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POVZETEK

Nanovlakna (NV) zaradi velikosti premera na nanometrskem nivoju v primerjavi z
materiali ve¢jih dimenzij izkazujejo signifikanto spremenjene in edinstvene fizikalne,
kemijske ter bioloSke lastnosti. Prav zaradi tega so NV predmet intenzivnih raziskav v
zadnjem desetletju in imajo velik potencial glede uporabe na Stevilnih podrocjih, Se zlasti v
biomedicini, kot sodobne obloge za celjenje ran, dostavni sistemi zdravilnih uc¢inkovin ter
tkivni nadomestki. Vsestranska, sodobna, enostopenjska in ekonomicno uc¢inkovita metoda
za izdelavo NV iz razli¢nih polimerov je elektrostatsko sukanje (ES).

V diplomski nalogi so bila izdelana NV iz polivinilalkohola (PVA), v katera smo vgradili
10 % zdravilne u¢inkovine levofloksacin (L), glede na maso polimera. NV smo pripravili
iz petih razlicnih koncentracij polimera (8 do 12 %), brez in z L, z metodo ES, pri
predhodno izbranih najboljSih procesnih pogojih. Polimernim raztopinam smo dolocili
viskoznost in prevodnost, dobljenim NV pa premer in morfologijo. Ker so bila PVA NV v
fosfatnem pufru obstojna le nekaj sekund, smo jih stabilizirali tako, da smo jih 24 h
namakali v metanolu ali etanolu, ali pa 10 min segrevali pri 160 °C, nato pa preucili vpliv
teh pogojev na premer in morfologijo NV, z ali brez vgrajene zdravilne ucinkovine.
Preucevali smo tudi njihovo hidratacijo in erozijo, na najboljsih NV z vgrajenim L (10 %
PVA) pa smo nato spremljali Se sproScanje. Na koncu smo na NV z isto koncentracijo,
vendar brez vsebnosti u¢inkovine L, ovrednotili Se rast celi¢ne linije keratinocitov in vitro.
Pri tem smo s pomocjo invertne svetlobne in fluorescen¢ne mikroskopije opazovali
morfologijo in rast celic.

Ugotovili smo, da viskoznost in prevodnost raztopin PVA s koncentracijo in po dodatku L
nara$€ata. Vsa izdelana NV so bila gladka, okrogla in brez vozlov. Rahel pojav vozlov smo
opazili le pri NV z vgrajenim L, izdelanih iz 8 in 9 % polimerne raztopine PVA. Premer
NV z in brez L se je vecal s koncentracijo PVA, kar je sovpadalo z vecanjem viskoznosti
bolj koncentriranih raztopin in padel po dodatku L, zaradi vi§je prevodnosti raztopin, ki so
vsebovale to ucinkovino. Ugotovili smo, da vsi trije uporabljeni fizikalni nacini
stabilizacije ohranijo fibrilarno zgradbo NV tudi po petih dnevih v fosfatnem pufru,
najmanj pa se ta spremeni po toplotni stabilizaciji. Z metodo HPLC smo dokazali ¢istost in
stabilnost L tako pri poviSani temperaturi kot tudi v fosfatnem pufru in metanolu ter njegov
razpad v etanolu. Ugotovili smo tudi, da je uéinkovitost vgradnje L v NV nizka in sicer

4+/-2 mg/g PVA, na povrsini NV smo pogosto opazili tudi kristale u¢inkovine. 1z profilov
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spros€anja smo ugotovili, da se L hitro sprosti iz NV. Tako je spros¢anje L iz NV
stabiliziranih v metanolu potekalo 6 ur, iz toplotno stabiliziranth NV pa le 90 min, pri
c¢emer je glavni razlog za tako veliko razliko prisotnost velikega deleza L na povrSini
toplotno stabiliziranih NV. V sklopu opazovanja rasti keratinocitov in vitro na podlagi iz
NV smo ugotovili, da le ta moc¢no vpliva na celicno obnaSanje, kar se kaze v spremenjeni
obliki celic.

Dobljeni pozitivni rezultati so osnova za nadaljnji razvoj PVA NV, ki se bodo lahko

uporabljala kot osnova za nacrtovanje oblog za celjenje kronic¢nih ran.
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ABSTRACT

Nanofibers compared to other higher dimension materials show significant and unique
physical, chemical and biological features due to their nanometer size. Therefore,
nanofibers are the object of intensive research in the last decade and show great potential
in different areas, especially in biomedicine, where they are used as modern wound
dressings, drug delivery systems and tissue scaffolds. Universal, modern, one-step and
economically efficient method for producing nanofibers from different polymers is
electrospinning.

In thesis poly(vinyl alcohol) (PVA) nanofibers with incorporated drug, levofloxacine (L)
(10 % m/m) were produced. PVA nanofibers were prepared by electrospinning from five
different polymer concentrations (from 8 % to 12 %), with or without the drug, whereas
optimal process parameters were preliminary chosen. For all polymeric solutions viscosity
and conductivity were determined and for electrospun nanofibers morphology and
diameter. Due to instability of nanofiberes in phosphate buffer, they were stabilized for 24
hours in methanol and ethanol and for 10 min by 160 °C. Afterwards the influence of
stabilization on morphology and diameter of nanofibers without and with incorporated L
were evaluated. The study of hydratation and erosion of the stabilized nanofibers followed
and on the best examples of the nanofibers (10 % of PVA), the release of incorporated
drug was observed. Finally, cellular growth of keratinocytes on nanofibers without drug
(10 % of PVA) was assessed in vitro study, with the help of invert light and fluorescent
microscopy.

Our results show that the viscosity and conductivity of the PVA solutions increased with
polymer concentration and addition of L. Obtained nanofibers were smooth, round and
without beads. Slight occurrence of beads was observed only with the nanofibers made of
8 % and 9 % PVA polymeric solution. Diameter of nanofibers without and with L
increased with the concentration of the solution, due to higher viscosity of more
concentrated solutions and decreased after L addition, due to higher conductivity of PVA
solutions without L. We found out that all the three ways of physical stabilization preserve
the fibrillar structure of the nanofibers, even after five-day in the phosphate buffer.
Although the smallest change in fibrillar structure was the stabilization at high

temperature. With HPLC method we proved the purity and stability of L at high
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temperature, in phosphate buffer and methanol and degradation in ethanol. We found out
that the efficiency of the incorporated drug is low (4 +/- 2 mg/g PVA) and often L was
preserved on the surface of some nanofibres. The release profiles showed a fast increase of
the initial concentration. The release of L from the nanofibers stabilized in methanol was 6
hours, while the release of nanofibres stabilized with heat was 90 minutes. The main
reason for such differences was the presence of a great part of L on the surface, when the
nanofibers were stabilized with heat. In the last part, the study of cellular growth of
keratinocytes on nanofibers in vitro, we found out that nanofibers have strong influence on
the behaviour of the cultured cells, since keratinocytes had modified form.

We can conclude that positive results are the basis for further research of PVA nanofibers,

which could express great potential as a modern dressing for wound healing.
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SEZNAM OKRAJSAV

ES- elektrostatsko sukanje

EtOH- etanol

HPLC- High Performance Liquid Chromatography- tekocinska kromatografija visoke
lo¢ljivosti

L- levofloksacin

MeOH- metanol

NV- nanovlakna

NV- PVA- L- nanovlakna iz polivinilalkohola, ki imajo vgrajeno zdravilno uc¢inkovino
levofloksacin

NV- PVA- nanovlakna iz polivinilalkohola

PVA- polivinilalkohol

SEM- vrsti¢na elektronska mikroskopija
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1 UVOD

Nanotehnologija oznacuje multidisciplinarni pristop k nacrtovanju, izdelavi, karakterizaciji
in uporabi sistemov, ki imajo vsaj eno dimenzijo v nanometrskem obmocju (velikostni
razred 107° m). Tak$ni materiali izkazujejo velik potencial tudi v farmacevtski znanosti, saj
imajo kot nosilni sistemi u¢inkovin zaradi zmanjSane velikosti signifikantno spremenjene
fizikalne, kemijske in bioloSke lastnosti ter izkazujejo nove fenomene. Med tak$ne nove

nosilce spadajo tudi nanovlakna (NV).

1.1 NANOVLAKNA

NV so najsodobnejSa oblika nanomaterialov, ki jih v zadnjem desetletju intenzivno
proucujejo. So izredno drobna trdna vlakna z nanometrskim premerom, izdelana iz
najrazli¢nejsih polimerov s teoreticno neomejeno dolzino, veliko povr§ino na enoto mase
in visoko poroznostjo. Dodatno jih odlikuje tudi vecja proznost in mehanska trdnost v
primerjavi s katerokoli obliko enakega materiala (1, 2, 3, 4, 5). Zaradi teh edinstvenih
lastnosti lahko NV ucinkovito uporabljamo na podro¢ju medicine, farmacije, filtracije,
zas¢itnih tkanin, senzorjev, itn (slika 1). Ce se osredoto¢imo na podro¢je biomedicine pa
NV raziskujejo za razvoj dostavnih sistemov zdravilnih ucinkovin, sodobnih oblog za

celjenje ran ter tkivnih nadomestkov (1, 2, 6).
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Slika 1: Stevilne moZnosti uporabe nanovlaken.
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1.1.1 Nanovlakna kot dostavni sistemi

Sodobni dostavni sistemi izboljSajo terapevtsko ucinkovitost in zmanjSajo toksicnost
ucinkovine zaradi kontroliranega spros¢anja (3, 7). Zazeleno je, da nosilni sistem dostavi
ucinkovino na doloCeno mesto aplikacije ter jo sproSca na osnovi ponovljive in znane
kinetike spros¢anja. V farmaciji v ta namen izberemo biorazgradljive materiale, pri katerih
sproscanje ucinkovine dolocata tako difuzija zdravilne u¢inkovine iz nosilnega sistema kot
tudi razgradnja slednjega (3, 8).

Polimerna NV veliko obetajo kot dostavni sistemi s takojSnjim in prirejenim sprosc¢anjem.
Obicajni polimerni dostavni sistemi nano- in mikrodelci, liposomi in hidrogeli pogosto
izkazujejo nezelene lastnosti, kot sta t.i. »burst« efekt (hiter zacetni porast koncentracije
ucinkovine) ter nizko ucinkovitost vgradnje. Temu fenomenu se lahko izognemo z
optimizirano formulacijo NV, s povecanjem specifi¢ne povrSine in uporabo ucinkovin v
amorfni obliki pa pove¢amo tudi hitrost njihovega raztapljanja (1, 2, 8).

Glede na strukturo NV z vgrajeno ucinkovino, jih lahko razdelimo na ve¢ tipov, in sicer:
(1) polimerna NV z adsorbirano u¢inkovino, (ii) polimerna NV z ucinkovino vgrajeno v
njihovo notranjost, (iii) preplet dvojnih razlicnih NV, pri ¢emer so ena pripravljena iz
ucinkovine, druga pa iz polimerne raztopine, ter (iv) NV tipa jedro- ovojnica, pripravljena
s koncentri¢no Sobo (6, 9). Raziskovalci so v NV uspeli vgradit Ze razli¢ne u¢inkovine, kot

so antibiotiki, antimikotiki, protitumorske ucinkovine, polisaharide, proteine in rastne



dejavnike (3, 8). Najpogosteje vgradijo uc¢inkovino v notranjost NV, in sicer tako, da jo
raztopijo v polimerni raztopini, nato pa pripravijo NV z elektrostatskim sukanjem (ES) (6).
Taepaiboon in sodelavci so preucevali transdermalne dostavne sisteme pripravljene s
postopkom ES iz NV iz polivinilalkohola (PVA), v katera so vgradili $tiri razlicne
nesteroidne protivnetne ucinkovine z razlicno topnostjo: salicilno kislino, diklofenak,
naproksen in indometacin. Z metodo H-NMR so dokazali, da postopek ES ne porusi
kemijske celovitosti vgrajenih ucinkovin, da prisotnost zdravilne ucinkovine vpliva na
razgradnjo NV ter da sta hitrost in koli¢ina spro$¢ene ucinkovine obratno sorazmerni z
molekulsko maso. Tako pripravljena NV so primerjali s filmi PVA, v katera so vgradili iste
zdravilne ucinkovine ter ugotovili, da imajo v primerjavi z njimi NV zaradi boljse
poroznosti vecjo stopnjo nabrekanja in izgubo mase ter boljSe lastnosti spros¢anja

ucinkovine (7).

1.1.2 Nanovlakna v tkivnhem inzenirstvu

Tkivno inzenirstvo je hitro razvijajoce se interdisciplinarno podrocje, katerega cilj je razvoj
tkivnih nadomestkov z bioloskimi in inzenirskimi procesi, namenjeni obnavljanju,
vzdrzevanju ali izboljSanju funkcij tkiv (1, 2). Natan¢nejSe bioloSko poznavanje strukture
cloveskih tkiv razkrije, da je vec€ina tkiv in organov na nanometrskem nivoju hierarhi¢no
urejena v obliki vlaknaste strukture, zato lahko hitro vidimo potencial NV na podrocju
tkivnega inZenirstva. Raziskave so celo pokazale, da ze sama topografija NV ne glede na
material, iz katerega so izdelana, ugodno vpliva na celi¢no obnasanje, saj vzpodbuja
celi¢ne procese (1, 10, 11).

NV raziskujejo kot nadomestke za krvne zile, kosti, hrustanec, vezi, srce, Zivce, itn, z
metodo ES pa jih lahko pripravimo tako iz naravnih polimerov, na primer hitosana,
alginata, zelatine, fibrina, kolagena, hialuronske kisline, keratina, elastina, kot tudi iz
sinteznih polimerov, na primer PVA, polietilenoksida (PEO), polimlecne (PLA) ter
poliglikolne kisline (PGA). Tudi na tem podrocju so primarna izbira biorazgradljivi
materiali, saj v tem primeru za odstranitev tkivnega nadomestka ni potreben sekundarni
kirurski poseg. Vsi uporabljeni materiali za tkivne nadomestke pa morajo seveda biti

biokompatibilni (1, 11).



1.1.3 Nanovlakna kot sodobne obloge za celjenje ran

Potrebe po sodobnih oblogah za pospeseno celjenje ran postajajo iz dneva v dan vecje, saj
je vsako leto vecje Stevilo ran, ki jih je treba oskrbeti (1). Danes zdravljenje ne temelji vec
na uporabi klasi¢ne gaze, ki rano izsusi, temve¢ na uporabi sodobnih oblog, ki omogocajo
vlazno mikrookolje na rani, s tem pa hitrejSe in popolnejse celjenje (1, 11).

NV zaradi svoje strukture pravzaprav predstavljajo idealne obloge za rane. Imajo namre¢
ravno pravsnjo velikost in Stevilo por, da omogocajo veliko prepustnost za pline, obenem
pa §citijo rano pred vdorom bakterij ter se na rano dobro prilegajo. Poleg tega preprecijo
njeno dehidracijo in s tem ustvarjajo vlazno okolje, povecajo stopnjo epitelizacije, usnjica
pa se v NV dobro organizira in predstavlja dodatno oporo za nadaljnjo epitelizacijo
vrhnjice. Poleg tega lahko v NV vgradimo razlicne zdravilne ucinkovine potrebne za
celjenje ran (antibiotiki, rastni dejavniki, itn.). Poglavitna prednost tovrstnih oblog je ta, da

posnemajo naravni zunajcelicni matriks, katerega proizvodnja je v kroni¢nih ranah

okrnjena, s tem pa spodbujajo celicne aktivnosti in omogocijo zaprtje rane (1).

1.2 ELEKTROSTATSKO SUKANJE

Elektrostatsko sukanje (ES) (ang.electrospinning) je metoda za izdelavo NV iz raztopin ali
talin najrazli¢nejSih polimerov, ki temelji na uporabi visoke elektricne napetosti (12, 13).
Postopek je sicer znan ze ve¢ kot sto let, vendar pa je na raziskovalnem in industrijskem
podroc¢ju postal izjemno zanimiv v zadnjem desetletju, saj omogoca cenovno ugodno,
enostavno in vsestransko izdelavo vlaken tako na nano- kot tudi mikrometrskem nivoju (3,

5,12, 13).

1.2.1 Naprava za elektrostatsko sukanje

Obicajna naprava za ES je sestavljena iz treh delov (Slika 2):
» generatorja, ki omogoca visoko napetost,
» Dbrizge s kovinsko iglo majhnega premera, med 0,05 in 1,8 mm, skozi katero
apliciramo polimerno raztopino, ter

» zbirala, kjer se zberejo nastala NV (3, 4, 12).



Ker je izvor visoke napetosti pritrjen na kovinsko iglo, zbiralo pa je najpogosteje
ozemljeno, se med konico igle in zbiralom ustvari elektri¢no polje, ki je potrebno za
izdelavo NV (3, 6). Brizga je lahko namescena bodisi navpi¢no glede na zbiralo pod njo,
pri cemer pretok raztopine skozi iglo zagotavlja gravitacijska sila, bodisi horizontalno, kjer
pa je potrebno za zagotavljanje pretoka uporabiti ¢rpalko (3, 4).

Osnovna naprava za ES omogoca izdelavo NV iz enega polimera v primernem topilu,
medtem ko so za izdelavo zahtevnejSih NV raziskovalci razvili razliéne modifikacije in
izboljSave na Sobi ter na zbiralu osnovne naprave. Danes so na voljo naprave, ki imajo
namescenih ve¢ igel na eni brizgi, ki omogocajo izdelavo vecje koli¢ine NV. Aparat s Sobo
z dvema vzporedno postavljenima iglama pa je primeren za izdelavo NV iz dveh razli¢nih
polimerov, ki nista topna v istem topilu (3). Najve¢ zanimanja je v zadnjem casu za
koaksialno Sobo, v kateri sta igli namesceni koncentricno (igla z manj§im premerom je
znotraj igle z vecjim), ki omogoca izdelavo NV tipa jedro- ovojnica (3, 9). TakSna
struktura NV namre¢ omogoca vecji nadzor sproS¢anja vgrajenih u¢inkovin, poleg tega pa
lahko na tak nacin nanj vgradimo tudi proteinske ucinkovine brez nevarnosti za porusenje
njihove nativne strukture. Zbirala, ki jih uporabljamo v procesu ES, pa vplivajo na
urejenost pridobljenih NV. Najpogosteje se uporablja planarna aluminijeva folija, na kateri
se vlakna orientirajo naklju¢no. Nastanek usmerjenth NV pa omogocCata uporaba

rotirajocih zbiral ter lo¢enih elektrod (3, 6, 12, 14, 15).

Slika 2: Prikaz tipi¢ne naprave za elektrostatsko sukanje (ES), s horizontalno postavitvijo
brizge. A: Brizga z raztopino polimera; B: igla s premeri od 0,05 do 1,8 mm; C: ¢rpalka,
D: izvor visoke napetosti; E: zbiralo.



1.2.2 Mehanizem elektrostatskega sukanja

Osnovni princip izdelave NV z ES temelji na uporabi elektrostatske sile (6, 7, 12).
Generator ustvari visoko napetost, ki povzroci tvorbo elektri¢no nabitega curka polimerne
raztopine ob izhodu iz igle. Curek nato potuje skozi zrak, pri ¢emer topilo odhlapi, trdna
NV pa se zberejo na zbiralu (6, 12).

Raztopina polimera sprva le kaplja skozi iglo, ob prikljucitvi visoke napetosti pa se vanjo
uvaja elektri¢ni naboj, ki se porazdeli po povrSini kapljice. Z visanjem napetosti zaradi
narascajo¢ih odbojnih sil med istovrstnimi naboji v raztopini in privlaénimi silami med
raztopino in nasprotno nabitim zbiralom, povzroc¢i podaljSevanje visece kapljice na koncu
kapilarne igle. Nato se doseze tocka, v kateri so elektrostatske sile v ravnovesju s silo
povrsinske napetosti raztopine, kar vodi v nastanek Taylor-jevega stozca. Z nadaljnjim
povecevanjem elektricne napetosti se iz Taylor-jevega stozca tvori nabit curek, ki potuje
do ozemljenega ali nasprotno nabitega zbirala (3, 4, 5, 6, 12). Na tej poti na curek deluje
vec razli¢nih sil: gravitacijska; elektrostatska sila, ki vle¢e curek do zbirala; elektrostatska
odbojna sila, ki predstavlja odboj med enako nabitimi delci; visokoelasti¢na sila in
povrSinska napetost, ki preprecujeta raztegnitev curka ter vle¢na sila, ki nastane zaradi
upora med curkom in okoliskim zrakom (3). Posledica delovanja vseh teh sil je tanjSanje in
raztegovanje curka do nanometrskih velikosti. Velikokrat pa pride pri tem tudi do zvijanja,
razprSevanja in spremembe poti curka. Med potovanjem curka do zbirala topilo izhlapeva,
zato se na zbiralu zberejo trdna NV (3, 14, 15, 16). Poenostavljeno bi lahko rekli, da gre pri
ES za raztegovanje polimernih verig. Velja pa poudariti, da je opisani mehanizem le ena od
moznih razlag molekularnega dogajanja med tvorbo NV, saj je razumevanje celotnega

procesa Se vedno zelo omejeno (6, 13).

1.2.3 Spremenljivke elektrostatskega sukanja

Na tvorbo in strukturo izdelanih NV mocno vplivajo spremenljivke znotraj tehnoloskega
postopka (napetost elektri¢nega polja, pretok skozi iglo, razdalja od konice igle do zbirala),
lastnosti polimerne raztopine (koncentracija, viskoznost, prevodnost, molekulska masa,

povrsinska napetost) in vpliv okolja (temperatura, relativna vlaznost) (3, 4, 6, 7, 9).



1.2.3.1 Spremenljivke v tehnoloSkem postopku

Napetost elektricnega polja je najpomembnejSa spremenljivka tehnoloSkega postopka.
Dovolj visoka elektri¢na napetost namre¢ vnese v raztopino polimera naboj, ki omogoci
oblikovanje curka in njegovo potovanje skozi elektricno polje do zbirala (3). Rezultati
preucevanja vpliva elektricne napetosti na premer NV pa niso enotni. Remker in Chun sta
na primeru NV iz PEO dokazala, da elektri¢na napetost ne vpliva na njihov premer. Drugi
raziskovalci so mnenja, da vecja elektricna napetost poveca masni pretok polimerne
raztopine skozi iglo, kar posledi¢no povzroci nastanek NV z ve¢jim premerom. Nekateri pa
menijo, da vecja elektricna napetost poveca moc elektricnega polja skozi katerega potuje
curek polimerne raztopine, zaradi ¢esar se povecajo odbojne sile v curku, na zbiralu pa
nastanejo NV z manjSimi premeri (12).

Napetost elektri¢nega polja vpliva tudi na mesto nastanka polimernega curka na konici igle
(slika 3), s tem pa posledi¢no tudi na pojavnost vozlov. Pri nizki napetosti se namre¢ na
konici igle ustvari viseca kapljica, na koncu te pa se tvori Taylor-jev stozec, iz katerega
izhaja curek polimerne raztopine. Z vecanjem elektricne napetosti se velikost kapljice
zmanjsuje, zato se Taylor-jev stozec tvori ze na konici igle, kar je najbolj zazeleno in ima
za posledico nastanek gladkih nanovlaken. Z nadaljnjim veCanjem elektricne napetosti pa
povzro¢imo, da se curek raztopine tvori neposredno iz igle, kar posledi¢no vodi v nastanek

NV z veéjim Stevilom vozlov (3).
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Slika 3: Vpliv elektri¢ne napetosti na obliko kapljice polimerne raztopine.



Pretok skozi iglo vpliva na hitrost potovanja polimerne raztopine ter na koli¢ino
prenesenega materiala (12). Vpliva tudi na premer, poroznost in morfologijo nastalih NV.
Pri vecjih pretokih nastanejo NV z ve¢jim premerom in ve¢jo velikostjo por. Hkrati pa
visoki pretoki raztopine polimera onemogocajo, da topilo popolnoma izhlapi, zato se na
zbiralu zbirajo neposusena NV z ve¢jim Stevilom vozlov in madezi polimera. Pri tem pa
moramo omeniti, da je za tvorbo Taylor-jevega stoZca potreben nek minimalni pretok

raztopine polimera (3, 12).

Razdalja od konice igle do zbirala prav tako vpliva na premer in morfologijo NV.
Raziskovalci so odkrili, da z daljSanjem razdalje nastanejo NV z manjSim premerom (3).
ManjS$e razdalje omogocajo izdelavo plosc¢atih, vecje pa valjastih NV (12). Seveda je tudi v
tem primeru potrebna neka minimalna razdalja ki omogoc¢a odhlapitev celotnega topila in

nastanek suhih NV na zbiralu (12).

1.2.3.2 Lastnosti raztopine polimera

Koncentracija raztopine polimera predstavlja poleg viskoznosti, prevodnosti in povrsinske
napetosti zelo pomemben podatek, ki vpliva na nastanek NV (12). Tako mora imeti
raztopina polimera dovolj visoko koncentracijo, da je omogoceno prepletanje polimernih
verig, s tem pa stabilizacijo nastalega curka, hkrati pa ta ne sme biti previsoka, saj bi
prevelika viskoznost omejila gibanje polimera v elektricnem polju (3, 4). Prenizke
koncentracije raztopine polimera onemogocajo nastanek polimernega curka, saj se ta Se
preden doseZze zbiralo, prekine. Nastanejo kapljice pri cemer na zbiralu dobimo le posuSene
delce ali NV z veliko vozli (3, 17).

Raziskovalci so ugotovili, da iz bolj koncentriranih raztopin polimerov nastanejo NV z
vecjim premerom. S povecevanjem koncentracije raztopine polimera pa se postopno
spreminja tudi oblika nastalih NV in sicer iz sfericne v vretenasto. Pri optimalni

koncentraciji raztopine pa dobimo enotno oblikovana NV (4, 12, 17).

Viskoznost, koncentracija in molekulska masa so torej med seboj zelo povezane
spremenljivke, ki moc¢no vplivajo na nastanek NV. S povecevanjem koncentracije in

molekulske mase polimera se zviSuje tudi viskoznost. Za nastanek gladkih NV je zato



nujno potrebna primerna viskoznost raztopine (12). Raztopino z visoko viskoznostjo je
tezko potisniti skozi ozko iglo, kar seveda onemogoca pripravo NV s postopkom ES (3).
Po drugi strani pa prenizka viskoznost raztopine polimera onemogoca nastanek

kontinuiranega nitastega curka, zato se tvorijo NV z veliko vozli (12).

Prevodnost raztopine polimera je pomemben dejavnik priprave NV z ES, saj Stevilo nabitih
skupin v verigah polimera vpliva na stabilizacijo nastalega curka. Ugotovili so, da se z
vecanjem prevodnosti zmanjSuje premer nastalih NV (12). Raztopine z vecjo prevodnostjo
imajo namre¢ vec€jo gostoto naboja, ki poveca moc¢ elektrostatskih odbojnih sil, te pa
tanjSajo curek na poti k zbiralu. Tovrsten curek je med potovanjem v elektricnem polju
izpostavljen vecjim nestabilnostim in nihanju, kar posledicno vodi v nastanek NV z
razli¢no velikimi premeri (3, 12).

Na prevodnost raztopine lahko vplivamo z izbiro ustreznega polimera in topila, pri ¢emer
pa slabse prevodni polimeri onemogocajo izdelavo NV z ES. Z minimalnim dodatkom soli
lahko prevodnost raztopin izboljSamo, kar tudi znatno izboljSa izdelavo NV. Tako je Zong
s sodelavci preuceval vpliv soli na morfologijo in premer NV izdelanih iz PLA in PLGA
ter ugotovil, da po dodatku KH,PO., NaH,PO, ali NaCl nastanejo NV s premeri od 200 do
1000 nm brez vozlov. Brez dodatka soli pa so dobili NV z ve¢jim Stevilom vozlov in z
neenakomernimi premeri. Pristop povecevanja prevodnosti raztopin polimerov so kasneje
preucevali tudi drugi raziskovalci, na primer Zhang in sodelavci na NV iz PVA, in prisli do

enakih zakljuckov (12).

Povrsinska napetost je odvisna od sestave topila, v katerem je raztopljen polimer. Splosno
velja, da vecja povrsinska napetost raztopine polimera onemogoca proces ES, saj povzroci
nestabilnost nitastega curka, nastanek posusenih kapljic in NV z vozli na zbiralu. Ob tem
pa je potrebna tudi visoka uporabljena elektricna napetost, zato delo ni ve¢ varno. V
sploSnem velja, da nizja povrSinska napetost raztopine polimera omogoca izdelavo NV z

manj vozli (12).



1.2.3.3 Vpliv okolja

Temperatura in relativna vlaznost sta spremenljivki okolja, ki pomembno vplivata na
proces ES, vendar pa sta razmeroma slabo preucevani. Raziskovalci so ugotovili, da
temperatura okolja izrazito vpliva na premer nastalih NV. Pri poviSani temperaturi namrec
zaradi zmanjSanja viskoznosti raztopine nastanejo NV z manjSim premerom. Relativna
vlaznost zraka pa vpliva na hitrost izhlapevanja topila. Pri nizki vlaZnosti okolja topilo
hitreje izhlapi, pri visoki pa se vlakna, ki se odlozijo na zbiralu med seboj manj odbijajo in

so zato pore med njimi manjse (3, 12).
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Tabela I: Vplivi spremenljivk v postopku ES na premer in morfologijo nastalih
nanovlaken (3,4, 7,9, 12).

PARAMETRI TEHNOLOSKEGA POSTOPKA

VPLIV NA PREMER VPLIV NA MORFOLOGIJO NASTALIH
NASTALIH NV NV
Napetost neenotno mnenje:
elektri¢nega - nima vpliva 1 el. napetost =) 1 pojavnost vozlov
polja - 1 napetost =) 1 masni pretok —=)
1 premer NV

- 1 napetost =) 1 moc el. polja=)
1 odbojne sile = | premer NV

Pretok skozi iglo 1 pretok= 1 velikost por

1 pretok =1 premer NV = 1 pojavnost vozlov
Razdalja od | razdalja =) ploscata NV
konice igle do 1 razdalja = | premer NV 1 razdalja = valjasta NV
zbirala
LASTNOSTI RAZTOPINE
Koncentracija 1 koncentracija = 1 premer NV | koncentracija =) 1 pojavnost vozlov
polimera 1 koncentracije=) sprememba oblike NV iz
kroglaste v vretenasto
Viskoznost 1 viskoznost = 1 premer NV | viskoznost = 1 pojavnost vozlov
Prevodnost 1 prevodnosti = | premer NV | prevodnosti=) 1 pojavnost vozlov
PovrSinska 1 povrSinska napetost =) 1 pojavnost vozlov
napetost /

(Doloca tudi vrednost uporabljene elektri¢ne

napetosti.)

Molekulska masa | 1 molekulska masa =) 1 premer | molekulska masa—=) 1 pojavnost vozlov

NV
VPLIV OKOLJA
Temperatura 1 temperatura™=) | viskoznost 1 temperatura =) | viskoznost
= | premer NV = 1 pojavnost vozlov
Relativna 1 relativna vlaznost = | naboj na povr$ini NV
vlaznost /

= | poroznost nastalih NV
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1.3 POLIVINILALKOHOL

Polivinilalkohol (PVA) obstaja v obliki belega do kremno belo obarvanega praska ali
granul, brez vonja in okusa (18, 21). Izdelajo ga s popolno ali delno hidrolizo
polivinilacetata, njegova tipicna molekulska masa pa je od 20 000 do 200 000 kDa. Na
trziS€u so na voljo razli¢ne vrste, ki se med seboj razlikujejo v stopnji polimerizacije in

substitucije (18).

— ‘n

Slika 4: Strukturna formula polivinilalkohola (PVA).

PVA je topen v visoko polarnih in hidrofilnih topilih, kot so voda, dimetilsulfoksid,
etilenglikol in N- metilpirolidon, v 95 % etanolu je le delno topen, netopen pa v organskih
topilih (18).

Voda je eno izmed najpomembnejSih topil PVA, s katero lahko tvori intra- ali inter-
molekularne vodikove vezi. Njegova topnost v vodnih raztopinah je odvisna od stopnje
polimerizacije, hidrolize in temperature. PVA z nizko stopnjo polimerizacije in hidrolize je
topen v vodi ze pri 20 °C, medtem ko je ob nara$¢anju stopnje polimerizacije in hidrolize
za popolno topnost polimera v vodi potrebna temperatura okrog 80 do 90 °C. Topnost
PVA z visoko stopnjo polimerizacije in nizko stopnjo hidrolize v vodi pri sobni
temperaturi pa hitro pada in polimer za¢ne tvoriti gel (18).

Stabilnost PVA v vodnih raztopinah je sicer nizka, saj pride do geliranja in krcenja
raztopine. Zato moramo raztopine stabilizirati, to pa lahko naredimo s cepljenjem,
kopolimerizacijo ali premrezenjem z razlicnimi substancami, kot so polivinilpirolidon,
natrijev alginat, glutaraldehid ter z namakanjem v metanolu (MeOH) in etanolu (EtOH)

(19, 20).
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PVA je dobro poznan polimer in eden izmed najbolj uporabljenih sinteznih polimerov na
svetu (18). Ima primerne mehanske lastnosti, je kemijsko in temperaturno stabilen,
hidrofilen, dobro permeabilen za vodo, biokompatibilen, biorazgradljiv, netoksicen,
nekarcinogen in razmeroma poceni (7, 18, 19, 21). Zaradi vseh teh dobrih lastnosti je
Siroko uporaben in sicer tako na podrocju biomedicine (mehke kontaktne leCe, medicinski
vsadki, tkivni nadomestki, biosenzorji, itn), farmacije (izdelava NV z ES, dostavni sistemi
za zdravilne ucinkovine, sodobne obloge za celjenje ran, emulgator in stabilizator za
koloidne suspenzije itn.), tekstilne in papirne industrije (18, 19, 20,).

PVA pa je tudi eden izmed prvih polimerov za izdelavo NV z ES, ki se e vedno pogosto
uporablja. To potrjujejo Stevilne raziskave, ki porocajo o uspeSni pripravi NV iz
polimernih raztopin PVA ali PVA v kombinaciji z razli¢nimi naravnimi ali sinteznimi

polimeri in sicer pod razli¢nimi procesnimi pogoji postopka ES (7, 17, 18, 19, 20).

1.4 LEVOFLOKSACIN

Levofloksacin (L) ali kemijsko (-)- (S)- 9- fluoro- 2, 3- dihidro- 3- metil- 10-(4- metil-1-
piperazinil)- 7- okso- 7H- pirido [1, 2, 3- de]- 1, 4- benzoksazin -6- karboksilna kislina
(slika 5) je sintezna protibakterijska zdravilna ucinkovina tretje generacije iz skupine
fluorokinolonov. L je S (-) enantiomer racemne oblike zdravilne u¢inkovine ofloksacin, ki
pa ima od nje dvakrat vecjo jakost. Ker R (+) enantiomer ni aktiven je L tudi manj toksicen
od ofloksacina. (22, 23).

Levofloksacin deluje na kompleks DNA- giraza DNA in na topoizomerazo IV. Z inhibicijo
encima giraze DNA se v bakterijski celici ustavi proces uvajanja dodatnih negativnih
zavojev, s tem pa so onemogoceni vitalni bioloski procesi, kot sta replikacija in

transkripcija. Tako se ustavita sinteza DNA in celi¢na rast bakterije (22, 24):
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Slika 5: Strukturna formula levofoksacina (L).

Devi in Chandrasekhar sta preucevala stabilnost L pod razlicnimi pogoji ter z metodo RP-
HPLC ugotovila, da je L stabilen pod vplivom alkalne hidrolize, fotolize in visoke
temperature, do manjSega obsega njegove razgradnje pride pod vplivom kisle hidrolize, do
vecjega pa pod oksidativnim pogojem. Izvedla sta tudi pospeSene in dolgoro¢ne teste
stabilnosti, da bi preucila vplive okolja med shranjevanjem in po enoletnem testiranju

ugotovila, da ni bilo prisotnih necisto¢ oziroma da ni pri§lo do razgradnje uc¢inkovine (22).

1.5 BIOLOSKI ODZIV KERATINOCITOV NA PODLAGO IZ
NANOVLAKEN IN VITRO

Za NV, ki se uporabljajo kot tkivni nadomestki, sodobne obloge za celjenje ran in dostavni
sistemi je bistvenega pomena da poznamo njihov vpliv v okolju in vivo, kar lahko
ovrednotimo s poskusi na nosilnih celicah. Pri tem se spremlja morfologijo celic, njihovo
pritrditev na podlago oziroma NV, proliferacijo ter gostoto v kulturi, medsebojno ureditev,
itn. Raziskovalci so ugotovili, da je za izdelavo dobrega tkivnega nadomestka izredno
pomembno, da se celice takoj pritrdijo na nosilno ogrodje oziroma se vanj vkljucijo ter se
znotraj njega razmnozujejo. Dokaz za njihovo pritrditev je razvoj filopodijev oziroma
celi¢ni izrastkov. Vecina raziskovalcev poroca o boljSem pritrjevanju celic na mreze NV,
kot pa na ravno povrsino. Dodatno so ugotovili tudi, da celice pri gojenju v mrezi NV
pridobijo podolgovato obliko, saj rastejo vzporedno z vlakni ter da nanotopografija NV

pomembno vpliva na celi¢no proliferacijo (25).
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2 NAMEN DELA

Sodobne obloge za pospeseno celjenje ran postajajo v danasnjem ¢asu vedno bolj zanimive
za raziskovalce, saj je velik izziv razviti takSno farmacevtsko obliko, ki po eni strani
omogoca nadzorovano sprosc¢anje zdravilnih u¢inkovin (antibiotikov, rastnih dejavnikov,
itn) na mestu njihovega delovanja, po drugi strani pa zaradi svoje strukture dodatno
pripomore k hitrejSemu celjenju rane. Prav v ta namen lahko uc¢inkovito uporabljamo tudi

polimerna NV.

Namen diplomske naloge bo s postopkom ES izdelati NV iz raztopin PVA z razlicnimi
koncentracijami. Vanj bomo poskusili vgraditi zdravilno ucinkovino, ki pripomore k
celjenju ran.

Prvi cilj diplomske naloge bo priprava 8- 12 % raztopine PVA v vodi, in sicer brez in z
zdravilno uc¢inkovino L. V vseh raztopinah polimera bomo ovrednotili spremenljivki
viskoznost in prevodnost, ki sta pomembni za potek procesa ES, obenem pa preucili Se
vpliv L na lastnosti raztopin. Na podlagi teh in predhodnih eksperimentalnih rezultatov
dobljenih na UL Fakulteti za farmacijo, bomo doloc¢ili optimalne pogoje postopka ES, kot
so elektri¢na napetost, razdalja od konice igle do zbirala in pretok raztopine polimera skozi
iglo, ki vsi moc¢no vplivajo na morfologijo nastalih NV.

Drugi cilj naloge bo priprava NV s postopkom ES iz desetih razli¢nih raztopin (8, 9, 10,
11,12 % NV- PVA in NV- PVA- L) in stabilizacija pripravljenih NV, ki v vodnem mediju
niso obstojna. Fizikalno stabilizacijo NV bomo izvedli s tremi razliénimi metodami, in
sicer namakanjem v netopilih MeOH in EtOH, ter pri poviSani temperaturi. Sledilo bo
morfoloSko vrednotenje nastalih NV, pred in po stabilizaciji, s pomocjo vrsticne
elektronske mikroskopije (SEM) in racunalniSkega programa Imagel. Preucevali bomo
tudi odvisnosti med premerom NV in koncentracijo, viskoznostjo ter prevodnostjo
polimerne raztopine in prisotnostjo L, pri ¢emer bomo izbrali najboljsi nacin stabilizacije
proizvedenih NV.

Tretji cilj diplomske naloge bo preucevanje hidratacije in erozije stabiliziranih NV- PVA v
fizioloskem okolju. Na tej stopnji bomo na podlagi dobljenih rezultatov izbrali tisto

koncentracijo raztopine polimera, s katero bomo pripravili NV z optimalnimi lastnostmi
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(brez vozlov, s primerno morfologijo, itn). Nato jo bomo uporabili za pripravo NV- PVA-
L in preucili Se spros€anje zdravilne uc¢inkovine v fosfatnem pufru s pH 7, 4. Sprosceno
ucinkovino L bomo analizirali z metodo HPLC.

Cetrti cilj diplomske naloge bo ovrednotenje odziva in vitro bioloske celi¢ne linije
keratinocitov na nanotopografijo NV- PVA izdelanih z izbrano koncentracijo raztopine
polimera. Debelino in morfologijo NV bomo ugotavljali s pomoc¢jo SEM posnetkov,

morfologijo in rast celic pa opazovali z invertno svetlobno in fluorescen¢no mikroskopijo.
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3 EKSPERIMENTALNO DELO

3.1 IZDELAVA NANOVLAKEN

3.1.1 Materiali

Polimeri, topilo in zdravilna u¢inkovina za izdelavo NV
» Polivinilalkohol Mowiol ® 20- 98, Mr= 125 000 g/ mol, stopnja hidrolize 98, 0-
98, 8 %, stopnja polimerizacije 2800, Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Nemcija;
» PreciS€ena voda;

» Levofloksacin, Lek d.d., Ljubljana, Slovenija.

Reagenti za stabilizacijo NV
» Etanol 96% PharmaChem, Ph. Eur. 5. 0, vsebnost etanola 95, 1- 96, 9 % (v/v),
Nemcija;

» Metanol analitske kakovosti, Mr: 32, 04 g/ mol Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija.

Reagenti za pripravo fosfatnega pufra s pH 7, 4

» Natrijev klorid (> 99, 5 %), Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija;
Kalijev klorid (> 99, 5 %), Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija;
Dinatrijev hidrogenfosofat (> 99, 0 %), Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija;
Kalijev dihidrogenfosfat (> 99, 5- 100, 5 %), Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija;
Natrijev hidroksid (> 99, 0 %), Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija;
Klorovodikova kislina 37 %, Merck KGaA Darmstadt, Nemcija;

YV V V ¥V V V

Preci$c¢ena voda.

Reagenti za pripravo mobilne faze za HPLC analitiko
» Natrijev dihidrogenfosfat dihidrat, (98, 0- 100, 5 %) Merck KGaA, Darmstadt,
Nemcija;
»  Trietilamin (> 99, 5 %), FLUKA, Buchs, Svica;
» Orto-fosforna kislina 85 % , Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija;

» Dvakrat preciscena voda.
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Reagenti za pripravo topil za analitiko HPLC
» Acetonitril za tekoCinsko kromatografijo, (> 99, 9 %) Merck KGaA, Darmstadt,
Nemcija;
» Metanol za tekoCinsko kromatografijo, (> 99, 9 %) Merck KGaA, Darmstadt,
Nemcija;

» Dvakrat preciscen voda.

3.1.2 Naprave

Aluminijasta folija;

Analitska tehtnica, Mettler Toledo AG245, Schwerzenbach, Svica;
Analitska tehtnica, Mettler Toledo XS 205, Schwerzenbach, Svica;
Avtoklav Kambi¢ Laboratorijska oprema, Semic , Slovenija;

Digitalna tehtnica, Vibra AJ, Tokyo, Japan;

Kovinska mrezica;

Magnetno mesalo, IKA ® RH basic KT/C, New Jersey, ZDA;
Magnetno mesalo, Rotamix 550 MMH, Tehtnica, Zelezniki, Slovenija;

vV V.V V V V V V V

Merjenje prevodnosti: Conductivity meter, Ma 5964, Iskra, Slovenija, konstanta

0,7265 1/ cm, osebni racunalnik;

» 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 raunalnik;

» Naprava za elektrostatsko sukanje:

0 20 mL brizga, B-Braunn, ZDA,
0 kovinska igla z notranjim premerom 0,8 mm, Linari Engineering, Italija,
0 <¢rpalka, Razel TM, Ma R-99E, Italija,
O generator visoke napetosti, Linari Engineering s.r.l., Ma. P60-R-EU, Italija,
O aluminijasta folija kot planarno zbiralo;
» Obojestranski lepilni prevodni trak, premer 12 mm, Oxon, Oxford instruments,

Velika Britanija;
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» Plasti¢ne petrijevke;

» Pipeta 1000 pl;

» Racunalniski program ImageJ, Image Processing and Analyzing in Java, 1. 44p,
NIM, ZDA;

» Sistem za visokotla¢no tekoc¢insko kromatografijo (HPLC), Agilent Series, Agilent
Tehnologies, Nemcija, kolona Symmetry C 18, Sum, 4°6 x 250 mm, Ireland,

» Spektrofotometer, Agilent 8453, Agilent Technologies, Nemcija;

» Ultrazvo¢na kadicka, Sonis 4, Iskra, Kranj, Slovenija;

» Velika krovna stekelca (22 x 22 mm);

» Vrstiéni ali 'scanning' elektronski mikroskop (SEM mikroskop) SEM Supra 35 VP,

Oberkochen, Zeiss, Nemcija.

3.1.3 Postopki in metode

3.1.3.1 Priprava raztopin iz polivinilalkohola

Za pripravo 8, 9, 10, 11 in 12 % (m/ m) raztopin PVA smo natehtali ustrezno koli¢ino
polimera v prahu, ga kvantitativno prenesli v stekleno ¢aso, mu dodali precisc¢eno vodo in
¢aSo pokrili z aluminijasto folijo. Nato smo vsebino v ¢asi 2 do 4 ure, odvisno od
koncentracije raztopine, mesali in segrevali na magnetnem mesalu pri priblizno 90 °C, tako
da se je raztopila celotna koli¢ina PVA in koScki polimera niso bili ve¢ vidni. Raztopine
PVA smo nato pri sobni temperaturi mesali Se 24 h, nato pa jih uporabili za izdelavo NV
oziroma za merjenje viskoznosti in prevodnosti. Raztopine z L smo pripravili po enakem
postopku, le da smo ob ohladitvi raztopini PVA dodali Se 10 % (m/ m) L, glede na

celokupno koncentracijo polimera v raztopini.
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Priprava polimerne Priprava polimerne raztopine iz
raztopine iz PVA. PVAmL.

-
.

Slika 6: Izgled raztopin PVA brez in z L.

3.1.3.2 Vrednotenje spremenljivk raztopin polimera

Merjenje viskoznosti raztopin polimera

Viskoznost smo izmerili vsem desetim uporabljenim raztopinam z razlicno koncentracijo
PVA, brez in z dodanim L in sicer 24 h po njihovi pripravi, pri 25 °C, v vsaj dveh
paralelkah. Uporabili smo oscilacijski rotacijski viskozimeter s senzorskim sistemom
stoZec plos€ica. Meritve smo izvedli tako, da smo na ploS¢ico nanesli priblizno 5 ml
raztopine polimera, spustili stozec do plos¢ice in morebitni odvecni vzorec odstranili s
papirnato brisaco tako, da ta ni segal ¢ez rob stozca za ve¢ kot 1 mm. Meritve so potekale v
obmocju strizne hitrosti od 1 do 100 1/ s in so bile vodene z ra¢unalniSkim programom
Rheo-logic, ki omogoca sproten prikaz izmerjenih tock na zaslonu ter izpis podatkov v

obliki grafov in preglednic.
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Slika 7: Reometer Physica MCR 301 s senzorskim sistemom stozec-plosca.

Merjenje prevodnosti raztopin polimera

Vsem raztopinam polimera smo pri sobni temperaturi dolo¢ili tudi prevodnost, pri cemer
smo meritve izvajali v treh paralelkah. Elektrodo s konstanto 0, 7265 1/ cm smo potopili v

50 ml merjene raztopine in na zaslonu od¢itali prevodnost v uS/ cm.

Slika 8: Merjenje prevodnosti raztopine polimera.

3.1.3.3 Izdelava in stabilizacija nanovlaken

Polimerna NV smo pripravili tako, da smo priblizno 5 ml raztopine polimera napolnili v
plasti¢no brizgo s kovinsko iglo ter iz nje iztisnili vse morebitne zratne mehurcke. Brizgo

smo nato postavili na ¢rpalko, ki je zagotavljala konstantni pretok 0, 42 — 0, 70 ml/ h.
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Razdaljo od konice igle do zbirala smo nastavili na 15 cm, elektricno napetost na 15 kV.
Pogoje ES smo izbrali glede na predhodno opravljene raziskave na UL Fakulteti za
farmacijo, ki so pokazali, da omenjeni pogoji omogocajo izdelavo NV iz PVA s stabilnim
curkom, brez vozlov in z ustrezno velikostjo premera (26). Zbiralo, ki smo ga uporabili je
bila aluminijasta folija nanesena na vertikalni planarni plasti¢ni nosilec. Nanjo smo z
obojestranskim prevodnim lepilnim trakom nalepili velika krovna stekelca. Tako smo NV
zbrali na krovnih stekelcih, kar nam je bistveno olajSalo nadaljnja testiranja, pri tem pa
smo imeli na razpolago tudi vedno priblizno enake koli¢ine vzorca (stekelca smo
enostavno izrezali iz aluminijaste folije, pri tem nismo poskodovali NV; na stekelce so se
NV tudi dobro prijela). Izdelava NV je potekala 60 min pri sobni temperaturi, za uporabo

NV za celice pa 10 min. Nato smo NV 24 h susili pri sobni temperaturi.

stekelcu.

NV iz PVA izdelana z ES,
zhiralo:aluminijasta folija.

NV iz PVA izdelana z ES,
zbiralo: krovna stekelca na
aliminijasti foliji.

Slika 9: Prikaz izdelanih NV iz PV A na zbiralu.

Stabilnost nestabiliziranih NV v vodnem mediju smo merili tako da, smo nanje nanesli
fosfatni pufer s pH 7, 4. Ugotovili smo, da so se NV v hipu raztopila, saj se je barva
aluminijaste folije spremenila iz bele nazaj v srebrno. Zakljucili smo, da je za potrebe
nadaljnjega testiranja in uporabe stabilizacija NV nujna.

Za stabilizacijo NV smo izbrali tri razlicne fizikalne metode, in sicer namakanje v dveh
netopilih (MeOH in EtOH) ter toploto. NV na krovnem stekelcu smo namakali 24 h pri
sobni temperaturi v MeOH in EtOH v petrijevkah in jih nato 24 h suSili pri sobni
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temperaturi. Toplotno stabilizacijo NV smo izvedli v suSilniku s suho toploto tako, da smo
stekelca z NV zavili v aluminijasto folijo in jih 10 min segrevali na 160 °C.
Stabilizacijo NV, namenjenih za poskuse s celicami, pa smo izvedli le s toploto in sicer 30

min pri 160 °C.

3.1.3.4 Vrednotenje izdelanih nanovlaken

Morfoloske lastnosti in povpreéni premer izdelanih nanovlaken

Posusena NV na aluminijasti foliji smo narezali na majhne koscke (okoli 5 x 5 mm) in jih z
obojestranskim lepilnim trakom prilepili na nosilce za SEM. Slike vzorcev nestabiliziranih
in stabiliziranih NV, z ali brez zdravilne u¢inkovine L smo posneli in analizirali s SEM pri
pospesevalni napetosti 1 kV in z uporabo sekundarnega detektorja. Iz slik pri razli¢nih
povecavah smo s pomoc¢jo racunalniskega programa ImagelJ dolocili povprecni premer NV

tako, da smo izmerili premere 50- im naklju¢no izbranim NV.

Slika 10: Prikaz vrsticnega elektronskega mikroskopa (SEM).

Priprava fosfatnega pufra

Za 1 L preciscene vode smo natehtali 8, 0 g NaCl, 0, 2 g KCI, 1, 44 g Na,HPO,, 0, 24 g

KH,PO,4 in s pomoc¢jo NaOH ali HCI uravnali pH na 7, 4. Fosfatni pufer smo nato
uporabljali za doloCevanje hidratacije in erozije NV- PVA ter za sproscanje L iz NV-

PVA-L.
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Razvoj metode za dolo¢anje hidratacije in erozije izdelanih nanovlaken

Metodo za doloc¢anje hidratacije in erozije NV smo deloma povzeli po literaturi, delno pa
smo jo razvili sami. Preucevali smo nabrekanje oziroma hidratacijo in erozijo stabiliziranih
NV-PVA v fosfatnem pufru s pH 7, 4 pri sobni temperaturi, pri ¢emer smo za vsak vzorec
izmerili v treh paralelkah. Fosfatni pufer s pH 7, 4 smo izbrali zato, da bi ¢im pristneje
posnemali fizioloSke pogoje. Stabilizirane suhe vzorce z izbranimi NV smo tako pred
zacetkom postopka stehtali in rezultate oznacili kot maso suhega vzorca. Nato smo vzorce
prenesli v plasti€ne petrijevke in jih prelili s pripravljenim fosfatnim pufrom. Po 5
sekundah smo stekelca z NV vzeli iz pufrne raztopine, jih na papirnati brisaci, ki ni
odpuscala delcev, osusili in ponovno stehtali. Vsak vzorec smo nato na enak nacin stehtali
Sepo 2,4, 6,8, 24,48, 72 in 96 h. Iz dobljenih meritev smo izra¢unali odstotke povecanja

ali zmanj$anja mase preucevanega vzorca glede na maso suhega vzorca.

Slika 11: NV na krovnem stekelcu, potopljena v fosfatni pufer s pH= 7, 4 med izvedbo
postopka za doloc¢anje njihove hidratacije in erozije.

3.1.3.5 Sproscanje zdravilne uc¢inkovine levofloksacina iz izdelanih nanovlaken

Analiza zdravilne u¢inkovine levofloksacina

Najprej nas je zanimala stabilnost L v fosfatnem pufru pri sobni temperaturi in njegova
Cistost. V ta namen smo natehtali doloceno koli¢ino L, jo raztopili v fosfatnem pufru in

mesali 2 h, nato pa postopali enako kot pri pripravi raztopin polimera. Ker L zaznamo z
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UV svetlobo, smo njegovi raztopini najprej izmerili celoten absorpcijski spekter, dolocili
absorpcijski maksimum, ki je bil 287 nm, ter od¢itali absorbanco. Za preverjanje
stabilnosti L smo nato ponovili meritve z isto raztopino in sicer po 24 h ter po petih dneh,
ter ugotavljali ali je med tem priSlo do spremembe absorbance s ¢asom.

Cistost in stabilnost L v MeOH, EtOH in pri poviSani temperaturi smo analizirali s
postopkom HPLC, objavljenim v literaturi (22). Ugotovili smo namrec¢, da analitika z UV
svetlobo ni primerna za dolocanje €istosti, saj z njo ne moremo zaznati morebitnih necistot
in razgradnih produktov v vzorcu, poleg tega pa je v MeOH in EtOH prislo tudi do
premika absorpcijskega maksimuma. Za analizo s HPLC smo pripravili osnovne raztopine
L s koncentracijo 0, 3 mg/ ml, ki smo jih nato red¢ili 1/ 100, v topilih voda: acetonitril 60/
40, MeOH in EtOH. Pripravili pa smo tudi osnovno raztopino s koncentracijo 0, 3 mg/ ml
iz predhodno toplotno stabiliziranega L (10 min na 160 °C), v topilu voda: acetonitril 60/
40, da bi dolocili stabilnost L pri povisani temperaturi. Ker smo zeleli preveriti stabilnost
in Cistost L v fosfatnem pufru tudi s HPLC, smo pripravili tudi njeno raztopino (0, 3 mg/
ml) v fosfatnem pufru. Vse raztopine smo pred analizo meSali 2 h na magnetnem meSalu

pri sobni temperaturi.

Umeritvena premica za levofloksacin

Osnovno raztopino L s koncentracijo 0, 025 mg/ ml smo pripravili tako, da smo natehtali
12, 5 mg L, ga kvantitativno prenesli v 500 ml bucko in to napolnili do oznake s fosfatnim
pufrom s pH 7, 4. Ceprav se umeritvena premica za analitiko HPLC pogosteje doloéi v
mobilni fazi kot v topilu, pa smo v naSem primeru raje uporabili fosfatni pufer, saj sta se
oblika kromatografskih pikov v pufru in v mobilni fazi razlikovali. Osnovno raztopino smo
nadalje redcili tako, da smo dobili naslednje koncentracije analita 0°01, 0°005, 0001,
070005, 0700025, 0°0001, 0700005, 0°00004 in 000003 mg/ ml. Najnizjo koncentracijo
smo dolocili glede na mejo detekcije sistema HPLC, umeritveno premico pa izdelali s

pomocjo dobljenih meritev dveh osnovnih raztopin.
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Slika 12: Umeritvena premica: odvisnost povrSin kromatografskih vrhov od koncentracije
raztopine L v fosfatnem pufru s pH 7, 4. V zgornjem okvircku je enacba premice, kjer y
predstavlja povrsino pod kromatografskimi vrhovi, x pa koncentracijo L.

Razvoj modela za izvedbo spro$c¢anja levofloksacina iz nanovlaken

Ker je primaren namen uporabe nasih NV izdelava obloge za rane, smo model za
sproscanje L iz NV skuSali ¢im bolj priblizati realni situaciji pri celjenju. V ranah je koza
poskodovana, zato ni kozne bariere, ki bi predstavljala oviro pri prehajanju zdravilne
ucinkovine. Zdravilna u¢inkovina lahko zato iz NV prehaja na mesto delovanja s preprosto
difuzijo. Zato smo uporabili naslednji model spros€anja L iz NV- PVA- L (slika 12): v
majhno ¢aSo (40 ml) z ravnim dnom smo polozili izbrana stabilizirana NV- PVA- L
namescena na krovno stekelce in sicer tako, da je bila stran stekelca, na katerem so bila
vlakna, obrnjena navzgor. Nato smo preko krovnega stekelca z NV v ¢asi nalili 20 ml
fosfatnega pufra s pH 7, 4. Iz sredine medija smo nato v enakih ¢asovnih intervalih
odvzemali po 1000 pl vzorca in ga sproti nadomescali s svezim pufrom, da smo zadostili
pogojem »sink«. Casovni intervali jemanja vzorcev so bili: 2°5, 5, 7°5, 10, 12°5, 15, 20, 25,
30, 40, 50, 60, 75, 90, 105, 120, 180, 240, 300, 360, 420 in 480 min ter 24, 48, 72 h in 7
dni. SproScanje je potekalo pri sobni temperaturi, vzorce pa smo jemali v treh paralelkah.
Iz meritev smo izraunali delez sproscanja in sicer ob predpostavki, da se po sedmih

dnevih iz NV sprosti celotna koli¢ina vgrajenega L ter na podlagi tega izracunali
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kumulativni delez (vse meritve, ki smo jih izmerili v analizi in meritev vzorca) sproS¢ene
zdravilne u¢inkovine v razli€nih ¢asovnih intervalih.

Sprva smo poskusali L analizirati spektrofotometri¢no pri valovni dolzini 287 nm, saj je to
najenostavnej$a in najhitrejSa metoda za njegovo detekcijo. Vendar pa rezultati tovrstnih
meritev in umeritvena premica pri tako nizkih koncentracijah L (masa NV od 0, 5 do 1 mg,
vsebnost L pa od 0, 05 do 0, 1 mg), kot smo jih imeli v nasih vzorcih, niso bili dovolj
natanéni. Ceprav smo poskus veckrat ponovili, pa smo kljub temu med posameznimi
vzorci zaznali izredno velike razlike, pri C¢emer so profili spro$¢anja nakazovali
eksperimentalno napako. Zato smo za analiziranje L zbrali metodo HPLC, ki nam je

omogocila merjenje zelo nizkih koncentracij (22).

Caaz
ravaim doom. —— =

Fosfatni pufer T— Vealiko krovno

==
pH 7,4 stekelce 5
sz"?:' stabiliziranimi

NV

Slika 13: Shematski prikaz eksperimentalnega modela za ugotavljanje obsega sprosc¢anja L
iz NV.

Priprava mobilne faze in vrednotenje vsebnosti levofloksacina z metodo HPLC

» Sestava mobilne faze: 25, 5 mM NaH,POsx 2 H,O; za 1 L smo natehtali 3, 900 g

NaH,PO.x 2 H,O ga kvantitativno prenesli v bucko, dodali trietilamin in dvakrat
precisceno vodo ter z ortofosforno kislino umerili pH na vsebnost 6;

» Sestava topila za spiranje kolone: MeOH za tekoc¢insko kromatografijo in dvakrat
precis¢ena voda v razmerju 30: 70;

» Uporabili smo kolono Symmetry C 18, z dolzino 250 mm, notranjim premerom 4,6

mm in velikostjo delcev 5 um;

Volumen avtomatsko injiciranega vzorca je bil 20 ul;

Pretok mobilne faze 1 ml/ min;

Sistem je bil termostatiran na 40 °C, temperatura vzorca je bila 18 °C;

YV V V V

Cas potovanja enega vzorca po koloni je bil 30 min (22).
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3.2 BIOLOSKI ODZIV KERATINOCITOV NA PODLAGO 1Z
NANOVLAKEN IN VITRO

3.2.1 Materiali

» Barvilo za aktin:
0 rdece obarvanje: faloidin tetrametilrodamin B izotiocianat, Sigma- Aldrich
Chemie GmbH, Nemcija,
0 zeleno obarvanje: faloidin, fluorescein izotiocianat labeled, Sigma- Aldrich
Chemie GmbH, Nemcija;
» Barvilo za jedra: modro obarvanje, Hochst 33342, bisbenzimid, Riedel de Haen ®,
Nemcija;
» Celi¢na linija keratinocitov (NCTC2544), ICLC, Univerza v Genovi, Italija;
» Fosfatni pufer;

» Priprava gojisc¢a za keratinocite: MEM (»Minimum Essential Medium«), Sigma-

Aldrich Chemie GmbH, Nemcija, z dodatki:
0 10 % (v/v) fetalni goveji serum, Gibco® Invitrogen, ZDA,

0o 1 % (v/v) neesencialne aminokisline, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Nemcija,
0 2 mM L-glutamin, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Nemcija,

0 100 U/ mL meSanice antibiotik/ antimikotik: 10 000 IU penicilin, 10 mg
streptomicin, 2, 5 pg amfotericin B, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Nemcija;

» Prolong ® Antifade Kit (reagent proti bledenju fluorescence), Invitrogen,

Molecular Probes TM, ZDA;

» Sterilna voda: dvakrat preciS¢ena voda, sterilizirana po postopku za sterilizacijo

tekocin (121 °C, 20 min);

» Plastenka za gojenje celic;
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» Triton® X- 100, Merck, Darmstadt, Nemcija;
» 4 % raztopina formalina ali paraformaldehida, Sigma - Aldrich Chemie GmbH,

Nemcija;

» 15 in 30 ml centrifugirke.

3.2.2 Naprave

Asepticna komora z laminarnim pretokom zraka, Iskra Pio, Slovenija;
Centrifuga Centric 322A, Tehtnica, Slovenija;

Fluorescen¢ni mikroskop, Olympus IX 81, Japonska ;

Fotoaparat, Olympus, Japonska;

Inkubator za celi¢ne kulture, Sanyo, Japonska;

Neubauerjeva komora za Stetje celic;

Razli¢ne sterilne pipete;

YV V V V V V VYV V

Svetlobni mikroskop CKX41, Olympus, Japonska.

3.2.3 Postopki in metode

3.2.3.1 Gojenje in presajanje celic

Keratinocite smo gojili v posodi za gojenje celic s povr§ino 75 cm?, v prisotnosti medija.
Ko so celice prerasle 70 % povrSine posode (70 % konfluentnost), kar smo spremljali z
invertnim svetlobnim mikroskopom, smo jih presadili. Ta postopek smo izvedli tako, da
smo iz posode previdno odlili medij, celice, pritrjene na plasticno povrsino pa so ostale v
posodi. Posodo smo nato dvakrat sprali s po 3 ml steriliziranega fosfatnega pufra in ga
vsaki€ odlili. Nato smo v posodo dodali 1, 0 ml encima tripsina (v koncentraciji od 0, 025
do 0, 5 %), ki je omogocil, da so se celice odlepile od posode in druga od druge. Ta
postopek smo spremljali pod svetlobnim mikroskopom. Nato smo v posodo dodali 4 ml
medija za keratinocite, s katerim smo inaktivirali preostali tripsin, da ne bi poskodovali

celic. Sproscene celice smo suspendirali v mediju in jih odpipetirali v 15 ml centrifugirke
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ter cetrifugirali 5 min pri 1300 vrtljajih/ min. Supernatant smo zavrgli, celice pa
resuspendirali v sveZem mediju. Celicno suspenzijo smo nato prenesli v sveZe gojilne
posode, v katere smo predhodno odpipetirali po 12 ml svezega medija in jih inkubirali pri
37 °C in 5 % CO,, v zraku, toliko ¢asa, da so dosegle 70 % konfluentnost, nato pa smo
postopek celi¢nega presajanja ponovili.

Ustrezno gostoto celic v novih posodah za gojenje smo zagotovili s predhodnim Stetjem
celic. Po koncanem centrifugiranju in resuspendiranju celic v 1 ml svezega medija smo
odpipetirali 50 pl celi¢ne suspenzije, jo razred¢ili s 50 ul medija in vzorec nanesli v
Neubauerjevo komoro, v kateri smo jih presteli v vseh $tirih poljih hemocitometra (4 x 16)

in izracunali njihovo Stevilo v izhodni suspenziji, kot sledi:

stevilo celic ~ Stevilo prestetih celic 1 L .
= — - — — X faktor redcenja X 10
mL Stevilo preStetih polj

3.2.3.2 Priprava nanovlaken za njihovo biolosko vrednotenje in vitro

Izbrana s toploto stabilizirana NV- PVA na krovnih stekelcih smo prenesli na plosce s 6
vdolbinami in sicer v vsako od vdolbin po eno krovno stekelce. Nato smo v vsako vdolbino
dodali po 3 ml medija za keratinocite in po 10* celic. Kot kontrolo smo v vdolbinice dali le
krovna stekelca brez NV, dodali po 3 ml medija in nato nanesli $¢ 10* celic. Kulture smo
inkubirali pri 37 °C in 5 % CO, v zraku in sicer 24 in 72 h. Celice smo vsak dan opazovali

pod invertnim mikroskopom.

3.2.3.3 Vrednotenje vpliva nanovlaken na keratinocite

S fluorescenénim mikroskopom smo spremljali morfologijo, gostoto in rast celic na
izbranih NV- PVA. Za opazovanje celic pod fluorescenénim mikroskopom smo iz
vdolbinic odpipetiral medij in vzorce sprali z 1 ml fosfatnega pufra. Nato smo jim dodali
po 500 ul 4 % raztopine formalina ter s tem fiksirali celice. Formalin namre¢ tvori inter- in
intramolekulare kovalentne vezi z aminskimi skupinami proteinov in nukleinskih kislin, s

¢imer prepreci razkroj celic zaradi delovanja proteaznih encimov. Formalin smo pustili
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delovati 10 minut pri sobni temperaturi, nato pa ga odpipetirali in vzorce sprali s po 1 ml
fosfatnega pufra. Nato smo jim dodali po 500 pl 0, 25 % raztopine Tritona- X 100, ki
omogoci permeabilizacijo celicne membrane in s tem vstop fluorescen¢nih barvil v celico.
Tudi Triton- X 100 smo pustili delovati 10 min pri sobni temperaturi in ga nato odpipetirali
ter vzorce sprali s po 1 ml fosfatnega pufra. Sledil je dodatek 500 pl raztopine barvila za
celi¢na jedra, v koncentraciji 5 pg/ ml in inkubacija 30 min pri sobni temperaturi. Vzorce
smo zaScitili pred svetlobo, saj je barvilo obcutljivo na svetlobo. Po koncani inkubaciji
smo visek barvila odstranili tako da, smo vzorce sprali s po 1 ml fosfatnega pufra. Nato
smo dodali Se po 500 pl barvila za aktin in sicer v koncentraciji 1, 1 pg/ ml ter jih
inkubirali v temi 30 minut pri sobni temperaturi. Visek barvila smo odpipetirali in vse
vzorce dvakrat sprali s po 1 ml fosfatnega pufra. Na predhodno oznaceno objektno stekelce
smo nanesli kapljico reagenta proti bledenju fluorescence in nanj polozili rahlo osuseno
krovno stekelce z NV in celicami. V temnem prostoru pri sobni temperaturi smo tako
pripravljene vzorce susili 48 h, nato pa robove krovnih stekelc polakirali z navadnim

lakom za nohte in jih pregledali pod fluorescenénim mikroskopom.
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4 REZULTATIIN RAZPRAVA

4.1 LASTNOSTI RAZTOPIN POLIMERA

4.1.1 Viskoznost

Viskoznost raztopine polimera je lastnost tekoCine in je ena izmed spremenljivk, ki
pomembno vplivajo na proces izdelave NV z ES. Kot smo Ze omenili, morajo biti
raztopine polimera ravno prav viskozne, da lahko iz njih s postopkom ES izdelamo NV.
Raziskovalci so ugotovili, da se primerna viskoznost poljubne raztopine polimera giblje

med 0, 1 in 21, 5 Pas (12).

Konc. raztopine PVA Viskoznost [Pas] Konc. raztopine PVA in L viskoznost [Pas]

[%] [%]

8 0,26 8 0,31

9 0,34 9 0, 56

10 0, 76 10 0, 89

11 0,95 11

12 1,54 12

Tabela II: Rezultati meritev viskoznosti vseh PV A raztopin brez in z L.

Slika 14 prikazuje viskoznost raztopin PVA v odvisnosti od koncentracije polimera in
dodanega L. Vidimo, da viskoznost raztopin s povecevanjem koncentracije polimera
eksponentno narasca. Bolj koncentrirane raztopine namre¢ vsebujejo vecje Stevilo
polimernih verig, kar privede do vecjega Stevila interakcij med njimi, polimerom in
topilom in s tem posledi¢no do visje viskoznosti (3, 12, 26). Povpre¢ni porast viskoznosti z
nara$¢ajo¢imi koncentracijami je za raztopine PVA 0, 32 Pas, za raztopine PVA z L pa
0,34 Pas, pri ¢emer je viSanje viskoznosti z naras¢ajoco koncentracijo PVA bolj

enakomerno v raztopinah z dodanim L.
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Slika 14: Vpliv koncentracije PVA in L na viskoznost raztopin; vsebnost L je v vseh
primerih 10 %, glede na vsebnost PVA.

Dodatek L k raztopinam polimera se odraza v majhnem porastu viskoznosti raztopin z
doloc¢eno koncentracijo in sicer v povprecju za 0, 16 Pas. Ugotovili smo tudi, da lahko
najvecjo razliko med viskoznostjo raztopine PVA z in brez L zaznamo pri 11 %
koncentraciji, najmanj$o pa pri 8 in 10 %. Izsledki objavljenih raziskav so si glede vpliva
ucinkovin na viskoznost raztopin polimerov neenotni. Tako so Taepaiboon, Rungsardthong
in Supaphol pri vgrajevanju $tirih razli¢nih nesteroidnih protivnetnih u¢inkovin v 10 %
raztopine PVA v vodi ugotovili, da se viskoznost raztopin po dodatku ucinkovine v
dolo¢enih primerih zmanjsa, v drugih pa poveca. Dodatek salicilne kisline je viskoznost
zmanjSal, medtem ko so jo dodatki diklofenaka, indometacina ali naproksena zvisali (7).
Jannesari, Varshosaz, Morshed in Zamani so v 5 % polimerne raztopine PVA pripravljene
v 50 % ocetni kislini vgradili ciprofloksacin in ugotovili, da je pri tem pri§lo do zmanjSanja
viskoznosti raztopine. Ciprofloksacin naj bi v tem primeru deloval kot plastifikator (19).
Menimo, da lahko razli¢ne rezultate pripiSemo tako razli¢nim polimernim sistemom kakor
tudi razliénim zdravilnim u¢inkovinam. Nobena raziskovalna skupina do sedaj pa Se ni

preucevala vgradnje L v raztopine PVA, zato nismo mogli primerjati dobljenih rezultatov.
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Iz naSih izsledkov tako sklepamo, da je v raztopini polimera zaradi dodatka L priSlo do
sprememb, npr. konformacije polimernih verig, ki povzroc¢ijo njihovo veéje medsebojno
povezovanje in povezovanje s topilom ter s tem nastanek visje viskoznosti. Ugotovili smo
tudi, da so raztopine pripravljene iz PVA in PVA z dodanim L primerne za izvedbo ES, saj
ustrezajo zahtevanemu intervalu viskoznosti (0, 1- 21, 5 Pas), ki omogoc¢a primeren pretok

skozi iglo ter tvorbo stabilnega nitastega curka med procesom izdelave NV.

4.1.2 Prevodnost

Prevodnost je lastnost snovi, ki jo podaja razmerje med gostoto elektricnega toka in
jakostjo elektricnega polja in jo dolocajo predvsem nabiti delci v tekocini (27). Tudi ta

lastnost mora ustrezati pogojem za pripravo NV z ES.

Konc. raztopine PVA Prevodnost [uS/ cm] Konc. raztopine PVA in L | Prevodnost [1S/ cm]

(%] [%]

8 413 8 490

9 476 9 517

10 509 10 521

11 541 11 604

12 549 12 621

Tabela III: Rezultati meritev prevodnosti vseh uporabljeni raztopin PVA brez in z L.

Slika 15 nazorno prikazuje prevodnost raztopin PVA v odvisnosti od koncentracije in
dodatka zdravilne ucinkovine L. Vidimo, da tako koncentracija polimera kot dodatek
ucinkovine L zviSata prevodnost raztopin, pri ¢emer je njeno zvisanje s koncentracijo bolj
enakomernejSe v raztopinah brez L. Povpreéno povecanje prevodnosti s poveCevanjem
koncentracije je bilo za Ciste raztopine PVA in za raztopine z dodanim L 33 uS/ cm.
Razlike v prevodnosti raztopin PVA brez L so bile vecje v primeru 8, 9 in 10 % raztopin,
medtem ko sta se 11 in 12 % raztopini razlikovali le za 5 uS/ cm. NajmanjSo razliko v
raztopinah z in brez L pa smo ugotovili v raztopini z 10 % koncentracijo PVA. Znasala je

13 uS/ cm.
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Slika 15: Vpliv koncentracije PVA in L na prevodnost raztopin; vsebnost L je v vseh
primerih 10 %, glede na vsebnost PVA.

Vzrok porasta prevodnosti raztopin polimera s povecevanjem koncentracije polimera lahko
pripisemo nizki vsebnosti soli, ki jo vsebuje PVA, kot to navaja proizvajalec (28). Bolj
koncentrirane raztopine imajo poleg vecje vsebnosti polimera tudi vi§jo vsebnost soli, to pa
poveca njihovo prevodnost. ManjSi porast prevodnosti v raztopinah z najvi§jo
koncentracijo polimera (11 in 12 %) je posledica visoke viskoznosti. Ta namre¢ zacne
ovirati mobilnost ionov, kar ima za posledico manj$o izmerjeno prevodnost. O¢itno je tudi,
da dodatek L $e poveca prevodnost raztopin, ¢eprav ucinkovina ni v obliki soli. Ta pojav
lahko razlozimo z obnasanjem L v destilirani vodi. Ucinkovina L ima namre¢ pKa
karboksilne skupine 5, 5, pKa piperazinilne skupine 8, 0 in pKa druge protonakceptorske
skupine od 6, 8 +/ - 0, 3, medtem ko je pH destilirane vode pripravljene na FFA okoli 8. To
pa pomeni, da je delez L, ki se delno obnasa kot kislina, v tak§nem mediju v ionizirani
obliki, zato je prevodnost njegove raztopine vecja. Seveda pa lahko prevodnost ob dodatku
L dodatno poviSajo tudi morebitne necistote prisotne v u€inkovini, ki nastanejo med njeno

proizvodnjo.
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4.2 VREDNOTENJE POGOJEV ELEKTROSTATSKEGA SUKANJA

Procesne spremenljivke ES mocno vplivajo na morfologijo in premer izdelanih NV.
Najpomembnejsi procesni parametri, ki jih med ES lahko spreminjamo ob konstantnih
lastnostih raztopin polimerov so, elektri¢na napetost, razdalja od konice igle do zbirala ter
pretok polimerne raztopine skozi ozko iglo. Na FFA so predhodno Ze opravili analize

omenjenih parametrov za razli¢no koncentrirane raztopine PVA (26).

Za izdelavo NV smo izbrali razdaljo od konice igle do zbirala 15 cm, saj smo na ta nacin z
vsemi koncentracijami raztopin PVA dokazali stabilen curek med postopkom ES, na
zbiralu pa dobili suha NV, kar pomeni, da je imelo topilo na tej razdalji dovolj ¢asa za
popolno izhlapevanje.

Pretok raztopine polimera skozi ozko iglo smo morali med procesom ES le minimalno
spreminjati glede na uporabljeno koncentracijo PVA in sicer tako da, smo med celotnim
procesom imeli stabilen nitast curek, ki je izhajal iz Taylor-jevega stozca. Kot je prikazano
v tabeli IV, smo morali pri vi§jih koncentracijah raztopine polimera uporabiti malenkostno
vi$ji pretok crpalke, ker je bilo zaradi vec¢je viskoznosti potrebno uporabiti vecjo potisno

silo.

Tabela I'V: Hitrosti pretoka raztopin PVA skozi iglo med procesom ES brez in z dodanim
L.

Konc. raztopine PVA Pretok [ml/ h] Konc. raztopine PVA in L Pretok [ml/ h]
(7] [70]
8 0,42 8 0, 63
9 0, 56 9 0, 63
10 0,49 10 0,70
11 0, 63 11 0,70
12 0, 56 12 0,70

Napetost elektricnega polja je nedvomno najpomembnejSa spremenljivka tehnoloskega

postopka. Omogoca oblikovanje nitastega curka in njegovo potovanje skozi elektri¢no

polje do zbirala (3). Za izdelavo NV iz PVA smo, glede na predhodne raziskave, izbrali
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26). Pri omenjeni napetosti smo izdelali NV iz vseh uporabljenih PVA raztopin in jih
ovrednotili s SEM (slika 16). Analiza slik je pokazala, da so pod izbranimi pogoji nastala
NV brez vozlov, poleg tega pa smo videli, da se je med samim procesom tvoril stabilen in
kontinuiran curek raztopine polimera. Kljub temu smo Se dodatno preverili, kako
sprememba napetosti vpliva na proces ES in na morfologijo izdelanih NV. Zato smo
izvedli postopek ES z 10 % raztopino PVA Se pri 25 kV in sicer ob enaki razdalji in
pretoku, ter primerjali rezultate. Ugotovili smo, da pri vi§jih napetostih nastanejo NV z
vozli, kar lahko pripiSemo spremembi oblike kapljice na konici igle. S poveCevanjem
napetosti se namre¢ volumen kapljice zmanjSuje, nitast curek pa se tvori neposredno iz
konice igle, kar povzro¢i nastanek NV z vecjo pojavnostjo vozlov. Opazili smo tudi, da je
med postopkom ES pri vecjih napetostih veckrat prislo do prekinitve nitastega curka. Po
drugi strani pa na vlaknih izdelanih iz 11 % raztopine PVA, ki smo jih pripravili pri 20 kV,
nismo opazili takih vplivov, saj so bila v tem primeru NV tudi pri visji napetosti gladka,
curek raztopine pa stabilen in neprekinjen. Ugotovili smo, da so pri izdelavi NV iz 12 %
raztopine PVA pri napetosti 10 kV ponekod nastala siamska vlakna, kar je posledica
visoke koncentracije uporabljene raztopine PVA.

Iz dobljenih rezultatov tako sklepamo, da povecanje ali zmanjSanje napetosti za samo 5 kV
nima bistvenega vpliva na proces izdelave NV z ES in na njihovo morfologijo, medtem ko
povecanje za 10 kV ze pomembno prizadene tako proces izdelave (nestabilnost curka) kot

tudi morfologijo NV (ve¢ vozlov) (slika 16).
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NV iz 8% polimerne raztopine PVA. NV iz 9% polimerne raztopine PVA.

NV iz 10% p]jmem& raztopine ‘ NV iz 10% polimerne raztopine PVA
PVA

Slika 16: Posnetki SEM NV izdelanih iz 8, 9 in 10 % raztopin PVA pri 15 kV ter iz 10 %
raztopine PVA pri 25 kV; povecava: 5. 000 x.

VREDNOTENJE IZDELANIH NANOVLAKEN

Iz posnetkov dobljenih z elektronskim mikroskopom (SEM) smo z raCunalniSkim

programom Imagel ugotavljali, kako na povprecni premer in morfologijo izdelanih NV

vplivajo:

» spremenljivke raztopine polimera (koncentracija, viskoznost in prevodnost),
» vgraditev zdravilne u¢inkovine (L),

» stabilizacija NV z MeOH, EtOH in temperaturo.
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4.3.1 Vpliv koncentracije polivinilalkohola na povprecni premer nanovlaken

Iz slike 17 je razvidno, da povprecni premer izdelanih NV- PVA in NV- PVA- L narasc¢a s
koncentracijo raztopine polimera, iz katere so bila izdelana. Povprecno povecanje
premerov NV med uporabljenimi koncentracijami polimera je bilo v primeru NV- PVA 76
nm, v primeru NV- PVA- L pa 69 nm, pri ¢emer je bil porast enakomernejsi pri NV- PVA-
L. Nasi rezultati potrjujejo Ze objavljene, ki so pokazali, da dajejo raztopine z visjo
viskoznostjo, zaradi vec¢jega prepleta polimernih verig v raztopini, NV z vecjim premerom
(4, 12).

600

500 -
M Povprecni premeri
400 NV-PVA
300 M Povpreéni premeri
NV-PVA- L

200 -
) j

0 _

8 9 10 11 12

% PVA v raztopini

premer NV [nm]

Slika 17: Vpliv koncentracije raztopine polimera in vpliv vgrajenega L na povprecni
premer izdelanih N'V; vsebnost L je v vseh primerih 10 %, glede na vsebnost PVA.

4.3.2 Vpliv vgrajenega levofloksacina na povpre¢ni premer nanovlaken

Slika 17 dodatno prikazuje tudi vpliv L na povprecni premer NV. Vidimo, da dodatek L k

vsem uporabljenim koncentracijam raztopin PVA zmanjSa premer nastalih NV, pri cemer
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je najmanjSa sprememba premera prisotna pri NV nastalih iz 8 in 10 % raztopine PVA. Ta
vpliv lahko razloZimo na podlagi lastnosti raztopin. Ugotovili smo namre¢, da sta se tako
viskoznost kot prevodnost raztopin po dodatku L povecali. Vecja viskoznost raztopin
polimera sicer v sploSnem poveca povprec¢ni premer izdelanih NV. Ker pa so taksne
raztopine hkrati tudi bolj prevodne, nosijo ve¢jo gostoto naboja curka, s tem pa se zaradi
vecje moci elektrostatskih odbojnih sil curek tanjSa. Posledi¢no nastanejo NV z manjSim
premerom. Ker oba omenjena parametra dolocata faktor sil, ki skupno delujejo na curek,
lahko glede na dobljeni rezultat, sklepamo, da prevladajo odbojne sile zaradi povecane
prevodnosti, to pa ima za posledico zmanjSanje premera NV. Sprememba prevodnosti
raztopine polimera ima torej o€itno vecji vpliv na povprecni premer izdelanih NV kot
sprememba njene viskoznosti. Do podobnih ugotovitev so v svojih raziskavah prisli tudi

Taepaiboon in sodelavci (7).

4.3.3 Vpliv vgrajenega levofloksacina na morfologijo nanovlaken

Vecina NV izdelanih iz razli¢nih raztopin PVA brez in z dodatkom L je bila gladkih,
okroglih in brez vozlov (slika 18). Dodatek L k manj koncentriranim polimernim
raztopinah (8 in 9 %) je povzro¢il pojav manjSega Stevila vozlov, v primeru bolj
koncentriranih raztopin (10, 11 in 12 %) pa vozlov nismo opazili. To pripisujemo vecji
stabilnosti curka bolj koncentriranih raztopin med postopkom ES. Ob primerjavi nasih
rezultatov z izsledki drugih Studij smo ponovno opazili, da so si ti zelo neenotni. Tako so
npr. Taepaiboon in sodelavci pri vgradnji Stirih razlicnih ucinkovin v NV iz PVA
ugotovili, da salicilna kislina in diklofenak povzrocita nastanek NV z vecjim Stevilom
vozlov, medtem ko so po dodatku naproksena ali indometacina nastala NV brez vozlov.
Pojavnost vozlov so do neke mere lahko razlozili s podatki o povrSinski napetosti raztopin
polimera, iz katerih so izdelali NV, vendar pa niso uspeli pojasniti, zakaj nekatere
zdravilne u¢inkovine vplivajo na nastanek vozlov, druge pa ne (7). Poudariti je potrebno,
da je pomembna lastnost raztopine polimera, ki mo¢no vpliva na proces ES in morfologijo
nastalih NV, tudi povrSinska napetost, vendar pa te zaradi odsotnosti ustrezne aparature v
Casu izdelave diplomskega dela, zal nismo mogli ovrednotiti. V sploSnem pa sicer velja, da
vecja povrSinska napetost raztopine polimera onemogoca proces ES, saj povzroci

nestabilnost nitastega curka in s tem nastanek posusenih kapljic ter NV z vozli na zbiralu.
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Po drugi strani pa manjsa povrSinska napetost raztopine polimera omogoca izdelavo NV z

manj vozli. Pri tem pa je niZja tudi napetost, ki jo moramo pri tem uporabiti (12).
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povpretni premer:
326 +/- 54 nm

povpredi premer:
420+/- 85 nm

NViz 11 % PVA. NVizll1 % PVAmnL.

Pojav kristalov L na zunanji povrdini NV,
povpredn premer:
43+ 81nm

NViz 12 % PVA. NVizl2%PVAnL.
Pojav kristalov L na zunaniji povrsi NV

Slika 18: Posnetki SEM NV izdelanih iz 8 do 12 % polimernih raztopin PVA, brez in z
vsebnostjo L; povecava: 20. 000 x.

Pri analizi posnetkov SEM smo opazili, da vgraditev L v NV ni bila popolna, saj so bili na
njihovi povrsini vidni posamezni delci u€inkovine (slika 18 in 19). Kristali L so bili najbolj
opazni na NV izdelanih iz raztopin z 11 in 12 % PVA, medtem ko so bili v primerih NV
izdelanih iz 8, 9 in 10 % raztopin komaj vidni. Ugotovili smo, da sta velikost in delez
kristalov L na povrsini NV vedji, pri vecjih koncentracijah raztopine polimera, kar lahko
razlozimo na slede¢ nacin. Ker se z zviSevanjem koncentracije povecuje preplet verig v
raztopini PVA, to najverjetneje oteZzuje vgradnjo L mednje in v nastajajoa NV, zato
dobimo na povrSini NV vec¢ kristalov. Podobnih rezultatov nismo zasledili v nobeni
literaturi. Res pa je, da je delo tistih raziskovalnih skupin, ki so vgrajevale razlicne
ucinkovine v NV iz PVA, temeljilo na manj koncentriranih raztopinah (od 5 do 10 %

PVA) in na drugih zdravilnih u¢inkovinah (7, 19, 20).
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Slika 19: Posnetki SEM NV izdelanih iz razli¢no koncentriranih raztopin PVA z dodatkom
L; povecava: 50. 000 x. Na povrSini NV so vidni kristali L.

Povpre¢na velikost kristalov L izrazenih na povrSini NV, izdelanih iz 8 in 9 % raztopine
PVA je bila ve¢ja od povpre¢nega premera NV- PVA- L (slika 20). Kljub temu, da je bila
velikost kristalov L na povrSinah NV izdelanih iz 10, 11 in 12 % raztopin PVA manjsa od
povprecnega premera NV- PVA- L, pa se ocitno tudi v tem primeru L ni popolnoma
vgradili v NV. Sklepamo lahko torej, da na vgradnjo L vpliva razlika v hitrostih njegove

kristalizacije in suSenja polimera med postopkom ES.
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Slika 20: Velikost kristalov L, ki se pojavljajo na povrsini NV in povprecni premeri NV v
odvisnosti od koncentracije raztopine PVA z dodanim L. Vsebnost L je v vseh primerih
10%, glede na vsebnost PVA.

4.3.4 Vpliv stabilizacije na povpreéni premer in morfologijo izdelanih

nanovlaken

Ko smo NV potopili v vodo smo ugotovili, da se v hipu raztopijo. Ta efekt pripisujemo
njihovi izredno veliki specifiéni povrSini. Zato smo morali za nadaljnje testiranje NV
obvezno stabilizirati.

Za ta namen smo izbrali tri razli¢ne fizikalne metode, in sicer: namakanje v dveh netopilih
(MeOH in EtOH) ter uporabo toplote. Vsi trije nacini stabilizacije odtegnejo odvecno vodo
iz notranjosti NV, pri ¢emer se vodikove vezi med vodo in polimerom nadomestijo z
intermolekularnimi vodikovimi vezmi med verigami samega polimera. Posledica tega je
vecji privlak med molekulami PVA in vecja stabilnost NV v vodnem mediju (20, 29).
Velja Se omeniti, da smo fizikalne metode stabilizacije izbrali zato, da smo se izognili
uporabi kemijskih premrezevalcev, ki lahko zaostanejo v NV in povzrocajo nezelene

ucinke.
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4.3.4.1 Vpliv stabilizacije na premer izdelanih nanovlaken

Slika 21 prikazuje vpliv vrste stabilizacije na premer izdelanih NV. Rezultati kazejo, da vsi
trije nacini stabilizacije do dolo¢ene mere zagotavljajo ohranitev fibrilarne strukture NV,
vendar pa lahko vplivajo na njihov premer.

Ugotovili smo, da je najvecjo spremembo povpreCnega premera NV povzrocila
stabilizacija z MeOH, in sicer pri vseh uporabljenih koncentracijah PVA tako pri NV brez
in tudi z dodatkom L. Povpre¢no povecanje premera v primeru NV- PVA je bilo 147 nm, v
primeru NV- PVA- L pa 158 nm. Najve¢jo spremembo med nestabiliziranimi in
stabiliziranimi NV, smo opazili pri NV izdelanih iz 10 % raztopine PVA, in sicer tako pri
tistih brez kot z L, in to kljub temu, da sta se viskoznost in prevodnost raztopine s to isto
koncentracijo najmanj razlikovali pred in po dodatku L. Povecanje premera izdelanih NV
je najverjetneje posledica nabrekanja PVA v MeOH (29).

Stabilizacija v EtOH je v vecini primerov tudi nekoliko povecala povprecni premer
izdelanih NV (slika 21), vendar pa manj, kot v primeru uporabe MeOH. Pri NV izdelanih
iz 12 % raztopine PVA brez in z dodatkom L pa je po obdelavi z EtOH premer ostal
nespremenjen. Sklepamo torej lahko, da PVA nabreka tudi v EtOH, vendar pa manj kot v
MeOH.

Obdelava NV s toploto ni bistveno vplivala na njihove povpre¢ne premere in so po

stabilizaciji ostali znotraj standardnih deviacij meritev premerov nestabiliziranih vlaken.
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Slika 21: Sprememba povprecnih premerov NV glede na vrsto stabilizacije in glede na
koncentracijo PVA v raztopinah iz katerih so bila NV izdelana. Vsebnost L je v vseh
primerih 10 %, glede na vsebnost PVA.

4.3.4.2 Vpliv stabilizacije na morfologijo izdelanih nanovlaken

Nacin stabilizacije ima velik vpliv tudi na morfologijo izdelanih NV, pri ¢emer smo ne
glede na uporabljeno koncentracijo polimera opazili enak trend, ki ga prikazuje slika 22.
Vidimo, da povzroci obdelava NV- PVA z MeOH rahlo spremembo morfologije, pri cemer
pa se njihova fibrilarna struktura vseeno ohrani. Kot smo Ze omenili, NV- PVA namre¢ v
MeOH rahlo nabrekajo, pri tem pa niso ve¢ gladkih in okroglih oblik, nekatera pa so celo
zlita skupaj. Podobne morfoloske spremembe smo opazili tudi pri NV, stabiliziranih z
EtOH, le da so bile v tem primeru spremembe Se vecje, saj so NV Se v ve¢jem obsegu

izgubila svojo znacilno obliko, poleg tega pa jih je bilo Se ve¢ zlitih skupaj. Toplotna
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obdelava NV pa na pogled ni imela vpliva na morfologijo in izgled NV, saj so ta ohranila

svojo znacilno okroglo obliko in so ostala gladka.

‘ Sl
Nestabilizirana NV. Povprecni premer:
249+/- 69 nm

A % L — 4
NV stabilizirana v EtOH. Povpreéni premer: Toplotno stabilizirana NV
453 +/- 89 nm. Povpretni premer: 249 +/- 47 nm_

Slika 22: Posnetki SEM NV izdelanih iz 10 % raztopine PVA. Nestabilizirana NV in
izpostavljena razlicnim nacinom stabilizacije; povecava: 20. 000 x.

Enake slike smo opazili tudi v primeru NV z vgrajenim L (slika 23), pri ¢emer pa je EtOH
vplival tudi na vgrajeni L. Ce primerjamo z EtOH stabilizirana NV- PVA- L z
nestabiliziranimi opazimo, da na povrSini prvih NV ni ve¢ vidnih kristalov L, se pa zato
pojavijo mnogo manjsi, ki so ujeti v steno NV (slika 23). Sklepamo, da EtOH na nek nacin
vpliva na L in na njegovo vgrajevanje, zato ni ve¢ vidnih kristalov na povrSini NV.
Ugotovimo lahko tudi, da toplotna obdelava poveca Stevilo kristalov L na povrsini NV, pri
c¢emer pa je njihova velikost v povprecju enaka ali nekaj vecja od kristalov, ki so prisotni

na povrsini nestabiliziranih NV. Menimo, da toplotna obdelava NV najverjetneje vpliva na
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sam PVA, in sicer tako da, poveca Stevilo in velikost por na NV, skozi katere lahko noter

uhaja zdravilna ucinkovina L.

ANS

Nestabilizirana NV z L. NV z L stabilizirana v MeOH.
Povprecni premer: 211 +/- 43 nm_ Povprecni premer: 431 +/- 66 nm.

)

| S .
NV z L stabilizirana v EtOH. Toplotno stabilizirana NV z L.
Povprecni premer: 414 +/- 69 nm. Povprecni premer: 224 +/- 75 nm.

Slika 23: Posnetki SEM NV izdelanih iz 10 % raztopine PVA z vgrajenim L.
Nestabilizirana NV in izpostavljena razlicnim na¢inom stabilizacije; povecava: 50. 000 x.

Na prvi pogled bi iz dobljenih rezultatov lahko zakljucili, da je najprimernejSa metoda
stabilizacije NV i1z PVA uporaba toplote, saj sta se v tem primeru Se najmanj spremenila
morfologija in povprecni premer vlaken. Ko pa Zelimo v takSna NV vgraditi zdravilno
ucinkovino, se izkaze, da ta metoda stabilizacije ni optimalna, ker v tem primeru poveca
delez zdravilne uc¢inkovine L na povrSini NV. Zato je bila v naSem primeru od vseh treh
uporabljenih Se najboljsa stabilizacija NV iz PVA z L z MeOH. Ta ima sicer velik vpliv na
spremembo povprenega premera in morfologijo tovrstnih NV, vendar pa ne vpliva na

vgrajeno u¢inkovino L.
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4.4 HIDRATACIJA IN EROZIJA IZDELANIH NANOVLAKEN

Hidratacija je po definiciji proces vezave molekul vode na material (polimer) s Sibkimi
molekulskimi vezmi (27). Razgradnja materiala pomeni kemijsko cepitev vezi in je za
vecino umetnih biorazgradljivih polimerov, kamor sodi tudi PVA, posledica pasivne
hidrolize. Erozija polimera je izredno zahteven fizikalni proces raztapljanja, odpletanja,
razgradnje in difuzije polimernih verig s povrSine ogrodja. Ponavadi pri tem socasno
potekajo tako fizikalni kot kemijski procesi razgradnje, ki pa jih najveckrat oznacujejo kar
z izrazom erozija (30).

Vrednotenje hidratacije in erozije NV iz PVA je bilo zelo tezavno, saj so bile koli¢ine
vzorcev, s katerimi smo delali poizkuse izredno majhne (povpre¢na masa NV na krovnih
stekelcih je bila od 0, 5 do 1 mg). Zaradi dela s tako majhnimi vzorci in Stevilnih tehni¢nih
dejavnikov je ta metoda, ceprav se tudi v drugih Studijah najpogosteje uporablja,
nenatanc¢na, kar smo morali upoStevati pri obravnavi rezultatov.

V nasih meritvah smo hidratacijo NV opredelili do tiste tocke, ko je masa vzorca narasc¢ala
in dosegla najvisjo vrednost. Kasneje, ko je priSlo do zmanjSanja mase, pa smo sklepali, da
ze poteka erozija. Zavedamo se, da tako v prvi kot v drugi stopnji socasno potekata oba
procesa, vendar pa pri tem eden izmed njiju vsaki¢ prevladuje. Rezultate smo tako izrazili
kot delez spremenjene mase NV glede na zacetno maso vzorca. Pri nekaterih vzorcih smo
proti koncu postopka, ko so predhodne meritve ze kazale na erozijo, Se izmerili vi§je mase,
vendar pa smo pri kon¢ni obravnavi rezultatov to pripisali nenatan¢nosti metode in zato
tovrstne izsledke zavrgli, saj najverjetneje iz takih vzorcev ni bila v celoti odstranjena

nevezana voda.

Slika 24 prikazuje rezultate meritev hidratacije NV stabiliziranih v MeOH. Ugotovili smo,
da je hidratacija NV izdelanih iz 8 in 9, 10 in 11 % raztopine polimera potekala v
fosfatnem pufru s pH 7, 4 do Cetrte ure, nato pa se je masa vzorca zacela zmanjSevati zato
smo predvidevali, da je ze priSlo do erozije oziroma da je ta proces prevladal. Mase teh
vzorcev tudi po petih dnevih niso bile manjSe od tistih, ki smo jih izmerili na zacetku, kar
pomeni, da NV v tem ¢asovnem intervalu Se vedno niso popolnoma razpadla. Hidratacija
NV izdelanih iz 12 % PVA je potekala dve uri ve¢ (6 ur) kot pri tistih izdelanih iz manj
koncentriranih raztopin polimera, nato pa smo po osmih urah Ze zaznali zmanjSanje mase

in sklepali, da je priSlo do erozije. Menimo, da so navedeni rezultati logi¢ni. Hidratacija
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namre¢ poteka dalj Casa pri tistth NV, ki so izdelana iz bolj koncentriranih raztopin, ker le
te vsebujejo ve¢ PVA, kamor se lahko veze ve¢ in dalj ¢asa molekul vode. Tudi v teh

primerih mase vzorcev NV po petem dnevu merjenja niso bile manjSe od zacetnih.

Slika 25 prikazuje spremembe mas pri ugotavljanju stopnje hidratacije NV stabiliziranih v
EtOH. Ugotovili smo, da so se v fosfatnem pufru najdlje hidratirala NV izdelana iz 11 %
raztopine PVA, in sicer $est ur. Stiri ure so se hidratirala NV pripravljena iz 8, 9, 10 in 12
% raztopine polimera, po $estih urah pa smo Ze zaznali njihovo erozijo. Ce primerjamo te
rezultate z rezultati po uporabi MeOH opazimo, da je hidratacija NV izdelanih iz 8, 9, 10
in 11% raztopine PVA enaka v obeh netopilih. Spremembe smo zaznali le pri NV,
izdelanih iz 12 % raztopine PVA, pri katerih je bila hidratacija v EtOH, v primerjavi z
MeOH krajSa za dve uri. Krajsi ¢as hidratacije NV pripravljenih iz bolj koncentriranih
raztopin PV A bi lahko pripisali delni topnosti samega polimera v EtOH (18). PVA v EtOH
namre¢ dokazano veze molekule vode in hidratira, vendar pa se pri tem delno raztaplja,
zato bi morali naceloma izmeriti kraj$i cas hidratacije pri NV iz vseh koncentracij
polimernih raztopin, kot v MeOH. Z naSimi rezultati tega nismo potrdili pri vseh

koncentracijah, kar lahko pripiSemo nenatan¢nosti metode.

Slika 26 prikazuje NV stabilizirana s toploto. Ta so hidratirala kar 24 h in Sele nato se je

pricela njihova erozija.
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Slika 24: Sprememba mase NV stabiliziranih z MeOH, v odvisnosti od ¢asa, v poskusih

spreminjanja njihove hidratacije in erozije v fosfatnem pufru s pH 7, 4.
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Slika 25: Sprememba mase NV stabiliziranih z EtOH, v odvisnosti od ¢asa, pri poskusih

spremljanja hidratacije in erozije v fosfatnem pufru s pH 7, 4.
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Slika 26: Sprememba mase toplotno stabiliziranih NV, v odvisnosti od ¢asa, pri poskusih

spremljanja hidratacije in erozije v fosfatnem pufru s pH 7, 4.
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Na podlagi rezultatov lahko zaklju¢imo, da nacCin stabilizacije vpliva na trajanje hidratacije
in pricetek erozije NV iz PVA, pri ¢emer je najdalj trajala hidratacija oziroma se je
najkasneje zacela erozija pri tistih, ki smo jih stabilizirali s toploto. Pri NV, ki smo jih
stabilizirali v MeOH in EtOH pa se je erozija zacela ze po nekaj urah. Obdelava s toploto
je torej najbolje stabilizirala NV in jih zascitila pred razgradnjo. Najverjetneje je to
posledica dejstva, da ob izpostavitvi visoki temperaturi (160 °C) iz NV bolj ucinkovito
odstranimo vodo, s tem pa je omogocena tvorba vecjega Stevila vodikovih vezi med

polimernimi verigami kar zagotavlja vecjo kristalini¢nost.

4.4.1 Vpliv hidratacije in erozije na morfologijo izdelanih nanovlaken

Po petih dnevih v fosfatnem pufru s pH 7, 4 smo vzorce NV, izdelanih iz 10 % raztopine
PVA pregledali S¢e s SEM, saj nas je zanimalo ali se ohrani fibrilarna struktura NV.
Odlo¢ili smo se za pregled NV izdelanih le iz ene koncentracije polimera 10 % PVA, saj
smo glede na prejSnje rezultate predvidevali, da bo trend morfoloskih sprememb enak pri
vseh koncentracijah. 1z slike 27, ki prikazuje izgled NV pred in po hidrataciji je razvidno,
da se ohrani njihova celotna morfologija, saj so posamezna vlakna Se vedno vidna. Opazili
smo tudi, da namakanje v fosfatnem pufru s pH 7, 4 pri toplotno stabiliziranih NV

povzroci, da ta niso ve€ razporejena posamicno, saj se tvorijo snopi vlaken.

52



Pred metodo hidratacije in erozije: Po metodi hidratacije in erozije:

- &

: Al
NV iz 10 % PVA toplotno stabilizirana NV iz 10 % PVA toplotno stabilizirana

Slika 27: Posnetki SEM NV izdelanih iz 10 % raztopine PVA: na levi so prikazana NV
stabilizirana z vsemi tremi postopki stabilizacije, pred namakanjem v fosfatnem pufru s pH
7, 4, na desni pa po petih dnevih namakanja; povecava: 50. 000 x.

4.4.2 Vpliv hidratacije in erozije na povprecni premer izdelanih nanovlaken

Slika 28 prikazuje povprecne premere NV izdelanih iz 10 % raztopine PV A in sicer pred in

po postopku dolo¢anja hidratacije in erozije. Opazimo lahko, da se premeri niso bistveno
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spremenili. Povprec¢ni premer NV stabiliziranih v MeOH in EtOH se je nekoliko zmanjsal,
pri tistih, ki so bila toplotno stabilizirana pa ostal nespremenjen. Ti rezultati so v skladu z
rezultati hidratacije in erozije, kjer smo dokazali, da hidratacija NV, stabiliziranih v MeOH
in EtOH poteka krajsi ¢as kot, v primeru njihove predhodne toplotne stabilizacije. Pri NV
stabiliziranih s toploto ocitno erozija poteka zelo pocasi. Ker pa ta vlakna poleg tega Se
najdlje nabrekajo, so bili njihovi premeri po petih dnevih namakanja v fosfatnem pufru Se
vedno enake velikosti kot na zacetku. Zaklju¢imo torej lahko, da je postopek, s katerim
najucinkovitejSe stabiliziramo NV iz PVA pred razgradnjo v fizioloSkem okolju, toplotna

stabilizacija.
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W NV pred hidratacijo in erozijo

500 - B NV po hidrataciji in eroziji
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Slika 28: Velikost povpre¢nih premerov NV izdelanih iz 10 % PVA stabiliziranih z vsemi
tremi nacini, pred in po 5 dnevnem namakanju NV v fosfatnem pufru s pH 7, 4 (n= 50).

4.5 SPROSCANJE LEVOFLOKSACINA IZ NANOVLAKEN

4.5.1 Vrednotenje Cistote in stabilnosti levofloksacina

Levofloksacin (L), ki smo ga uporabljali pri naSem delu, je bil shranjen na UL Fakulteti za

farmacijo ze od leta 2002, zato nas je pred zacetkom eksperimentov zanimala njegova
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Cistota. V teh letih bi namrec¢ kljub pravilnemu shranjevanju lahko priSlo do nastanka
razgradnih produktov oziroma necistot. Prav tako nas je zanimala tudi njegova stabilnost v
fosfatnem pufru s pH 7,4, v MeOH in EtOH ter pri povis$ani temperaturi.

Stabilnost L v fosfatnem pufru smo dokazali spektrofotometri¢no in sicer pri valovni
dolzini 287 nm, kjer smo v razli¢nih Casovnih intervalih merili isto raztopino z znano
koncentracijo. Iz tabele V je razvidno, da se absorbanca L tudi po petih dnevih merjenja ne
spremeni, zato smo sklepali, da je L v fosfatnem pufru stabilen. Seveda pa iz teh podatkov
o sami Cistoti L z gotovostjo nismo mogli sklepati, saj s to analitsko metodo skupaj z
ucinkovino dolocamo tudi tiste razgradne produkte in necistote, ki jih lahko zaznamo z UV

detektorjem.

Tabela V: Meritve absorbance L v fosfatnem pufru, 2 uri po pripravi raztopine, po enem
in po petih dnevih.

t/ [h] Absorbanca
2 0, 735 +/- 0, 0042
24 0, 736 +/- 0, 0003
120 0, 736 +/- 0, 0038

Cistoto L v fosfatnem pufru in njegovo stabilnost v MeOH, EtOH ter pri povisani
temperaturi smo dolocili z metodo HPLC, ki je, glede na podatke iz literature, ustrezna
metoda za loCevanje in zaznavo najpogostejSih razgradnih produktov (22). Pripravili smo
znane koncentracije raztopin L v fosfatnem pufru, MeOH, EtOH in raztopino L, ki smo ga
predhodno susili 10 min na 160 °C v topilu acetonitril: voda (40: 60) ter jih analizirali.
Slika 29 prikazuje vzoréne kromatograme. S postopkom HPLC smo ponovno potrdili
stabilnost L v fosfatnem pufru, saj je na kromatogramu jasno viden en kromatografski vrh
z retencijskim Casom 12, 9 min. Ker ni bilo prisotnih nobenih drugih vrhov, smo
upraviceno sklepali, da je analizirani L ¢ist. Ugotovili smo tudi, da je L stabilen v MeOH
in pri poviSani temperaturi, saj smo tudi v teh vzorcih dokazali le po en kromatografski vrh
z retencijskim ¢asom 12, 9 min. Pri merjenju raztopine L v EtOH pa sta bila na
kromatogramu dva vrhova z retencijskima ¢asoma 11, 7 in 12, 9 min (slika 29). Zato smo
sklepali, da prisotnost EtOH povzro¢i spremembo ucinkovine. Krajsi retencijski ¢as pri

uporabi izkljucitvene kolone, ki smo jo uporabili v nasem primeru pomeni, da je
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Slika 29: Prikaz retencijskih vrhov na kromatogramu HPLC. A: L v fosfatnem pufru s pH
7, 4; B: L v MeOH; C: L v EtOH- pojav dveh kromatografskih vrhov; D: L, ki smo ga
predhodno susili na 160 °C in nato raztopili v topilu acetonitril: voda (40: 60).

Iz dobljenih rezultatov smo tako zakljucili, da je bila nasa analizirana zdravilna u€inkovina
L cista in stabilna v fosfatnem pufru, MeOH ter pri povisani temperaturi. Hkrati pa smo s
tem potrdili tudi naSa opaZanja iz prejSnjega poglavja 4. 3. 4. 2. (Vpliv stabilizacije na
morfologijo izdelanih NV), ko smo pri pregledovanju posnetkov SEM NV- PVA- L, ki
smo jih stabilizirali v EtOH ugotovili, da ta vpliva na L. Pri tem smo tudi opazili, da se
poveca delez prisotnega L na zunanji povrSini NV, ki smo jih toplotno stabiliziramo. S
postopkom HPLC pa smo dokazali, da temperatura ne povzro€i nikakr$nih sprememb L.

Temperaturna stabilizacija je torej vplivala le na PVA iz katerega so bila NV izdelana, in
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sicer, kot smo ze omenili tako da, je povecala poroznost NV, zato smo na njihovi povrsini

zaznali ve¢ L.

4.5.2 Sprosc¢anje levofloksacina iz izdelanih nanovlaken

Ker smo med nasim raziskovalnim delom ugotovili, da so bile najmanjSe spremembe
lastnosti raztopine polimera in morfologije iz nje izdelanih NV z in brez vgrajenega L
prisotne pri 10 % raztopini PVA, ki je predstavljala tudi srednjo vrednost uporabljenih
koncentracij in nam omogocila izdelavo gladkih NV, smo se odlocili, da tovrstna vlakna
uporabimo za preucevanje spros¢anja L. Ugotovili smo tudi, da NV, stabilizirana z EtOH
zaradi njihovega vpliva na L niso bila primerna za proucevanje sproScanja omenjene
ucinkovine. Smo to preucili le na NV izdelanih iz 10 % PVA stabiliziranih z MeOH

(optimalna stabilizacija za NV- PVA- L) in s toploto.

4.5.2.1 Sproscanje levofloksacina iz nanovlaken stabiliziranih z metanolom

Preskuse spros¢anja L smo vedno izvajali v treh paralelkah, in sicer tako, da smo imeli
vzorce NV, ki smo jih pripravili iz 10 % raztopine PVA in dodanim L (10 % m/ m L)
naneSene na krovnih stekelcih. Vsebnost L v suhih NV bi teoreti¢no tako morala dejansko
ustrezati 10 % mase vzorca (NV na krovnem stekelcu). Pri pregledu podatkov iz literature
pa smo ugotovili, da lahko pride do izgube v NV vgrajene zdravilne ucinkovine po
izpostavitvi vlaken MeOH, saj lahko zdravilna uc¢inkovina difundira skozi pore NV in se
raztopi (20). Poleg tega smo na posnetkih SEM videli, da se ves L ne vgradi v NV. Prav
zaradi tega, smo morali za pravilen izratun delezev sproS¢enega L najprej ugotoviti,
kaks$na je dejanska vsebnost L v suhih NV po njihovi stabilizaciji. To smo naredili tako, da
smo v vzorcih, ki smo jih uporabili za sproscanje, po sedmih dnevih pomerili vsebnost L in
predpostavili, da se v tem ¢asu sprosti celotna koli¢ina vgrajenega L. 1z tega podatka smo
nato preracunali delez spros¢enega L v odvisnosti od ¢asa, s pomocjo enacbe umeritvene
premice (y= 65305x- 1, 6128; x= koncentracija L v mg/ ml; y= povrSina pod
kromatografskim vrhom). Ugotovili smo, da se je v povprecju v in na NV vgradilo le 4 +/-

2 % celotne koli¢ine L, ki smo jo dodali v raztopino.
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Slika 30 prikazuje profil spros¢anja L iz NV stabiliziranih z MeOH. Vidimo lahko, da se je
polovica v NV vgrajenega L sprostila ze po 15 minutah, po Sestih urah se je sprostilo okoli
80 % L, po petih dnevih spros¢anja pa 98 % L. Dobljeni rezultati so v skladu s tistimi, ki
smo jih dobili pri ugotavljanju hidratacije teh istth NV, ki so hidratirala do 6 ur v
fosfatnem pufru, pri ¢emer so se polimerne verige zacele odpletati, kar se je kazalo v
izgubi mase, povecale so se pore, difuzija ucinkovine skozi nastali medij pa je bila

olajSana, zato se je najve¢ ucinkovine sprostilo ravno v tem casu.
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Slika 30: Sproscanje L iz v MeOH stabiliziranih NV, izdelanih iz 10 % PVA v odvisnosti
od cCasa.

4.5.2.2 Sprosc¢anje levofloksacina iz toplotno stabiliziranih nanovlaken

Ugotovili smo, da pride pri toplotni stabilizaciji NV do povecanja njihove poroznosti, na
njihovi povrsini pa se poveca tudi Stevilo kristalov L. Zato smo pri ugotavljanju spros¢anja
L iz toplotno stabiliziranih NV zaznali tako sproS¢en delez vgrajene zdravilne ucinkovine,
pa tudi tistega, ki je bil vezan na povrsini NV. Postopek vrednotenja pa je bil enak, kot pri

NV stabiliziranih z MeOH. Tudi v tem primeru smo ugotovili, da kon¢na koli¢ina L (tista
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ki se je sprostila v 7 dneh), ki smo jo preracunali za vsak vzorec posebej, ni bila enaka
dejanski masi, ki smo jo dodali v raztopino polimera. V povprecju so NV po toplotni
stabilizaciji vsebovala 37 +/ - 18 % L, glede na zacetno koli¢ino, ki smo jo dodali v
raztopino PVA. Z nobeno od uporabljenih metod pa nismo mogli dolociti koliko L je bilo
dejansko vgrajenega v in koliko na povrsSini NV.

Slika 31 prikazuje profil sproS¢anja L iz toplotno stabiliziranith NV. Vidimo, da se je ze
takoj na zacetku sprostilo okoli 60 % L, kar je dvakrat ve¢ kot v primeru NV stabiliziranih
z MeOH. Po pol ure pa se je sprostilo ze 90 % L, po 90 minutah pa vseh 100%. Tako hiter
porast koli¢ine spros¢enega L lahko pripiSemo visoki poroznosti NV, ki se je povecala
zaradi stabilizacije NV s toploto. Se pomembneje pri tem pa je, da je bil del L prisoten tudi

na povrSini NV in se je zato ob dodanem fosfatnem pufru takoj raztopil.
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Slika 31: Sproscanje L iz toplotno stabiliziranih NV, pripravljenih iz 10 % PVA v
odvisnosti od ¢asa.

Sproscanje zdravilne ucinkovine L iz NV izdelanih iz PVA je odvisno od nacina fizikalne

stabilizacije NV. Kot najprimernejsa se je pokazala stabilizacija v MeOH, saj ta ne vpliva
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na poroznost NV in na pojav kristalov L na njihovi povrSini. Ugotovljena profila
sprosc¢anja L iz NV nakazujeta hiter zaCetni porast zdravilne u¢inkovine (t.i. »burst« efekt),
pri ¢emer smo spoznali, da je u¢inkovitost njegove vgradnje izredno nizka. Tako se tudi pri
NV nismo izognili omenjenima dvema najpogostejSim tezavama, ki jih tudi sicer
sreCujemo pri vgradnji uinkovin v konvencionalne dostavne sisteme. Zato bo potrebna Se
nadaljnja optimizacija tovrstnth NV, na primer s spreminjanjem deleza zdravilne
ucinkovine, z drugacno pripravo vzorcev, itn. Naj pa na tem mestu tudi omenimo, da
morda nasa Studija sproSc¢anja ni bila najbolj optimalna. Predpostavili smo namrec, da se
po sedmih dnevih iz NV sprosti celotna koli¢ina L ter da je debelina vseh preiskovanih
vzorcev enaka, kar naj bi dosegli z enaki ¢asom priprave NV s postopkom ES. Nekateri
raziskovalci so namre¢ odkrili, da je hitrost sproscanja zdravilne uc¢inkovine odvisna tudi
od debeline vzorca NV, pri ¢emer je sproScanje podaljSano v primeru debelejsih vzorcih,

saj ve¢ plasti otezuje difuzijo zdravilne uc¢inkovine v medij (19).

4.6 BIOLOSKI ODZIV KERATINOCITOV NA PODLAGO IZ
NANOVLAKEN IN VITRO

Ker je konéni cilj raziskovanja NV iz PVA z vgrajenim L, usmerjen v izdelavo sodobne
obloge za celjenje ran, nas je zanimalo tudi, kako se keratinociti odzivajo predvsem na
nanotopografijo tovrstne rastne podlage. V ta namen smo izbrali najboljSa in najstabilnejsa
NV ob predpostavki, da bi se celice enako obnasale tudi pri ostalih vzorcih. Uporabili smo
NV izdelana iz 10 % raztopine PVA, ki smo jih predhodno toplotno stabilizirali, nato pa
nanje nanesli keratinocite (postopek je natan¢no opisan v poglavju 3. 2. 3. Postopki in
metode) in vzorce opazovali pod fluorescenénim mikroskopom.

Slika 32 prikazuje celice pod fluorescenénim mikroskopom, katerih jedra so obarvana
modro, aktinski filamenti, ki predstavljajo strukturo citoskeleta, pa rdece. Vidimo, da so
razlike med kontrolami, ki jih predstavljajo celice gojene na golih krovnih stekelcih, in
tistimi, ki rastejo na NV, zelo ocitne. Tisti keratinociti, ki smo jih gojili na NV, so v
primerjavi s kontrolo spremenili obliko iz vretenaste v okroglasto. Okroglo obliko celic
lahko najverjetneje pripiSemo slabSi organiziranosti aktinskih vlaken, v primerjavi s
kontrolo, kjer je celi¢na morfologija bolj razvejana zaradi bolj urejenih aktinskih vlaken.

Poleg tega je bila v vzorcih tudi preras¢enost manjSa v primerjavi s kontrolo, saj so celice
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rastle v skupkih po dve, v kontrolah pa smo jih opazovali v bolj lo¢enih otockih. Opazili

smo tudi, da so se keratinociti pogosto obdali z NV in se potem razrascali vzdolZ njih.

Kontrola po 24 h.

Kontrola po 72 h.

Slika 32: Keratinociti pod fluorescencnim mikroskopom, potem ko smo jih predhodno
inkubirali 24 in 72 h. Na levi je prikazana kontrola, v kateri so keratinociti na golem
krovnem stekelcu, na desni pa celice, ki smo jih gojili na NV izdelanih iz 10 % raztopine
PVA.

Ocitno NV mocno vplivajo na celicno obnaSanje v kulturi in vitro, kar je najbolj vidno v
spremenjeni obliki keratinocitov. Opisani eksperiment pa je le zaCetek preucevanja vpliva
topografije NV na celicno morfologijo in vitro, zato bodo potrebne Se dodatne Studije, ki
bodo razjasnile kaj, kako in zakaj vpliva na takSen rezultat. Nekaj tak$nih eksperimentov je

ze v teku.
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S SKLEP

V diplomski nalogi smo preucevali NV izdelana s postopkom ES iz razli¢no koncentriranih
raztopin PVA (od 8 do 12 %), in sicer brez in z vgraditvijo zdravilne ucinkovine
levofloksacina (L), ki bi jih lahko uporabljali kot osnovo za naértovanje sodobnih oblog za
pospeseno celjenje ran.

Nase eksperimentalno delo je vkljucevalo vse, od fizikalnega vrednotenja raztopin
polimera, izdelave, vrednotenja in stabilizacije NV brez in z dodatkom zdravilne
ucinkovine L, S$tudija hidratacije in erozije, preucevanja sproScanja L iz NV, pa do
testiranja vplivov NV na kulturi keratinocitov.

Ugotovili smo, da viskoznost in prevodnost raztopin PVA narascata tako s povecevanjem
koncentracije polimera, kot po dodatku L. Po dolo€itvi optimalnih parametrov ES
(napetost 15 kV, razdalja 15 cm, pretok 0, 42 do 0, 70 ml/ h) smo iz vseh razli¢no
koncentriranih raztopin PVA izdelali NV in ugotovili, da so se njihovi povpre¢ni premeri
povecali s koncentracijo, medtem ko so se po dodatku L zmanjsali. To lahko pripiSemo
sovpadajoCim lastnostim razlicno koncentriranih raztopin in delovanju razli¢nih sil med
procesom ES.

Pri pregledu posnetkov SEM smo ugotovili, da so bila vsa NV izdelana izklju¢no iz
polimernih raztopin PVA gladka, okrogla in brez vozlov, medtem ko so se ob dodatku L
pojavili posamezni vozli, in sicer v primeru NV izdelanih iz 8 in 9 % raztopine PVA.
Ugotovil smo, da je na vgradnjo L v NV vplivala razlika v hitrosti njegove kristalizacije in
suSenja polimera med postopkom ES. Ker so bila NV popolnoma nestabilna v vodnem
mediju, smo jih fizikalno stabilizirali bodisi z namakanjem v dveh netopilih, MeOH in
EtOH ali pa s toploto. Pri tem smo ugotovili, da se je povprecni premer NV stabiliziranih v
MeOH brez in z dodatkom L opazno pove€al. To smo pripisali zmoznosti njihovega
nabrekanja v MeOH. Do manjSega povecanja premerov pa je prislo tudi pri NV, ki smo jih
stabilizirali v EtOH. Toplotna stabilizacija pa na premer NV ni imela signifikantnega
vpliva. Ugotovili smo, da je nacin stabilizacije pomembno vplival na morfologijo NV, pri
c¢emer se je v primeru toplotne stabilizacije njihova struktura popolnoma ohranila, po
stabilizaciji v MeOH in EtOH pa se je sicer ohranila fibrilarna struktura NV, vendar pa

vlakna niso bila ve¢ gladka in okrogla, temvec so se na nekaterih mestih delno zlila skupaj.
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Ugotovili smo, da je nacin stabilizacije vplival tudi na vgrajeno zdravilno u¢inkovino L. V
tem smislu je bila za NV, ki so vsebovala L najprimernejSa stabilizacija z MeOH, ki ni
povecala poroznosti NV, torej ni vplivala na PVA, kot se je to zgodilo pri toplotni
stabilizaciji in tudi ni povzrocila razpada L, kot se je to zgodilo pri stabilizaciji z EtOH.

S Studijem hidratacije in erozije smo ugotovili, da je bil najuc¢inkovitejSi nacin stabilizacije
NV iz PVA brez L pred simulirano fiziolosko razgradnjo v fosfatnem pufru s pH 7, 4,
stabilizacija s toploto. Hidratacija tovrstnih NV je namrec trajala najdlje, erozija pa se je
zacela najkasneje. V tem smislu je bila manj primerna stabilizacija v MeOH, najslabsa pa
tista v EtOH. Ne glede na uporabljeno vrsto stabilizacije pa smo dokazali, da NV ohranijo
fibrilarno strukturo tudi po kon¢anem preskusu in v roku 5 dni v fosfatnem pufru Se vedno
ne razpadejo popolnoma.

Preverjali smo tudi Cistost in stabilnost L v fosfatnem pufru, MeOH ter pri poviSani
temperaturi in dokazali da EtOH vpliva na strukturo te u¢inkovine.

Sproscanje L iz NV smo preucevali na NV izdelanih iz 10 % raztopine PVA, ki smo jih
stabilizirali v MeOH in s toploto, za kar smo se odloc¢ili na osnovi predhodnih raziskav
(morfologije, premerov, hidratacije in erozije NV ter stabilnosti L). U¢inkovitost vgradnje
L v NV je bila nizka, profili spros¢anja pa so kazali hiter zacetni porast koncentracije, pri
¢emer je bilo njihovo sproscanje hitrejSe v primeru toplotno stabiliziranih NV, ki so imela
L tudi na povrsini. Iz NV, stabiliziranih z MeOH se je tako vsa ucinkovina sprostila v 5
dneh, iz toplotno stabiliziranih pa ze v 90 min.

V sklopu preucevanja bioloskega odziva gojenih keratinocitov na nastalo podlago iz NV
smo ugotovili, da ta moc¢no vplivajo na lastnost celic, ki so se iz vretenastih spremenile v
okroglaste, zmanjSala se je njihova prerascenost, poleg tega pa smo ugotovili, da so rastle v
manjsih skupkih.

Nase izsledke lahko sklenemo z ugotovitvijo, da bi v nadaljnjih raziskavah nujno bilo
potrebno optimizirati postopek vgradnje zdravilne ucinkovine v NV, da bi dosegli zelen
profil sproScanja, ter narediti Se dodatne raziskave na celicnih kulturah, da bi razjasnili
vpliv NV na njihovo rast. Nedvomno pa izdelana NV izkazujejo velik potencial kot

sodobne obloge za celjenje ran, ki bi znatno izboljsale celjenje.
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