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POVZETEK

Nanovlakna so trdna vlakna, ki zaradi svojega premera v nanometrskem obmod¢ju
izkazujejo specifi¢ne lastnosti. V zadnjem casu so zelo aktualna polimerna nanovlakna,
izdelana s postopkom elektrostatskega sukanja, saj lahko z izbiro ustreznih spremenljivk
polimerne raztopine in spremenljivk tehnoloskega postopka vplivamo na mehansko trdnost
vlaken, njihovo morfologijo in premer. Tako lahko izdelamo specificna nanovlakna za
razli¢ne namene uporabe.

Polimerna nanovlakna s svojo nanotopografijo posnemajo zgradbo zunajceli¢nega
ogrodja in imajo zato velik potencial za uporabo na podrocju tkivnega inzenirstva. Mreze
nanovlaken se lahko uporabljajo pri razvoju tkivnih nadomestkov, saj omogocajo obnovo,
vzdrzevanje ali pa celo izboljSanje funkcij poSkodovanega tkiva. Na tak nacin lahko
dosezemo popolno vkljucitev nadomestka v organizem pacienta. Po drugi strani se
nanovlakna uporabljajo tudi za izdelavo sodobnih oblog za hitrejSe celjenje ran. Le-te rano
za8Citijo pred sekundarno infekcijo, omogocajo izmenjavo plinov, absorbirajo presezek
izloCkov in rano ustrezno vlazijo, da se ta ne izsu$i in razpoka. Zato je bil namen
diplomske naloge z metodo elektrostatskega sukanja izdelati hitosanska nanovlakna, ki bi
bila primerna za izdelavo koznih nadomestkov ali sodobnih oblog za pospeseno celjenje
ran. Elektrostatsko sukanje same hitosanske raztopine je zelo tezaven proces, zato sSmo
poleg hitosana uporabili Se dodaten polimer polietilenoksid in tako izdelali nanovlakna z
razmerjem Hit/PEO 90/10, 80/20, 70/30, 60/40 (v/v). Za izdelavo nanovlaken smo
uporabili razli¢ne vrste hitosana: hitosan nizke molekulske mase, hitosan nizke viskoznosti
in hitosan srednje molekulske mase. Tako hitosan kot tudi polietilenoksid smo raztopili
bodisi v 3 % bodisi v 30 % ocetni kislini. Nazadnje smo v raztopine polimernih zmesi

dodali e neionogeno povrsinsko aktivno snov Triton X-100™

in sotopilo organskega
izvora DMSO, da bi tako Se dodatno izboljsali lastnosti raztopin polimernih zmesi in s tem
vplivali na produkt elektrostatskega sukanja.

Pred elektrostaskim sukanjem smo ovrednotili spremenljivke polimernih raztopin,
kar pomeni, da smo raztopinam polimernih zmesi hitosana in polietilenoksida izmerili
prevodnost, povrSinsko napetost in viskoznost. Glede na dobljene rezulate smo nato
dolocili spremenljivke tehnoloskega postopka, tj. razdaljo med konico igle in zbiralom,
napetost elektricnega polja in pretok crpalke, pri katerih se je na konici igle oblikoval
stabilen, kontinuiran curek. Morfologijo izdelanih nanovlaken smo opazovali pod

vrstiénim elektronskim mikroskopom in s pomo¢jo ra¢unalniSskega programa Imagel
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izmerili premer vlaken. Prisli smo do naslednjih ugotovitev: 1.) nanovlakna najlepse
morfologije smo pripravili iz zmesi hitosana nizke molekulske mase in polietilenoksida, ki
smo ju raztopili v 30 % ocetni kislini; 2.) za nastanek nanovlaken je k raztopini hitosana
potrebno dodati najmanj 10 % polietilenoksida; 3.) z zmanjSevanjem deleza
polietilenoksida v zmesi se morfologija nanovlaken spreminja iz vlaknate v vozlasto, hkrati
pa se manjsa tudi premer vlaken od 100 do 20 nm; 4.) izdelava nanovlaken brez dodatka
Triton X-100™ in DMSO v raztopino je manj uspesna, saj dobimo predvsem vozle in le
zelo majhne koli¢ine nanovlaken; 5.) med proucevanimi zbirali se je kot najbolj$a izkazala
aluminijasta folija; 6.) morfologija vseh nanovlaken, ne glede na vrsto hitosana, se po
spiranju spremeni; 7.) za uspesno izdelavo nanovlaken je elektrostatsko sukanje potrebno
izvajati v prostoru z odzracevanjem; 8.) izdelava nanovlaken je tezko ponovljiv proces, saj
nanj vpliva vrsta znanih in neznanih spremenljivk.

Na koncu je sledilo $e in vitro biolosko vrednotenje odziva keratinocitov na
izdelana nanovlakna, pri ¢emer smo si pomagali z invertno svetlobno in fluorescen¢no
mikroskopijo ter MTS testom. Prisli smo do naslednjih ugotovitev: 1.) celice se pritrdijo in
razmnozujejo na vseh izdelanih nanovlaknih; 2.) celice, ki rastejo na nanovlaknih,
spremenijo morfologijo in rastejo v kroglastih skupkih, v primerjavi z vretenasto
morfologijo, ki je znacilna za rast celic kontrole; 3.) celice, ki rastejo na nanovlaknih iz
zmesi hitosana nizke molekulske mase in polietilenoksida z razmerjem 70/30 (v/v), po 96 h
v kulturi spremenijo morfologijo iz kroglaste v vretenasto, kar pomeni, da postanejo
podobne celicam kontrole; 3.) izrastki so najdaljsi in najbolj opazni pri keratinocitih, ki
rastejo na nanovlaknih iz zmesi hitosana nizke molekulske mase in polietilenoksida z
razmerjem 70/30 (v/v); 4.) keratinociti se tesno vpletejo v nanovlakna iz zmesi hitosana
nizke molekulske mase in polietilenoksida z razmerjem 70/30 (v/v), saj se celice niti po 10
min tripsinizacije niso popolnoma lo¢ile od podlage.

Ker se keratinociti, ki rastejo na nanovlaknih iz zmesi hitosana nizke molekulske
mase in polietilenoksida z razmerjem 70/30 (v/v), med seboj tesno povezejo in ker se poleg
tega tudi moc¢no vkljuéijo v ogrodje iz nanovlaken, lahko zaklju¢imo, da so za izdelavo
koznih nadomestkov in sodobnih oblog za pospeseno celjenje ran najbolj primerna

nanovlakna, izdelana iz 70 % hitosana nizke molekulske mase in 30 % polietilenoksida.
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SEZNAM OKRAJSAV

LMW Hit.....hitosan nizke molekulske mase (angl. »low molecular weight«)

LV Hit..... hitosan nizke viskoznosti (angl. »low viscosity«)

MMW Hit..... hitosan srednje molekulske mase (angl. »medium molecular weight«)
NV..... nanovlakna

PAS.....povrSinsko aktivna snov

PBS.....fosfatna puferska raztopina (angl. »phosphate buffered saline«)
PEO.....polietilenoksid

SEM.....vrstiéni elektronski mikroskop (angl. »scanning electron microscope«)


http://en.wikipedia.org/wiki/Phosphate_buffered_saline

1. UVOD
1.1. NANOVLAKNA

Izraz nanovlakno (NV) je sestavljeno iz predpone nano in korena vlakno. Sama
beseda vlakno izvira iz latinskega izraza »fibra« in pomeni tanko podolgovato nitasto
stukturo (1). Po drugi strani predpona nano izvira iz grskega izraza »nanos« ali »nannos«
in v prevodu pomeni palcek oz. pritlikavec, v mednarodnem sistemu merskih enot pa izraz
pomeni strukture z vsaj eno dimenzijo v velikostnem razredu 10° m (1). Nekateri med
nanostrukture Stejejo zgolj tiste, ki so manjSe od 100 nm, medtem ko drugi zagovarjajo bolj
Siroko definicijo in med nanostrukture uvrs¢ajo tudi tiste, ki so v velikostnem razredu do
500 nm (1). NV so trdna vlakna, ki zaradi svojega premera v nanometrskem obmocju
izkazujejo specifi¢ne fizikalne in kemijske lastnosti (2). Tako v Studijah poroc¢ajo o izredno
velikem razmerju med povrsino in volumnom NV, o teoreticno neomejeni dolzini vlaken

in pa o veliki poroznosti mreze NV (3).

1.2. IZDELAVA NANOVLAKEN

Polimerna vlakna mikro- in nanovelikosti lahko izdelamo na razli¢ne nacine, pri ¢emer
postopek izdelave lahko temelji na fizikalnih, kemic¢nih, termicnih ali elektrostatskih
osnovah (4). Tako poznamo ve¢ metod za izdelavo NV:

~ metoda elektrostatskega sukanja (angl. »electrospinning«),

~ metoda samozdruzevanja (angl. »self-assembly«),

~ metoda lo¢evanja faz (angl. »phase separation«),

~ metoda uporabe $ablon (angl. »templating«),

~ metoda risanja (angl. »drawing«),

~ metoda ekstrakcije (angl. »extraction«),

~ metoda polimerizacije parne faze (angl. »vapour-phase polymerisation«) (4).

Vecina nastetih metod je zelo specifi¢nih, saj je njihova uporaba omejena na izbran
polimer ali pa pri izdelavi ne omogoc¢ajo nadzora nad premerom vlaken in nad njihovo
medsebojno ureditvijo (5). Zato se na podro¢ju tkivnega inzenirstva najpogosteje
uporabljajo le prve tri metode, med njimi pa se je kot najbolj obetavna izkazala prav
metoda elektrostatskega sukanja (6). Le-ta izvira iz postopka elektrostatskega razpr$evanja.
Razlika med procesoma je zgolj v produktu, saj pri elektrostatskem sukanju nastanejo

pretezno vlakna, pri elektrostatskem razprsevanju pa v vecji meri dobimo trdne polimerne



delce (7). Pri obeh postopkih uporabljamo isto elektrostatsko napravo, pri ¢emer moramo
za nastanek vlaken in ne delcev o0z. vozlov natancno optimizirati spremenljivke
tehnoloSkega postopka (8). Kljub temu, da ima elektrostatsko sukanje ze dolgo zgodovino
(prvi patent se je pojavil leta 1902), je v Siroki uporabi Sele zadnjih 5-10 let (5). Povecano
zanimanje se je pojavilo, ko so ugotovili, da je s postopkom elektrostatskega sukanja v
optimiziranih pogojih mogoc¢e na preprost, prilagodljiv in poceni nacin izdelati izredno
tanka vlakna s premerom v obmoc¢ju od 100 do 500 nm, pri ¢emer lahko uporabimo
sinteti¢ne ali naravne polimere (9). NV, ki jih izdelamo s postopkom elektrostatskega
sukanja, so lahko organizirana v obliki snopov ali pa naklju¢no prepletena v obliki mreze,
z izbiro polimerov z ustreznimi lastnostmi pa lahko nadzorujemo tudi njihov premer,
razmerje med povrsino in volumnom, poroznost ter tako izdelamo vlakna za to¢no doloc¢en

namen uporabe (8).

1.3. ELEKTROSTATSKO SUKANJE
Tipi¢na naprava za elektrostatsko sukanje (sliki 1 in 2) je sestavljena iz:
~ $obe (igle), skozi katero potiskamo polimerno raztopino za izdelavo vlaken, tako da
se na konici ustvari vise¢a kapljica;
~ zbirala, ki je ozemljeno in se vlakna na njem odlagajo;

~ izvora visoke napetosti (generatorja), ki med konico igle in zbiralom ustvari

elektricno polje z jakostjo nekaj kV ter na polimerni raztopini ustvari naboj
dolocene polarnosti, le-ta pa nato znotraj elektricnega polja pospesi curek proti
nasprotno nabitem zbiralu;

~ ¢rpalke, ki polimerno raztopino potiska skozi iglo s konstantnim pretokom (5).

brizga raztopina igla cyrek

p———— h/l?\/f

nanovlakna
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Slika 1: Shematski prikaz elektrostatskega sukanja.
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Slika 2: Naprava za elektrostatsko sukanje, ki smo jo uporabljali pri raziskovalnem delu.

Elektroda visoko napetostnega vira je prikljuéena na kovinsko iglo in, ko generator
prizgemo, v polimerni raztopini generiramo naboj doloCene polarnosti. S povecevanjem

moci elektrinega polja se povecujejo elektrostatske odbojne sile med enako nabitimi

polimernimi verigami in elektrostatske privlaéne sile med nasprotno nabito polimerno

raztopino in zbiralom (5). Posledi¢no v polimerni raztopini pride do povecanja notranjih
napetosti (nateznih sil), zaradi ¢esar se viseca kapljica na konici igle zacne podaljSevati v
obliko stozca, ki ga imenujemo tudi Taylorjev stozec (slika 1) (7). Ko napetost
elektricnega polja preseze povrsinsko napetost tekocCine, se iz stozca oblikuje nitast curek
(8). Le-ta je zaradi naboja pospesen proti zbiralu, njegova pot pa ni ravna, pa¢ pa je zaradi
elektrostatskih odbojnih sil podvrZzena kaotiénemu gibanju (angl. »chaotic bending
instability«) (7). Da bi se ta nestabilnost zmanjsala, pride do pojava plasti¢nega raztezanja
polimera, zaradi Cesar se curek tanjSa (3). V Studijah razlagajo, da je nestabilno
ovinkarjenje posledica elektrostatskih odbojnih sil, ki znotraj polimerne raztopine delujejo
med enako nabitimi verigami polimera (10, 11). Obstaja nepotrjena hipoteza, ki pravi, da
se s tanjSanjem nitastega curka na njem povecuje gostota naboja, zaradi ¢esar se mocno
povecujejo tudi radialne odbojne sile. Ko je dosezena kriticna gostota naboja, so odbojne
sile Ze tako velike, da povzrocijo cepitev nitastega curka (12). Rezultati raziskav skupine

Sill in njegovih sodelavcev kazejo, da je hipoteza napacno postavljena (8). S hitrostno



kamero so posneli nestabilno obmocje nitastega curka in s pomocjo posnetkov ugotovili,
da se iz ene visecCe kapljice oblikuje le eno vlakno, ki se v elektricnem polju tako hitro

upogiba in obraca, da ustvari vtis cepljenja curka (8).

1.3.1. Vrste zbiral
Pri izbiri zbirala so pomembni predvsem trije parametri: gibljivost zbirala, njegova
prevodnost in geometrija. Gibljivot zbirala vpliva na medsebojno urejenost vlaken (3). Z

uporabo stacionarnega zbirala (nepremic¢na plosca, slika 3A) lahko izdelamo mrezo z

nakljuéno ureditvijo vlaken, po drugi strani pa lahko z uporabo vrtljivega zbirala

(premicno vreteno, slika 3B) izdelamo vlakna, ki so urejena v obliko snopa. Pri tem je
hitrost vrtenja vretena zelo pomemben parameter, saj doloca stopnjo anizotropnosti.
igla
curek zbiralo (A)
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Slika 3: Shema razli¢nih vrst zbiral.
(A) stacionarno zbiralo (nepremi¢na plos¢a), kjer izdelamo mreZo z naklju¢no ureditvijo vlaken,

(B) vrtljivo zbiralo (premi¢no vreteno), kjer izdelamo vlakna urejena v obliki snopa.

Poleg vpliva na urejenost NV lahko z izbiro zbirala vplivamo tudi na velikost por

med izdelanimi vlakni. Pri tem igra pomembno vlogo prevodnost uporabljenega zbirala

(8). Raziskovalci predvidevajo, da je dobro prevodno zbiralo (npr. aluminijasta folija,
bakrena mreza) sposobno razprsiti rezidualni naboj na polimernih verigah, medtem ko pri

uporabi slabo prevodnega zbirala (npr. papirja) do tega pojava ne pride in se posledi¢no

vlakna na zbiralu med seboj odbijajo. S tem se gostota vlaken na manj prevodnih zbiralih
zmanjsa in mreza NV vsebuje vecje pore (8).
V nadaljnjih raziskavah so ugotovili Se, da lahko z izbiro ustrezne geometrije

zbirala vplivamo tudi na obliko koné¢nega produkta. Pri uporabi dvodimenzionalne



bakrene mreze ima produkt obliko plos¢e oz. filma, ¢e pa kot zbiralo uporabimo

cilindri¢no premiéno vreteno, pa ima produkt tubularno strukturo (slika 4) (3).

Slika 4: Shema cilindri¢nega premi¢nega vretena.

Ker se izdelana vlakna velikokrat dobro pritrdijo na zbiralo, na podlagi raziskav
priporo&ajo uporabo posebnega poliuretanskega zbirala Tegaderm™ (slika 5), s katerega je
odstranitev NV veliko lazja (13).
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Slika 5: Poliuretansko zbiralo Tegaderm™ .

1.3.2. Vrste Sob
Poleg zbiral lahko modificiramo tudi Sobo, pri ¢emer lahko namesto brizge z iglo

uporabimo razli¢no oblikovane Sobe. Tako lahko namesto sistema enojne Sobe (slika 6A)

uporabimo sistem multiplih Sob (slika 6B), s pomoc¢jo katerega se poveca hitrost izdelave

vlaken, saj le-ta nastajajo iz ve¢ curkov hkrati (8). Poznamo $e sistem z dvokanalno Sobo

(slika 6C), ki se uporablja za izdelavo oblozenih vlaken (angl. »core-shell fibres«). To so
NV, ki so izdelana iz dveh razli¢nih raztopin, pri ¢emer ena tvori jedro, druga pa tvori
oblogo vlakna. Na ta nacin lahko zdravilno u¢inkovino oblozimo z dolo¢enim polimerom
in jo tako zas¢itimo pred pogoji okolja, hkrati pa lahko dosezemo tudi prirejeno sproséanje

ucinkovine (10).
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Slika 6: Shema razli¢nih vrst Sob.

(A) enojna Soba (B) multipla $oba in (C) dvokanalna Soba.

1.4. SPREMENLJIVKE ELEKTROSTATSKEGA SUKANJA

Na nastanek, morfologijo in premer vlaken vpliva veliko Stevilo razlicnih
spremenljivk, ki jih lahko razdelimo v tri skupine. V prvo skupino uvr$éamo
spremenljivke polimerne raztopine: koncentracijo in molekulsko maso polimerov,
viskoznost, povrSinsko napetost ter prevodnost polimerne raztopine (14). Vpliv
posameznih spremenljivk na elektrostatsko sukanje tezko nadzorujemo, Saj SO
spremenljivke med seboj povezane, zato se sprememba enega parametra raztopine
obicajno odraza tudi kot sprememba drugega parametra (npr. s povecanjem molekulske
mase polimera se hkrati poveca tudi viskoznost njegove raztopine) (8). V drugo skupino
spadajo spremenljivke tehnoloskega postopka: napetost elektriénega polja, pretok
polimerne raztopine, razdalja med konico igle in zbiralom, vrsta in geometrija zbirala,
premer igle (8, 15). V zadnjo skupino pa uvrs¢amo spremenljivke okolja, kot so
temperatura in vlaznost okolja ter hitrost pretoka zraka (14, 15). Ceprav se je postopek
elektrostatskega sukanja izkazal kot vsestranska in relativno poceni metoda za izdelavo
polimernih vlaken mikro- in nanometrskih velikosti, pa prenos spremenljivk iz enega na
drug sistem (npr. sprememba polimera) ni tako enostaven. Predhodne $tudije so pokazale,
da se spremenljivke od sistema do sistema precej razlikujejo predvsem glede na to, kateri
polimer uporabimo in v kak$nem topilu ga raztopimo (1, 8). Zato je pred izvajanjem
postopka elektrostatskega sukanja potrebno najprej ovrednotiti spremenljivke polimerne
raztopine, temu sledi dolocCitev spremenljivk tehnoloskega postopka, ki jih nato Se
optimiziramo in tako izdelamo lepo oblikovana vlakna z Zeljenim premerom in brez

vozlov.



1.4.1. SPREMENLJIVKE POLIMERNE RAZTOPINE
1.4.1.1. Koncentracija

Najpomembnejsa spremenljivka polimerne raztopine je zagotovo njena
koncentracija, saj le-ta odlo¢a o izvedljivosti elektrostatskega sukanja in s tem
omogoca/onemogoca nastanek NV (8). Ugotovili so, da pri zelo nizki koncentraciji
polimerne raztopine nastanejo malostevilna NV s Stevilnimi vozli. Z vecanjem
koncentracije raztopine se oblika vozlov postopoma spreminja iz kroglaste v vretenasto in
tako pri ustrezni koncentraciji dobimo enotno oblikovana vlakna (14). Polimerna raztopina
mora torej vsebovati toliko polimera, da pride do prepletanja verig v NV, pri tem pa ne
sme biti niti preve¢ razreddena niti preve¢ koncentrirana (8). Ce je polimerna raztopina

prevec razredCena, se polimerni curek preden doseze zbiralo prekine, na konici igle pa se

za¢nejo pojavljati kapljice. Tako namesto NV dobimo pretezno vozle ali pa se na zbiralu

pojavijo zgolj posusene polimerne kapljice (8, 14). Ce je raztopina preve¢ koncentrirana, je

zaradi prevelike viskoznosti ne bomo mogli potisniti skozi iglo, zato se ne bo oblikoval
kontinuiran stabilen curek in vlakna spet ne bodo mogla nastati. Nadalje so proucevali Se
odnos med koncentracijo polimerne raztopine in premerom NV ter ugotovili, da se z
veCanjem koncentracije polimera veca tudi premer vlaken (8). Na podlagi vseh ugotovitev
lahko zaklju¢imo, da obstaja omejeno obmocje koncentracij polimera, znotraj katerega je
mogoce polimerno raztopino elektrostatsko sukati v vlakna, pri ¢emer pa lahko vplivamo

Se na premer izdelanih vlaken.

1.4.1.2. Molekulska masa polimera

Molekulska masa je druga pomembna spremenljivka, ki preko vpliva na reoloske
lastnosti polimerne raztopine odlo¢a o morfologiji in premeru izdelanih NV (14).
Raziskovalci so ugotovili, da se pri elektrostatskem sukanju raztopin polimerov z nizko

molekulsko maso na zbiralu pojavijo pretezno vozli, ne pa vlakna. Po drugi strani pa iz

raztopin polimerov z visoko molekulsko maso nastanejo vlakna z velikim premerom.

Molekulska masa polimera vpliva na stevilo prepletov verig v polimerni raztopini in je
tako posredno povezana z viskoznostjo polimerne raztopine (14). Z ve¢anjem molekulske
mase polimera se veca Stevilo prepletov verig in s tem tudi viskoznost polimerne raztopine
pri enaki (m/m) koncentraciji, to pa vodi v izdelavo NV z velikim premerom in manj vozli
(14).



1.4.1.3. Viskoznost
Tudi viskoznost polimerne raztopine pomembno vpliva na premer vlaken in na
njihovo morfologijo. Ugotovili so, da pri elektrostatskem sukanju polimerne raztopine z

zelo majhno viskoznostjo na konici igle ni mogoce ustvariti kontinuiranega nitastega

curka, zaradi ¢esar namesto NV nastanejo pretezno vozli (14). Po drugi strani je polimerno

raztopino z zelo visoko viskoznostjo tezko potisniti skozi 0zko iglo, kar zopet onemogoca

uspes$no izvajanje elektrostatskega sukanja (8). Obstaja torej optimalno obmocje
viskoznosti, znotraj katerega je polimerno raztopino mogoce elektrostatsko sukati v NV,
pri ¢emer se je potrebno zavedati, da se interval optimalne viskoznosti od polimera do
polimera razlikuje (8). Viskoznost, koncentracija in molekulska masa polimera so med
seboj tesno povezane. Z vecanjem koncentracije polimera ali njegove molekulske mase se
hkrati veca Se viskoznost polimerne raztopine, kar vodi v izdelavo bolj enotno oblikovanih

vlaken z ve¢jim povpreénim premerom (14).

1.4.1.4. Povrsinska napetost

PovrSinska napetost polimerne raztopine je prav tako zelo pomembna
spremenljivka elektrostatskega sukanja, na katero v veliki meri vpliva predvsem sestava
topila, v katerem so polimeri raztopljeni (14). Z nizanjem povrsinske napetosti polimerne
raztopine je po podatkih raziskovalca Hohmana in njegovih sodelavcev mogoce izdelati

vlakna z malo ali celo brez vozlov (16). Praviloma visoka povrSinska napetost polimerne

raztopine moti proces elektrostatskega sukanja, saj se na konici igle ustvari nekontinuiran
nitast curek, iz katerega se na zbiralu oblikujejo vozli ali pa se pojavijo zgolj posusene
polimerne kapljice (14). Curek na konici igle se oblikuje takrat, ko elektrostatske sile
znotraj generiranega elektricnega polja presezejo povrSinsko napetost polimerne raztopine

(15). Nizja povrSinska napetost polimerne raztopine torej omogoca izvajanje

elektrostatskega sukanja pri niZji napetosti elektriénega polja, zato je bolje uporabljati

raztopine polimerov z nizjo povrsinsko napetostjo (14).

1.4.1.3. Prevodnost

Pred izdelavo NV s postopkom elektrostatskega sukanja je potrebno ovrednotiti
tudi prevodnost polimerne raztopine, saj na nastanek nitastega curka mo¢no vpliva Stevilo
nabitih skupin na verigah polimerov (14). Na prevodnost polimerne raztopine lahko

vplivamo z izbiro ustreznega polimera, ki ga raztopimo v primernem topilu (8). Ugotovili



so, da se premer izdelanih vlaken manjsa z vecanjem prevodnosti polimerne raztopine (14).
Taks$ne raztopine imajo vecjo gostoto naboja, zato Se po eni strani poveca moc
elektrostatskih privla¢nih sil, ki vle€e curek proti zbiralu in ga tanj$a, po drugi strani pa se
poveca tudi moc¢ elektrostatskih odbojnih sil med enako nabitimi verigami polimera, zaradi
Cesar nastanejo tanjSa vlakna (8). Ugotovili so, da so raztopine z izredno visoko
prevodnostjo v mo¢nem elektriénem polju zelo nestabilne, kar posledi¢no vodi v veéje
ovinkarjenje nitastega curka in nastanek vlaken s Siroko porazdelitvijo premera (14). Do

tega pojava pride, ker imajo polimerne raztopine z vecjo prevodnostjo ve¢jo kapaciteto za

prenos naboja in posledicno je curek raztopine med potovanjem v elektricnem polju
izpostavljen ve¢jim elektrostatskim silam kot pa curek polimerne raztopine z nizjo
prevodnostjo (8). Vecina naravnih polimerov je polielektrolitov, zato lahko z uporabo
primernega topila pripravimo dobro prevodne polimerne raztopine, ki jih lahko
elektrostasko sukamo v NV. Kadar elektrostatsko sukanje zaradi slabse prevodnosti same
polimerne raztopine ni mogoce, lahko raztopini dodamo soli in tako omogoc¢imo
elektrostatsko sukanje tudi slabSe prevodnih polimerov (14). Vpliv dodatkov soli na
morfologijo in premer NV je v svoji Studiji skupaj s sodelavei prouceval raziskovalec
Zhong. Ugotovil je, da je iz polimernih raztopin z dodanimi solmi kot so KH;POs,,
NaH,PO, oz. NaCl mogoce izdelati relativno tanka vlakna, ki v premeru merijo od 200 do
1000 nm in ne vsebujejo vozlov (17). Dodatek soli v polimerno raztopino vodi v nastanek

NV z enotnej$o morfologijo, hkrati pa se zmanjsa tudi $tevilo vozlov (14).

1.4.2. SPREMENLJIVKE TEHNOLOSKEGA POSTOPKA
1.4.2.1. Napetost elektri¢nega polja

Najpomembnejs$a spremenljivka tehnoloskega postopka je prav gotovo napetost
elektricnega polja, saj Sele doseZena minimalna kriticna napetost omogoca izvedljivost
elektrostatskega sukanja. Dovolj visoka elektricna napetost vnese raztopini dovolj naboja,
da se na konici igle oblikuje curek, ki v elektricnem polju pospeSeno potuje proti
ozemljenemu zbiralu (14). Z izbiro ustrezne jakosti priklju¢ene elektricne napetosti lahko
vplivamo tako na premer vlaken kot tudi na vsebnost vozlov. O vplivu napetosti
elektri¢nega polja na premer vlaken raziskovalci zaenkrat Se nimajo enotnega mnenja.
Renker in Chun sta ugotovila, da mo¢ elektri¢nega polja nima velikega vpliva na premer
vlaken (18). Za razliko od njiju so mnogi ugotovili, da se pri uporabi visje napetosti poveca

masni pretok polimerne raztopine skozi iglo, zaradi Cesar pri elektrostatskem sukanju



nastanejo vlakna z ve¢jim premerom (8). Po drugi strani mnogi poroc¢ajo, da se z ve¢anjem
priklju¢ene napetosti poveca moc elektricnega polja, v katerem je curek polimerne
raztopine podvrzen vecjim elektrostatskim odbojnim silam. Zaradi tega se verige
polimerov med seboj bolj odbijajo in na zbiralu se pojavijo vlakna z manjSim premerom
(19). Nadalje, ¢e je jakost elektrinega polja med konico igle in zbiralom neoptimalna
(bodisi previsoka bodisi prenizka), je verjetnost za nastanek vozlov vec¢ja (14). Prikljucena
elektricna napetost vpliva na obliko kapljice polimerne raztopine, iz katere nastane

Taylorjev stozec in iz njega nitast curek (8). Pri nizki napetosti generatorja se stozec

oblikuje na konici viseCe kapljice (slika 7). Ko napetost visamo, se volumen visece

kapljice postopno zmanjsuje, zato se Taylorjev stozec oblikuje na tocki vse blizje konici
igle, kar pa vodi v nastanek vlaken z ve¢jim $tevilom vozlov (8). Torej zaklju¢imo lahko,
da za to¢no dolocen sistem polimer/topilo obstaja neko optimalno obmocje prikljucene

napetosti, znotraj katerega lahko teoreti¢no izdelamo vlakna brez vozlov.

Konica
igle

nitast

curek

polimerne

raztopine \

7

POVECEVANJE
ELEKTRICNE
NAPETOSTI

Slika 7: Shematski prikaz vpliva elektri¢ne napetosti na obliko kapljice polimerne raztopine in na morfologijo izdelanih NV.

1.4.2.2. Pretok polimerne raztopine
Pretok ¢rpalke vpliva na hitrost potovanja polimerne raztopine skozi iglo in s tem
na koli¢ino prenesenega materiala, iz katerega nastajajo vlakna (14). V primeru, da je

pretok premajhen, se Taylorjev stozec na konici visece kapljice ne more obdrzati in tako ne

dobimo kontinuiranega nitastega curka polimerne raztopine. S povecevanjem pretoka se

vzporedno povecuje premer vlaken (8). S spreminjanjem pretoka ¢rpalke lahko vplivamo
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tudi na morfologijo vlaken in tako se pri zelo velikih pretokih na zbiralu pojavijo vlakna z

veliko vsebnostjo vozlov in s Stevilnimi polimernimi madezi (14). Pri prevelikih pretokih

je Cas potovanja nitastega curka od konice igle do zbirala tako kratek, da topilo nima ¢asa v
celoti izhlapeti. Izdelana vlakna se pred odlaganjem na zbiralu ne posusijo, to pa je razlog

za nastanek Stevilnih vozlov in polimernih madezev (8, 14).

1.4.2.3. Razdalja med konico igle in zbiralom

Potrebno je omeniti Se razdaljo med konico igle in zbiralom, saj le ta vpliva na
premer vlaken in njihovo morfologijo (8). Dokazali so, da se s KrajSanjem razdalje
oblikujejo tanjsa vlakna. Do takega zakljucka je prisel raziskovalec Meng s sodelavci, ki so
izdelovali NV iz zmesi hitosana ter kopolimera mleéne in glikolne kisline (PLGA), pa tudi
Pham s sodelavci, ki so proucevali izdelavo sulfonskih NV (19, 20). Poleg tega so
ugotovili Se to, da se pri krajsi razdalji med konico igle in zbiralom oblikujejo ploscata
NV, pri daljsi razdalji pa valjasta NV (8). Po drugi strani s krajSanjem razdalje med konico
igle in zbiralom vlakna izgubijo svojo enotno morfologijo. Pojavljati se za¢nejo vozli, kar
pripisujejo neuspesni odstranitvi topila, ki na tako kratki poti med konico igle in zbiralom

ni uspelo popolnoma izhlapeti (8, 14).

1.4.3. SPREMENLJIVKE OKOLJA
Poleg spremenljivk polimerne raztopine in tehnoloskega postopka ne smemo
pozabiti tudi na temperaturo in vlaznost okolja, v katerem izvajamo elektrostatsko sukanje

(8). Ugotovili so, da se pri poviSani temperaturi okolja zaradi zniZanja viskoznosti

polimerne raztopine oblikujejo tanjsa vlakna (14). Po drugi strani ima vlaznost okolja vecji
vpliv na hitrost izhlapevanja topila, v katerem je polimer raztopljen. Tako pri zelo majhni
vlaznosti okolja topilo hitreje izhlapi (8). V¢asih je hitrost izhlapevanja topila tako velika,
da se polimerna raztopina posusi Ze na konci igle in jo zamasi ter tako onemogoc¢i izvajanje
elektrostatskega sukanja (14). Poleg tega vlaznost zraka vpliva tudi na poroznost mreze
NV, ki se zberejo na zbiralu. Kadar je ozracje mo¢no nasi¢eno z vlago, se naboj na
povrsini NV zmanjSa. Posledi¢no se vlakna, odloZena na zbiralu, med seboj manj odbijajo
in tako so pore med njimi manjse (14). Na podlagi teh ugotovitev lahko zaklju¢imo, da je
za uspesno izdelavo NV s postopkom elektrostatskega sukanja potrebno natancno

nadzorovati tudi temperaturo in vlaznost okolja.
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1.5. UPORABA NANOVLAKEN

Z boljsim poznavanjem lastnosti NV se je v zadnjih letih njihova uporaba razsirila
na Stevilna podro¢ja kemijske in tekstilne industrije, racunalni§tva in informatike,
transporta, energetike, Se posebej pa na podrocje farmacevtske industrije in biomedicine
(3). V zadnjem casu so zelo aktualna polimerna NV, ki so izdelana s postopkom
elektrostatskega sukanja. Taksna NV izkazujejo Stevilne prednosti kot so velika specifi¢na
povrsina in prakti¢no neomejena dolzina vlaken, z izbiro ustreznih spremenljivk polimerne
raztopine in spremenljivk tehnoloskega postopka pa lahko vplivamo celo na njihovo
mehansko trdnost, morfologijo in na premer izdelanih vlaken (14). Tako lahko izdelamo
specificna NV za razli¢ne namene uporabe. Zasledimo lahko, da se mreze, sestavljene iz
polimernih NV, ze uporabljajo za filtracijo zraka (imenujejo jih filtracijske membrane), za
katalize in za imobilizacijo encimov, iz njih izdelujejo vojaska zas¢itna oblacila, sanitetne
blazinice, plenice, umetno usnje in Se bi lahko nastevali (3, 14, 15). Med drugim se
polimerna NV ¢edalje pogosteje raziskujejo za uporabo tudi na podrocju tkivnega
inZenirstva za izdelavo tkivnih nadomestkov in sodobnih oblog za pospeseno celjenje ran,
intenziven razvoj pa poteka tudi na podrocju njihove uporabe kot dostavnih sistemov za

nadzorovano spros¢anje u¢inkovin (14).

1.5.1. Nanovlakna kot ogrodja za uporabo na podo¢ju tkivnega inZenirstva

Tkivno inZenirstvo je hitro razvijajoce se interdisciplinarno podrocje, ki uporablja
bioloske in inZenirske pristope za razvoj zivih tkivnih ali organskih nadomestkov (21). Ti
nadomestki omogocajo obnovo, vzdrZevanje ali pa celo izboljSanje nekaterih funkcij
¢loveskih tkiv (21). Na tak nacin lahko dosezemo popolno vkljucitev nadomestka v
organizem pacienta. Gojenje sesalskih celic v laboratorijskih pogojih (in vitro) je znano ze
vec let, toda Sele spoznanja zadnjih let na podro¢jih fiziologije, celi¢éne in molekularne
biologije so omogocila diferenciacijo in rast celic v obliki kompleksnih tridimenzionalnih
struktur (21). Inzenirsko nacrtovana in vzgojena tkiva postajajo vse bolj uporabni izdelki v
medicini, ki odpirajo nove moznosti terapij in so ze V klini¢ni uporabi (21). Ti trendi so
najmoéneje izrazeni v ZDA, saj so prvi izdelki s strani Ameriske agencije za hrano in
zdravila (FDA) Ze odobreni za uporabo.

V laboratorijih so tako najprej zaceli vzgajati koZzne nadomestke. Ta dosezek je
pomenil revolucijo v medicini, saj je omogocil zdravljenje hudih opeklin in globokih ran,

ki se slabo in dolgo casa celijo. Kozni nadomestek je v osnovi sestavljen iz celic
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(keratinocitov, ki so glavni celi¢ni tip povrhnjice koze ali fibroblastov, ki so glavni celi¢ni
tip usnjice koze) in ogrodja, na katerem se celice razmnozujejo (21). V telesu je
zunajceliéno ogrodje sestavljeno vefinoma iz dveh vrst zunajcelicnih molekul:
proteoglikanov in strukturnih proteinov (kolagen, elastin, keratin, laminin, fibronektin,
vitonektin itd.), ki so med seboj povezani v proteinska vlakna s premerom od 50 do 150
nm (1). Prekurzorji gradbenih enot proteinskih vlaken se sintetizirajo znotraj celic in se
nato s procesom eksocitoze izlo¢ijo v zunajceli¢ni prostor, kjer se encimsko preoblikujejo
v vlakna (4). Le-ta zagotavljajo strukturno podporo in mehansko integriteto tkiva, poleg
tega pa regulirajo celicni odziv, saj vplivajo na obliko, proliferacijo, migracijo in
diferenciacijo celic (21). Idealno ogrodje za celice mora tako ¢im bolje posnemati naravno
zungjceli¢no ogrodje, kar pomeni, da mora zagotavljati mehansko podporo, vzdrzevati
normalno razmnozevanje celic, hkrati pa ne sme povzrocati neZelenih u¢inkov na okolisko
tkivo (22).

Ker polimerna NV posnemajo strukturno in biolosko funkcijo proteinskih vlaken
naravnega zunajcelinega ogrodja, so zelo aktualna za uporabo na podrocju tkivnega
inzenirstva (14). V zadnjih letih se za izdelavo NV kot ogrodij koznih nadomestkov
najpogosteje uporablja postopek elektrostatskega sukanja (21). Le-ta omogoca izdelavo
NV iz naravnih polimerov, ki so biokompatibilni (npr. hitosan, alginat, Zelatina, fibroin)
ali pa so ze sami prisotni v naravnem zunajcelicnem ogrodju koze (npr. kolagen,
hialuronska kislina, Kkeratin, elastin). Postopek omogoca tudi izdelavo vlaken iz zmesi
naravnih in sinteznih polimerov. Tak$na NV imajo zaradi naravnega polimera izboljSane
biokompatibilne lastnosti, zaradi sinteznega polimera pa tudi dobre mehanske lastnosti
(14). V studijah opisujejo, da je s postopkom elektrostatskega sukanja mogoce izdelati
polimerna NV, ki v premeru, urejenosti in topografiji posnemajo naravno zunajceli¢no
ogrodje, in tako spodbujajo celi¢no razmnoZevanje in povezovanje celic med seboj (8, 21).
Polimerna NV imajo podobno kot proteinska vlakna naravnega zunajceli¢énega ogrodja
veliko specifi¢no povrsino, s katero lahko vstopajo v stik s celicami in tako pripomorejo k
pritrjanju celic na podlago. Med posameznimi vlakni so tudi $tevilne pore, ki olajsajo
transport hranilnih snovi do celic, hkrati pa omogoc€ajo vras¢anje celic in tvorbo novih
Zilnih povezav (angiogenezo), zaradi Cesar se tkivni nadomestek lahko uspeSno vraste v
okolisko neposkodovano tkivo (8). S skrbno naértovano izdelavo vlaken iz biorazgradljivih
polimerov lahko izdelamo celo taksno ogrodje, ki se s postopno razgradnjo polimera

dinami¢no spreminja, celice se medtem pocasi vras¢ajo v tkivni nadomestek in so po
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dolocenem c¢asu sposobne same izdelovati lastna vlakna zunajcelicnega ogrodja (13). Na
tak nacin lahko polimerna NV pomembno prispevajo k obnavljanju, vzdrzevanju in

izboljSevanju funkcij poskodovanega npr. koznega tkiva (1).

1.5.2. Sodobne obloge za pospeSeno celjenje ran

Sodobne obloge za celjenje ran predstavljajo nadomestek manjkajocega tkiva.
Idealna obloga mora ustrezno pripraviti leziS¢e rane, jo za$€ititi pred sekundarno infekcijo
in hkrati omogocati izmenjavo plinov (23). Obenem mora absorbirati presezek izlockov,
vendar rane ne sme izsus$iti. Omogocati mora tudi manj pogosto in nebolece prevezovanje,
kar pomeni, da se ne sme pritrditi na rano, mora pa se pritrditi na zdravo tkivo, pri cemer
mora biti odstranjevanje obloge enostavno (24). Ker je s postopkom elektrostatskega
sukanja mogoce izdelati polimerna vlakna iz materialov, ki so biokompatibilni in
spodbujajo rast fibroblastov ter keratinocitov, so se mreze NV zacele intenzivno proucevati
kot sestavine sodobnih oblog za pospeseno celjenje ran. Raziskovalec Rho je skupaj s
sodelavci raziskoval, kako kolagenska vlakna, izdelana s postopkom elektrostatskega
sukanja, vplivajo na celjenje ran pri miSkah. Prisel je do ugotovitve, da se rana hitreje
zaceli, ko nanjo polozimo sodobno oblogo iz mreze kolagenskih NV, kot pa ¢e bi uporabili
klasi¢no gazo (22). V podobni S$tudiji so ugotovili tudi, da vlakna, ki vsebujejo vecje
koli¢ine hitosana, izkazujejo veéjo hemostatsko aktivnost (6). Zdravljenje s takimi
sodobnimi oblogami bi bilo bistveno hitrejSe, izboljSala bi se kakovost bolnikovega
zivljenja, celokupni stroSki zdravljenja pa bi se zaradi krajSega zdravljenja zmanjsali,

¢eprav so sodobni materiali drazji od klasi¢ne gaze (25).

1.5.3. Dostavni sistemi za nadzorovano sprosc¢anje ucinkovin

Z vgraditvijo uéinkovine v vlakna iz biokompatibilnega in biorazgradljivega
polimera lahko izdelamo dostavni sistem, ki bo z dolo¢eno hitrostjo vgrajeno uéinkovino
nadzorovano spros$cal (14). Hitrost spros¢anja vgrajene ucinkovine je odvisna od
specifi¢ne povrsine vlakna, ki je v stiku s topilom, in od polimera, iz katerega je vlakno
narejeno (10). Metoda elektrostatskega sukanja omogoca izdelavo vlaken iz Stevilnih
polimerov, ki imajo razlicno hitrost razpletanja verig in posledi¢no razlicno hitrost
razgradnje, s tem pa omogocajo bodisi hitro ali pa zakasnjeno spro$canje vgrajene
ucinkovine (14). U¢inkovino lahko v vlakna vgradimo na ve¢ na¢inov. Lahko jo raztopimo

v polimerni raztopini in iz nje s postopkom elektrostatskega sukanja z obicajnim sistemom
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enojne Sobe izdelamo NV (26). Tako lahko v vlakna odvisno od njihove sestave vgradimo
uc¢inkovine, ki izkazujejo lipofilen znacaj (npr. ibuprofen, cefazolin, rifampin, paklitaksel,
itrakonazol) ali pa hidrofilne lastnosti (npr. mefoksin, tetraciklin) (14). Po drugi strani
zasledimo veliko manj raziskav, kjer raziskovalci porofajo o uspe$Snem vgrajevanju
biomakromolekul kot so proteini, DNA ali RNA (27). Za izdelavo dostavnega sistema se
obicajno uporablja sistem dvokanalnih $ob, ki omogoca izdelavo oblozenih NV (10). Na
tak nacin lahko vgradimo celo dve inkompatibilni uc¢inkovini. To naredimo tako, da eno
u¢inkovino raztopimo skupaj s polimerom, ki tvori jedro, drugo pa s polimerom, ki
sestavlja oblogo in se na tak nacin izognemo interakcijam, ki bi se pojavile med samima

u¢inkovinama.

1.6. POLIMERI ZA 1ZDELAVO NANOVLAKEN

Raziskovalci so odkrili Siroko paleto polimerov, ki jih je mogoce elektrostatsko
sukati in tako iz njih izdelati NV. Porocajo o uspes$ni izdelavi NV iz naravnih polimerov,
sinteznih polimerov in iz njihovih zmesi (14). Izbira polimera je v najveéji meri odvisna od
namena uporabe NV. Za uporabo v biomedicini so primerni polimeri, ki so s tkivi
kompatibilni in hkrati njihovi razgradni produkti niso toksi¢ni. Najprimernejs$i so tisti
polimeri, ki jih najdemo v naravnem zunajceli¢nem ogrodju, saj predstavljajo naravno
okolje za celi¢no prezivetje, pritrjanje, proliferacijo in diferenciacijo. Imenujemo jih tudi
biofunkcionalni polimeri (4). Pri izbiri ustreznih polimerov se moramo zavedati, da imajo
tako naravni kot sintezni polimeri doloCene prednosti in pomanjkljivosti (8). Slabost
naravnih polimerov je delna denaturacija (izguba konformacije) polimernih verig in slabe
mehanske lastnosti iz njih izdelanih NV (trdnost, viskoelasti¢nost) (14). Po drugi strani pa
je slabost NV iz sinteznih polimerov, da ne posnemajo tako dobro naravnega
zunajcelicnega ogrodja. Iz tega razloga je smiselna izdelava NV iz zmesi dveh polimerov
razli¢nega izvora, kar vodi v izdelavo vlaken z dobrimi mehanskimi in biomimeti¢nimi

lastnostmi (8). Na podrocju tkivnega inZenirstava se med polimeri naravnega izvora

najpogosteje uporabljajo kolagen, hitosan, hitin, hialuronska kislina, zelatina, kasein,

celulozni acetat, protein svile in fibrinogen, medtem ko se med biorazgradljivimi polimeri

sinteznega izvora najpogosteje uporabljajo poli-g-kaprolakton (PCL), polimle¢na kislina
(PLA), poliglikolikolna kislina (PGA), kopolimer mle¢ne in glikolne kisline (PLGA) ter

kopolimer mle¢ne kisline in e-kaprolaktona [P(LLA-CL)] (14). Kljub dolo¢enim slabostim
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pa so naravni polimeri na podro¢ju biomedicine Se vedno bolj zazeleni kot tisti sinteznega
izvora (15).

Glede na dosedanje raziskave se na podroCju tkivnega inZenirstva najvecje
zanimanje kaze za uporabo kolagena, ki je del naravnega zunajceli¢énega ogrodja in tako
spada med najbolj razsirjene proteine v telesu (22). NV iz kolagena tipa I, Il in Ill lahko
tkivu nudijo ustrezno mehansko podporo, zaradi ¢esar jih mnogi obravnavajo kot idealna
vlakna za izdelavo tkivnih nadomestkov (14). Ceprav je mogoée izdelati kolagenska
vlakna s premerom od 100 nm do nekaj um, se kolagen v izdelavi NV zaradi tezke
dostopnosti materiala ni uveljavil (15). Tako sta ga v veliki meri nadomestila hitin in
njegov derivat hitosan. Hitin je sestavljen iz N-acetilglukozaminskih enot in je za celulozo
drugi najbolj razsirjen polisaharid v naravi. Najdemo ga v oklepih rakov ter pri nekaterih
insektih in gobah (6). Pogosto se pojavlja v sodobnih oblogah za rane, saj preko
vzpodbujanja funkcije fibroblastov, ki sintetizirajo kolagenska vlakna, pospesi celjenje ran
(25). Poleg tega je biokompatibilen, biorazgradljiv, zadrzuje vlago in deluje protimikrobno,
kar Se dodatno prispeva k hitrejSi obnovitvi poskodovanega koznega tkiva (28).
Najpomembnejs$i deacetiliran derivat hitina je hitosan, ki je tudi biorazgradljiv,
biokompatibilen in neimunogen. Ker spada med polimere kationskega tipa, je topen le v
kislih raztopinah, pri ¢emer na njegovo topnost v vodnih raztopinah vpliva tudi stopnja
deacetiliranja (6). Ker ima bakteriostati¢ne in fungiostati¢ne lastnosti, hkrati pa vzpodbuja
proces hemostaze in zavira prenos bolec¢ine v moZgane, se podobno kot hitin pogosto
uporablja za izdelavo sodobnih oblog za rane, kjer pospeSuje normalno regeneracijo
koznega tkiva in s tem omogoca hitrejSe celjenje ran (25, 23). Po drugi strani je uporaba
hitosana razsirjena tudi na podrocju tkivnega inZenirstva za izdelavo tkivnih nadomestov,
saj so dokazali, da se celice dolo¢enega tipa na hitosanska NV dobro pritrjajo (28).

Pri izdelavi dostavnih sistemov za nadzorovano spros¢anje ucinkovin se pogosteje
uporabljajo NV iz polimerov sinteznega izvora, npr: polivinilalkohola (PVA), poli-e-
kaprolaktona (PCL), kopolimera mle¢ne in glikole kisline (PLGA) itd. PVA spada med
hidrofilne polimere z zelo dobro kemiéno in termi¢no stabilnostjo. Poleg tega so dokazali,
da je biokompatibilen in ne povzroca toksi¢nih uéinkov (29). Tudi PCL je dokazano
biokompatibilen, poleg tega pa Se biorazgradljiv polimer in, ker je varnost njegove uporabe
potrdila tudi FDA, ga cedalje bolj pogosto uporabljajo tudi na drugih medicinskih in
farmacevtskih podroc¢jih (13).
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Kljub velikemu obsegu raziskovalnega dela na podro¢ju izdelave NV tako na
osnovi naravnih kot tudi sinteznih polimerov pa ostaja Se veliko neznank, ki jih je potrebno
preuciti, da bodo NV primerna za in vivo uporabo (1). Kot primer navajajo izdelavo NV iz
zmesi hitosana in polietilenoksida (PEO). Ceprav PEO spada med splo$no sprejete
biokompatibilne polimere in ga po mnenju Svetovne zdravstvene organizacije (WHO)
uvrs¢amo V tisto skupino redkih sinteznih polimerov, katerih uporaba je dovoljena v
farmacevtske, kozmeti¢ne in prehrambne namene, pa mnogi vidijo slabost v tem, da vlakna
zaradi vodotopnosti PEO v vodnem okolju in torej tudi v ¢loveskem telesu hitro izgubijo
strukturno integriteto (15). Na podro¢ju tkivnega inzenirstva ali remodeliranja to ni
sprejemljivo. Tu vlakna sluzijo kot ogrodje, na katerega se celice pritrjajo in na njem
razmnozujejo, zato je ohranitev njihove mehanske integritete po stiku z bioloSkim okoljem
klju¢nega pomena (1). Tako je v tkivnem inZenirstvu zazeleno, da NV, izdelana iz zmesi
hitosana in PEO, v svoji strukturi vsebujejo kar se da visok deleZ hitosana, saj je le tako

mogoce izdelati ogrodje, ki bo tudi v vodnem okolju ohranilo svojo strukturno integriteto.

1.7. TOPILA ZA 1ZDELAVO NANOVLAKEN

Izbira ustreznega topila je prvi in klju¢ni korak, ki odlo¢ilno vpliva na izvedljivost
elektrostatskega sukanja polimerne raztopine. Pri elektrostatskem sukanju ima topilo ve¢
pomembnih nalog: po eni strani mora biti polimer v topilu dobro topen, tako da ga topilo v
raztopljeni obliki prenese do zbirala, po drugi strani pa mora topilo vzdrzevati tudi
integriteto same polimerne raztopine (14). Pri elektrostatskem sukanju se najpogosteje
uporabljajo naslednja topila: ocetna kislina, etanol, metanojska kislina, metanol, aceton,
dimetilformamid, tetrahidrofuran, diklorometan, kloroform, trifluoroetanol, trifluoroocetna
kislina (14).

Pri izbiri topila moramo biti pozorni na njegovo hlapnost in povrSinsko napetost.
Topilo mora biti dovolj hlapno, da bo na poti med konico igle in zbiralom v celoti
izhlapelo in se bodo na zbiralo odlozila suha vlakna (8). Ugotovili so, da izhlapevanje
topila vpliva na obliko vlaken in poroznost njihove povrsine. Slabo posusena vlakna imajo
na zbiralu obliko traku, za razliko od dobro posusenih vlaken, ki so valjaste oblike (8).
Raziskovalec Megelski je skupaj s sodelavci prouceval strukturne lastnosti polistirenskih
vlaken, pri ¢emer je izbrani polimer raztapljal v zmeseh z razlicnim razmerjem
tetrahidrofurana (THF) in dimetilformamida (DMF). Tako je iz raztopin, kjer je kot topilo
uporabil 100 % DMF (manj hlapno topilo) dobil gladka vlakna z manjSo specifi¢éno
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povrsino kot v primeru, ko je vlakna izdelal iz raztopin, kjer je kot topilo uporabil 100 %
THF (dobro hlapno topilo) in so imela NV veliko gostoto por na povrsini (30). Poleg

ustrezne hlapnosti mora topilo imeti tudi ustrezno povrSinsko napetost. Ugotovili so

namre¢, da na povrSinsko napetost polimerne raztopine, iz katere bomo s postopkom
elektrostatskega sukanja izdelovali vlakna, v najve¢ji meri vpliva ravno povrsinska
napetost izbranega topila, medtem ko je vpliv koncentracije polimera zanemarljivo majhen.
Tako lahko z raztapljanjem polimera v topilu z nizko povrSinsko napetostjo pripravimo
polimerno raztopino z nizko povrSinsko napetostjo, iz nje pa s postopkom elektrostatskega
sukanja NV brez vozlov (12). Poleg tega ima topilo velik vpliv tudi na premer viaken.
Geng je v svojem raziskovalnem delu skupaj s sodelavci ugotovil, da pri raztapljanju
hitosana v bolj koncentrirani ocetni kislini nastane polimerna raztopina z nizjo povrSinsko
napetostjo kot v primeru manj koncentrirane ocetne Kisline, in da je iz raztopine z niZjo
povrsinsko napetostjo s postopkom elektrostatskega sukanja mogoce izdelati tanjSa

hitosanska NV kot pa iz raztopine z vi§jo povrsinsko napetostjo (31).

1.8. IZDELAVA HITOSANSKIH NANOVLAKEN

V zadnjem casu je bilo izvedenih kar nekaj raziskav, v katerih so iz hitosanskih
raztopin s postopkom elektrostatskega sukanja izdelali NV (9). Porocajo o izdelavi

hitosanskih NV s povpre¢nim premerom 330 nm, pa tudi o uspes$ni izdelavi NV iz zmesi

hitosana in PVA s premerom vlaken v nanometrskem obmoc¢ju od 220 do 650 nm (9). V

nedavni $tudiji so v raztopino poleg hitosana kot dodaten polimer uvedli Se PEO, kar je

omogocilo izdelavo izredno tankih NV s premerom v obmo¢ju od 80 do 180 nm. Ugotovili
so tudi, da je izvedljivost elektrostatskega sukanja hitosanskih raztopin mo¢no odvisna od
razmerja med polimeroma v zmesi (9, 21).

Elektrostatsko sukanje raztopine ¢istega hitosana je zelo tezaven proces, saj ima
sam polimer nehomogeno sestavo in Siroko porazdelitev molekulske mase, kar je
posledica naravnega izvora polimera (15, 21). V raziskavi Bhattaraija in njegovih
sodelavcev zasledimo tudi podatek, da se pri elektrostatskem sukanju raztopine Cistega
hitosana z zelo nizko koncentracijo polimera, tj. 2 % (m/m) ali manj, curek raztopine
prekine Se preden le-ta doseze zbiralo, zato se pojavijo zgolj kapljice (9). S povecevanjem
koncentracije polimera v raztopini se Stevilo povezav med verigami hitosanskih molekul
hitro povecuje in doseze kriticno tocko, kjer nastane tridimenzionalna mrezasta gelska

struktura. Tako so raztopine Cistega hitosana z visoko koncentracijo polimera, tj. 2 %
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(m/m) ali vec¢, previskozne, da bi jih lahko potisnili skozi iglo. Podobno kot v prejsnji
situaciji tudi v tem primeru ne moremo izdelati vlaken, saj ne nastane kontinuiran curek s
konstantnim pretokom polimerne raztopine (1). Viskoznost polimerne raztopine je odraz
inter- in intramolekularnih povezav med polimernimi verigami (9). Tako je velika
viskoznost vodnih raztopin hitosana posledica mo¢nih vodikovih vezi med -NH, in -OH
funkcionalnimi skupinami, ki se nahajajo na povrsini hitosanskih verig (15). Naslednjo
tezavo predstavlja majhna topnost hitosana v vodi, kar lahko premostimo z uporabo
ustreznega topila, najpogosteje z uporabo npr. ocetne kisline, trifluoroocetne kisline ali pa
diklorometana (21). Tako porocajo o uspes$ni izdelavi vlaken iz hitosana, ki so ga raztopili
v zelo koncentrirani ocetni kislini in izdelali vlakna s premerom 130 nm, pri uporabi
organskega topila pa so dobili vlakna s SirSo porazdelitvijo premera, in sicer od 60 do 330
nm (4). Tezave pri izdelavi hitosanskih NV se pojavijo tudi zaradi izredno visoke
prevodnosti njegovih raztopin v kislem mediju. Hitosan ima proste -NH, skupine, ki so v
mediju z nizkim pH v protonirani obliki in tako povecajo ionsko gostoto v curku, da
postopek elektrostatskega sukanja polimerne raztopine Cistega hitosana ni izvedljiv. Zaradi
mocnih elektrostatskih odbojnih sil, ki v elektricnem polju delujejo med enako nabitimi
verigami polimera, postane ovinkarjenje nitastega curka tako intenzivno, da do nastanka
vlaken ne pride. Za reSitev opisane tezave mnogi raziskovalci predlagajo dodatek PEO k
raztopini hitosana. PEO naj bi se preko vodikovih vezi povezoval s hitosanom in s tem
zniZal prevodnost hitosanskih raztopin ter tako omogocil nastanek kontinuiranega nitastega
curka raztopine polimerne zmesi (25). Po drugi strani pa naj bi dodatek PEO v hitosansko
raztopino dodatno znizal Se viskoznost raztopine polimerne zmesi ter omogocil

elektrostatsko sukaje raztopin z vi§jo koncentracijo polimera (1).

1.9. IN VITRO BIOLOSKO VREDNOTENJE

Za uporabo NV v in vivo okolju je bistveno poznavanje njihovega vpliva na celice,
ki ga lahko delno ovrednostimo s poskusi in vitro na celi¢nih linijah. Da bi razumeli, kako
specificna NV vplivajo na obnaSanje celic, je potrebno spremljati njihovo morfologijo,
pritrjanje na podlago, proliferacijo, gostoto, medsebojno ureditev celic itd. (4). Znano je,

da ima na celi¢no morfologijo najvecji vpliv substrat, na katerega je celica pritrjena. Tako

porocajo o vretenasti morfologiji celic, ki rastejo na ravni podlagi in o kroglasti morfologiji
celic, ki rastejo na mrezi NV (32). Poleg tega so ugotovili, da celice med gojenjem lahko
pridobijo podolgovato obliko, ko znotraj mreze NV rastejo vzporedno z vlakni (4). Pri
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izdelavi tkivnih nadomestkov je zelo pomembno, da se celice takoj pritrdijo na ogrodje, Se
bolje pa je, ¢e se v ogrodje vkljucijo in znotraj njega razmnozujejo. Dokaz pritrjanja so
izrastki iz celic oz. filopodiji (4). V Studijah pritrjanja celic na razli¢ne podlage zasledimo
razli¢ne rezultate, a vecina raziskovalcev porofa o izboljSanem pritrjanju razli¢nih vrst
celic na mreze NV v primerjavi z ravno povrsino. Tako je raziskovalec Liu skupaj s
sodelavci opazil, da so imeli fibroblasti, ki so jih gojili na mrezi NV iz polimetilmetakrilata
(PMMA), veliko ve¢ izrastkov, kot pa tisti, ki so jih gojili na ravni stekleni povrsini (33).
Po drugi strani Sangsanoh v svoji Studiji razlik med keratinociti, ki so rastli na hitosanskih
NV, in tistimi, ki so rastli na stekleni podlagi, ni opazil. Tako na NV kot tudi na stekleni
podlagi je na celicah Ze po 8 urah inkubacije opazil Stevilne izrastke. Do razlik je prislo
Sele po petih dneh gojenja, saj so se celice na NV zacele prerascati in oblikoval se je
veéplastni tridimenzionalni celi¢ni konstrukt (21). Dokazano je tudi, da nanotopografija

vlaken vpliva na proliferacijo celic (4). Spodbujanje proliferacije keratinocitov in

fibroblastov je bistvenega pomena pri oblikovanju sodobnih oblog za pospeSeno celjenje
ran pa tudi pri izdelavi koznih nadomestkov. O pospeseni proliferaciji poroc¢a raziskovalec
Chen, ki je skupaj s sodelavci dokazal, da se fibroblasti na NV iz zmesi hitosana in
kolagena hitro razmnozujejo (25). Tudi Chong je v svojem raziskovalnem delu dokazal
pospeseno proliferacijo fibroblastov na mrezi NV, ki so bila izdelana iz zmesi PCL in
zelatine. S tem sta oba pomembno prispevala k razvoju novih, izboljsanih oblog, ki

omogocajo hitrejse celjenje koznih poskodb (13).
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2. NAMEN DELA

Namen diplomske naloge je s postopkom elektrostatskega sukanja izdelati hitosanska
NV, ki bi bila primerna za izdelavo koznih nadomestkov ali sodobnih oblog za pospeseno
celjenje ran. Ker je elektrostatsko sukanje same hitosanske raztopine zelo tezaven proces,
bomo poleg hitosana uporabili Se dodaten polimer PEO. V raziskavi bomo uporabljali
vedno isti PEO in tri razli¢ne vrste hitosana: hitosan nizke molekulske mase (LMW Hit),
hitosan srednje molekulske mase (MMW Hit) in hitosan nizke vsikoznosti (LV Hit). Tako
hitosan kot tudi PEO bomo raztopili bodisi v 3 % bodisi v 30 % ocetni Kislini.

Prvi cilj naloge bo ovrednotiti spremenljivke polimernih raztopin, kar pomeni, da bomo
raztopinam z razli¢nim razmerjem Hit/PEO izmerili prevodnost, povrSinsko napetost in
viskoznost. Glede na dobljene rezultate bomo nato dolog¢ili spremenljivke tehnoloskega
postopka, tj. razdaljo med konico igle in zbiralom, napetost elektricnega polja in pretok
¢rpalke, pri katerih se bo na konici igle oblikoval stabilen, kontinuiran curek. S tem namre¢
vplivamo na morfologijo in povpreéni premer NV.

Drugi cilj naloge bo s pomo¢jo vrsti¢ne elektronske mikroskopije (SEM mikroskopija)
ovrednotiti morfologijo NV takoj po izdelavi in po spiranju z etanolom in PBS. S tem
bomo preucili njihovo obnasanje v vodnem oz. celicnem mediju (ohranitev integrite NV),
kjer se bo odvijalo in vitro vrednotenje na celi¢ni liniji. S pomoc¢jo racunalniskega
programa ImageJ bomo dolocili Se povprec¢ni premer NV in tako preucili odnos med
premerom vlaken in njihovo sestavo.

Tretji cilj naloge bo in vitro ovrednotiti bioloski odziv celi¢ne linije keratinocitov na
sam material, iz katerega so NV izdelana, in obenem ugotoviti, kakSen je odziv
keratinocitov na nanotopografijo NV. V ta namen bomo s pomo¢jo invertne svetlobne in
fluorescenéne mikroskopije opazovali morfologijo celic in njihovo pritrjanje na podlago.
Primerjali bomo gostoto keratinocitov, ki rastejo na NV, z gostoto keratinocitov, ki rastejo
na praznem krovnem stekelcu in tako ovrednotili rast keratinocitov na NV. Pozorni bomo
tudi na nacin celi¢ne rasti, kjer bomo opazovali, ali keratinociti rastejo posamicno ali v
skupkih. Z MTS testom pa bomo nazadnje preverili ¢ metabolno aktivnost oz. posredno
proliferacijo celic, saj je le-ta bistvenega pomena za uporabo NV in vivo.
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3. EKSPERIMENTALNI DEL

3.1. IZDELAVA NANOVLAKEN
3.1.1. MATERIALI

~

Hitosan nizke molekulske mase (50-190 kDa), poli (D-glukozamin) deacetiliran
hitin (75-85%), Aldrich Chemistry (Sigma-Aldrich), ZDA,

Hitosan srednje molekulske mase (190-310 kDa), poli (D-glukozamin) deacetiliran
hitin (75-85%), Aldrich Chemistry (Sigma-Aldrich), ZDA,

Hitosan nizke viskoznosti iz lupine kozic, Sigma Life Science, Biochemika, ZDA
(slika 8);

CHs
H o=<
NHz o NH
HO 0 HO O
8] d HO Q
NH;
OH OH

Slika 8: Kemijska struktura hitosana.

Polietilenoksid, inhibiran z 200-250 ppm BHT (butil hidroksitoluen), povpre¢na
molekulska masa 900 000, Aldrich Chemistry (Sigma-Aldrich), ZDA (slika 9);

P”v W P T O\f%

Slika 9: Kemijska struktura PEO.

Triton X-100™ za uporabo v molekularni biologiji, biologko preizkusen, Aldrich
Chemistry (Sigma-Aldrich), ZDA (slika 10);

jﬂ ,-"&

Slika 10: Kemijska struktura Triton X-100.

Dimetilsulfoksid (DMSQO), topilo za visoko tekocinsko kromatografijo, Aldrich
Chemistry (Sigma-Aldrich), ZDA (slika 11);

o}
|

S
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Slika 11: Kemijska struktura DMSO.
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Ocetna kislina 100 % (ledoct), Merck KgaA, Nemcdija;
Etanol 96 %, PharmaChem, Ph. Eur. 5.0., vsebnost etanola: 95,1-96,9 % (v/v),

Nemcija ;

priprava fosfatne pufrske raztopine (PBS): v 1 L precis¢ene vode smo natehtali 8,0
g NaCl, 0,2 g KCl, 1,44 g Na,HPQ,, 0,24 g KH,PO, in s pomo¢jo HCI uravnali pH
na7,4.

3.1.2. NAPRAVE

3.1.2.1. Priprava polimernih raztopin

Tehtanje prahov in mesanje raztopin je poteklo na naslednjih napravah:

~ analitska tehtnica, Mettler Toledo AG245, Schwerzenbach, Svica;

~ digitalna tehtnica, Sartorius BP310S, Géttingen, Nemdija;

~ magnetno mesalo, Ika Werke RO 15, New Jersey, ZDA.

3.1.2.2. Vrednotenje spremenljivk polimerne raztopine

Pri vrednotenju smo uporabili za:

~

merjenje pH: pH meter, MA 234, Seven Multi, Mettler Toledo, pH/lon Analyzer,
Schwerzenbach, Svica; pH indikatorske listi¢e (Acilit, ph 0-6), Merck, Nem¢ija;

merjenje viskoznosti: oscilacijsko rotacijski viskozimeter Rheolab MCR 301, Paar

Physica, Stuttgart, Nemcija; merilni sistem stozec ploscica CP50-2 (Del. No.
80166481, D:50 mm, kot 2°) ; termostat Viscotherm VT 10, Pysica, Sttutgart,

Nemcija; osebni racunalnik;

merjenje prevodnosti: Conductivity meter, Ma 5964, Iskra, Slovenija;

merjenje povrSinske napetosti: Procéssor Tensiometer K12, verzija 5.05, Kriiss
GMBH, Nem¢ija.

3.1.2.3. Izdelava in spiranje nanovlaken

Pri izdelavi NV smo uporabljali:

~

~

~

20 mL brizgo, B-Braunn, ZDA;
kovinsko iglo z notranjim premerom 0,8 mm, Linari Engineering, Italija;
&rpalko, Razel ™, Ma R-99E, ltalija;

izvor visoke napetosti, Linari Engineering s.r.l., Ma. P60-R-EU, ltalija;

23



~ aluminijasto folijo,

~ gazo,
~ Tegaderm™ Contact 3M Health Care, Neuss, Nem&ija;

~ Vvelika krovna stekelca (22x22 mm);

~ mala krovna stekelca (2r = 5 mm).

3.1.2.4. Vrednotenje izdelanih nanovlaken
Pri vrednotenju morfologije posusenih in spranih NV ter njihovega premera smo si
pomagali z :

~ obojestranskim lepilnim prevodnim trakom, premer 12 mm, Oxon, Oxford

instruments, Velika Britanija;

~ rsticnim _ali'scanning’ elektronskim mikroskopom (SEM mikroskop) s

pospesevalno napetostjo 1 kV, SEM Supra 35 VP, Oberkochen, Zeiss, Nemcija;
~ raCunalniS§kim programom ImageJ, Image Processing and Analyzing in Java, 1.44p,
NIM, ZDA,;

3.1.3. METODE
3.1.3.1. Priprava polimernih raztopin

Loceno smo pripravili 2 % (m/v) raztopino hitosana (LMW Hit ali MMW Hit ali
LMWI/LV Hit v razmerju 1:1) in 3 % (m/v) raztopino PEO v 3 % 0z. 30 % (v/v) vodni

raztopini_ocetne kisline. Na magnetnem meSalu smo v erlenmajericah nato raztopini
pomesali v razli¢nih (v/v) razmerjih Hit/PEO (100/0, 95/5, 90/10, 80/20, 70/30, 60/40). Po
5 h meSanja na magnetnem mesSalu pri sobni temperaturi smo raztopinam dodali Triton X-
100™ in DMSO v taki koli¢ini, da je bila konéna koncentracija Triton X-100™ v

raztopini 0,3 % (v/v) in konéna koncentracija DMSO 10 % (v/v). Za merjenje viskoznosti,
povrSinske napetosti in prevodnosti smo pripravili raztopine enakih razmerij (v/v)
Hit/PEO, le da jim DMSO in Triton X-100™ nismo dodali.

3.1.3.2. Vrednotenje spremenljivk polimerne raztopine

Pred izdelavo NV smo ovrednotili spremenljivke raztopin polimernih zmesi

Hit/PEO in se pri tem osredotocili na:
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~

pH: Izmerili smo pH raztopin polimernih zmesi z razli¢énimi (v/v) razmeriji
Hit/PEO v 30 % in 3 % vodni raztopini ocetne kisline. Meritve so potekale pri
sobni temperaturi.
viskoznost: Pripravili smo polimerne zmesi razli¢nih (v/v) razmerij Hit/PEO z
in brez DMSO in Triton X-100™ in jim viskoznost kontinuirano merili 1 teden
v Sestih ¢asovnih toc¢kah (5 h, 19-22 h, 27 h, 51 h, 75 h, 243 h). Prvo meritev
smo vedno opravili po 5 h mesanja, tik preden smo dodali DMSO in Triton X-
100™, zadnjo pa po 1 tednu (275 h). Med meritvami so se vzorci mesali (med
¢asovnimi tockami od 5 do 75 h) ali pa so bili spravljeni v hladilniku (med
zadnjima casovnima toCkama, tj. od 75 do 273 h). Viskoznost smo na
oscilacijskem rotacijskem viskozimetru merili tako, da smo na plos¢ico vedno
dali 5 mL polimerne raztopine. Na opisan na¢in Smo viskoznost spremljali v
vzorcih, ki so bili narejeni iz naslednjih raztopin polimernih zmesi:

~ LMW Hit/PEOQ, raztopljena v 3 % (m/v) ocetni Kislini,

~ LMW Hit/PEOQ, raztopljena v 30 % (m/v) ocetni kislini,

~  MMW Hit/PEOQ, raztopljena v 3 % (m/v) ocetni Kislini.
Meritve so potekale v obmo¢&ju strizne hitrosti 0-100 s™ pri temperaturi 25 °C.
prevodnost: Izmerili smo prevodnost raztopin polimernih zmesi z razli¢nimi
(v/v) razmerji Hit/PEO z in brez DMSO in Triton X-100™. Meritve smo
opravili tako, da smo elektrodo potopili v 50 mL vzorca, pri ¢emer SO meritve
potekale pri sobni temperaturi .

povrsinska napetost: Izmerili smo povrSinsko napetost raztopin polimernih

zmesi z razli¢nimi (v/v) razmerji Hit/PEO z in brez DMSO in Triton X-100™.
Uporabili smo Wilhelmijevo metodo s plosc¢ico, ki jo teko€ina popolnoma

omoci. Meritve so potekale pri sobni temperaturi v vzorcih z volumnom 50 mL.

3.1.3.3. lIzdelava in spiranje nanovlaken

Brizgo smo napolnili s 5-6 mL polimerne raztopine in skozi iglo iztisnili vse zra¢ne
mehurcke. Nato smo brizgo postavili v ¢rpalko, ki je zagotavljala konstanten pretok
polimerne raztopine (0,6 — 1,2 mL/h). Razdaljo med konico igle in zbiralom smo nastavili
na 18 cm in temu primerno spreminjali napetost (od 20 do 24 kV). lzdelava NV je potekala
v ali izven odsesovalne komore (digestorija) pri sobni temperaturi. Tudi suSenje je

potekalo pri sobni temperaturi. Da bi se znebili morebitnega ostanka topil smo vlakna
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sprali 3-krat s 75 % etanolom, 2-krat s precis¢eno vodo in 3-krat s PBS. Nato smo ponovno

vzorec posusili pri sobni temperaturi.

3.1.3.4. Vrednotenje izdelanih nanovlaken

Izrezali smo koscéek zbirala z dimenzijami 5x5 mm s posuSenim vzorcem NV in ga
z obojestranskim lepilnim prevodnim trakom pritrdili na kovinske nosilce in jih nato
preucili s pomoc¢jo SEM mikroskopa pri pospeSevalni napetosti 1 kV in z uporabo
sekundarnega detektorja. Pri analiziranju premera NV smo si pomagali Se z racunalniSkim
programom ImageJ. Na vsaki SEM sliki smo izmerili premer 50-im naklju¢no izbranim
NV in rezultat podali kot povpre¢je in standardno deviacijo vseh meritev. Tako smo s
pomocjo vrsti¢ne elektronske mikroskopije in racunalniskega programa ugotavljali premer

in morfologijo izdelanih NV ter NV po spiranju.

3.2. IN VITRO BIOLOSKO VREDNOTENJE
3.2.1. MATERIALI
~ celi¢na linija keratinocitov (NCTC2544), ICLC, (Univerza v Genovi, Italija);

~ priprava rastnega medija za keratinocite: MEM (»Minimum essential medium«),
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Nemc¢ija) z dodatki:

— 10 % (v/v) fetalni goveji serum (Gibco® Invitrogen, ZDA),
— 1 % (v/v) neesencialne aminokisline (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Nemcija),
— 2 mM L-glutamin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Nem¢ija),
— 100 U/mL antibiotik/antimikotik: 10 000 IU penicilin, 10 mg streptomicin,
2,5 ng amfotericin B (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Nemcija);
~ sterilna voda: bidestilirana voda, sterilizirana z avtoklaviranjem po postopku za
sterilizacijo tekoc¢in (121 °C, 20 min);
~ 4 % formalin ali paraformaldehid (Sigma - Aldrich Chemie GmbH, Nem¢ija);
~ Triton® X-100 (Merck, Darmstadt, Nem¢ija);

~ MTS reagent (CellTiter 967 Aqueus One Solution Cell Proliferation Assay,
Promega Corporation, Madison, W1, ZDA);

~ barvilo za jedra: Hoechst 33342, 2’-(4-etoksifenil)-5-(4-metil-1-piperazinil)-2,5'-bi-
1H-benzimidazol trihidroklorid, (Honeywell Riedel-de Haen®, Nemcija);
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~ barvilo za aktin:

— Faloidin tetrametilrodamin B izotiocianat (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Nemcija), rdecCe obarvanje;

— Faloidin fluorescein izotiocianat (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Nemc¢ija),
zeleno obarvanje;

~ ProLong® Antifade Kit, Invitrogen, (Molecular ProbesTM, ZDA).

3.2.2. NAPRAVE
Pri gojenju celi¢ne linije keratinocitov, pri pripravi polimernih filmov in NV v
gojitvenih polistirenskih plos¢ah in pri vrednotenju njihovega vpliva na rast keratinocitov

in vitro smo si pomagali z naslednjimi napravami:

i

asepti¢na komora z laminarnim pretokom zraka, Iskra Pio, Slovenija;

~ inkubator za celi¢ne kulture, Sanyo, Japonska;

~ Neubauerjeva komora za $tetje celic;

~ fotoaparat, Olympus C-7070, Japonska;

~ invertni svetlobni mikroskop CKX41, Olympus, Japonska;

~ fluorescen¢ni mikroskop, Olympus 1X 81, Japonska;

~ &italec mikrotitrske plosée, Safire 2, Tecan, Svica.

3.2.3.METODE
3.2.3.1. Gojenje celi¢ne linije keratinocitov

Keratinocite smo gojili v gojitvenih plastenkah s povrs§ino 75 cm? ali 25 cm> Rast
celic smo spremljali pod invertnim svetlobnim mikroskopom in, ko so le-te dosegle ~70 %
konfluentnost, smo jih presadili v nove posode s svezim medijem. To smo naredili tako, da
smo iz plastenke najprej odlili medij (pri tem so celice ostale pritrjene na dno posode).
Celice smo nato sprali s 5 mL steriliziranega PBS, da smo odstranili proteine govejega
seruma. Dodali smo 1,5 mL (velika gojitvenga plastenka, S = 75 cm?) oz. 0,5 mL (mala
gojitvenga plastenka, S = 25 cm?) raztopine encima tripsina, ki je locil celice med seboj in
od podlage. Zaprto gojitveno plastenko smo za nekaj minut postavili v inkubator in s tem
pospesili proces tripsinizacije. Pod invertnim svetlobnim mikroskopom smo lahko videli
spremembo morfologije celic iz vretenaste v kroglasto obliko. Ko so se celice locile od

podlage, smo dodali 4,5 mL (velika gojitvenga plastenka) oz. 3 mL (mala gojitvenga
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plastenka) medija za keratinocite s proteini govejega seruma. To je deaktiviralo tripsin, saj
bi sicer predolgo delovanje tripsina lahko povzrocilo poskodbe na celicah. »Odlepljene«
celice smo odpipetirali v 15 mL centrifugirko in jih centrifugirali 5 min pri 1300
obratih/minuto. Supernatant smo zavrgli, celice pa redispergirali v 1,5 mL svezega medija.
Del celic smo nato prenesli v novo gojitveno plastenko, v katero smo ze pred tem dali 13
mL (velika gojitvenga plastenka) oz. 7 mL (mala gojitvenga plastenka) svezega medija.
Celice smo inkubirali pri 37 °C in 5 % CO; toliko casa, da so dosegle ~70 %
konfluentnost, nato pa smo jih ponovno presadili. Pri presajanju smo vedno poskrbeli, da je
bila gostota celic v novi gojitveni plastenki 2x10* celic/cm?. Stevilsko koncentracijo celic
smo doloc¢ili s pomoc¢jo hemocitometra v Neubauerjevi komori na naslednji na¢in: ko smo
celice tripsinizirali in pripravili homogeno disperzijo celic, smo 50 pL le-te odpipetirali v
1,5 mL epico in jo razred¢ili s 450 pL medija. 50 uL razred¢enih celic smo nato prenesli v
Neubauerjevo komoro. V vseh §tirih poljih hemocitometra smo presteli celice in s pomocjo

enacbe 1 dolocili Steviléno koncentracijo celic v disperziji.

Stevilo celic  Stevilo preStetih celic

= X faktor redtenja x 10*
mL Stevilo preStetih polj / edceny

Enacba 1: Izracun Steviléne koncentracije celic.

3.2.3.2. Priprava polimernih filmov in nanovlaken za in vitro biolosko vrednotenje
V' 96-vdolbinskih mikrotitrskih plos¢ah smo pripravili polimerne filme, da bi

ugotovili, kakSen je vpliv materiala (polimerov 0z. njihovih zmesi) na rast keratinocitov in

vitro. V ta namen smo v posamezne vdolbinice odpipetirali 100 uL pripravljene raztopine
polimerih zmesi Hit/PEO brez DMSO in Triton X-100™ ter pustili vzorce susiti pri sobni
temperaturi od 1 do 2 tedna, da je topilo izhlapelo. Posusene filme smo nato 4-krat sprali s
100 pL predhodno steriliziranega PBS, jim dodali 100 uL rastnega medija in 100 pL
suspenzije celic, tako da je bila gostota celic v vsaki vdolbinici 2x10* celic/cm?. Kot
kontrola so nam sluZile vdolbinice brez polimernih filmov, v katere smo odpipetirali zgolj
100 puL medija in 100 uL suspenzije celic (tudi pri kontroli je bila gostota celic v vdolbinici
2x10* celic/cm?). Celice smo nato inkubirali 72 h pri 37 °C in 5 % CO; in jih vsak dan
pregledali pod invertnim svetlobnim mikroskopom.

V 6-vdolbinskih plos¢ah smo ugotavljali vpliv NV na rast kertinocitov in vitro. V

vsako vdolbino plos¢e smo polozili krovno stekelce (22x22 mm), na katerem so bila
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posusena Hit/PEO NV. NV smo nato sprali 3-krat z etanolom in nato Se 3-krat s PBS ali
pa le 3-krat s PBS. Po spiranju smo v vsako vdolbinico odpipetirali 1,5-2 mL medija in
toliko suspenzije celic, da je bila gostota v vsaki vdolbini 2x10* celic/cm?. Kot kontrola so
nam sluzile celice, ki smo jih nasadili na krovno stekelce brez NV. Celice smo nato
inkubirali 72 h pri 37 °C in 5 % COy ter jih vsak dan spremljali pod invertnim svetlobnim
mikroskopom.

3.2.3.3. Vrednotenje vpliva polimernih filmov in nanovlaken na keratinocite

Pod invertnim mikroskopom smo po 24 h, 48 h, 72 h in 96 h inkubacije neposredno
opazovali in slikali celice, ki so rastle na polimernih filmih v 96-vdolbinskih plos¢ah in
tudi celice, ki so rastle na krovnih steklcih z NV v 6-vdolbinskih plos¢ah. Opazovali smo

morfologijo, gostoto celic in nacin njihove rasti (posamezno ali v skupkih).

Za opazovanje pod fluorescenénim mikroskopom je bila potebna predhodna
priprava fiksnih preparatov celic po naslednjem postopku. Po 72 h gojenju celic na krovnih
stekelcih z NV smo iz vdolbinic odpipetirali medij in celice sprali z 1 mL PBS. Nato smo k
celicam dodali 500 puL 4 % formalina, s pomocjo katerega potecCe fiksacija celic s
premrezevanjem. Formalin preko tvorbe inter- in intramolekularnih kovalentnih vezi z
aminsko skupino povzro¢i premrezenje proteinov in nukleinskih kislin. S tem pa prepreci
avtolizo oz. razkroj celic zaradi delovanja encimov proteaz. Po 10 min inkubacije pri sobni
temperaturi smo formalin odpipetirali in ponovno celice sprali z 1 mL PBS, nato pa dodali
400 pL 0,25 % raztopine Triton X-100"™. Le-ta je sluzil za permeabilizacijo celi¢ne
membrane, s ¢cimer omogoc¢imo vstop fluorescenénih barvil. Po 10 min inkubacije pri sobni
temperaturi smo Triton X-100™ odstranili in ponovno sprali z 1 mL PBS, nato pa dodali
500 pL raztopine barvila za jedro s koncentracijo 5 pg/mL. Le-to je ob¢utljivo na svetlobo,
zato smo preparate zascitili pred svetlobo in s tem preprecili inaktivacijo barvila. Po 30
min inkubacije pri sobni temperaturi smo barvilo odstranili, ponovno sprali z 1 mL PBS in
dodali 500 pL barvila za aktin s koncentracijo 1,1 ug/ml. Zopet je sledila 30 min
inkubacija v temi, kateri je sledilo konéno 2-kratno spiranje preparata z 1 mL PBS. Na
objektno stekelce, ki smo ga predhodno oznacili, smo dali kapljico reagenta, ki preprecuje
bledenje fluorescence in poveca Stabilnost fluorescenénih barvil, in nanjo polozili rahlo
osuseno krovno stekelce. Preparat smo nato susili v temnem prostoru pri sobni temperaturi
Se dodatnih 48 h. Robove preparata smo nato premazali s transparentnim lakom za nohte.

Temu je sledilo opazovanje in slikanje pripravljenih preparatov pod fluorescen¢nim
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mikroskopom. Podobno kot prej smo bili pozorni na morfologijo, gostoto celic in nacin

njihove rasti (posamezno ali v skupkih).

3.2.2.6. Vrednotenje metabolne aktivnosti celic na nanovlaknih z MTS testom
MTS test je kolorimetri¢na metoda za merjenje aktivnosti metabolnih encimov, ki
reducirajo MTS reagent v rdece-vijoli¢no obarvan foramzan, Ki je topen v celicnem

mediju. MTS reagent je zmes tetrazolijeve soli (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-

karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazol v obliki soli) in fenazin etosulfata, ki je

reagent za prenos elektronov (34). Tetrazolijeva sol prehaja v celice, kjer se pod vplivom
encimov v mitohondrijih reducira do formazana (slika 12). Pretvorbo omogoc¢ajo NADPH-
ali NADH- dehidrogenazni encimi v metabolno aktivnih celicah. Koli¢ina nastalega

formazana je tako sorazmerna S$tevilu zivih celic in jo lahko na mikrotitrskem ¢italcu

merimo spektrofotometri¢no pri 490 nm (34).

CH, N

MTS Formazan

Slika 12: Kemijski strukturi MTS reagenta in formazana.

Za izvedbo MTS testa smo uporabili velika krovna stekelca (22x22 mm), vendar le
tista, na katerem so bila izdelana NV iz raztopine polimerne zmesi LMW Hit/PEO z (v/v)
razmerjem 70/30. Na krovno stekelce z NV smo nasadili keratinocite z gostoto 2x10*
celic/cm? in jih 72 h inkubirali pri 37 °C in 5 % CO,. Nato smo celice tripsinizirali, da so
se locile med seboj in od podlage. 100 pL suspenzije celic smo nato prenesli v mikrotitrsko
plosco s 96 vdolbinami in nato dodali $e 10 uL MTS reagenta. Po treh urah inkubacije pri

37 °C smo vzorcu izmerili absorbanco nastalega formazana pri 490 nm.
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4. REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1. VREDNOTENJE SPREMENLJIVK POLIMERNE RAZTOPINE
4.1.1. Prevodnost

Elektricna prevodnost je lastnost snovi, ki podaja razmerje med gostoto
elektri¢nega toka in jakostjo elektriénega polja (35). Polimerne raztopine, ki jih zelimo

elektrostatsko sukati ne smejo biti niti preve¢ niti premalo prevodne.

100/0 90/10 80/20 70/30 60/40

PREVODNOST (mS/cm)

(v/v) razmerje LMW Hit/ PEO

30 % ocetna kislina "BREZ" 30 % ocetna kislina "Z" ®3 % ocetna kislina "BREZ" 3 % ocetna kislina "Z"

Slika 13: Primerjava prevodnosti raztopin polimernih zmesi LMW Hit in PEO v 30 % oz. 3 % ocetni kislini.
»BREZ«: brez DMSO in Triton X-100™; »Z«: z DMSO in Triton X-100™.

100/0 90/10 80/20 70/30 60/40

(v/v) razmerje Hit/ PEO
= LMW Hit "BREZ" LMW Hit “Z" ®MMW Hit "BREZ" MW Hit "Z"

PREVODNOST (mS/cm)

Slika 14: Primerjava prevodnosti raztopin polimernih zmesi LMW Hit oz. MMW Hit in PEO v 3 % ocetni kislini.
»BREZ«: brez DMSO in Triton X-100™; »Z«: z DMSO in Triton X-100™.

V nasih poskusih smo preverjali kako pH topila oz. koncentracija ocetne Kisline
(30 % ali 3 % vodna raztopina ocetne Kisline) in molekulska masa hitosana (LMW Hit in
MMW Hit) vplivata na prevodnost polimernih raztopin. Slika 13 prikazuje, da je
prevodnost raztopin polimernih zmesi Hit/PEO, ki so bile pripravljene v 3 % vodni

31



raztopini ocetne Kisline, v povprecju za eno enoto visja kot pa prevodnost raztopin zmesi,
ki so bilie pripravljene v 30 % ocetni kislini. Dobljeni rezultati so v nasprotju s
pri¢akovanji, saj smo mislili, da bo v 30 % ocetni kislini z nizjim pH (preglednica 1), kjer
je ve¢ -NH, skupin hitosana v protonirani obliki in je ionska gostota vecja, tudi prevodnost
polimerne raztopine visja, kot pa v 3 % ocetni kislini z vi§jim pH. A ocitno so v ozadju Se

drugi dejavniki, ki vplivajo na omenjeno spremenljivko.

Preglednica I: Primerjava pH 3 % in 30 % vodne raztopine ocetne kisline.

pH

3 % vodna raztopina ocetne kisline | 2,54

30 % vodna raztopina ocetne kisline | 2,20

Po drugi strani slika 14 prikazuje, da so razlike v prevodnosti raztopin hitosana z
nizko in srednjo molekulsko maso zanemarljivo majhne. Na podlagi teh rezultatov lahko
zaklju¢imo, da ima pH oz. koncentracija ocetne kisline znatno vec¢ji vpliv na prevodnost
raztopin polimernih zmesi kot pa molekulska masa hitosana. S tem pa tudi ugotovimo, da
je pri izbiri hitosana z vidika prevodnosti raztopin vseeno ali uporabimo hitosan visje ali
nizje molekulske mase, bolj pomembno je, da ga raztopimo v ustrezno koncentrirani ocetni
kislini. V nasem primeru sta se tako 3 % kot 30 % ocetna kislina izkazali kot ustrezni
topili, saj smo pri obeh koncentracijah na konici igle uspeli vzpostaviti stabilen kontinuiran
curek.

V nadaljevanju smo skusali ugotoviti povezavo med prevodnostjo raztopin in (v/v)
razmerjem Hit/PEO. Podobno kot v studiji Chena in njegovih sodelavcev (25) smo tudi
mi ugotovili, da prevodnost z ve¢anjem deleza PEO v zmesi pada in je tako najmanjsa pri
proucevani zmesi Hit/PEO 60/40 (v/v), kar je lepo vidno tako na sliki 13 kot tudi na sliki
14. Rezultat je pricakovan, saj je prevodnost 3 % osnovne raztopine PEO, ki spada med
neionogene polimere, nizja kot prevodnost 2 % raztopine hitosana, ki ga uvr§¢amo med
polimere kationskega tipa. Tak rezultat dobimo neglede na to, ali kot topilo uporabimo 3 %
ali 30 % ocetno kislino (preglednica I1).

Preglednica I1: Primerjava prevodnosti raztopin PEO in LMW Hit v 3 % 0z. 30 % ocetni Kislini.

Prevodnost (mS/cm)
3 % (m/v) raztopina PEO v 3 % ocetni Kislini 0,849 + 0,007
2 % (m/v) raztopina LMW Hit v 3 % ocetni kislini 3,416 + 0,009
3 % (m/v) raztopina PEO v 30 % ocetni kislini 1,286+ 0,011
2 % (m/v) raztopina LMW Hit v 30 % ocetni kislini 2,357 + 0,009
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Na prevodnost polimernih raztopin lahko vplivamo z dodatkom sotopila in
povrsinsko aktivne snovi (PAS). Tako smo ugotavljali vpliv dodatka DMSO in Triton X-

100™. Triton X-100™ je neionogena PAS, ki naj bi po poroganju skupine raziskovalca

Bhattaraija izboljsala lastnosti raztopin polimerne zmesi Hit/PEO (prevodnost, povrSinsko
napetost in viskoznost) in tako omogocila izvedljivost elektrostatskega sukanja tudi tistih
raztopin polimerne zmesi, ki vsebujejo visok delez hitosana (9). Po drugi strani je DMSO

sotopilo organskega izvora, ki naj bi podobno kot Triton X-100™

tudi vplivalo na lastnosti
raztopine polimerne zmesi in tako izboljSalo enotnost izdelanih NV v smislu zmanjs$anja
stevila vozlov (9). Sliki 13 in 14 prikazujeta, da dodatek PAS in sotopila v raztopino zmesi
polimerov zmanjs$a njeno prevodnost. Da bi ugotovili, kateri izmed dodatkov bolj zniza
prevodnost, smo pripravili raztopini polimernih zmesi LMW Hit/PEO 60/40 (v/v) le z
dodatkom DMSO in le z dodatkom Triton X-100™. Kot kaZejo rezultati v preglednici 111,
dodatek sotopila zniza prevodnost raztopine bolj kot pa dodatek PAS. Vidimo tudi, da se
prevodnost polimerne raztopine z obema dodatkoma skoraj ujema s prevodnostjo
polimerne raztopine le z dodatkom DMSO oz. prevodnost polimerne raztopine brez
dodatkov se ujema s prevodnostjo polimerne raztopine le z dodatkom Triton X-100™. 1z
tega sklepamo, da je znizanje prevodnosti raztopine polimerne zmesi predvsem posledica

dodatka sotopila DMSO.

Preglednica I11: Primerjava prevodnosti raztopin polimernih zmesi LMW Hit in PEO z razmerjem 60/40 (v/v) v 30 % ocetni

kislini.
Prevodnost (mS/cm)
Hit/PEO 60/40 le z dodatkom DMSO 1,213 + 0,006
Hit/PEO 60/40 le z dodatkom Triton X-100 1,636 + 0,007
Hit/PEO 60/40 z obema dodatkoma 1,201 + 0,006
Hit/PEO 60/40 brez dodatkov 1,680 + 0,006

4.1.2. Povrsinska napetost

Povrsinska napetost je lastnost kapljevine, ki podaja energijo na enoto povrsine (35)
in je pri elektrostatskem sukanju ena izmed zelo pomembnih spremenljivk. Curek se
znotraj generiranega elektricnega polja oblikuje na tisti tocki, kjer elektrostatske sile
presezejo povrSinsko napetost polimerne raztopine (15). Nizja povrSinska napetost
polimerne raztopine torej omogoca izvajanje elektrostatskega sukanja pri nizji napetosti
elektri¢nega polja, zato je bolje uporabljati raztopine polimerov z niZjo povSinsko

napetostjo (14).
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80

POVRSINSKA NAPETOST (mN/m)

100/0 90/10 80/20 70/30 60/40
(v/v) razmerje Hit/ PEO
= LMW Hit "BREZ" LMW Hit "Z" ®MMW Hit "BREZ" MMW Hit "Z"

Slika 15: Primerjava povrsinske napetosti raztopin polimernih zmesi LMW Hit oz. MMW Hit in PEO v 3 % ocetni kislini.
»BREZ«: brez DMSO in Triton X-100™;»Z«: z DMSO in Triton X-100™.

Povrsinsko napetost smo merili raztopinam zmesi Hit/PEO v 3 % vodni raztopini
ocetne Kisline in pri tem proucevali vpliv molekulske mase hitosana na izbrano
spremenljivko. Rezultati na sliki 15 kaZejo, da je povrSinska napetost pri raztopinah
hitosana srednje molekulske mase za 3-5 mN/m vi§ja v primerjavi z nizko molekularnim
hitosanom. Na podlagi tega rezultata se je pri izbiranju hitosana bolje odlo¢iti za hitosan
nizje molekulske mase, saj imajo raztopine polimerne zmesi Hit/PEO nizjo povsinsko
napetost.

Razlik v povrSinski napetosti zmesi z razlicnim (v/V) razmerjem Hit/PEO ni.
Opazimo pa, da se povrsinska napetost po dodatku PEO v raztopino hitosana zmanj$a ne
glede na molekulsko maso hitosana, kar se sklada z rezultati studije raziskovalne skupine
Zianija in sodelavcev (15). V njej so natan¢no proucevali vpliv dodanega PEO na
povrsinsko napetost hitosanske raztopine in ugotovili, da je njegov ucinek odvisen od
koncentracije ocetne kisline. Dodatek PEO, ki je neionogen polimer, v raztopino hitosana v
10 % ocetni Kislini, je vodilo v zniZanje povSinske napetosti raztopine. Po drugi strani pa je
pri raztapljanju hitosana v 50 % ali 90 % ocetni kislini, dodan PEO zvisal povrsinsko
napetost (15).

Podobno kot pri prevodnosti smo opazili velik vpliv dodatkov DMSO in Triton
X-100™ na povrsinko napetost. Slika 15 jasno prikazuje, da se povrsinska napetost
polimerne raztopine po dodatku sotopila in PAS vedno zniza za skoraj 50 % glede na
polimerno raztopino brez dodatkov. Predvidevamo, da je za to v najveéji meri odgovoren
Triton X-100 ™, saj se njegove amfifilne molekule takoj po dodatku v raztopino polimerne
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zmesi razporedijo na mejo povrsine in znizajo medfazno napetost med tekocino in zrakom.
Podobno so vpliv dodatka neionogene PAS proucevali v Studiji Zianija s sodelavci (15),
pri Gemer so v polimerne raztopine namesto Triton X-100 ™ dodajali Tween 20. Tudi v tej
raziskavi so ugotovili, da ze dodatek majhne koli¢ine neionogene PAS precej zniza
povrsinsko napetost polimerne raztopine. To je zazeleno, saj v tem primeru povrsinsko
napetost raztopine presezemo z ustrezno nizjo napetostjo elektrinega polja in tako

vzpostavimo kontinuiran nitrast curek polimerne raztopine pri milejSih pogojih (14).

4.1.3. Viskoznost

Viskoznost 0z. notranje trenje je lastnost tekocine, ki zavira njen tok tako, da njene
pocasnejse plasti zavirajo hitrejSe plasti (35). Pri izdelavi NV s postopkom elektrostatskega
sukanja pa je visoznost kriti¢ni dejavnik, ki vpliva na izvedljivost elektrostatskega sukanja
polimerne raztopine (9, 15). Ce je raztopina, iz katere nameravamo izdelati NV, premalo
viskozna, na konici igle ne bomo dobili stabilnega curka. In obratno, ¢e je prevec viskozna,
je ¢rpalka ne bo mogla potisniti skozi iglo (2). Zasledili smo podatek, da se maksimalna
viskoznost poljubne polimerne raztopine, ki jo je $e¢ mogoCe potisniti skozi iglo, v
odvisnosti od uporabljenega polimera nahaja znotraj obmoc¢ja od 0,1 do 21,5 Pa.s (14).
Tako smo tudi mi ugotovili, da je 2 % raztopina hitosana, ki ima viskoznost v odvisnosti
od molekulske mase polimera in koncentracije ocetne kisline v obmo¢ju od 0,061do 2,770
Pa.s, previskozna in je zato ne moremo neposredno uporabiti za izdelavo NV (preglednica
IV). Da bi resili problem, smo na podlagi Studije Battaraija in njegovih sodelavcev
raztopini hitosana dodali PEO. Raziskovalci v svojem raziskovalnem delu razlagajo, da se
molekule PEO s svojimi -OH skupinami vezejo na hrbtis¢e hitosanskih molekul in na ta
nacin zmotijo samozdruzevanje hitosanskih verig (9). Sprememba, ki jo povzroc¢i dodatek

PEO, naj bi se fizikalno odrazala z zmanj$anjem viskoznosti (9, 25).

Preglednica 1V: Primerjava viskoznosti raztopin LMW Hit in MMW Hit v 3 % in 30 % ocetni Kislini.

viskoznost (Pa.s)
2 % (m/v) raztopina LMW Hit v 30% ocetni Kislini 0,071
2 % (m/v) raztopina LMW Hit v 3 % ocetni kislini 0,061
2 % (m/v) raztopina MMW Hit v 3% ocetni kislini 2,770
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Slika 16: Viskoznost raztopin polimernih zmesi LMW Hit in PEO v 30 % ocetni kislini.
»BREZ«: brez DMSO in Triton X-100™; »Z«: z DMSO in Triton X-100™.
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Slika 17: Viskoznost raztopin polimernih zmesi LMW Hit in PEO v 3 % ocetni kislini.
»BREZ«: brez DMSO in Triton X-100™; »Z«: z DMSO in Triton X-100™.
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Slika 18: Viskoznost raztopin polimernih zmesi MMW Hit in PEO v 30 % ocetni kislini.
»BREZ«: brez DMSO in Triton X-100™; »Z«: z DMSO in Triton X-100™.

Ker je viskoznost raztopine pomembna spremenljivka, ki vpliva na proces in

produkt elektrostatskega sukanja, smo zeleli preveriti, ali se viskoznost polimerne
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raztopine s ¢asoma spreminja ali je konstantna. Predvidevamo namre¢, da je konstantna
viskoznost potrebna za ponovljivost procesa elektrostatskega sukanja. Tako smo pripravili
zmesi raztopin nizko oz. srednje molekularnega hitosana in PEO v 3 % 0z. 30 % ocetni
Kislini ter spremljali njihovo viskoznost v ¢asu 1 tedna po izdelavi.

Sliki 17 in 18, ki prikazujeta viskoznosti polimernih zmesi nizko molekularnega

hitosana s PEO in srednje molekularnega hitosana s PEO v 3 % ocetni kislini, kazeta velik

vpliv molekulske mase hitosana na viskoznost polimerne raztopine. Pri vzorcih raztopin
hitosana srednje molekulske mase je namre¢ viskoznost za kar 1-3 Pa.s viSja kot pri
vzorcih nizko molekularnega hitosana. V studiji Zianija in njegovih sodelavcev razlagajo,
da je vpliv molekulske mase na viskoznost posledica konformacije hitosanskih verig (15).
Verige hitosana z molekulsko maso vecjo od 223 kDa (v naSem primeru je tak hitosan
srednje molekulske mase z molekulsko maso v obmo¢ju 190-390 kDa) se v raztopini

nahajajo v zviti obliki (konformacija tuljave). Po drugi strani pa so verige hitosana z

molekulsko maso manjSo od 148 kDa (sem sodi hitosan nizke molekulske mase z

molekulsko maso v obmoc¢ju 50-190 kDa) nahajajo v raztopini v iztegnjeni obliki

(konformacija palice) (15). Posledica razliénih konformacij je razlika v porazdelitvi

nabojev na verigah in v stevilu vodikovih vezi med polimernimi verigami (15). Tako lahko
sklepamo, da pri hitosanu s srednjo molekulsko maso, ki se v ve¢jem delezu nahaja v
konformaciji tuljave, lahko nastane ve¢ inter- in intramolekulskih povezav, ki posledi¢no
povecajo viskoznost raztopine.

Rezultati na slikah 16, 17 in 18 kazejo tudi to, da viskoznost raztopin s ¢asom
pada, kar je bolj izrazeno pri vzorcih brez dodanega sotopila tj. DMSO in PAS tj. Triton

X-100™. Trend je najbolje opazen pri zmeseh hitosana nizke molekulske mase v 3 %
ocetni Kislini (slika 17). V tem primeru se viskoznost raztopin z dodatkom sotopila in PAS
po 1 tednu ustali, saj razlik v izmerjeni viskoznosti v zadnjih dveh casovnih tockah
prakti¢no ni. Torej lahko zaklju¢imo, da potrebujejo vzorci raztopin polimernih zmesi
hitosana nizke molekulske mase in PEO 1 teden, da se njihova viskoznost ustali, zato bi
bila z vidika ponovljivosti elektrostatskega sukanja smiselno uporabiti teden dni stare
raztopine. Le-te imajo stabilno viskoznost, kar pomeni, da je v raztopini dosezeno neko
ravnovesno stanje interakcij med polimernimi verigami, to pa zelo verjetno vpliva na
proces elektrostatskega sukanja. Podoben trend opazimo pri raztopinah polimernih zmesi

hitosana nizke molekulske mase v 30 % ocetni kislini (slika 16). Pri vzorcih hitosana

srednje molekulske mase v 3 % ocetni kislini (slika 18) trend ni tako ocitno opazen,

37



viskoznost pa se tudi po 1 tednu ne ustali. Na podlagi vseh teh rezultatov lahko zaklju¢mo,
da je za elektrostatsko sukanje najprimernejsi hitosan nizke molekulske mase predvsem iz
dveh razlogov: 1.) viskoznost raztopin ni niti previsoka niti prenizka za izdelavo NV z
metodo elektrostatskega sukanja in 2.) po enem tednu se viskoznost raztopin polimernih
zmesi ustali, torej dobimo spremenljivko, ki je konstantna.

Po drugi strani iz rezultatov na slikah 16 in 17, ki prikazujeta viskoznost raztopin

polimernih zmesmi hitosana nizke molekulske mase s PEO v 3 % in 30 % ocetni kislini,

vidimo, da je vpliv pH topila oz. koncentracije ocetne Kisline na viskoznost polimerne
zmesi minimalen. Pri raztopinah zmesi, kjer smo polimere raztopili v 30 % ocetni Kislini,
so bile viskoznosti za priblizno 0,05-0,1 Pa.s visje kot pa pri vzorcih, kjer smo polimere
raztopili v 3 % ocetni Kislini. To se sklada s predhodno objavljenimi rezultati, kjer prav
tako porocajo, da se pri uporabi ocetne kisline z nizjim pH viskoznost raztopine polimerne
zmesi poveca (15). Razlagajo, da je v bolj kisli raztopini vecje Stevilo prostih amino skupin
hitosana v protonirani obliki, zaradi ¢esar se konformacija verig spremeni iz iztegnjene v
zvito in se posledi¢no viskoznost poveca (15). Rezultati v preglednici V kazejo, da je
u¢inek pH oz. koncentracije ocetne Kisline na viskoznost bolj opazen pri 3 % raztopini
PEO (razlika je 0,35 Pa.s) kot pa pri 2 % raztopini hitosana nizke molekulske mase (razlika
je 0,01 Pa.s) in pri zmeseh LMW Hit/PEO (razlika je ~ 0,05 Pa.s).

Preglednica V: Primerjava viskoznosti raztopin PEO, LMW Hit in njunih zmesi brez DMSO in Triton X-100.

viskoznost (Pa.s)

3 % (m/v) PEO v 30 % ocetni kislini 0,950

2 % (m/v) LMW Hit v 30 % ocetni kislini 0,072
90/10 (v/v) Hit/PEO 0,127

80/20 (v/v) Hit/PEO 0,193

70/30 (v/v) Hit/PEO 0,247

60/40 (v/v) Hit/PEO 0,304

3% (m/v) PEO v 3 % ocetni Kislini 0,600

2 % (m/v) LMW Hit v 3 % ocetni kislini 0,061
90/10 (v/v) Hit/PEO 0,092

80/20 (v/v) Hit/PEO 0,116

70/30 (v/v) Hit/PEO 0,154

60/40 (v/v) HitPEO 0,190

Viskoznost polimernih raztopin naraséa z vetanjem deleza PEO v polimerni
zmesi (slika 19), kar je v nasprotju s predhodno objavljenimi rezultati studije raziskovalca

Bhattaraija in njegovih sodelavcev (9). Po njihovem mnenju naj bi PEO znizal viskoznost
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raztopine polimerne zmesi, kar naj bi dosegel s porusenjem vodikovih povezav med
polimernimi verigami hitosana. Pri tem so dokazali tudi to, da viskoznost polimernih
raztopin pada sorazmerno z vecanjem deleza PEO v zmesi (9). Pri nas zasledimo ravno
obraten trend, torej viskoznost je najvi§ja pri raztopini polimerne zmesi z najvecjim
delezem PEO tj. pri polimerni zmesi Hit/PEO 60/40 (v/v). Dobljeni rezultat lahko po eni
strani razlozimo na podlagi celokupne koncentracije polimera (Hit in PEO skupaj) v
posameznem vzorcu. Le-ta je najve¢ja ravno pri vzorcu Hit/PEO 60/40 (v/v) in znaSa
2,4 % (preglednica V1). Po drugi strani pa iz slike 19 vidimo, da ima polimerna raztopina,
ki vsebuje zgolj PEO, najvisjo viskoznost oz. raztopina, Ki vsebuje zgolj hitosan, najnizjo
viskoznost. Tako lahko brez upostevanja interakcij preprosto sklepamo, da vecji kot je
dodatek PEO v polimerno raztopino hitosana, visja bo viskoznost raztopine dobljene

polimerne zmesi.

Preglednica VI: Celokupna koncentracija polimera, tj. hitosana (Hit) in PEO, v kon¢ni zmesi.

(v/v) razmerje Hit/PEO | celokupna koncentracija polimera (m/v) %
100/0 2,0
90/10 2,1
80/20 2,2
70/30 2,3
60/40 2,4
1 1
0,9 \\ (A) 0,9 (B)
0,8 \ 0,8
0,7 \ 0,7
0.6 \ 06 \
05 o 05 \
§ 0,4 § 04 —
= 03+ ~ 03
g g
S 0,2 e £ 02
(=]} (=]}
$ 01 e — T 0] | ..
> > e
0 +—r—r—r—1—"—""rr"rrrrTTrrrrTTTTTrTr T o+r—r—Tr——"—rT T rrrrr T
2 9 16 23 30 37 44 51 58 65 72 79 86 93 100 2 9 16 23 30 37 44 51 58 65 72 79 86 93 100
Strizna hitrost (1/s) Strizna hitrost (1/s)
100 % Hit 100 % PEO o100 % Hit 100 % PEO
e 90/10 (V/V) Hit/PEQ  sm=== 80/20 (v/v) Hit/PEO e 00/10 (v/v) Hit/PEO 80/20 (v/v) Hit/PEO
70/30 (v/v) Hit/PEO 60/40 (v/v) Hit/PEO 70/30 (viv) Hit/PEO 60/40 (v/v) Hit/PEO

Slika 19: Viskoznost raztopin LMW Hit in PEO ter njunih zmesi v odvisnosti od strizne napetosti.
(A) Topilo je 30 % ocetna kislina. (B) Topilo je 3 % ocetna kislina.

Vpliv dodanega PEO na viskoznost hitosanske raztopine so zelo natancno

proucevali v predhodno objavljeni raziskavi Zianija in njegovih sodelavcev. Prisli so do
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zanimivega zakljucka, da je u¢inek PEO na viskoznost hitosanske raztopine (podobno kot
v primeru prevodnosti) odvisen od koncentracije ocetne kisline (15). Ugotovili so, da je pri
polimernih zmeseh Hit/PEO, Kjer so kot topilo uporabili 10 % ocetno kislino, prisotnost
PEO znizala viskoznost raztopine. Po drugi strani pa je dodatek PEO v raztopino
polimerov v 50 % ali 90 % ocetni Kislini povzrocil zvisanje viskoznosti. Ta ugotovitev v
nasem primeru ne drzi, saj je dodatek PEO v raztopino hitosana ne glede na koncentracijo
ocetne kisline vedno zvisal viskoznost raztopine, pri tem pa smo dodatno dokazali Se, da se
viskoznost raztopine poveCuje sorazmerno s koli¢ino dodanega PEO in s tem ovrgli
predpostavke studij Bhattaraija in Zianija.

Nazadnje smo vrednotili se vpliv posameznega dodatka t.j. DMSO ali Triton X-
100™ in njune kombinacije na viskoznost raztopin na primeru polimerne raztopine
LMW Hit/PEO 60/40 (v/v) v 3 % ocetni Kislini. V zacetni to¢ki je viskoznost raztopine
zmesi Hit/PEO z obema dodatkoma manjsa kot pa viskoznost raztopine zmesi Hit/PEO
brez dodatkov (slika 20). V konéni ¢asovni tocki pa je viskoznost obeh raztopinh prakti¢no
enaka in doseze vrednost 0,214 Pa.s pri vzorcu z obema dodatkoma oz. 0,216 Pa.s pri

0™ tekom 1

vzorcu brez dodatkov. Viskoznost raztopine zgolj z dodatkom Triton X-10
tedna postopoma pada in doseze najnizjo vrednost 0,178 Pa.s. Po drugi strani viskoznost
raztopine zgolj z dodatkom DMSO v zacetku pada, v zadnjih Casovnih tockah pa se
prakti¢no ne spreminja ve¢ in doseze stabilno vrednost 0,23 Pa.s, ki pa je visja od kon¢ne
viskoznosti raztopine z obema dodatkoma (0,214 Pa.s). Tako lahko zopet enostavno brez
upostevanja interakcij pojasnimo, da sta pri znizevanju viskoznosti na zacetku pomembna
oba dodatka, po 1 tednu pa je dodatno znizanje viskoznosti polimernih zmesi zgolj
posledica dodanega Triton X-100™. Vpliv neionske PAS na viskoznost polimernih zmesi
Hit/PEO je v svoji §tudiji prouceval tudi Ziani s sodelavci (15). Kot neionogeno PAS so
namesto Triton X-100™ uporabili Tween 20 in prisli do podobnih zakljutkov, saj se je
tudi viskoznost njihovih raztopin polimernih zmesi po dodatku PAS znizala. Ceprav
Tween 20 s polimerom ne more tvoriti elektrostatskih povezav, pa se z verigami hitosana
in PEO poveze preko hidrofobnih interakcij in na ta nacin zmoti povezovanje samih
polimernih verig med seboj, kar zniza viskoznost polimernih raztopin (15). Podobno velja

tudi v primeru Triton X-100™.
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Slika 20: Viskoznost raztopin polimernih zmesi LMW Hit/PEO z razmerjem 60/40 (v/v) v 30 % ocetni kislini.

4.2. VREDNOTENJE SPREMENLJIVK TEHNOLOSKEGA
POSTOPKA

Za nastanek NV s postopkom elektrostatskega sukanja mora biti curek polimerne
raztopine na konici igle stabilen in kontinuiran. Zato smo pri vsakem poskusu preudili in
optimizirali tri spremenljivke: napetost elektricnega polja, pretok polimerne raztopine in

razdaljo od konice igle do zbirala. VVrednosti le-teh so prikazane v preglednici VII.

Preglednica VII: Spremenljivke elektrostatskega sukanja, ki so zagotavljale stabilen curek.

NAPETOST PRETOK RAZDALJA
LMW Hit/PEO v 3 % ocetni Kislini 20 kV 0,6 mL/h 18 cm
LMW Hit/PEO v 30 % ocetni kislini 20 kV 0,6 mL/h 18cm
MMW Hit/PEO v 3 % ocetni kislini 22-24 kV 1,2 mL/h pri 60/40 (v/v) Hit/PEO 18 cm

1,1 mL/h pri 70/30 (v/v) Hit/PEO
0,9 mL/h pri 80/20 (v/v) Hit/PEO
0,7 mL/h pri 90/10 (v/v) Hit/PEO

4.2.1. Razdalja od konice igle do zbirala

Razdalja od konice igle do zbirala je ena izmed pomembnih spremenljivk
elektrostatskega sukanja. Cas potovanja curka polimerne raztopine od konice igle do
zbirala mora biti dovolj dolg, da se nastala NV posusijo, preden doseZejo zbiralo (14). Ce
je razdalja prekratka, topilo iz curka polimerne raztopine ne more v celoti izhlapeti, zaradi
Cesar se neposusena Vlakna prilepijo na zbiralo, kar lahko povzrofa tezave pri
odstranjevanju NV iz zbirala in vpliva na njihovo morfologijo (8). Poleg tega, da razdalja

vpliva na izhlapevanje topila, ima velik vpliv tudi na mo¢ elektricnega polja, in sicer z

daljSanjem razdalje med nabito polimerno raztopino in zbiralom se hkrati manjsa mo¢
elektricnega polja. Da bo tudi v tem primeru povrsinska napetost tekocine presezena in se
bo iz Taylorjevega stozca oblikoval nitast curek, je socasno z daljSanjem razdalje potrebno
povecati Se napetost generatorja in s tem moc¢ elektricnega polja, ki se ustvari med konico

igle in zbiralom (2). V nasem primeru smo vedno uporabljali razdaljo 18 cm in glede na
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uporabljen sistem, ki smo mu predhodno izmerili prevodnost, povrsinsko napetost in
viskoznost, spreminjali napetost generatorja in pretok c¢rpalke, da je nastal stabilen

kontinuiran curek polimerne raztopine.

4.2.2. Napetost elektri¢nega polja

Pri izdelavi NV je med konico igle in zbiralom potrebno ustvariti elektri¢no polje,
kar dosezemo s prikljucitvijo naprave elektrostatskega sukanja na generator visoke
napetosti. Topilo med potovanjem v elektriénem polju pocasi izhlapeva, polimer se zgosti
in nastanejo NV, ki se nalozijo na ozemljeno zbiralo (14). Ce pogledamo preglednico VI,
vidimo, da smo za nastanek kontinuiranega stabilnega curka v primeru raztopin hitosana
srednje molekulske mase napetost morali povecati za 2-4 KV v primerjavi z napetostjo, ki
je bila ustrezna za elektrostatsko sukanje raztopin hitosana nizke molekulske mase. Na

podlagi tega smo ugotovili, da imata na napetost najvecji vpliv viskoznost in povrSinska

napetost polimerne raztopine. Hitosan veéje molekulske mase je bolj viskozen, kar pomeni,

da potrebujemo za nastanek NV vecje elektrostatske sile in s tem vecjo napetost
elektri¢nega polja (15). Poleg vecje viskoznosti ima omenjeni hitosan tudi vi§jo povrSinsko
napetost, ki jo lahko presezemo le s poveCanjem napetosti elektri¢nega polja (14).

Preseneceni smo bili, da pH topila 0z. koncentracija ocetne kisline ne vplivata na potrebno

napetost elektri¢nega polja. Pri uporabi 3 % in 30 % ocetne kisline je bila elektricna
napetost, potrebna za nastanek stabilnega curka, enaka. Ocitno je razlika v pH-ju 30 % in
3 % ocetne kisline, ki znasa le 0,3 enote (preglednica I), tako majhna, da ne vpliva na
napetost, ki jo potrebujemo za nastanek stabilnega curka. Tudi vpliva prevodnosti na

potrebno napetost elektri¢nega polja nismo dokazali, saj je bila kljub zamenjavi 3 % ocetne

kisline s 30 % ocetno kislino in s tem z zniZzanjem prevodnosti raztopine polimerne zmesi
Hit/ PEO za kar 1 mS/cm (slika 13), potrebna enaka napetost. O¢itno je bila tudi razlika v
prevodnosti raztopin zmesi Hit/ PEO premajhna, da bi le-ta vplivala na napetost, ki jo
potrebujemo za nastanek stabilnega curka.

4.2.3. Pretok polimerne raztopine

Tudi na pretok raztopine polimerne zmesi skozi iglo ima najvecji vpliv viskoznost

polimerne raztopine. Podatki v preglednici VII kazejo, da smo pri izdelavi NV iz hitosana

srednje molekulske mase potrebovali vecji pretok kot pa pri izdelavi NV iz hitosana nizke

molekulske mase. Vpliv viskoznosti na pretok raztopine polimerne zmesi je lepo viden tudi
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v primeru priprave NV iz zmesi z razlicnim delezem hitosana srednje molekulske mase in
PEO. Pri vzorcu Hit/PEO 60/40 (v/v), ki je najbolj viskozen, smo za stabilen kontinuiran
curek potrebovali najvecji pretok (1,2 mL/h) oz. pri vzorcu Hit/PEO 90/10 (v/v), ki je
najmanj viskozen, smo potrebovali najmanjsi pretok (0,7 mL/h). To je pri¢akovano, saj je
pri manj viskoznem vzorcu potrebna manjsa sila, s katero ¢rpalka potiska raztopino skozi
tanko iglo, kot pri bolj viskoznem. Podobno kot v primeru elekri¢ne napetosti tudi na

pretok ne vplivata niti pH topila 0z. koncentracija ocetne kisline niti prevodnost raztopine

polimerne zmesi Hit/PEQ. Ceprav smo 3 % ocetno kislino zamenjali s 30 % ocetno kislino

in s tem znizali pH topila za 0,3 enote (preglednica I) ter hkrati znizali Se prevodnost
polimernih zmesi Hit/PEO za kar 1 mS/cm (slika 13), smo za nastanek kontinuiranega

stabilnega curka potrebovali enak pretok.

4.2.4. Pretok zraka

Elektrostatsko sukanje smo na zacetku izvajali v odsesovalni komori (digestoriju),
kasneje pa smo morali napravo za elektrostatsko sukanje zaradi zasedenosti digestorija
premakniti v drug prostor brez odzracevanja, torej brez pretoka zraka. Pri izdelavi vlaken
izven digestorija smo Ze po 15 min razprSevanja na zbiralu opazili moker polimerni madez
(slika 21). 1z tega sklepamo, da se NV brez pretoka zraka na poti od konice igle do zbirala
ne posusijo, kar dokazuje, kako pomemben parameter je pretok zraka med procesom

elektrostatskega sukanja, saj le-ta pospesi susenje vlaken.

Slika 21: Produkt elektrostatskega sukanja, pripravljen: (A) v digestoriju in (B) izven digestorija.

43



4.3. VREDNOTENJE IZDELANIH NANOVLAKEN

S pomocjo vrsticne elektronske mikroskopije in racunalniSkega programa Image] smo

ugotavljali, kako na morfologijo in povpre¢ni premer NV vplivajo:

~ uporabljeno topilo (3 % ali 30 % ocetna kislina);
~ vrsta hitosana (LMW Hit ali zmes LV/LMW Hit v razmerju 1:1 ali MMW Hit);

~ vrsta zbirala (aluminijasta folija, gaza, poliuretansko zbiralo Tegaderm™):

~

prostor, v katerem poteka elektrostatsko sukanje (prostor z ali brez pretoka zraka).

Rezultati povpre¢nih premerov so prikazani na slikah 22 in 23.
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Slika 22: Povpre¢ni premeri NV iz raztopin polimernih zmesi LMW Hit in PEO.
(A) topilo: 30 % ocetna kislina, zbiralo: aluminijasta folija,
(B) topilo: 30 % ocetna kislina, zbiralo: gaza,
(C) topilo: 3 % ocetna kislina, zbiralo: gaza.
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Slika 23: Povpreéni premeri NV iz raztopin polimernih zmesi MMW Hit in PEO v 3 % ocetni Kislini.
(A\) zbiralo: aluminijasta folija, (B) zbiralo: gaza in (C) zbiralo: poliuretansko zbiralo Tegaderm™.
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V primeru priprave NV iz zmesi hitosana z nizko molekulsko maso in PEO v 30 %

ocetni Kislini smo ugotovili, da je najvisje razmerje Hit/PEO, iz katerega s postopkom
elektrostatskega sukanja Se lahko izdelamo NV, 90/10 (v/v). Pri raztopinah zmesi
polimerov, ki vsebujejo ve¢ kot 90 % hitosana, se na konici igle ne oblikuje stabilen
kontinuiran curek, ampak se pojavijo zgolj kapljice, iz katerih se na zbiralu oblikuje
produkt neenakomerne strukture. NV najlepse morfologije smo uspeli pripraviti iz
raztopine zmesi Hit/PEO 60/40 (v/v) (slika 24D). Podobno kot v $tudiji Bhattaraija (9) se
tudi v nasem primeru z manjSanjem deleza PEO v zmesi morfologija NV spreminja iz
vlaknate v vozlasto in tako v primeru raztopine zmesi Hit/PEO 90/10 (v/v) opazimo
najvecje Stevilo vozlov (slika 24A). Po drugi strani slika 22A kaze, da je premer vlaken
najvecji pri vzorcu, ki vsebuje 40 % PEO, in najmanjsi pri vzorcu, ki vsebuje 10 % PEO.
To pomeni, da se premer vlaken zmanjSuje sorazmerno z zmanjSevanjem deleza PEO v
polimerni zmesi 0z. z naras¢anjem $tevila vozlov. Torej manjsi kot je delez PEO, ve¢ je
vozlov in tanjsa so vlakna med njimi.

Ker so vlakna v in vivo okolju izpostvljena vlaznemu okolju, je zelo pomembno, da
se njihova morfologija po stiku s tak§nim okoljem ohrani. Da bi preucili vpliv vlage na
morfologijo izdelanih NV in da bi se hkrati znebili Se ostankov sotopila organskega izvora
(DMSO) in PAS (Triton X-100™), ki lahko 8kodljivo vplivata na celice, smo podobno kot
v $tudiji raziskovalca Bhattaraija in njegovih sodelavcev NV sprali najprej z etanolom,
nato z vodo, nazadnje pa Se s PBS. Slika 24 prikazuje vzorce NV pred (A-D) in po spiranju
(E-H). Rezultati kazejo, da se morfologija vlaken po spiranju spremeni pri vseh razmerjih
Hit/PEO. Integriteta NV se v vodnem mediju porusi zaradi vsebnosti vodotopnega
polimera PEO v NV, saj se tudi vlakna, izdelana iz ¢iste polimerne raztopine PEO, v vodi s
temperaturo 37 °C v trenutku raztopijo (9). Bhattarai poroca tudi, da NV, ki vsebujejo 40
% PEO, po 7 dneh v vodnem mediju popolnoma izgubijo fibrilarno strukturo, medtem ko
vlakna, ki vsebujejo 10 % PEO, v vodnem okolju se po 1 tednu ohranijo svojo prvotno
strukturo (9). Rezultati nasih raziskav so v nasprotju s temi ugotovitvami, saj Se je
morfologija spremenila pri vseh NV ne glede na vsebnost PEO. Pri tem pa je bilo najbolj
izrazito porusenje integritete v vodnem mediju opaziti ravno pri tistin NV, ki so vsebovala
najmanj PEO, tj. pri NV iz zmesi Hit/PEO 90/10 (v/v) (slika 24E). Do pojava porusenja
integritete NV po izpostavitvi vodnemu mediju pa ne sme priti, saj so NV v nadaljnem in

Vitro testiranju na celi¢nih linijah podvrzena ve¢dnevnemu stiku s celicnim medijem.
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Slika 24: SEM slike NV iz raztopin polimernih zmesi LMW Hit in PEO, topilo: 30 % ocetna kislina, zbiralo: aluminijasta folija.
NV po izdelavi z razmerjem Hit/PEO: (A) 90/10, (B) 80/20, (C) 70/30, (D) 60/40.
NV po spiranju z razmerjem Hit/PEO: (E) 90/10, (F) 80/20, (G) 70/30, (H) 60/40.

Kot zbiralo smo v poskusih namesto aluminijaste folije uporabili tudi gazo, saj je

uporaba le-te uveljavljena pri zdravljenju ran in je s tega vidika bolj primeren tip zbirala
kot aluminijasta folija. Slika 25 na posnetkih A-D prikazuje produkte elektrostatskega
sukanja z aluminijasto folijo kot zbiralom in na posnetkih E-H gazo kot zbiralom. Rezultati
na sliki 25 kazejo, da je gaza v primerjavi z aluminijasto folijo manj primerno zbiralo, saj
se vozli pojavijo pri vseh NV ne glede na razmerje Hit/PEO. Poleg tega se pri zamenjavi
aluminijaste folije z gazo poveca tudi povprecni premer NV in to za kar 50 % (sliki 22A in
B). Podobno kot v primeru uporabe alumijijaste folije tudi na gazi vidimo trend naras¢anja

premera NV z ve¢anjem deleza PEO v polimerni zmesi.
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Slika 25: SEM slike NV iz raztopin polimernih zmesi LMW Hit in PEO, topilo: 30 % ocetna kislina, zbiralo: aluminijasta folija
ali gaza

NV na aluminijasti foliji z razmerjem Hit/PEO: (A) 90/10, (B) 80/20, (C) 70/30, (D) 60/40.

NV na gazi z razmerjem Hit/PEO: (E) 90/10, (F) 80/20, (G) 70/30, (H) 60/40.
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Slika 26 prikazuje NV na gazi, ki so izdelana iz istega PEO in hitosana kot v

prejSnem primeru, tj. hitosana nizke molekulske mase, le da smo v tem primeru kot topilo

uporabili 3 % ocetno kislino. Vidimo, da zamenjava topila ne vpliva bistveno na

morfologijo izdelanih NV, saj se v obeh primerih pojavijo vozli. Poleg tega na SEM slikah
prvi¢ zasledimo madeze polimerne raztopine (slika 26B). Le-te so verjetno posledica
neustrezne izbire spremenljivk elektrostatskega sukanja, zato so posamezne kapljice
polimerne raztopine dosegle zbiralo, kar se vidi kot madez. Ob zamenjavi topila se
zmanj$ajo le povpre¢ni premeri NV (slika 22B in C).

Izdelana NV smo sprali po opisanem postopku kot prej (najprej z etanolom, nato z
vodo in nazadnje s PBS) in ugotovili, da tudi ta NV po spiranju izgubijo prvotno
morfologijo (slika 26 E-H). Predvidevamo, da je za to kriva prisotnost vodotopnega PEO v
vlaknih, po drugi strani pa je sprememba morfologije lahko tudi posledica nabrekanja

hitosana z nizko molekulsko maso.
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Slika 26: SEM slike NV iz raztopin polimernih zmesi LMW Hit in PEO, topilo: 3 % ocetna kislina, zbiralo: gaza.
NV po izdelavi z razmerjem Hit/PEO: (A) 90/10, (B) 80/20, (C) 70/30, (D) 60/40.
NV po spiranju z razmerjem Hit/PEO: (E) 90/10, (F) 80/20, (G) 70/30, (H) 60/40.

V nadaljevanju smo poskusili izdelati NV brez uporabe Triton X-100™. Le-ta je za

celice skodljiv, saj porusi integriteto njihove membrane in povzroci lizo celic. Kot kaze
slika 27, smo na vseh treh zbiralih, tj. na aluminijasti foliji, gazi in poliuretanskem zbiralu
Tegaderm™, dobili zelo malo vlaken, pa $e ta so vsebovala velike vozle. Ce pogledamo
sliko 28, ki prikazuje vlakna pri manjsi povecavi, vidimo, da NV brez Triton X-100 ™
prekrivajo ogromni madezi posusene polimerne raztopine (A-C), medtem ko imajo NV z
dodatkom PAS enotnejSo morfologijo (D-F). Predvidevamo, da je razlog za to prav

odsotnost PAS, zaradi Cesar je bil curek polimeren raztopine na konici igle zelo nestabilen.
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Ker je bila povriinska napetost polimerne raztopine brez dodatka Triton X-100™ vigja kot
pri raztopini z dodatkom PAS in ker nismo hkrati povecali Se napetosti elektricnega polja,

o¢itno nismo dobili dovolj stabilnega kontinuiranega curka in posledi¢no tudi NV niso

mogla nastati.

Slika 27: SEM slike NV brez dodatka Triton X-100"™ na treh razli¢nih zbiralih pri ve&ji povecavi.
NV so izdelana iz raztopine polimerne zmesi LMW Hit/PEO z razmerjem 90/10 (v/v), topilo: 3 % ocetna kislina,
zbiralo: (A) aluminijasta folija, (B) gaza, (C) poliuretansko zbiralo Tegaderm™.

Slika 28: SEM slike NV z ali brez dodatka Triton X-100™ na treh razli¢nih zbiralih pri manjsi poveéavi.
NV so izdelana iz raztopine polimerne zmesi LMW Hit /PEO z razmerjem 90/10 (v/v), topilo: 3 % ocetna kislina.
NV brez dodanega Triton X-100, zbiralo: (A) aluminijasta folija, (B) gaza, (C) poliuretansko zbiralo Tegaderm™.

NV z dodanim Triton X-100, zbiralo: (D) aluminijasta folija, (E) gaza, (F) poliuretansko zbiralo Tegaderm™.

Da bi povecali stabilnost strukture NV v vodnem okolju smo pripravili zmes dveh

razli¢nih vrst hitosana in to tako, da je le-ta vsebovala 50 % hitosana nizke molekulske

mase in 50 % hitosana nizke viskoznosti, kot topilo pa smo uporabili 3 % ocetno Kislino.

Ko smo pod SEM mikroskopom pogledali produkt elektrostatskega sukanja, smo ugotovili,
da v produktu prevladujejo vozli in ne NV (slika 29). 1z tega razloga nadaljnega spiranja

sploh nismo izvedli.
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Slika 29: SEM slike NV iz raztopin polimernih zmesi LMW Hit in LV Hit v razmerju 1:1 ter PEO,
topilo: 3 % ocetna kislina, zbiralo: gaza, razmerje Hit/PEO: (A) 90/10, (B) 80/20, (C) 70/30, (D) 60/40.

V nadaljevanju smo poskusali §e z uporabo hitosana srednje molekulske mase, kot topilo

pa smo uporabili 3 % ocetno Kislino. Predvidevali smo, da bo hitosan z ve¢jo molekulsko

maso v vodnem mediju manj nabrekal in bo v vodi manj topen, posledi¢no pa bodo NV po
spiranju ohranila prvotno strukturo. Tako smo pripravili vse prej omenjene raztopine
polimernih zmesi z razlicnimi razmerji Hit/PEO in $e novo zmes z najniZjo vsebnostjo
PEO, tj. zmes Hit/PEO 95/5 (v/v). S tem smo skuSali zmanjsati tudi vpliv vodotopnega
PEO, ki vpliva na spremembo morfologije NV po spiranju. Elektrostatsko sukanje smo
izvajali z uporabo treh razli¢nih zbiral: aluminijaste folije, gaze in poliuretanskega zbirala
Tegaderm™. Izdelanim NV smo tudi tokrat dologili povpre¢ni premer in jih sprali po
opisanem postopku.

Vlakna iz zmesi MMW Hit/PEO 95/5 (v/v) na gazi sploh ne nastanejo, prav tako pa
se na zbiralu pojavijo Stevilni madezi posusene polimerne raztopine (slika 30 B). Rezultat
kaze, da je za nastanek NV potrebno k raztopini hitosana dodati najmanj 10 % PEO. Po
spiranju ni ve¢ vidnih NV na nobenem izmed zbiral, kar je verjetno posledica prekratkega
Casa elektrostatskega sukanja, saj je izdelava NV potekala le 30 minut, zato je bilo

produkta malo in se je pri spiranju lahko odstranil (slika 30 D-F).
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Slika 30: SEM slike NV iz raztopine polimerne zmesi MMW Hit/PEO z razmerjem 95/5 (v/v), topilo: 3 % ocetna kislina.
NV po izdelavi, zbiralo: (A) aluminijasta folija, (B) gaza, (C) poliuretansko zbiralo Tegaderm™.
NV po spiranju, zbiralo: (D) aluminijasta folija, (E) gaza, (F) poliuretansko zbiralo Tegaderm™.

Slike 31, 32, 33 in 34 prikazujejo NV z razmerjem MMW Hit/PEO 90/10, 80/20,
70/30 in 60/40 (v/v). Vidimo lahko, da se na vseh treh zbiralih z veanjem deleza PEO
oblikujejo NV lepse morfologije in z manjSim delezem vozlov. Ponovno se najve¢ vozlov
pojavlja v primeru gaze kot zbirala, najmanj pa v primeru uporabe aluminijaste folije.
Sprana NV na aluminijasti foliji in gazi kljub drugi vrsti hitosana, tj. hitosana srednje
molekulske mase, izgubijo prvotno morfologijo in tako so na SEM slikah vidni le njihovi
obrisi (D in E na slikah 31, 32, 33, 34), medtem ko se NV na poliuretanskem zbiralu
Tegaderm™ v celoti sperejo neglede na razmerje Hit/PEO (F na slikah 31, 32, 33, 34), kar
je velika slabost. Po drugi strani se prednost poliuretanskega zbirala Tegaderm™ pokaze,
¢e spremljamo premer NV takoj po izdelavi. Premer NV, zbranih na omenjenem
poliuretanskem zbiralu, je najmanjsi in v primeru NV iz zmesi Hit/PEO 90/10 (v/v) doseze
minimalni premer 22,4 nm (slika 23 A-C). Pri vrednotenju premerov smo ugotovili tudi, da
se pri uporabi hitosana srednje molekulske mase na aluminijasti foliji zberejo debelejsa
vlakna kot v primeru NV iz hitosana nizke molekulske mase, kar so potrdili tudi v

predhodni raziskavi (15).
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Slika 31: SEM slike NV iz raztopine polimerne zmesi MMW Hit/PEO z razmerjem 90/10 (v/v), topilo: 3 % ocetna kislina.
NV po izdelavi, zbiralo: (A) aluminijasta folija, (B) gaza, (C) poliuretansko zbiralo Tegaderm™.

NV po spiranju, zbiralo: (D) aluminijasta folija, (E) gaza, (F) poliuretansko zbiralo Tegaderm™.

Slika 32: SEM slike NV iz raztopine polimerne zmesi MMW Hit/PEO z razmerjem 80/20 (v/v), topilo: 3 % ocetna kislina.

NV po izdelavi, zbiralo: (A) aluminijasta folija, (B) gaza, (C) poliuretansko zbiralo Tegaderm™.
NV po spiranju, zbiralo: (D) aluminijasta folija, (E) gaza, (F) poliuretansko zbiralo Tegaderm™.
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Slika 33: SEM slike NV iz raztopine polimerne zmesi MMW Hit/PEO z razmerjem 70/30 (v/v), topilo: 3 % ocetna kislina.
NV po izdelavi, zbiralo: (A) aluminijasta folija, (B) gaza, (C) poliuretansko zbiralo Tegaderm™.
NV po spiranju, zbiralo: (D) aluminijasta folija, (E) gaza, (F) poliuretansko zbiralo Tegaderm™.

Slika 34: SEM slike NV iz raztopine polimerne zmesi MMW Hit/PEO z razmerjem 60/40 (v/v), topilo: 3 % ocetna kislina.
NV po izdelavi, zbiralo: (A) aluminijasta folija, (B) gaza, (C) poliuretansko zbiralo Tegaderm™.
NV po spiranju, zbiralo: (D) aluminijasta folija, (E) gaza, (F) poliuretansko zbiralo Tegaderm™.

Za biolosko vrednotenje NV in vitro smo izdelali NV z razlicnim razmerjem

hitosana srednje molekulske mase in PEO v 3 % ocetni Kislini in jih zbrali na velikih

krovnih stekelcih (22x22 mm). Pri tem smo zbiralo sestavili tako, da smo na aluminijasto

folijo s prevodnim trakom nalepili krovna stekelca in s tem zagotovili prevodnost zbirala.

Da bi za vrednotenje celi¢nega odziva dobili zadostno koli¢ino NV na krovnih stekelcih,
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smo elektrostatsko sukanje izvajali 2 h in nato pod SEM mikroskopom preverili prisotnost
in morfologijo izdelanih NV. Slika 35, ki prikazuje NV na aluminijasti foliji tik ob krovnih
stekelcih, kaze, da so NV nastala v vseh primerih. Na podlagi tega sklepamo, da se NV
nahajajo tudi na krovnih stekelcih in da so le-ta primerna za in vitro vrednotenje

bioloskega odziva celic.

Slika 35: SEM slike NV iz aluminijaste folije poleg krovnih stekelc.
NV so izdelana iz raztopin polimernih zmesi MMW Hit in PEO, topilo: 3 % ocetna kislina.
Razmerje Hit/PEO: (A) 90/10, (B) 80/20, (C) 70/30, (D) 60/40.

Da bi preverili tudi odziv celic na NV iz hitosana nizke molekulske mase, smo

izdelali e vlakna z razli¢nim razmerjem LMW Hit/PEO v 30 % ocetni kislini in jih tudi

tokrat zbrali na velikih krovnih stekelcih, ki smo jih s prevodnim trakom nalepili na
aluminijasto folijo. Po nekaj minutah elektrostatskega sukanja, ki je potekalo izven
digestorija, smo na aluminijasti foliji opazili moker madez. Produkt elektrostatskga sukanja
smo zato pogledali pod SEM mikroskopom in ugotovili, da se na predelu mokrega madeza
nahaja zgolj polimerna raztopina, iz katere se NV niso uspela tvoriti, saj je le-ta prej
dosegla zbiralo (slika 36).

Slika 36: SEM slike vzorca iz obmodja mokrega madeza. Elektrostatsko sukanje je potekalo izven odsesovalne komore.
NV so izdelana iz raztopine polimerne zmesi LMW Hit/PEO z razmerjem 80/20 (v/v), topilo: 30 % ocetna kislina, zbiralo:
aluminijasta folija. Razli¢ne povecave: (A) 20 000-krat, (B) 5 000-krat, (C) 2 000-krat.

Predvidevali smo, da je nastanek mokrega madeza posledica tega, da smo

elektrostatsko sukanje izvajali v prostoru brez pretoka zraka, zato smo poskus izdelave NV
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ponovili v digestoriju. Ugotovili smo, da je v tem primeru moker madez na zbiralu izginil
in na aluminijasti foliji so se zbrala NV (slika 37 E-H). Zaradi tega smo sklepali, da so se
NV zbrala tudi na krovnih stekelcih, ki smo jih lahko kasneje uporabili za in vitro

vrednotenje odziva keratinocitov na izdelana NV.

Slika 37: SEM slike NV iz dveh razli¢nih poskusov.

NV so izdelana iz raztopin polimernih zmesi LMW Hit in PEO, topilo: 30 % ocetna kislina, zbiralo: aluminijasta folija.
Prvi poskus izdelave NV: (A) 90/10, (B) 80/20, (C) 70/30, (D) 60/40.

Drugi poskus izdelave NV: (E) 90/10, (F) 80/20, (G) 70/30, (H) 60/40.

Ce primerjamo SEM slike NV, ki smo jih izdelali v prvem poskusu (slika 37 A-D)
s tistimi iz ponovljenega poskusa (slika 37 E-H), ugotovimo, da je izdelava NV tezko

ponovljiv proces, saj NV iz drugega poskusa vsebujejo veliko ve¢ vozlov kot pa tista iz

prvega poskusa. O¢itno na proces elektrostatskega sukanja poleg poznanih dejavnikov

vplivajo Se doloceni neznani, ki jih zato ne moremo nadzorovati.

Vpliv._ DMSO in Triton X-100™ smo ugotavljali na primeru zmesi nizko
molekularnega Hit/PEO 60/40 (v/v), kjer smo dodali le sotopilo ali le PAS. Pri optimizaciji
spremenljivk tehnoloskega postopka smo imeli veliko tezav in ¢eprav smo spremenljivke
elektrostatskega sukanja dolgo ¢asa spreminjali, nikakor nismo mogli vzpostaviti
stabilnega kontinuiranega nitastega curka. Kljub temu, da smo elektrostatsko sukanje
izvaljali v digestoriju, se je pri vzorcu zgolj z dodatkom DSMO pojavil moker madez, Ki

ga pri elektrostatskem sukanju zmesi zgolj z dodatkom Triton X-100 ™

nismo opazili.
Zato sumimo, da je kotopilo organsega izvora tisto, ki tako pocasi izhlapeva, da se NV na
poti od konice igle do zbirala zunaj digestorija ne posusijo. Slika 38B in C kaze prisotnost
majhnih koli¢in NV tako v primeru polimerne zmesi le z dodatkom DMSO kot tudi v

primeru polimerne zmesi le z dodatkom Triton X-100 ™, pri ¢emer oba vzorca vsebujeta
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Stevilne vozle. Torej trditev raziskave Bhattaraija in sodelavcev (9), da vozli po dodatku
DMSO izginejo, v nasih poskusih ni bila potrjena. Ce sedaj pogledamo vzorec, Kjer sta
prisotna oba dodatka (slika 38A), vidimo, da imajo vlakna v tem primeru lepSo
morfologijo in manj vozlov. Iz tega lahko zaklju¢imo, da je za uspesen nastanek NV iz
zmesi polimerov Hit/PEO nujen dodatek tako DMSO-ja kot tudi Triton X-100.

Slika 38: SEM slike NV z ali brez sotopila (DMSO) oz. PAS (Trlton X-100).
NV so izdelana iz raztopine polimerne zmesi LMW Hit/PEO z razmerjem 60/40 (v/v), topilo: 30 % ocetna kislina, zbiralo:
aluminijasta folija. NV z dodatkom: (A) DMSO in Triton X-100, (B) le DMSQO, (C) le Triton X-100.

4.4. IN VITRO PREVERJANJE CELICNEGA ODZIVA
Odziv keratinocitov in njihovo rast na povrSini NV smo in vitro spremljali
neposredno v kulturi z invertno svetlobno mikroskopijo in na pripravljenih preparatih s

fluorescenéno mikroskopijo. Z njuno pomocjo smo proucevali morfologijo in pritrjanje

celic. Ce so bili keratinociti vretenaste oblike, smo predvidevali, da so se pritrdili na
podlago. Podobno smo sklepali, kadar smo na robovih kroglastih celic opazili izrastke. V
primeru, da so bili keratinociti kroglasti in so prosto plavali v mediju, je bil to znak
nepritrjenosti. Glede na to, da se hitosanska NV uporabljajo v tkivnem inZenirstvu za
izdelavo koznih nadomestkov in sodobnih oblog za rane, je bil nas$ cilj dokazati pritrjanje
keratinocitov na povrsino NV. Nadalje smo bili pozorni na gostoto celic, ki so rastle na
NV, na podlagi katere smo po primerjavi z gostoto kontrolnih celic lahko okvirno
ovrednotili rast keratinocitov na mrezi NV. Cilj raziskave je bil dokazati, da se celice na
povrs§ini NV delijo vsaj tako hitro ali hitreje kot na praznem krovnem stekelcu. Na podlagi
tega bi lahko zakljucili, da NV res pospeSujejo rast in razmnozevanje keratinocitov in jih
lahko uporabimo tako za izdelavo sodobnih oblog za rane kot tudi za izdelavo koznih

nadomestkov. Ko smo primerjali slike, smo bili pozorni tudi na nacin celi¢ne rasti, kjer

smo opazovali, ali keratinociti rastejo posamic¢no ali v skupkih. Nazadnje smo izvedli se

MTS test, kjer smo preverjali metabolno aktivnost oz. posredno proliferacijo celic.

Ponovno smo zeleli dokazati, da je proliferacija celic na povrSini NV ve¢ja kot na
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kontrolni povr$ini. To bi pomenilo, da NV res omogocajo hitrejSe obnavljanje koznega

tkiva po poskodbi.

4.4.1. Vrednotenje celicnega odziva z invertno svetlobno mikroskopijo
Zeleli smo ugotovili, kako se keratnociti odzivajo na sam material, iz katerega
so pripravljena NV. V ta namen smo pripravili polimerne filme iz raztopin zmesi hitosana

srednje molekulske mase in PEO. Takoj, ko smo v vdolbinice s polimernimi filmi dodali

suspenzijo celic v mediju, se je barva medija spremenila, kar je posledica spremembe pH
medija. pH indikator, ki je dodan v celi¢ni medij, je v bazi¢nem in nevtralnem roza barve,
v kislem pa spremeni barvo v rumeno. Ker se je v naSem primeru barva medija spremenila
iz roza v rumeno, to pomeni, da se je iz polimernega filma sprostilo nekaj, kar je medij
zakisalo. Ker smo polimerne filme pripravljali iz raztopin v ocetni Kislini, je bil verjetno
zaostanek ocetne kisline tisti, ki je povzrocil spremembo pH medija. Pripravljene filme
smo 4 dni susili v digestoriju, kar o¢itno ni bilo dovolj, da bi topilo popolnoma izhlapelo.
Kljub spremembi pH medija smo spremljali odziv celic in opazili, da se keratinociti tudi po
48 h inkubacije niso pritrdli na podlago, ampak so prosto plavali v celicnem mediju.
Predvidevamo, da je tudi ta odziv posledica spremembe pH medija zaradi ostankov topila.
Poskus smo nato ponovili s polimernimi filmi iz raztopin zmesi hitosana nizke

molekulske mase in PEO, ki smo jih na zraku susili 1 mesec. V tem primeru se je barva

medija ob stiku s polimernimi filmi le rahlo spremenila, kar pomeni, da je v ¢asu susenja
3 % vodna raztopina ocetne kisline skoraj v celoti izhlapela. Celice so se v tem primeru v
Casu 48 h pritrdile na podlago in ponekod tudi med seboj, spremenjena pa je bila tudi
njihova morfologija (slika 39). Tako na polimernih filmih opazimo skupke celic, ki kazejo
kroglasto morfologijo, medtem ko na kontrolnem praznem krovnem stekelcu vidimo
posamezne keratinocite vretenaste morfologije. Na polimernih filmih iz zmesi Hit/PEO
70/30 in 60/40 (v/v) celice rastejo v dobro vidnih skupkih (slika 39C in D), v primeru
polimernih filmov iz izmesi Hit/PEO 90/10 in 80/20 (v/v) pa so skupki celic slabse vidni
(slika 39A in B). Vidimo tudi, da je gostota celic kontrole vecja kot v vzorcih s
polimernimi filmi, kar kazZe, da se celice kontrole hitreje delijo kot celice na polimernih
filmih. 1z tega lahko zaklju¢imo, da polimerni filmi iz raztopin zmesi Hit/PEO celic ne

ubijejo, upocasnijo pa njihovo rast in razmnozevanje.
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Slika 39: Keratinociti v kulturi po 48 h gojenja na polimernih filmih iz raztopin zmesi LMW Hit in PEO v 3 % ocetni kislini
Razmerje Hit/PEO: (A) 90/10, (B) 80/20, (C) 70/30, (D) 60/40.

Kontrola so celice, ki so rastle na povrsini praznega krovnega stekelca. Povecava: 200-krat.

V nadaljevanju smo zeleli ugotoviti, kaksen je vpliv morfologije NV na rast
keratinocitov oz. kakSen je odziv keratinocitov na nanotopografijo NV. V ta namen

smo NV iz zmesi hitosana srednje molekulske mase in PEO zbrali na velikih krovnih

stekelcih in jih pred poskusom na celicah susili 2 tedna. Ko smo na povr§ino NV dodali
suspenzijo celic v mediju, je medij ohranil roza barvo, kar pomeni, da je topilo v 14 dneh
iz NV popolnoma izhlapelo. Opazili smo, da se celice po 48 h pritrdijo na NV in rastejo v
kroglastih skupkih (slika 40). Na$ rezultat je podoben ugotovitvam predhodne raziskave
raziskovalca Bhattaraija in njegovih sodelavcev, v kateri so ugotovili, da se hondroiciti
dobro pritrjajo na hitosanska NV (9) in se sklada tudi z rezultati Studije skupine
raziskovalca Zhou, ki je dokazala, da se misji fibroblasti uspesno pritrjajo na NV iz zmesi
karboksi hitosana in PVA (36). Uspesnost pritrjanja celic na NV najveckrat povezujejo z
veliko specifi¢no povrsino NV, na katero se celice brez tezav pritrdijo (9). Pri opazovanju
vzorcev smo naleteli na tezavo, saj celic ni bilo lahko lo¢iti od okolice in tezko smo videli,

kje je meja skupka celic in kje je mreza NV. Kljub temu smo uspeli razbrati, da na
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kontrolnem krovnem stekelcu rastejo celice vretenaste morfologije v bolj lo¢enih otockih,
medtem ko na krovnih steklcih z NV rastejo celice v kroglastih skupkih. Med celicami, ki
so rastle na NV iz razli¢nih zmesi Hit/PEO, so zelo majhne razlike. Opazili smo le, da so
skupki celic najvecji na NV iz zmesi Hit/PEO 60/40 (v/v) (slika 40D) in najmanjsi na NV
iz zmesi Hit/PEO 90/10 (v/v) (slika 40A).

KONTROLA

Slika 40: Keratinociti v kulturi po 48 h gojenja na NV iz raztopin polimernih zmesi MMW Hit in PEO v 3 % ocetni kislini.
Razmerje Hit/PEO: (A) 90/10, (B) 80/20, (C) 70/30, (D) 60/40.

Kontrola so celice, ki so rastle na povr$ini praznega krovnega stekelca. Povecava: 200-krat.

Poleg vpliva NV iz hitosana srednje molekulske mase smo Zeleli preuéili Se vpliv
NV iz hitosana nizke molekulske mase na celi¢no linijo keratinocitov, zato smo na velikih
krovnih stekelcih pripravili tudi NV iz zmesi LMW Hit/PEO. Da pa bi hkrati preverili Se

vpliv spiranja NV z etanolom, s katerim smo se po porocanju raziskovalca Bhattaraija
znebili ostankov organskega sotopila in PAS (9), smo naredili naslednja dva poskusa. Prva
krovna stekelca z NV smo pred inkubacijo s celicami sprali tako z etanolom kot tudi s
PBS, druga pa le s PBS. Celice smo spremljali 96 h. Morfologija keratinocitov po 24 h
gojenja na NV, spranih le s PBS (slika 41) in tistih, ki so rastli na NV, spranih tako s PBS
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kot tudi z etanolom (slika 42), je zelo podobna. 1z tega lahko zaklju¢imo, da postopek
spiranja NV ne vpliva na kasnejSo rast celic. Celice na vseh NV iz hitosana nizke
molekulske mase podobno kot na NV iz hitosana srednje molekulske mase rastejo v
skupkih s tipi¢no kroglasto morfologijo. Na podlagi tega lahko zaklju¢imo, da tudi
molekulska masa hitosana, iz katerega so NV izdelana, nima vpliva na rast in
razmnozevanje celic. Keratinociti, rasto¢i na NV iz zmesi LMW Hit/PEO z razmerji 90/10
in 80/20 (v/v) (slika 41A, B in slika 42A, B), so precej slabo vidni in jih je tezko lo¢iti od
okolice. Opazimo pa, da je morfologija celic, ki rastejo na NV iz zmesi LMW Hit/PEO z
razmerjem 70/30 (v/v) (slika 41 in slika 42C), najbolj podobna morfologiji kontrolnim
celicam. Vecina keratinocitov na NV z razmerjem Hit/PEO 70/30 (v/v) po 24 h gojenja se
vedno izkazuje kroglasto morfologijo, pri dolo¢enih celicah pa je Ze opazna sprememba
morfologije iz kroglaste v vretenasto. To je vidno pri obeh vzorcih ne glede na nacin

spiranja.

Slika 41: Keratinociti v kulturi po 24 h gojenja na NV iz raztopin polimernih zmesi LMW Hit in PEO v 3 % ocetni kislini. NV so
bila predhodno sprana samo s PBS.
Razmerje Hit/PEO: (A) 90/10, (B) 80/20, (C) 70/30, (D) 60/40.

Kontrola so celice, ki so rastle na povrsini praznega krovnega stekelca. Povecava: 200-krat.
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Slika 42: Keratinociti v kulturi po 24 h gojenja na NV iz raztopin polimernih zmesi LMW Hit in PEO v 3 % ocetni kislini. NV so
bila predhodno sprana z etanolom in PBS.
Razmerje Hit/PEO: (A) 90/10, (B) 80/20, (C) 70/30, (D) 60/40.

Kontrola so celice, Ki so rastle na povrsini praznega krovnega stekelca. Povecava: 200-krat.

Po 96 h rasti so keratinociti v kontroli dosegli Zze zelo visoko konfluentnost.
Keratinociti, rasto¢i na NV iz zmesi LMW Hit/PEO z razmerji 90/10 in 80/20 (v/v) (slika
43A, B in slika 44A, B), so ponovno slabo vidni in jih je tezko lo¢iti od mreze NV. Opazili
pa smo, da so celice, ki so rastle na NV iz zmesi Hit/PEO 70/30 (v/v) po 96 h v kulturi
spremenile morfologijo iz kroglaste v vretenasto, kar pomeni, da so postale podobne
celicam kontrole (slika 43C in slika 44C). Celice na ostalih NV so ohranile prvotno bolj
kroglasto obliko skupkov. Vpliva spiranja NV z etanolom na rast keratinocitvo nismo
opazili niti po 96 h inkubacije. 1z vsega tega lahko zaklju¢imo, da etanol, ki ga uporabimo
med postopkom spiranja NV, ne vpliva na keratinocite in da so za pospesitev celjenja ran

najbolj primerna NV, ki vsebujejo 70 % hitosana in 30 % PEO.
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Slika 43: Keratinociti v kulturi po 96 h gojenja na NV iz raztopin polimernih zmesi LMW Hit in PEO v 3 % ocetni kislini. NV so
bila predhodno sprana samo s PBS.
Razmerje Hit/PEO: (A) 90/10, (B) 80/20, (C) 70/30, (D) 60/40.

Kontrola so celice, Ki so rastle na povrsini praznega krovnega stekelca. Povecava: 200-krat.
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Slika 44: Keratinociti v kulturi po 96 h gojenja na NV iz raztopin polimernih zmesi LMW Hit in PEO v 3 % ocetni kislini. NV so
bila predhodno sprana z etanolom in PBS.
Razmerje Hit/PEO: (A) 90/10, (B) 80/20, (C) 70/30, (D) 60/40.

Kontrola so celice, ki so rastle na povrsini praznega krovnega stekelca. Povecava: 200-krat.

4.4.2. Vrednotenje celi¢nega odziva s fluorescenéno mikroskopijo

Morfologijo, pritrjanje, gostoto in nacin rasti celic (posami¢no/v skupini) SMO
opazovali tudi s fluorescen¢no mikroskopijo, pri tem pa smo bili dodatno pozorni $e na
jedra. Le-ta so bila na slikah fluorescen¢ne mikroskopije modro obarvana, za razliko od
rdece obarvanih aktinskih filamentov, ki predstavljajo strukturo celicnega citoskeleta. Slika
45 prikazuje keratinocite v kulturi po 72 h gojenja na NV iz zmesi hitosana srednje

molekulske mase in PEO. Na njej jasno vidimo rast kroglastih celic v velikih skupkih, za

razliko od kontrole, kjer vretenasti keratinociti rastejo v bolj lo¢enih otockih. Kljub
dejstvu, da celice na mrezi NV izkazujejo spremenjeno morfologijo, lahko trdimo, da so
pritrjene, saj so za keratinocite znacilni Stevilni izrastki, opazni na obrobju skupka vecih
celic. l1zrastki so najdaljsi in zato tudi najbolj opazni pri keratinocitih, ki so rastli na NV iz
zmesi Hit/PEO 70/30 (v/v). Rezultati so skladni z ugotovitvami pregleda vzorcev pod
invertnim svetlobnim mikroskopom in se ujemajo tudi z rezultati predhodne raziskave
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Bhattaraija in sodelavcev (9). Tudi tu pritrjanje celic na podlago dokazujejo s prisotnostjo
filopodijev oz. tankih Silastih psevdopodijev in s prisotnostjo Stevilnih dolgih mikrovilov

na povrsini celic.

KONTROLA

Slika 45: Keratinociti v kulturi po 72 h gojenja na NV iz raztopin polimernih zmesi MMW Hit in PEO v 3 % ocetni Kislini.
Razmerje Hit/PEO: (A) 90/10, (B) 80/20, (C) 70/30, (D) 60/40.

Kontrola so celice, ki so rastle na povrsini krovnega stekelca.

Slika 46 prikazuje keratinocite v kulturi po 72 h gojenja na NV iz zmesi hitosana z
nizko molekulsko maso in PEO. Keratinociti na mrezi NV iz zmesi Hit/PEO 70/30 (v/v)

(slika 46C) so tako po velikosti kot tudi po morfologiji celic $e najbolj podobni celicam
kontrole. Pri obeh vzorcih je opazna vretenasta morfologija celic, ki se med seboj in na
podlago pritrjajo s Stevilnimi dolgimi izrastki. Razliko opazimo edino v medsebojni
oddaljenosti jeder, ki je veéja v primeru keratinocitov kontrole kot pa v primeru
keratinocitov na mrezi NV, kar kaze na to, da se celice na mrezi NV med seboj poveZejo Vv

bolj tesne skupke.
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Slika 46: Keratinociti v kulturi po 72 h gojenja na NV iz raztopin polimernih zmesi LMW Hit in PEO v 3 % ocetni kislini.
Razmerje Hit/PEO: (A) 90/10 (B) 80/20 (C) 70/30 (D) 60/40.

Kontrola so celice, ki so rastle na povrsini krovnega stekelca.

Tako lahko tudi na podlagi rezultatov fluorescenéne mikroskopije zaklju¢imo, da so
za izdelavo koznih nadomestkov in sodobnih oblog za pospeseno celjenje ran najbolj
obetavna NV, ki vsebujejo 70 % hitosana in 30 % PEO, saj so keratinociti, ki rastejo na

njih, $e najbolj podobni celicam kontrole, ki rastejo na praznem krovnem stekelcu.

4.4.3. Vrednotenje metabolne aktivnosti celic na nanovlaknih z MTS testom
Zeleli smo ugotovili vpliv NV na proliferacijo celic, zato smo izvedli MTS test. V

ta namen smo NV izdelali iz razli¢nih zmesi hitosana nizke molekulske mase in PEO v 30

% ocetni Kislini in jih na podoben nacin kot pri velikih krovnih stekelcih sedaj zbrali na

majhnih krovnih stekelcih. Le-ta smo kasneje nameravali prenesti v vdolbinice
mikrotitrske plosée in na njih gojiti celice. Pri prenosu smo naleteli na tezavo, saj se nam je
malo krovno steklce pri spus¢anju v vdolbinico mikrotitrske plos¢e obracalo. Zato nismo
bili popolnoma prepricani, ali je proti vrhu zares obrnjena prava stran krovnega stekelca z

NV, na katerih naj bi rastli keratinociti. Poleg tega smo prenos opravljali v komori z
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laminarnim pretokom zraka, zato so zrac¢ni tokovi Se dodatno pripomogli k obracanju
prelahkega krovnega stekelca. Tezavo smo skusali resiti tako, da smo izvedbo testa
modificirali. NV iz zmesi nizkomolekularnega hitosana in PEO z razmerjem 70/30 (v/v)
smo zbrali na velikem krovnem stekelcu in na njem 72 h gojili keratinocite. Test smo torej
izvedli na tistih NV, ki so se pri gojenju keratinocitov predhodno izkazala kot najbolj
obetavna. Po 72 h v kulturi smo celice tripsinizirali, da bi jih locili od podlage in tudi med
seboj ter tako pripravili suspenzijo celic. V nasprotju s pri¢akovanjem se celice niti po 10
min inkubiranju pri 37 °C niso popolnoma lo¢ile od podlage. Kljub temu smo izvedbo testa
nadaljevali in ugotovili, da je absorbanca vzorca precej nizja od absorbance kontrole
(preglednica VIII). Rezultat je verjetno posledica tega, da v vzorec za izvedbo MTS testa
nismo uspeli prenesti vseh celic, kar smo spremljali pod invertnim svetlobnim
mikroskopom. Po drugi strani pa je bila ta ugotovitev znak, da so se keratinociti res mo¢no
vkljucili v strukturo NV in mogoce tesno vpletli oz. razrastli tudi v nizje plasti NV. To pa
tudi pomeni, da so NV iz zmesi Hit/PEO res primerna tako za izdelavo sodobnih oblog za

pospeseno celjenje ran kot tudi za izdelavo koznih nadomestkov.

Preglednica VI11: Rezultati MTS testa na NV iz raztopin polimernih zmesi LMW Hit/PEO z razmerjem 70/30 (v/v) v 30 %

ocetni kislini.
Povprecna Povprecna absorbanca Relativna viabilnost:
absorbanca z od$etim ozadjem A (vzorca) / A (kontrole)
VZOREC:
Suspenzija celic, ki so rastle na krovnem steklcu z NV 1,1089 0,2275 0,2426
OZADJE VZORCA:
Medij brez celic, ki je prikrival krovno stekelce z NV 0,8814
KONTROLA
Supenzija celic, ki so rastle na krovnem steklcu brez NV 1,0899 0,9376 1,0000
OZADJE KONTROLE:
Medij brez celic, ki je prikrival krovno stekelce brez NV 0,1523
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5. SKLEP

V diplomski nalogi smo s postopkom elektrostatskega sukanja iz zmesi Hit in PEO
izdelovali NV. Pred elektrostatskim sukanjem smo najprej ovrednotili spremenljivke
polimernih raztopin in prisli do naslednjih zakljuckov: 1.) raztopine hitosana srednje
molekulske mase imajo vecjo povrSinsko napetost in viskoznost kot raztopine hitosana
nizke molekulske mase; 2.) dodatek PEO v raztopino hitosana po eni strani zmanjsa
prevodnost in povrsinsko napetost raztopine, po drugi strani pa zvisa njeno viskoznost; 3.)

glede na proucevane spremenljivke polimerne raztopine dodatek Triton X-100™

najbolj
vpliva na povrsinsko napetost, dodatek DMSO pa najbolj vpliva na prevodnost raztopine
polimerne zmesi.

Glede na dobljene rezultate smo nato dolo¢ili spremenljivke tehnoloskega
postopka. V nasem primeru smo med konico igle in zbiralom vedno uporabljali razdaljo 18
cm, nato pa smo glede na uporabljen sistem (LMW Hit oz. MMW Hit, ki je raztopljen v 3
% o0z. 30 % ocetni Kislini) spreminjali napetost generatorja od 20 do 24 kV in pretok
¢rpalke od 0,6 do 1,2 mL/h, da je nastal stabilen kontinuiran curek polimerne raztopine.
Ugotovili smo, da so za elektrostatsko sukanje najprimernejse polimerne zmesi iz LMW
Hit in PEO, ki ju raztopimo v 3 % ocetni Kislini. Tak$ne raztopine so dovolj prevodne, da
z generatorjem visoke napetosti na njih ustvarimo naboj dolofene polarnosti, imajo
ustrezno povrSinsko napetost, zaradi ¢esar se na konici igle oblikuje stabilen curek, po
enem tednu pa se njihova viskoznost ustali, torej dobimo spremenljivko, ki je konstantna,
kar vpliva na ponovljivost procesa elektrostatskega sukanja.

Izdelana NV smo ovrednotili takoj po izdelavi in po spiranju ter prisli do naslednjih
ugotovitev: 1.) NV najlepse morfologije smo pripravili iz zmesi LMW Hit in PEO, ki smo
ju raztopili v 30 % ocetni kislini; 2.) za nastanek NV je k raztopini hitosana potrebno
dodati najmanj 10 % PEO; 3.) z zmanjSevanjem deleza PEO v zmesi se morfologija NV
spreminja iz vlaknate v vozlasto, hkrati pa se manj$a tudi premer vlaken od 100 do 20 nm;
4.) izdelava NV brez dodatka Triton X-100™ in DMSO je manj uspeina, saj dobimo
predvsem vozle in le zelo majhne koli¢ine NV; 5.) med proucevanimi zbirali se je kot
najboljSa izkazala aluminijasta folija, saj so se vlakna iz poliuretanskega zbirala
Tegaderm™ po izpostavitvi vodnemu mediju takoj sprala, vlakna, zbrana na gazi, pa so
imela veliko vozlov; 6.) morfologija vseh NV, ne glede na vrsto hitosana, se po spiranju
spremeni; najbolj izrazito spremembo integritete v vodnem mediju pa smo opazili pri NV z

najmanj$im delezem PEQ; 7.) za uspe$no izdelavo NV je elektrostatsko sukanje potrebno
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izvajati v prostoru z odzraCevanjem, saj Se v nasprotnem primeru vzorec do zbirala ne
posusi in na zbiralu se pojavi moker madez; 8.) izdelava NV je tezko ponovljiv proces, saj
nanj vpliva vrsta znanih in neznanih spremenljivk.

V sklopu in vitro bioloskega vrednotenja odziva keratinocitov na izdelana NV smo
ugotovili, da molekulska masa hitosana, iz katerega izdelamo NV, nima vpliva na rast
keratinocitov. Podobno velja tudi za spiranje z etanolom. Po drugi strani smo ugotovili, da
zaostanek ocetne kisline v slabo posusenih NV povzro¢i spremembo pH medija, v katerem
so rastle celice, zaradi Cesar se keratinociti tudi po 48 h gojenja v kulturi niso pritrdli na
podlago, ampak so prosto plavali v celicnem mediju. S pomocjo invertne svetlobne
mikroskopije smo ugotovili, da na polimernih filmih rastejo skupki celic, ki kazejo bolj
kroglasto morfologijo, medtem, ko na kontrolnem praznem krovnem stekelcu rastejo
keratinociti vretenaste morfologije. Ugotovili smo, da celice, ki rastejo na NV iz zmesi
LMW Hit/PEO 70/30 (v/v), po 96 h v kulturi spremenijo morfologijo iz kroglaste v
vretenasto, kar pomeni, da postanejo podobne celicam kontrole. S pomo¢jo fluorescenéne
mikroskopije smo ugotovili tudi, da so celi¢ni zrastki oz. filopodiji najdaljsi in zato tudi
najbolj opazni pri keratinocitih, ki rastejo na NV iz zmesi Hit/PEO 70/30 (v/v). Na teh
najbolj obetavnih NV smo nazadnje s pomoc¢jo MTS testa zeleli posredno preveriti Se
proliferacijo celic. Dobljeni rezultati testa niso zanesljivi, kajti v vzorec za izvedbo MTS
testa nismo uspeli prenesti vseh celic, kar smo spremljali pod invertnim svetlobnim
mikroskopom. Po drugi strani pa je bila ta ugotovitev znak, da se keratinociti res mo¢no
vkljucijo v mrezo NV, se z NV tesno povezejo in vrastejo tudi v niZje plasti NV. To pa tudi
pomeni, da so NV, izdelana iz 70 % LMW Hit in 30 % PEO, res primeren kandidat za
izdelavo sodobnih oblog za pospeSeno celjenje ran kot tudi za izdelavo koZnih
nadomestkov.

V nadaljnih raziskavah bi bilo potrebno se bolj natanéno preuditi vpliv
spremenljivk polimerne raztopine in tehnoloskega postopka na izdelavo hitosanskih NV,
da bi lahko z veliko verjetnostjo napovedali, kakSen bo produkt elektrostatskega sukanja. S
tem bi lahko dosegli ve¢jo ponovljivost procesa in tako omogodili industrijsko izdelavo
hitosanskih NV, ki bi bila primerna za vsakodnevno uporabo v biomedicini. Tudi in vitro
vrednotenje na celi¢nih kulturah bi bilo smiselno razsiriti na 3D koZzne nadomestke in

raziskati, ali se hitrost celjenja modelnih ran v prisotnosti NV pospesi.
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