poCasneje DA
15 1,415 Nekaj Casa stozec, nekaj Casa razprseno DA
14 1,273 Pravilen stozec DA
12 1,132 Dober priblizek stozca DA
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Slika 15: Nanovlakna, izdelana iz 10 % raztopine PCL z dodatkom 0,03 % KI in napetosti 14 kV pri
20.000-kratni (levo) in 5.000-kratni (desno) povecavi.

Slika 16: Nanovlakna, izdelana iz 10 % raztopine PCL z dodatkom K1 in napetosti 18 kV pri 20.000-
kratni (levo) in 5.000-kratni (desno) povecavi.
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Slika 17: Nanovlakna, izdelana iz 10 % raztopine PCL z dodatkom KI in napetosti 17 kV pri 20.000-
kratni (levo) in 5.000-kratni (desno) povecavi.
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Ugotovili smo, da je nastajanje nanovlaken najbolj enakomerno in brez motecih kapljic pri
10% raztopini PCL v DCM:DMF (3:2 v/v) brez dodatka soli, kjer dobimo okrogla in
gladka nanovlakna. Pogoji, pri katerih smo dosegli nastanek Taylorjevega stozca, iz
katerega se je raztezal en sam curek, so bili naslednji: elektricna napetost 12 kV, pretok
1,981 mL/h in razdalja med koncem igle in zbiralom 20 cm. Glede na to, da je bila tudi
topnost MTZ v tem topilu boljsa, je bila 10 % raztopina PCL v DCM in DMF nasa osnova

za nadaljnje delo.

Z namenom povecanja topnosti MTZ v polimerni raztopini in posledi¢no izboljSanjem
njegove vgradnje v nanovlakna smo izdelali prazna nanovlakna iz osnovne 10 % PCL
raztopine, ki smo ji dodali PAS. V polimerno raztopino smo dodali 5 % Spana 80 glede na
maso polimera v raztopini in preizkusali topnost MTZ. Ugotovili smo, da se v primeru
dodatka PAS topnost MTZ izboljSa za priblizno 20 %. Elektrostatsko sukanje je potekalo
pri enakih pogojih kot pri raztopinah brez dodatka PAS, ¢eprav je bila prevodnost teh
raztopin kar 10-krat vecja. Nastala vlakna (Slika 18) so v primerjavi z vlakni, kjer nismo
imeli dodane PAS, man;j gladka in bolj neenakomernih debelin. Njihov povprecni premer

je 398 + 90 nm.
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Slika 18: Prazna nanovlakna, izdelana iz 10 % raztopine PCL v DCM IN DMF z dodatkom PAS

Da bi dosegli bolj zadrZano spro$¢anje uc¢inkovine smo poskusali narediti debelejSa vlakna.
Uporabili smo 15% raztopino PCL v DCM:DMF (3:2 V/V). Nastala vlakna (Slika 19) so

na videz okrogla in gladka, njihov premer pa znasa 2408 + 458 nm.
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Slika 19: Nanovlakna izdelana iz 15 % raztopine PCL v DCM:DMF (3:2 v/v) pri 5.000-kratni (levo)
in 1.000-kratni (desno) povecavi.

Vgradnja MTZ v PCL nanovlakna

Glede na topnost PCL in MTZ v zmesi DCM:DMF (3:2 V/V) in glede na uspe$no
elektrostatsko sukanje praznih PCL nanovlaken pri napetosti 12 kV, pretoku 1,981 mL/h
ter razdalji 20 cm, smo se odlo¢ili, da bomo v slednjo raztopino vgradili razlicne odstotke
MTZ. Pripravili smo raztopine z 1-20 % MTZ v DCM:DMF (3:2 V/V) glede na maso
PCL. Pri vi$jih odstotkih MTZ je bilo potrebno daljSe mesanje na ultra-turrax (10 min), da
se je ta popolnoma raztopil. Z njegovim dodatkom se je polimerna raztopina obarvala rahlo

rumeno. lzgled nastalih nanovlaken z vgrajeno u¢inkovino je prikazan na slikah 20-23.
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Slika 20: Nanovlakna iz 10 % raztopine PCL v DCM in DMF (3:2) z vgrajenim 1% MTZ pri 20.000-
kratni (levo) in 5.000-kratni (desno) povecavi.
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Slika 21: Nanovlakna iz 10 % raztopine PCL v DCM in DMF (3:2) z vgrajenimi 5 % MTZ pri
20.000-kratni (levo) in 5.000-kratni (desno) povecavi.

Slika 22: Nanovlakna iz 10 % raztopine PCL v DCM in DMF (3:2) z vgrajenimi 10 % MTZ pri
20.000-kratni (levo) in 5.000-kratni (desno) povecavi.
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Slika 23: Nanovlakna iz 10 % raztopine PCL v DCM in DMF (3:2) z vgrajenimi 20 % MTZ pri
20.000-kratni (levo) in 5.000-kratni (desno) povecavi.
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Ugotovili smo, da pri vgradnji ve¢ kot 10 % MTZ v PCL nanovlakna, pride do nastanka
kristalckov na povrsini. Pri nizji vgradnji se MTZ dispergira v PCL matriks na molekularni
ravni in zaradi tega do nastanka kristalov ne pride. Problem nastanka nanovlaken z
nedispergirano u¢inkovino na njihovi povrsini je, da se bo le-ta zelo hitro sprostila in tako
onemogocila zadrzano spros¢anje iz nase dostavne oblike. Pri vec¢ji vgradnji uc¢inkovine

smo dobili bolj enakomerna in manj$a nanovlakna kot pri nizji vgradnji.

Da bi izboljsali vgradnjo MTZ v PCL nanovlakna smo v nadaljevanju izdelali nanovlakna
z dodatkom PAS, v katere smo vgradili 5 % MTZ. lzdelana nanovlakna na Slika 24 imajo
grobo povrsino, vendar uéinkovine na povrSini ne opazimo. V povprecju so vlakna z

vgrajeno ucinkovino debelejsa kot prazna nanovlakna. Njihov povpre¢ni premer znasa 496

+ 71 nm.
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Slika 24: Nanovlakna izdelana iz 10 % raztopine PCL v DCM:DMF (3:2) z dodatkom Spana 80 in
vgrajenimi 5 % MTZ.

Pri vgradnji u¢inkovine v nanovlakna, izdelana iz 15 % raztopine PCL v DCM:DMF (3:2
VIV), se je izgled nastalih nanovlaken popolnoma spremenil. Vlakna so se med seboj
spojila, nastali so vozli, njihove velikosti so zelo razli¢ne in dale¢ od nasih pri¢akovanj. Na
Slika 25 vidimo izgled nanovlaken z vgrajenim 1 % MTZ. Vlakna se med seboj spajajo in
tvorijo kot nekak$no mreZo. Njihova debelina se zelo razlikuje in povpre¢ni premer znasa
2281 + 618 nm. Slika 26 prikazuje nanovlakna z vgrajenimi 5 % MTZ. Na povrsini lahko
opazimo delcke izkristalizirane ucinkovine, ki se ni uspela vgraditi v samo strukturo

nanovlaken. Premer nanovlaken je 1314 + 152 nm.
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Slika 25: Nanovlakna izdelana iz 15 % raztopine PCL v DCM:DMF (3:2 v/v) z vgrajenim 1 % MTZ
pri 5.000-kratni (levo) in 1.000-kratni (desno) povecavi.

Slika 26: Nanovlakna izdelana iz 15 % raztopine PCL v DCM:DMF (3:2 v/v) z vgrajenimi 5 % MTZ.
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4.1.3 VPLIV RAZLICNIH SPREMENLJIVK NA PREMER NANOVLAKEN

Na nastanek nanovlaken in njihov povpre¢ni premer vplivajo Stevilne spremenljivke. Ena
od izredno pomembnih je prevodnost polimernih raztopin, iz katerih naredimo nanovlakna.
Elektri¢na prevodnost je lastnost raztopin, da prevajajo elektricni tok, ki je klju¢na za
elektrostatsko sukanje. Odvisna je od prisotnih ionov, njihove koncentracije, naboja ter
temperature, pri Kkateri je bila prevodnost izmerjena. Vsem raztopinam, ki smo jih
uporabljali za elektrostatsko sukanje, smo izmerili elektriéno prevodnost in povprecen

premer nanovlaken pripravljenih iz istih raztopin ter rezultate podali v Tabela 5.

Tabela 5: Sestava PCL raztopin in izmerjena prevodnost ter povpre¢ni premeri nanovlaken

) Prevodnost Premer
] PCL ) Razmerje | MTZ
Polimer Zmes topil ) povp. nanovlaken
[%6] topil [96]
[pus/cm] [nm]
0 0,66 £+ 0,02 2410 + 658
10 kloroform:aceton 31
5 1,19 +£0,02 1316 + 309
0 6,51 £0,01 827 £292
1 7.67+0,01 754 £ 243
10 DCM:DMF 3:2 5 8,93 £ 0,04 612 +£183
10 9,09 +0,15 450 + 139
PCL 20 9,34 £0,02 507 £ 116
DCM:DMF
10 3:2 0 521 +0,58 765 + 157
0,03% K
DCM:DMF 0 75,6 £0,10 398 + 90
10 3:2
5% Spand0 5 74,6 £0,15 496 + 71
0 5,14 +0,02 2408 + 458
15 DCM:DMF 3:2 1 6,23 £ 0,02 2281+ 618
5 6,86 + 0,01 1314 + 152

Ce primerjamo 10 % raztopino PCL v kloroformu in acetonu z 10 % raztopino PCL v

DCM in DMF, lahko opazimo, da je prevodnost druge kar 6-krat vecja, kar se odraza tudi

37



pri premeru nastalih nanovlaken. Z vecanjem prevodnosti raztopine je na povrsini curka
vecja gostota naboja in s tem vecje natezne sile pri prehodu skozi elektricno polje, zato
nastanejo tanj$a nanovlakna. Nanovlakna izdelana iz 10 % raztopine PCL v kloroformu in
acetonu so imela kar 3-krat veéji povpre¢ni premer kot nanovlakna izdelana iz 10 %
raztopine PCL v DCM in DMF (Slika 27). Poleg prevodnosti ima pomemben vpliv na
nastanek in premer nanovlaken tudi hlapnost topil, ki je ve¢ja v primeru zmesi kloroforma
in acetona. NiZje kot ima topilo temperaturo vrelis¢a (Ty;) prej izpari in suha nanovlakna
nimajo ve¢ moznosti, da se tekom leta dodatno stanjsajo. Ko smo 10 % raztopini PCL v
DCM in DMF dodali 0,03 % KI, se je prevodnost zaradi prisotnosti ionov kar 80-krat
povecala. Premer nastalih nanovlaken pa se kljub pove¢anju prevodnosti raztopine v tem
primeru ni zmanj$al, saj je dodatek soli zmanjsal sposobnost sukanja 10 % raztopine PCL
v DCM in DMF, kar je bilo omenjeno tudi Ze v literaturi (35). Z dodatkom povr$insko
aktivne snovi smo dobili tanj$a nanovlakna kot sicer. DMF moc¢no poveéa polarnost
raztopine in s tem njeno prevodnost (11), saj je bila prevodnost raztopine, kjer smo dodali
5 % povrsinsko aktivne snovi Span 80 glede na maso polimera, kar 12-krat visja kot pri
raztopini brez dodane PAS. Prevodnost 15 % raztopine PCL je bila le malo nizja v
primerjavi z 10 % raztopino PCL v DCM:DMF, premer nastalih nanovlaken pa kar 3-krat
vedji v povpre¢ju kot pri 10 % raztopini PCL. PCL je neelektrolit in sam ne prispeva k
prevodnosti raztopine, zato imamo v primeru vecje koncentracije PCL rahlo nizjo
prevodnost raztopine, zaradi manjSega odstotka topil, ki pripomorejo k prevodnosti
raztopine. Z vecanjem koncentracije polimera pa vplivamo predvsem na viskoznost
polimerne raztopine. ViskoznejSe raztopine se tezje raztegnejo in zato dobimo debelejsa
nanovlakna. Tako lahko vidimo, da ne samo prevodnost, ampak tudi ostale spremenljivke
raztopine, kot so hlapnost topil, koncentracija polimera, viskoznost raztopine in povrsinska

napetost vplivajo na uspeh izdelave nanovlaken in na njihove premere.
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Slika 27: Povprefen premer praznih nanovlaken v odvisnosti od topila in dodanih snovi; KA -
kloroform:aceton (3:1), DD - DCM:DMF(3:2)

V nadaljevanju smo primerjali vpliv dveh razliénih procesnih spremenljivk na premer
nastalih nanovlaken (Slika 28) iz 10% PCL raztopin v DCM in DMF. Kot vidimo na Slika
28a je visanje napetosti v doloGenem obmocju povzroCilo nastanek vedno tanjs$ih
nanovlaken. Vecja kot je dovedena napetost, vecja je gostota elektricnega naboja v kapljici
raztopine na koncu igle, ki povzro¢i v elektricnem polju vecje natezne sile v curku, ki
vodijo v nastanek tanjSih nanovlaken. Prav tako je pot curka podaljSana z vecanjem

razdalje, ki povzroci nastanek tanjsih nanovlaken (Slika 28b).
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Slika 28: (a) Vpliv uporabljene napetosti in (b) razdalje med iglo in zbiralom.
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Z dodajanjem MTZ se je premer nanovlaken zmanjseval (Slika 29). Do izjeme je prislo le
v primeru 20 % vgradnje ucinkovine, kjer so bili premeri nanovlaken nekoliko vecji, kot
pri 10 % vgradnji. V literaturi razlagajo, da se z dodatkom MTZ zmanjSa viskoznost
raztopin, ker naj bi MTZ deloval kot plastifikator za verige PCL (11). Z zmanj$anjem
viskoznosti pa dobivamo tudi vedno tanjSa nanovlakna (37). Prav tako je na povpreéni
premer vplivala prevodnost, saj iz Tabela 5 lahko vidimo, da se je prevodnost raztopin z
dodajanjem MTZ povecala. Kot so opisali v ¢lanku (11) MTZ, kljub temu, da ne ionizira,
opazno poveca prevodnost raztopine PCL v DCM:DMF, kar lahko pripiSemo izboljSani
polarnosti raztopine. Iz SEM posnetkov lahko sklepamo, da je povpre¢ni premer pri
nanovlaknih, kjer imamo vgrajene 20 % ucinkovine, vecji kot pri¢akovano zaradi

prisotnosti vozlov ter izkristalizirane u¢inkovine na povrsini.
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Slika 29: Vpliv koncentracije vgrajenega MTZ v 10 % PCL nanovlakna na povpreéno debelino nanovlaken

4.1.4 TEST NABREKANJA

Test nabrekanja praznih PCL nanovlaken smo izvajali v dveh paralelah. Rezultat izgube
mase in stopnje nabrekanja smo podali kot povprecje obeh paralel (Tabela 6). 1zguba mase
po susenju je bila 0 %, kar pomeni, da je topilo pri elektrostatskem sukanju popolnoma

izhlapelo. Stopnja nabrekanja je v dolo¢enih ¢asovnih intervalih je prikazana v Tabela 6.
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Tabela 6: Stopnja nabrekanja v treh ¢asovnih to¢kah

Cas [h] | Vzorec 1 [%] Vzorec 2 [%] Povpreéna  stopnja
nabrekanja [%0]

1 0,96 0 0,48
3 0,96 0,24 0,6
24 1,44 0,96 12

Kot vidimo iz rezultatov, na$ vzorec ni nabrekal. Do majhnih odstotkov nabrekanja lahko
pride zaradi napake pri tehtanju. Vzorce smo namre¢ po tem, ko smo jih vzeli ven iz pufra,
osusili s filter papirjem, zaradi ¢esar obstaja moznost, da je na naSem vzorcu ostala kakSna

zelo majhna kapljica pufra.

4.2  DOLOCANJE METRONIDAZOLA Z UV-VIS SPEKTROSKOPIJO

4.2.1 ABSORPCISKI SPEKTER MTZ

Za doloCanje sproscanja MTZ iz nanovlaken smo morali na zaCetku razviti analitsko
metodo za doloCitev MTZ. Ker nasa ucinkovina absorbira v obmo¢ju UV-VIS svetlobe,
smo kot analizno tehniko za kvantitativno dolo¢anje MTZ v pufru izbrali UV-VIS
spektroskopijo. Spekter na Slika 30 nam prikazuje absorbanco MTZ v pufru PBS s pH 6,8
v odvisnosti od valovne dolzine. Absorpcijski maksimum doseze pri valovni dolzini 320

nm, Ki je bila uporabljena za vsa nadaljnja merjenja absorbanc vzorcev.

1,2 +

320 nm

Absorbanca

O T + T L
250 300 350 400
Valovna dolzina A [nm]

Slika 30: UV-VIS absorpcijski spekter MTZ v pufru s pH 6,8
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4.2.2 UMERITVENA KRIVULJA ZA MTZ

Umeritveno krivuljo za MTZ smo izmerili na §tiri nacine, da bi ugotovili ali ima velikost
uporabljene kivete oziroma predhodna filtracija vzorca, s katero bi odstranili neraztopljene
delce, kakSen vpliv na izmerjene absorbance. Absorbance standardov smo merili v majhni
in vecji kiveti ter s predhodno filtracijo vzorcev ali brez (Tabela 7, Slika 31), pri valovni
zaznaven manjsi odziv. Pri absorpcijskem maksimumu je linearnost med absorbanco in
koncentracijo najve¢ja. Na Slika 31 lahko opazimo razliko med umeritvenima krivuljama z
meritvami v manjsi in vecji kiveti. Pri manjsi kiveti je naklon umeritvene krivulje manjsi
ter tudi linearnost precej slabsa. Vzrok bi lahko bil v minimalnem zaostanku destilirane
vode, s katero smo spirali kiveto med vzorci, ki bi lahko razred¢ila naS vzorec. Temu smo
se izognili tako, da smo kiveto na koncu sprali Se z etanolom, jo s fenom posusili do
suhega in nato ponovno naredili umeritveno krivuljo. Kljub temu je bila linearnost krivulje
e vedno tezava. Kot vidimo, filtracija vzorcev prek filtra z velikostjo por 0,45 um pred
merjenjem, ni imela vecjega vpliva. Iz ¢esar lahko sklepamo, da se je MTZ v pufru PBS
dobro raztopil in delcev, ki bi lahko motili meritve, ve¢ ni bilo prisotnih. Za standard smo
si izbrali umeritveno krivuljo vecje kivete brez filtracije, razen takrat, kadar so bili vzorci

za merjenje manj$i od 1 mL in meritev v ve¢ji kiveti ni bila mogoca.

Tabela 7: Primerjava umeritvenih krivulj za MTZ

Velikost kivete | Filter Umeritvena krivulja R?
majhna DA y = 0,040x + 0,050 0,986
majhna NE y =0,041x + 0,060 0,987
velika DA y = 0,052x - 0,006 1
velika NE y =0,053x + 0,002 1
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Slika 31: Umeritvene krivulje za MTZ, izmerjene v manjsi in vecji kiveti ter s filtracijo in brez nje

4.2.3 SPECIFICNOST UV-VIS METODE ZA DOLOCITEV MTZ

Specifi¢nost metode smo preverjali s spro§¢anjem praznih PCL nanovlaken v fosfathem
pufru s pH 6,8 in absorbanco vzorca merili pri valovni dolzini 320 nm, kjer ima MTZ
absorpcijski maksimum, saj smo zeleli videti ali sam PCL oziroma morebitne prisotne
necistoCe absorbirajo pri tej valovni dolzini. Njihova prisotnost bi lahko motila naSe
meritve. V Tabela 8 so prikazane izmerjene absorbance vzorcev v treh razli¢nih ¢asovnih
tockah glede na slepo raztopino, ki je bila v naSem primeru PBS pufer. Absorbanca
vzorcev vzetih v obdobju 12-ih dni je bila zelo majhna in glede na rezultate lahko
zaklju¢imo, da tako PCL kot mozne neéistoce ne motijo meritev. PCL nanovlakna se v tem

¢asu tudi na videz niso spremenila.

Tabela 8: Absorbance praznih PCL nanovlaken v pufru s pH 6,8, merjene pri valovni dolZini

320 nm
Cas A (A=320nm)
18 ur 1,26E-03
3 dni 8,58E-04
12 dni 8,25E-04
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4.3 STABILNOST MTZ V FOSFATNEM PUFRU S pH 6,8

Standardnim raztopinam MTZ smo izmerili absorbanco Se 3. in 9. dan po njihovi priprav

(Tabela 9), naredili nove umeritvene krivulje ter jih primerjali med seboj. Zanimala nas je

stabilnost MTZ pri pH 6,8, ker je ta dober priblizek dejanskemu pH sline v ustih.

Tabela 9: Primerjava izmerjenih koncentracij MTZ dva in osem dni po
pripravi standardov

¢ [pg/mi] ¢ [pg/mi] C [pg/mi] STD
1. dan 3. dan 9. dan

Flug/ml 1,031 1,079 1,0205 0,0312
F2 ug/ml 2,062 2,2246 1,9858 0,1220
F5 pg/ml 5,155 5,5374 5,0363 0,2619
F10 pg/ml 10,31 10,88 10,089 0,4081
F14 pg/ml 14,434 15,477 14,355 0,6262
F20 pg/ml 20,62 22,02 20,655 0,7984
F24 ug/ml 24,744 26,867 25,247 1,1094
F30 pg/ml 30,93 34,511 31,413 1,9431
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Umeritvene krivulje (Slika 32), ki smo jih naredili v treh ¢asovnih tockah, se med seboj
prakti¢no ne razlikujejo. Ce pogledamo izmerjene koncentracije v Tabela 9, lahko opazimo
manjSa odstopanja, iz katerih pa ne moremo sklepati, da gre za razgradnjo MTZ.
Koncentracije se med seboj povsem naklju¢no razlikujejo, ponekod je ta najvecja prvi dan
in nato postopoma pada, drugod pa ravno obratno. Torej lahko te razlike v izmerjenih
koncentracijah pripiSemo le napaki pri merjenju. Glede na izenacene umeritvene krivulje
lahko povzamemo, da je stabilnost MTZ v vodnem mediju dobra in znaki njegove

razgradnje niso opazni v obdobju 12-ih dni, kar so opisali tudi Ze v literaturi (20).
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~4
o
8 112 7
5 of e 1.dan
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< 9. dan
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0,2 - Linearna (9. dan) y=0,0503x - 3E-06
0 T T T 1
0 10 20 30 40

Koncentracija (ug/mL)

Slika 32: Umeritvene krivulje MTZ v treh ¢asovnih to¢kah

4.4 SPROSCANJE

Glede na topnost MTZ, ki je bila boljsa v zmesi topil DCM:DMF, in glede na rezultate, Ki
smo jih dobili s SEM analizo, smo si za spros$€anje izbrali vzorce nanovlaken z vgrajeno
ucinkovino, izdelane iz 10 % raztopine PCL v DCM:DMF (3:2 v/v). V to raztopino smo
uspeli vgraditi do 20 % MTZ. V nadaljevanju smo z namenom povecanja topnosti MTZ in
s tem boljSe vgradnje poskusali sproscati tudi nanovlakna iz 10 % raztopine PCL z dodano
PAS (Span 80) in debelejSa nanovlakna iz 15 % raztopine PCL v DCM:DMF (3:2 v/v) z

vgrajeno ucinkovino.
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441 RAZVOJ METOD ZA SPREMLJANJE SPROSCANJA MTZ

Spros¢anje ucinkovine iz nanovlaken smo preizkusali na tri razli¢ne nacine:

- naprava za sproS¢anje z vesli (Erweka) z volumnom medija 500 mL,

- erlenmajerica z volumnom medija 200 mL in

- Franzova celica z volumnom medija 8,5 mL.
Vzorcem, ki smo jih jemali ob doloCenih casovnih tockah, smo z UV-VIS
spektrofotometom izmerili absorbance in prerac¢unali koncentracijo MTZ. Profil spros¢anja

smo dobili iz odstotka sprosc¢enega MTZ v odvisnosti od Casa.

100 -+

=@ Erlenmajerica

=@=Franzova celica

Sproscen MTZ (%)

Naprava za
raztapljanje z vesli

O ! T T T T T 1

0 2 4 _ 6 8 10 12
Cas (h)

Slika 33: Primerjava spro§¢anj MTZ iz nanovlaken v treh razli¢nih napravah: naprava za raztapljanje
z vesli (Erweka), Franzova celica ter spros¢anje v erlenmajerici.

Kot lahko vidimo na Slika 33 se nam je u¢inkovina iz nanovlaken, ki smo jih sproscali v
erlenmajericah in napravi za raztapljanje Erweka, skoraj v celoti (> 90 %) sprostila v manj
kot 1 uri. Ko smo uporabili Franzovo celico, se je hitrost spros¢anja ucinkovine nekoliko
upocasnila, za kar bi lahko bil vzrok manjsi volumen in posledi¢no tudi manjsi pretok ob
meSanju medija v katerega se u¢inkovina spros¢a. Ker smo Zeleli videti ali sama celica oz.
membrana med donorskim in akceptorskim delom Franzove celice zadrzi spro$¢anje, smo
v Franzovi celici spros$¢ali samo raztopino MTZ ter jo primerjali s sproSc¢anjem MTZ,
vgrajenega v PCL-nanovlakna. Ugotovili smo, da Franzova celica sama pripomore k
zadrzanemu sproscanju. Ker je v parodontalnem Zepu izredno majhen volumen gingivalne
tekoCine, smo kot metodo za spremljanje spro$¢anja MTZ iz PCL-nanovlaken izbrali

Franzovo celico, kjer smo uporabljali najmanjsi volumen medija.
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4.4.2 SPROSCANJE MTZ IZ PCL-NANOVLAKEN PRIPRAVLIENIH 1Z ZMESI
DCM IN DMF
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Slika 34: Primerjava spro$¢anj MTZ iz nanovlaken z razli¢no koncentracijo vgrajene
ucinkovine
Pri vi§jem odstotku vgrajene ucinkovine smo na SEM posnetkih lahko na povrSini
nanovlaken videli ostanke neraztopljene ali kasneje izkristalizirane ucinkovine. Vedji
odstotek MTZ zmanjSa ucinkovitost vgradnje ucinkovine, saj pride do nastajanja
agregatov, ki se ne morejo vgraditi v polimer, kar je pripomoglo k hitri sprostitvi
uc¢inkovine Ze v prvih dveh urah (Slika 34). Pri vgradnji 1 % ucinkovine do tega ni prislo.
Ker pa si Zelimo vgraditi ve¢ kot 1 % ucinkovine, ki se bo spro$cala dalj ¢asa, smo
poskusali izdelati nanovlakna iz 10 % raztopine PCL z dodatkom PAS, ki je izboljsala

topnost MTZ v dani zmesi topil in s tem njegovo vgradnjo v nanovlakna.

4.4.3 VPLIV DODATKA POVRSINSKO AKTIVNE SNOVI (SPAN 80)

Glede na dobljene rezultate (Slika 35) lahko vidimo, da tudi dodatek Spana 80 in s tem
izboljSana topnost MTZ v raztopini, ne zadrzi spro$¢anja in se je uéinkovina prav tako

popolnoma sprostila v treh urah.
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Slika 35: Primerjava v profilu spro$¢anja med nanovlakni, ki so bila pripravljena v raztopini
DCM:DMF (3:2) in nanovlakni, ki smo jim v raztopino dodali $e povr$insko aktivno snov span 80.

444 VPLIV KONCENTRACIE POLIMERA (PCL)

Na Slika 36 lahko vidimo, da tudi vgradnja u¢inkovine v nanovlakna iz 15 % PCL ni
pripomogla k podaljSanju sprosc¢anja. Pricakovali smo, da bomo z vgradnjo v debelejsa
nanovlakna, ki bodo imela daljso difuzijsko pot za ucinkovino, pripomogla k podaljSanem
spros¢anju MTZ, kar so raziskali tudi v ¢lanku (25), Kjer so ugotovili, da je bilo spros¢anje
iz tanjSih PCL nanovlaken hitrej$e od nanovlaken, ki so imela veéji premer. Vendar se je
izkazalo drugace. Ze glede na SEM posnetke teh nanovlaken, ki so bila zelo nepravilnih
oblik in z ostanki izkristalizirane u¢inkovine na povrSini, smo se bali, da na$ cilj tudi s

povecanjem koncentracije PCL v raztopini ne bo dosezen.
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Slika 36: Spros¢anje 5% MTZ iz 10% in 15% PCL nanovlaken

4.45 PRIMERJAVA VSEH SPROSCAN]J

Zadrzano spro$c¢anje je izkazovala le 1% vgradnja MTZ v PCL nanovlakna (10 %) (Slika
38). Ceprav je vgradnja zelo majhna, smo tudi tukaj dosegli koncentracijo, ki je bila visja
od MIC > 8 ug/mL (Slika 37). V naSem primeru smo sproscali v Franzovi celici, ki ima
volumen 8,5 mL. Upostevati moramo, da je volumen gingivalne tekocine v obzobnem

Zepu precej manjsi in je tako MIC veliko prej doseZena.
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Slika 37: ZadrzZano spro$¢anje iz PCL nanovlaken z vgrajenim 1 % MTZ
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Slika 38: Primerjava vseh spro$¢anj u¢inkovine iz nanovlaken
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5 SKLEP

Izbor topil za izdelavo nanovlaken in uspes$nost vgradnje uinkovine se je izkazal za
izredno pomemben faktor, saj mora biti za pripravo homogene disperzije topilo primerno
tako za polimer kot tudi za ucinkovino. Kot prvo smo si za pripravo PCL nanovlaken
izbrali meSanico topil kloroforma in acetona v razmerju 3:1 ter pri vnaprej preizkusanih
optimalnih pogojih elektrostatskega sukanja uspesno izdelali okrogla prazna nanovlakna.
Ko smo Zeleli v nanovlakna vgraditi u¢inkovino, smo ze pri 5 % MTZ glede na maso PCL
opazili na povrsini izkristalizirano u¢inkovino, kar kaze na to, da se MTZ v taksni meSanici
topil ni popolnoma raztopil. Zato smo si izbrali novo zmes topil, ki je bila sestavljena iz
DCM in DMF v razmerju 3:2 V/V in v kateri je imel MTZ boljSo topnost.

Parametri za elektrostatsko sukanje so pomembni, saj smo ugotovili, da le pri doloceni
dovedeni elektri¢ni napetosti, pretoku in razdalji med iglo in zbiralom dosezemo nastanek
Taylorjevega stozca na konici igle, iz katerega se razteza en sam curek polimerne
raztopine, ki vodi nato v nastanek okroglih nanovlaken brez vozlov. Tak$ne pogoje smo
dosegli pri napetosti 12 kV, pretoku 1,981 mL/h in razdalji 20 cm, kjer smo iz 10 %
raztopine PCL v DCM in DMF izdelali prazna nanovlakna s premerom 827 + 292 nm.

Na premer nanovlaken so poleg prevodnosti vplivale tudi druge spremenljivke raztopine,
kot so hlapnost topil, koncentracija polimera, viskoznost in povrSinska napetost. Vecja
prevodnost, manjsa hlapnost topil in manjsa viskoznost raztopine vodijo v nastanek tanjsih
nanovlaken brez vozlov. Od procesnih spremenljivk imata na premer nanovlaken najvecji
vpliv dovedena elektri¢na napetost ter razdalja med iglo in zbiralom, kjer dobimo pri ve¢;ji
napetosti in daljsi poti do zbirala tanj$a nanovlakna.

Na vgradnjo MTZ vplivajo interakcije med ucinkovino, polimernimi verigami in topilom.
V nanovlakna smo vgradili 1-20 % MTZ, pri ¢emer smo pri vgradnji vi§ji od 5 % na
povrsini nanovlaken Ze lahko opazili delcke izkristalizirane ucinkovine. Pri niZji vgradnji
se MTZ dispergira v PCL matriks na molekularni ravni in zaradi tega do nastanka kristalov
ne pride.

Spros¢anje smo opravili z razli¢cnimi metodami spros$canja, pri katerih smo ugotovili, da
ima na hitrost spros¢anja iz nanovlaken vpliv tudi volumen medija. Ker je v parodontalnem
Zzepu izredno majhen volumen gingivalne tekocine, smo kot metodo za spremljanje
spros¢anja MTZ iz PCL-nanovlaken izbrali Franzovo celico, kjer smo uporabljali
najman;j$i volumen medija. Na podlagi vrednotenja spros¢anja smo uspeli dokazati, da so

podaljsano sproScanje izkazovala le nanovlakna, izdelana iz 10 % raztopine PCL v zmesi
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topil DCM:DMF (3:2) z vgrajenim 1 % MTZ. Tudi z vgradnjo MTZ v nanovlakna, kjer
smo dodali raztopini polimera PAS ali povecali koncentracijo polimera, nismo dosegli bol;
zadrzanega sproScanja. Ker smo imeli v nasih eksperimentalnih razmerah veliko vecje
volumne, kot je dejanski volumen medija v obzobnem zepu, lahko predvidimo, da bi bilo
spros¢anje v obzobnem Zepu vseeno nekoliko pocasnejse.

Uspesno smo izdelali PCL nanovlakna z vgrajenim MTZ, ki so bila pri nizji vgradnji
u¢inkovine na videz okrogla in gladka ter so v primeru 1 % vgradnje MTZ izkazovala
podaljiano spros¢anje nad MIC. Zelimo si, da bi bil odstotek vgradnje MTZ vegji in bi bil
tako volumen nanovlaken, potrebnih za dostavo na mesto delovanja, tj. v obzobni Zep, pri
zdravljenju parodontalne bolezni manjsi in bolj prijazen za pacienta. Kot moznost za boljSo
vgradnjo MTZ lahko predstavlja tudi izdelava vecslojnih nanovlaken, kjer bi se ué¢inkovina

boljSe porazdelila v notranjem sloju in tako preprecila njeno kristalizacijo na povrSini.
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