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POVZETEK

Stevilne raziskave potrjujejo primernost nanovlaken kot sodobnih dostavnih sistemov za
vnos razli¢nih zdravilnih u¢inkovin na povrsino koze. V diplomski nalogi smo z metodo
elektrostatskega sukanja izdelali nanovlakna iz polivinilalkohola (PVA) in vanje vgradili
tri nesteroidne antirevmatike, natrijeve soli ibuprofena, naproksena in salicilne kisline.
Izdelana nanovlakna smo stabilizirali v suhem sterilizatorju, jih morfoloSko ovrednotili z
vrstiénim elektronskim mikroskopom ter raziskali vpliv posamezne zdravilne u¢inkovine
na njihovo morfologijo in velikost premerov. Ugotovili smo, da z viSanjem odstotka
vgrajene hidrofilne u¢inkovine povprec¢ni premer nanovlaken pada, pri ¢emer so najtanjsa
vlakna nastala ob vgradnji natrijeve soli ibuprofena. Na osnovi SEM posnetkov vrsti¢ne
elektronske mikroskopije smo ugotovili, da so bila vlakna do 5 % vsebnosti u¢inkovine
gladka, pri visjih koncentracijah pa so se pojavljali vozli.

Ugotovili smo tudi, da je pri vi§ji vsebnosti u¢inkovine uéinkovitost vgrajevanja v
nanovlakna manjsa, saj se v tem primeru pojavijo njeni kristal¢ki na povr$ini vlaken, kar je
bilo najbolj izrazito pri natrijevi soli naproksena, sledili pa sta soli iburofena ter salicilne
Kisline.

Za opredelitev sprosc¢anja preiskovanih u¢inkovin iz nanovlaken PVA smo razvili model in
vitro za izredno majhne koli¢ine vzorcev. Sproscanje hidrofilne u¢inkovine iz nanovlaken
PVA je izredno hitro, pri 10 in 20 % vsebnosti pa se upocasni. Na osnovi dobljenih
profilov spros¢anja smo ugotovili, da se ves natrijev ibuprofenat sprosti iz vlaken takoj po
dodatku pufra, in sicer ne glede na njegovo vsebnost v nanovlaknih. Sklepamo, da je bila
ucinkovitost njegove vgradnje v vlakna nizka oziroma nepopolna. Ugotovili smo tudi da se
natrijev naproksenat in natrijev salicilat pri nizjih vsebnostih u¢inkovine (do 5 %) takoj po
dadatku pufra v celoti sprostita iz vlaken, pri visjih odstotkih (do 20 %) pa sta se obe
ucinkovini sproscali poc¢asneje in konstantno skozi celotno testno obdobje. Natrijevega
naproksenata se je sprostilo vec¢ kot natrijevega salicilata.

Zaklju¢imo lahko, da bi bila za obloge z nanovlakni najbolj primerna 10 in 20 % natrijev
naproksenat in natrijev salicilat. Slednji tudi pri 5 % vsebnosti uc¢inkovine. V vsakem
primeru pa bi bilo za primerjavo priporo¢ljivo narediti §e nanovlakna s salicilno kislino,

ibuprofenom in naproksenom.



ABSTRACT

Many researches confirm adequacy of nanofibers as delivery systems of different drugs to
the surface of the skin. In our work PVA nanofibers with incorporated three different
NSAIDs, sodium salts of ibuprofen, naproxen and salicylic acid, were prepared.
Nanofibers were stabilized with dry heat.

Morphologies and diameters of nanofibers without or with loaded drugs were determined
by SEM microscopy. We discovered that higher percentages of incorporated drug result in
lower average nanofiber diameters. Using SEM images we have determinated, that fibers
with low percentage of incorporated drug (under 5 %) had smooth surfaces, while in those
with higher percentage (10 and 20 %) knots were noticed. Also by increasing the
percentages of incorporated drugs, lower loading efficiencies and consequently the
appearance of crystals on the fiber surface were noticed.

For evaluation of PVA nanofibers as a drug delivery system an in vitro method for very
small amounts of sample was developed. Release of hydrophylic drugs from hidrophylic
nanofibers is very fast. Additionally, at 10 and 20 % of drug concentration the release is
slower. Based on tested drugs releasing profiles we discovered, that all ibuprofen sodium
salt was released from nanofibers immediately, in few minutes, following the start of
analysis. We also saw that the two other salts when being incorporated in lower pecentages
(up to 5 %), were completely released almost immediately. In case of higher nanofiber
incorporation percentages (10 and 20 %), naproxen sodium salt and sodium salicylate were
released slowly and constantly durnig the whole time of release experiment.

We can conclude, that naproxen sodium salt and sodium salicylate would be the most
appropriate for preparation of nanofiber-based wound dressings, the first one in 10 or 20 %
concentration and the second one in 5 %. In any case the formulation of nanofibers with
salicylic acid, ibuprofen and naproxen and their evaluation would be needed for

comparison.

\
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1. UVOD

1.1. NANOZNANOST IN NANOTEHNOLOGIJA

Nanoznanost je veda, ki obravnava in raziskuje naravo ter uporabo razli¢nih sistemov
na hanometerskem nivoju (10° m) — torej na nivoju atomov in molekul. Beseda nano v
grskem jeziku »Nanos« pomeni pritlikavec oziroma palcek. Eno izmed pomembnejsih
podrocij nanoznanosti je nanotehnologija. Ta se ukvarja z razumevanjem novih pojavov in
znacCilnosti (fizikalne, bioloske in kemijske) ter z izdelovanjem naprav in materialov v
velikostnem razredu med 1 in 1000 nm. Pojavlja se na podrocjih kemijske, tekstilne,
raunalni$ke in informacijske industrije, Se zlasti pa ima ogromen potencial na podro¢ju
farmacevtske dejavnosti in sodobne medicine (1).

Idejo 0 nanoznanosti je leta 1959 prvi¢ omenil fizik in Nobelov nagrajenec Richard
Feyman. V svojem ¢lanku »There's Plenty of Room at the Bottom« je namre¢ omenil
moznost premescanja atomov in izdelavo posebnih naprav za njihovo vizualizacijo ter
predstavil idejo o izdelavi majhnih nanorobotov za uporabo v medicini (2, 3, 4, 5). lzraz
nanotehnologija je sele 15 let kasneje, leta 1974, vpeljal Norio Taniguchi, takratni profesor
na Univerzi za znanost v Tokiu (5, 6). Korenit razvoj nanotehnologije pa se je pravzaprav
zagel Sele po letu 1981, ko so v Svici zgradili prvi vrsti¢ni tunelski mikroskop (STM), s
katerim so lahko opazovali posamezne atome na povrsju vzorca. Vse od takrat pa do danes

je nanotehnologija izjemno hitro se razvijajo¢a multidisciplinarna panoga (7, 8, 9).

1.2. NANOMEDICINA

Nanomedicina predstavlja eno izmed disciplin nanotehnologije, ki v zadnjem c¢asu
zasluzi posebno pozornost. To¢ne definicije tega pojma sicer Se ni, a dandanes izraz
nanomedicina uporabljamo za tisto vejo nanotehnologije, ki se ukvarja z razvojem zdravil
in diagnosti¢nih sredstev osnovanih na delcih nanometerskih velikosti. The Euorpean

Science Foundation je nanomedicino opisala kot »znanost in tehnologijo diagnosticiranja,



zdravljenja in prepreCevanja bolezni z uporabo naprav nanometerskih velikosti ter
razumevanja ¢loveskega telesa na molekularni ravni« (9, 10, 11).
Na splosno lahko recemo, da nanomedicina zajema naslednja podrocja:

- specifi¢ne oblike dostavnih sistemov,

- diagnosticiranje in vitro, on vivo in in vivo,

- regenerativno medicino,

- naprave za implantiranje (nanoroboti, itd.).

1.3. NANOVLAKNA

Nanovlakna so trenutno najsodobnejsa oblika nanomaterialov, ki zaradi svojih lastnosti
veliko obetajo, se zlasti v sodobni medicini. Po definiciji so to vlakna, katerih premer sega
od nekaj nanometrov do najve¢ mikrometra (najpogosteje med 50 in 500 nm). Izkazujejo
edinstvene lastnosti, kot so ogromna specifi¢na povrsina na enoto mase, visoka poroznost
njihove mreze, odli¢ne strukturne lastnosti, proznost in majhno tezo (9, 12).

Za pripravo nanovlaken je na voljo vec¢ razlicnih metod, vendar pa je tehnologija izbire
metoda elektrostatskega sukanja, saj omogoca njihovo izdelavo iz raztopine naravnega ali
sinteznega polimera, ob uporabi visoke elektriéne napetosti. V teoriji z izbiro materiala
nismo omejeni, kadar pa Zelimo nanovlakna koristiti v biomedicinske namene, mora
izbrani material biti biokompatibilen, biorazgradljiv, netoksicen, poleg tega pa sta Zeleni
tudi hidrofilnost in ustrezna mehanska trdnost. Nanovlakna so do sedaj izdelali ze iz vec
kot 200 razli¢nih polimerov, med njimi pa najpogosteje zasledimo polivinilalkohol (PVA),
polietilen oksid, polimle¢no kislino, kopolimer mle¢ne in glikolne kisline, polikaprolakton,

hitosan, alginat, kolagen, Zelatino, hialuronsko kislino in druge (13, 14, 15).



1.4. METODA ELEKTROSTATSKEGA SUKANJA

Elektrostatsko sukanje (ang. »electrospinning«) je tehnoloski proces, s katerim danes
najpogosteje izdelujejo nano- in mikrovlakna. Tipi¢na naprava za elektrostatsko sukanje je
sestavljena iz 3 delov (Slika 1):

1) igle, skozi katero s pomocjo ¢rpalke teCe polimerna raztopina za elektrostatsko

sukanje s konstantno hitrostjo,

2.) izvora visoke napetosti, s katerim pove¢amo elektri¢ni naboj, in

3.) ozemljenega zbirala, ki je najpogosteje aluminijasta folija, name$¢ena na

ustrezno stojalo (13, 14, 15, 16, 17).

ZBIRALO

IGLA NA KATERO JE
PRIKLIUCENA VISOKA
NAPETOST

BRIZGA Z RAZTOPINO
POLIMERA IN ZU

i

[ VIR VISOKE NAPETOSTI

Slika 1: Shema osnovnih gradnikov naprave za elektrostatsko sukanje

Za pripravo nanovlaken z metodo elektrostatskega sukanja napolnimo brizgo s kovinsko
iglo s polimerno raztopino (uporabimo lahko tudi talino) in jo vpnemo v érpalko, ki
zagotavlja konstantno hitrost pretoka. Na iglo pa s pomocjo priponke »krokodilcka«
priklju¢imo S$e izvor visoke napetosti. Raztopina polimera skozi iglo sprva le kaplja,
prikljucitev visoke napetosti (nekaj kV) pa vanjo uvede elektri¢ni naboj, ta pa zaradi
privlaka nasprotno nabitega oziroma ozemljenega zbirala povzroci preoblikovanje kapljice
v t.i. Taylor-jev stozec (Slika 2). Ko so sile elektri¢ne napetosti dovolj visoke, da presezejo
sile povrsinske napetosti raztopine, se iz konice stozca sprozi tanek curek raztopine. Ta

nato potuje po zraku v elektriénem polju do zbirala. Na tej poti se razteguje in je podvrzen



Stevilnim nestabilnostim, hkrati pa izhlapi topilo, zato dobimo na zbiralu suha vlakna
nanometrskih velikosti (13, 14, 15).

TAYLOR-JEV STOZEC

l

Slika 2: Prikaz nastanka Taylor-jevega stoZca

Za uspeSen postopek elektrostatskega sukanja in s tem tvorbo gladkih nanovlaken
ustreznih dimenzij, moramo biti pozorni na Stevilne, medsebojno odvisne dejavnike.
Njihova neprimerna izbira namre¢ lahko povzro¢i tvorbo vozlov, prekine curek ali vodi v
nastanek kapljic. V osnovi delimo dejavnike v tri skupine (13, 14, 15):

e Dejavniki raztopine: koncentracija polimera, viskoznost, povrsinska napetost
in prevodnost raztopine, molekulska masa polimera, hlapnost in dielektri¢na
konstanta topila.

e Dejavniki procesa: hitrost pretoka skozi iglo, uporabljena elektri¢na napetost,
razdalja med konico igle in zbiralom ter struktura, oblika in gibanje zbirala.

e Dejavniki okolja: temperatura in relativha vlaznost prostora, v Kkaterem

izdelujemo nanovlakna.

1.4.1.Dejavniki raztopine

Koncentracija

Koncentracija polimera v raztopini odlo¢a ali bodo rezultat elektrostatskega sukanja
nanovlakna ali ne. Pri tem mora biti dovolj visoka, da se tvori stabilen in neprekinjen
curek, po drugi strani pa ne sme biti previsoka, saj bi bil v tem primeru onemogocen
konstanten pretok skozi iglo zaradi visoke viskoznosti raztopine. Za vsak sistem
polimer/topilo obstaja obmocje optimalne koncentracije, pri Kkateri je v notranjosti

raztopine ravno dovolj prepletov polimernih verig, ki omogocajo tvorbo, neprekinjenost in



ustrezno raztegovanje curka. Ce $e visamo koncentracijo, lahko to moti nastanek
nanovlaken, v vsakem primeru pa nastanejo vlakna z ve¢jimi povpre¢nimi premeri (13, 14,
15).

Viskoznost

Viskoznost raztopine je tesno povezana s koncentracijo polimera in v splosnem z
njenim vecanjem narasca. Prav tako kot za koncentracijo tudi za viskoznost velja, da mora
za uspes$no pripravo nanovlaken biti v optimalnem intervalu, njeno povec¢evanje pa ima za

posledico ve¢ji premer vlaken, a tudi manjSo pojavnost vozlov (13, 14, 15, 18).

Povrsinska napetost

Natan¢no dolo¢enih spoznanj o vplivu povrsinske napetosti na morfologijo nanovlaken
v literaturi sicer ni mo¢ zaznati, velja pa, da previsoka povrSinska napetost negativno
vpliva na proces elektrostatskega sukanja. Kot taka namre¢ povzroci nestabilnost curka in
njegovo razbitje na kapljice, poleg tega pa zahteva uporabo visje elektricne napetosti, kar

zmanj$a varnost pri delu (13, 14, 15).

Prevodnost raztopine

Prevodnost raztopine pomembno vpliva na nastanek nanovlaken, saj doloc¢a velikost
elektrostatskih odbojnih sil v curku in s tem velikost vlaken. V splosnem velja, da vecja
kot je prevodnost uporabljenih polimernih raztopin, tanjsa in gladkejsa bodo nanovlakna
(13, 14, 15).

Molekulska masa polimera

Molekulska masa polimera ima velik vpliv na lastnosti raztopine, med njimi tudi na
viskoznost, povrsinsko napetost in prevodnost, zato je eden pomembnejSih dejavnikov, Ki
vplivajo na morfologijo izdelanih vlaken. Premajhna molekulska masa polimera lahko
povzroci tvorbo vozlov, z njenim povecevanjem pa lahko tvorimo bolj gladka in debelejsa

nanovlakna (13, 14, 15, 19).



Hlapnost topila

Pri topilih, predvsem organskih, ki so bolj hlapna, je potrebno med procesom
elektrostatskega sukanja zagotoviti ve¢jo hitrost pretoka, saj se le na ta nacin izognemo
tvorbi vozlov (13, 14).

1.4.2.Dejavniki procesa

Uporabljena napetost

Uporabljena clektricna napetost je najpomembnejs$i procesni dejavnik. V kolikor je
prenizka, sploh ne pride do tvorbe curka in posledi¢no do nastanka. Visja napetost pa ima
v splos$nem za posledico nastanek gladkejsih in tanjSih nanovlaken. Uporabljena napetost
lahko vpliva tudi na mesto nastanka curka na konici igle in posledi¢no na tvorbo vozlov.
Po apliciranju napetosti na iglo se najprej tvori kapljica polimera, na njenem koncu pa
nastane Taylor-jev stozec, iz Katerega izhaja curek polimera. Z viSanjem napetosti se
velikost kapljice na konici zmanjsuje, zato se Taylor-jev stozec bliza konici igle. Zazeljeno
je, da Taylor-jev stozec izhaja neposredno iz konice igle, kar omogoca tvorbo gladkih
vlaknen. Z dodatnim zvisanjem napetosti, pa ni ve¢ tvorbe Taylor-jevega stozca, zato

curek polimerne raztopine izhaja neposredno iz konice igle, to pa povzro¢i nastanek vozlov

(13, 14, 15).
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Slika 3: Prikaz spremembe polimernega curka z viSanjem napetosti

Razdalja med konico igle in zbiralom
Razdalja med konico igle in zbiralom mora biti tak$na, da ima vsak novonastali curek
oziroma vsako vlakno dovolj ¢asa, da se popolnoma posusi. Ce je namred razdalja

premajhna, topilo ne izhlapi in na zbiralu dobimo le mokro liso oziroma pride lahko tudi



do tvorbe kapljic. Po drugi strani pa razdalja seveda tudi ne sme biti tako velika, da bi
zaradi Sibkega elektri¢nega polja zbiralo ne moglo pritegniti curka nase in bi se zato na

poti ta izgubil oziroma $e pred zbiralom (13, 14, 15).

Hitrost pretoka skozi iglo

Hitrost pretoka polimerne raztopine skozi iglo vpliva na hitrost curka, ¢as izhlapevanja
topila ter koli¢ino prenesenega materiala na zbiralo. Ob previsoki hitrosti pretoka lahko
pride do tvorbe kapljic, saj ima topilo v tem primeru premalo ¢asa, da bi popolnoma

izhlapelo. Znizevanje hitrosti pa vodi v nastanek tanjsih vlaken (13, 14, 15).

Oblika zbirala

Zbiralo je del, na katerem se zberejo nastala nanovlakna, za sklenitev elektri¢énega polja
pa mora biti prevodno. NajenostavnejSa in najpogosteje uporabljana je ploscata
aluminijasta folija, namescena na nosilec. Nanovlakna zbrana na foliji so razporejena
neorganizirano, v vseh smereh, ob dovolj debelem nanosu pa jih lahko enostavno
odstranimo kot belo statiéno opno oziroma membrano. Vse pogosteje kot zbirala
uporabljajo rotirajo¢e valje, ki omogocajo nastanek v eni smeri urejenih nanovlaken (Slika
4). Urejena nanovlakna so uporabnejSa, saj njihova urejenost pozitivno vpliva tako na
njihove mehanske lastnosti kot tudi na adhezijo, proliferacijo in poravnavo celice. Xu in
sod. so izdelali dostavne sisteme z razli¢no urejenimi nanovlakni, nato pa so na njih
opazovali obnasanje misi¢nih celic koronarnih arterij in vitro. Ugotovili so, da potekata v
primeru urejenih nanovlaken adhezija in proliferacija celic hitreje in bolje, v primerjavi z
neurejenimi (13, 14, 15).

Slika 4: Neurejena (A) in urejena (B) nanovlakna



1.4.3.Dejavniki okolja

Poleg procesnih dejavnikov in dejavnikov raztopine, lahko tudi dejavniki okolja,
Ceprav v manj$i meri vplivajo na strukturo in morfologijo nastalih vlaken oziroma na
celoten proces elektrostatskega sukanja. Eden pomembnejsih dejavnikov je temperatura
okolja. Ugotovili so, da njeno vi$anje zmanj$uje premer nastalih vlaken, kar je posledica
zmanjSevanja Viskoznosti polimerne raztopine. Drugi pomemben dejavnik okolja je
relativna vlaznost. Pri nizki vlaznosti okolja je izhlapevanje topila hitrejSe, zato se po eni
strani novo nastala vlakna hitreje susijo, po drugi strani pa ob prehitrem izhlapevanju lahko

pride do zamasitve igle (14, 15).

1.5. UPORABNOST NANOVLAKEN NA PODROCJU
BIOMEDICINE

Glede na literaturni pregled lahko raziskave na podrocju izdelave nanovlaken za
uporabo v sodobni medicini, strnemo v tri glavne skupine, in sicer so tiste, ki razvijajo
nanovlakna kot nove dostavne sisteme za vnos razli¢nih zdravilnih u¢inkovin; tiste, Ki jih
uporabljajo kot tkivne nadomestke, in tiste, katerih glavni cilj so nanovlakna kot obloge za
izboljsano celjenje ran. Se zlasti v prvi skupini so danes §tudije izredno intenzivne, saj
standardne peroralne in parenteralne aplikacije nekaterih zdravilnih uéinkovin ne
zagotavljajo ucinkovite terapije z njimi. Dejansko vedno ve¢ molekul zahteva vecjo
pozornost glede njihove dostave. Pogosto zaradi njihove obcutljive narave zlahka pride do
hitre razgradnje in izloCanja iz organizma, tvorjenja nezelenih toksi¢nih produktov in
pojava nezelenih uéinkov, kar ima za rezultat neuspe$no zdravljenje, visoke stroSke
terapije in nezadovoljstvo pacientov. Resitev tega problema predstavlja med drugim razvoj
novih dostavnih sistemov, s katerimi bi lahko izboljsali biolosko razpolozljivost zdravilnih
ucinkovin, njihove koncentracije ohranjali v ustreznem obmocju, vplivali na oziroma
dosegali ustrezne profile njihovega sproscanja, zmanjsali stranske ucinke ter dosegli
njihovo ciljano dostavo na obolela mesta (11, 12, 15, 20).

Za doseganje optimalnega delovanja dostavnih sistemov moramo biti pozorni na

naslednje lastnosti osnovnih gradnikov, iz katerih so sestavljeni (21):



e Velikost osnovnih gradnikov in razporeditev velikosti sta najpomembnejsi za
izdelavo dostavnih sistemov. Vplivata na to, kako se bo sistem obnasal v
organizmu, kje se bo nalagal, na biolosko razgradnjo, toksi¢nost in sposobnost
njihove vezave na Zeleno mesto. Posledi¢no lahko vplivata na spros€anje in
zadrzevanje zdravilne u¢inkovine v dolo¢enem delu organizma.

e Povriinske lastnosti osnovnih gradnikov vplivajo na zadrzevanje dostavnega
sistema v organizmu. Za prepreCitev hitrega izlo¢anja hidrofilnih uéinkovin
pogosto namesto hidrofilnih uporabijo hidrofobne polimere in obratno.

e Vgradnja u¢inkovine; kakovosten dostavni sistem mora imeti visoko sposobnost
za vgradnjo ucinkovine, Ker je odvisna predvsem od topnosti uéinkovine v
polimeru in od interakcij med uc¢inkovino in polimerom.

e Sproscanje ucinkovine; doloCajo lastnosti polimernega ogrodja, topnost
ucinkovine Vv njem ter sposobnost njihove difuzije skozenj, zmoznosti erozije
oziroma razgradnje dostavnega sistema in kombinacije teh procesov. S primernim
optimiziranjem lahko dosezemo tudi zakasnjeno oziroma kontrolirano spros$éanje

u¢inkovine.

Nanovlakna lahko sluzijo kot dostavni sistemi za vnos S$tevilnih razli¢nih zdravilnih
u¢inkovin. Tako so ze izdelali nanovlakna z antibiotiki, nesteroidnimi antirevmatiki,
protitumorskimi u¢inkovinmi, proteini in DNA (11, 21, 22). Zdravilne u¢inkovine SO vanje
vgradili na razli¢ne nacine, odvisno predvsem od tega, kaksne lastnosti so imele molekule
ucéinkovin in kako hiter u¢inek so zeleli doseci. Najpogostejsi nacin je vgradnja uc¢inkovine
v notranjost nanovlaken, izvedemo pa lahko tudi njeno adsorbcijo ali kemijsko vezavo na
povrsino nosilca (Slika 5). Prvi nacin, ki omogoca najvecji nadzor nad spro$canjem
vgrajene ucinkovine, je hkrati tudi najlazji za pripravo, saj ucéinkovinO enostavno
raztopimo v raztopini polimera, ki jo uporabimo za elektrostatsko sukanje. Adsorpcijo
ucinkovine izvedemo tako, da izdelana polimerna vlakna namakamo v raztopini
uc¢inkovine, iz katerih se nato z elektrostati¢nimi interakcijami veze na njihovo povrsino.
Pri tako izdelanih vlaknih pa je tezko modificirati vezavo in nadzirati sproscanje
ucinkovine, zato ga v farmaciji redkeje uporabljamo. Tretji nacin, torej kemijsko vezavo
ucinkovine s tvorbo kovalentnih vezi med njo in povrsino nanovlaken, pogosteje kot za

dostavo zdravil uporabljamo za spreminjanje povrSinskih lastnosti dostavnega sistema.



Vezana substanca se v tem primeru sprosti Sele po encimski ali hidroliti¢ni razgradnji

omenjenih vezi (14).

MOZNI NACINI VGRADNIE ZU V/NA
NANOVLAKNA

YR
Y Bee s

KEMIISKA VEZAVA ZU
= ADSORBCLA ZU NA -
FIZICNA VGRADNJA POVREINO NA POVRSINO

ZU V NANOVLAKNA NANOVLAKNA NANOVLAKNA

Slika 5: MoZni nacini vgradnje zdravilnih u¢inkovin v nanovlakna

Nanovlakna izdelana z metodo elektrostatskega sukanja so prav tako kot za dostavne
sisteme vedno bolj zanimiva tudi na podro¢ju izdelave sodobnih oblog za rane. To
podrocje obsega znanje medicine, biologije in inZenirstva, kjer se raziskovalci trudijo
izdelati obloge, ki bi aktivno posegale v proces regeneracije. Ker je ob nastanku rane
integriteta koZze prekinjena, morajo aplicirane obloge pogosto zafasno prevzeti vliogo
manjkajocega tkiva, torej delovati kot opora in zascita, ki celice varuje pred izsusitvijo,
temperaturnimi razlikami, okuzbo ali nadaljnjo mehansko poskodbo (23, 24). Inzenirji
morajo zato pri izdelavi oblog zadovoljiti $tevilne zahteve, zapisane v nadaljevanju, da bi
dosegli ¢im bolj optimalno celjenje: (23, 25, 26):

- obloga mora podpirati in pospesevati naravne procese celjenja, pri tem pa se ne sme
Spojiti z rano in povzrocati bolecine ob njeni menjavi;

- obloga mora vzdrzevati vlazno okolje in vlazen stik rana-obloga ter ustrezno
temperaturo, pri tem pa ne sme povzrocati mehcanja koze okrog rane oziroma kakrsne koli
alergijske reakcije;

- obloga mora ustrezno vpijati izcedke in Skodljive snovi, hkrati pa omogociti prehod
plinov ter dihanje rane; prepreciti mora tudi prehod tekocin, izlockov in bakterij, s ¢imer
za§¢iti rano pred okuzbo.

Nanovlakna predstavljajo strukturo, ki na tem podrocju najve¢ obeta, saj omogoca

najbolj pristno posnemanje zunajceli¢nega ogrodja ¢loveskega tkiva in zagotavlja vlazno

10



mikrookolje; poleg tega je izdelava nanovlaken hitra in poceni, pri ¢emer lahko vplivamo
na Stevilne procesne dejavnike, da zagotovimo njihove ¢im bolj optimalne lastnosti (25,
26).

Shalumon in sod. so izdelali nanovlakna iz alginata in PVA, vanje so vgradili ZnO, ter
tako pridobili obloge za rane z antibakterijskim u¢inkom. Opazovali so u¢inkovitost ZnO
kot antibakterijske ucinkovine v razlicnih koncentracijah in ugotovili, da z viSanjem
njihove koncetracije antibaterijski ucinek ne narasca. Poleg tega so pokazali, da bi bil ZnO
kot ucinkovina zelo uporaben v oblogah za rane, vendar pa bi morali najprej ugotoviti
obmocje koncentracij, pri Katerih je njegovo delovanje najbolj optimalno (27).

Kim in sod. so ugotavljali kako usmerjenost in gostota nanovlaken vplivata na hitrost
celjenja ran. Ugotovili so, da sta oba dejavnika pomembna. Za usmerjanje celic in
posledi¢no za celjenje. V primeru, ko so bila vlakna postavljena vertikalno glede na lego
celi¢nih kultur, je bilo celjenje hitrej$e in ze v 48 urah popolno. Ko pa so jih usmerili
paralelno glede na lego celi¢nih kultur, pa je bilo celjenje ob¢utno pocasnejse, saj po 48
urah rana $e ni bila popolnoma zaras¢ena (28).

Zanimanje za to podro¢je je iz dneva v dan vecje. Raziskovalci bodo morali tako v
prihodnje veliko energije in znanja vloziti v izdelavo takih oblog in dostavnih sistemov, ki
bodo, poleg Zze doseZenih ustreznih mehanskih lastnosti in ustrezne strukturne podpore,

morali zagotoviti vodenje in nadzor celiéne migracije, proliferacije in diferenciacije (29).

1.6. POLIVINILALKOHOL

Polivinilalkohol (PVA) je polimer sinteznega izvora, v obliki belih zrnc, brez vonja in
okusa (Slika 6). Je vodotopen polimer, ki pa ga moramo segreti na priblizno 90 °C
(temperatura taliS¢a). Je delno topen v alkoholu in netopen v ostalih organskih topilih.
Kaksne fizikalno-kemijske lastnosti bo imel, pa je odvisno od stopnje njegove
polimerizacije in hidrolize. Odlikujejo ga Stevilne pozitivne lastnosti kot so:
biorazgradljivost, netoksi¢nost, nekarcinogenost, bioloska kompatibilnost in ustrezne
mehanske lastnosti (17). Prav zaradi vsega tega je tudi eden izmed prvih in Se vedno zelo

pogosto uporabljen polimer za izdelavo nanovlaken.
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Slika 6: Struktura molekule PVA

Won Keun in sod. so raziskali vpliv razli¢nih vrednosti pH na strukturo in morfoloske
lastnosti vlaken iz PVA ter ugotovili, da se z viSanjem pH tvorijo tanjsa in bolj gladka
vlakna, medtem ko v kislem obmo¢ju nastajajo vozli. Pri nizjih vrednostih pH je bil tudi
sam proces elektrostatskega sukanja zaradi protonacije PVA otezen (30). Tao je s sod.
ugotovil, da se pri konstantni koncentraciji PVA, s pove¢anjem molekulske mase polimera
struktura vlaken spreminja iz kapljic preko vlaken z vozli, do gladkih vlaken. Pri zelo
visoki molekulski masi pa so nastala vlakna podobna splo$¢enim trakovom (19).

Dongzhi in sod. pa so v raziskavi pripravili nanovlakna iz zelatine in PVA, ter ugotovili da,
vedji kot je njegov delez v zmesi, boljse lastnosti imajo nanovlakna (t.j. vecji premer, vecjo

proznost, vecjo natezno trdnost), ki so zato bolj uporabna za dostavne sisteme (31).

1.7. NESTEROIDNI ANTIREVMATIKI (NSAID)

Nesteroidni antirevmatiki (NSAID) so zdravilne u¢inkovine z izraZzenim protivnetnim,
analgeti¢nim ter antipireticnim delovanjem in so ena izmed najpogosteje uporabljanih
skupin zdravil. Mednje sodijo ibuprofen, naproksen, celekoksib, ketoprofen, acetilsalicilna
kislina, fenilbutazon in Stevilne druge zdravilne u¢inkovine.

Delujejo tako, da inhibirajo delovanje encima ciklooksigenaza (COX-1, COX-2), katere
naloga je pretvorba arahidonske kisline, ki deluje kot prekurzor v sintezi eikozanoidov in
kot sekundarni obvescevalec, v prostaglandine in levkotriene. Ob prisotnosti hema in
kisika, COX-1 in COX-2, oksidirata arahidonsko kislino do cikli¢nega endoperoksida
PGG,, tega pa nato cepita s peroksidazno aktivnostjo do ciklicnega endoperoksida PGH,.
Ta pa je perkurzor za razli¢ne prostaglandine. Inhibitorji COX, se veZejo na aktivna mesta
encimov in tako preprecijo njihovo delovanje. Prostaglandini in levkotrieni so vkljuceni v
Stevilne fizioloske in patofizioloSke procese, kot so vnetje, hemostaza, tromboza,

citoprotektivno delovanje, hemodinamika, hiperalgezija, visanje telesne temperature, itd. Z
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njihovim zaviranjem dosezemo poleg drugih, tako zelenih kot nezelenih ucinkov, tudi

protivnetno, analgeti¢no in antipireticno delovanje (slika 7).

FOSFOLIPIDNA MEMBRANA

FOSFOLIPAZA A2

ARAHIDONSKA KISLINA

| 1
INHIBICIIA 2} CIKLOOKSIGENAZA (COX) 5-LIPOOKSIGENAZA (5-LO)
NSAID ¢ ¢

PGH2 LEVKOTRIENI

PROSTAGLANDINSKA
SINTAZA (mPGES-1)

PROSTAGLANDINI (PGE2)

Slika 7: Shema nastanka vnetnih mediatorjev in mesto delovanja NSAID

V diplomskem delu smo uporabili tri u¢inkovine iz skupine NSAID, in sicer natrijeve soli
naproksena, ibuprofena in salicilne kisline za preu¢evanje njihove vgradnje v in spro§canje

iz nanovlaken, izdelanih iz PVA.

|

Slika 8: Struktura molekule natrijevega ibuprofenata
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Ibuprofen ali 2-[4-(2-metilpropil)fenil|propanojska kislina je bel prasek, slabo topen v
vodi. Njegova aktivna oblika je (S)-enantiomer, do sedaj pa so v veéini raziskav ibuprofen
vgrajevali v nanodelce (32). Prav zaradi slabe topnosti se pogosto uporablja njegova
natrijeva sol. Ta ima obliko belega kristalini¢nega praska, brez vonja in okusa, v vodi pa se
topi bistveno bolje kot sam ibuprofen. Alf in sod. so ibuprofen vgradili v trdne lipidne
nosilce in ugotovili, da se ga lahko uporablja tako oralno kot intravensko za lajSanje
bole¢in po operativnih posegih. Njegovo spros¢anje iz omenjenega sistema pa je bilo
zakasnjeno zato je bil uc¢inek podaljsan (33). Sergio in sod. so v svoji studiji pokazali, da je
mozno nanodelce iz ibuprofena in PVA izdelati z uporabo treh razli¢nih metod, ki so vse z
razmeroma majhnimi spremembami vrednosti delcev prenosljive iz laboratorijskega na

industrijski nivo (34).

Slika 9: Struktura molekule natrijevega salicilata

Salicilna kislina ali 2-hidroksibenzojska kislina je pomemben presnovek acetilsalicilne
kisline. Je bel kristalini¢ni prasek, brez vonja in je slabo topna v vodi. Ker poleg
analgeti¢nega ucinka povzroca tudi Stevilne stranske ucinke kot so, bruhanje, glavobol,
krvavitve v prebavnem traktu, zvonenje v usesih, itd., se pogosteje uporablja acetilsalicilna
kislina. Vezava ocetne kisline na salicilno namre¢ omili omenjene stranske ucinke. V

industriji spojino uporabljajo za nadaljnjo sintezo zdravil. V pripravkih za kozo je lahko
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vgrajena v koncentracijah od 1 do 3 %, pri ¢em deluje antisepti¢no, protivnetno in
keratoplasticno (pospesuje porozenevanje koze), pri vi§jih koncentracijah pa je njeno
delovanje keratoliti¢éno (lus¢i poroZenele plasti pokoznice). Natrijeva sol salicilne Kisline,
Ki smo jo uporabljali pri nasem eksperimentalnem delu, je prav tako bel kristalini¢en
prasek, brez vonja in z dobro topnostjo v vodi. Konkretnih raziskav o vgradnji salicilne

kisline v delce nanometerskih velikosti v literaturi nismo zasledili (35).

Slika 10: Struktura molekule natrijevega naproksenata

Naproksen ali 2-(6-metoksinaftalen-2-il) propionska kislina je tako kot ibuprofen, aktivna
v obliki S-enantiomera. Je bel kristalni prasek, brez vonja ki je netopen v vodi (36).
Njegova topnost pa se izredno poveca s tvorbo natrijeve soli. Ta je prav tako bel prasek,
brez vonja, ki pa kljub boljsi vodotopnosti v veé¢jih koncentracijah tvori mle¢no raztopino.
V raziskavah so ze proucevali strukturne lastnosti nanodelcev izdelanih iz PLGA in
naproksena ter ugotovili, da z vplivanjem na razlicne dejavnike kot so razmerje
uéinkovina/polimer, volumen vodne faze in hitrost homogenizacije, lahko izdelamo delce
zelenih velikosti (37).
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2. NAMEN DELA

Nanovlakna postajajo vedno bolj zanimiva na podro¢ju izdelave sodobnih oblog za rane.
Veliko obetajo prav zaradi svoje strukture, saj najbolj pristno posnemajo tkivno
zunajceli¢no ogrodje, poleg tega pa zagotavljajo tudi vlazno okolje in so z vidika stroskov

izdelave poceni.

V raziskovalnem delu diplomske naloge bomo nadaljevali raziskave opisane v diplomskem
delu A. Zupanci¢, v katerem so ugotavljali vpliv dodanih natrijevih soli naproksena,
ibuprofena in salicilne kisline, na fizikalno-kemijske lastnosti vodnih raztopin PVA.
Ugotovili so, da vgrajene uéinkovine vplivajo na prevodnost, gostoto, povrsinsko napetost
in viskoznost raztopine PVA. S povisanjem koncentracije dodane soli linearno naraséata
gostota in prevodnost posamezne raztopine. Tako so najvisje vrednosti zabelezili v primeru
natrijevega salicilata, sledil je natrijev naproksenat, nato natrijev ibuprofenat. Ob dodatku
natrijevih soli naproksena in salicilne Kisline, niso ugotovili bistvenih vplivov na
povrsinsko napetost, medtem ko se je njena vrednost po dodatku natrijevega ibuprofenata
opazno znizala. Prav tako so ugotovili, da se je viskoznost povecala po dodatku vsake od
treh soli, in sicer v obmocju njihovih nizjih koncentracij (do 1 %), nato pa je upadla (pri 3
%) in se ponovno povecala pri visjih koncentracijah.

V diplomskem delu bomo najprej izdelali 8 % raztopino PVA, saj se je ta v predhodnih
raziskavah na UL-Fakulteti za farmacijo izkazala za najbolj optimalno pri izdelavi
nanovlaken. Vanjo bomo nato vgradili natrijeve soli vsake od treh ucinkovin iz skupine
NSAID, in sicer naproksena, ibuprofena in salicilne Kisline, v 4 razli¢nih koncentracijah, 1,
5, 10 in 20 % (m/m). Iz raztopin u¢inkovin in polimera bomo izdelali nanovlakna z metodo

elektrostatskega sukanja.

Izdelana nanovlakna bomo vrednotili z analizo SEM, na posnetkih pa opazovali
morfologijo in izmerili njihove povprecne premere. Poskusali bomo ugotoviti kako
razli¢ne vsebnosti u¢inkovin in razli¢ni nacini njihovega vgrajevanja vplivajo na povprecni
premer in obliko nanovlaken. Za ugotavljanje povpre¢nih premerov bomo uporabili
racunalniski program ImageJ, pri cemer bomo izmerili premer 50-ih vlaken v vsakem

posameznem vzorcu.
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Ugotavljali bomo tudi kako se u¢inkovina iz nanovlaken sprosca v doloc¢enem ¢asovnem
obdobju. V ta namen bomo pripravili 3 paralelke za vsak posamezen vzorec in vzorcili v
razli¢nih ¢asovnih intervalih, na zacetku bolj pogosto (prvih 8 ur), nato pa na 24 ur v
obdobju 5 dni. Za ugotavljanje spros¢anja zdravilne u¢inkovine bomo uporabili fosfatni
pufer, ki predstavlja enega glavnih pufrov v organizmu, saj pomembno vpliva na
uravnavanje pH v celicah. S pomocjo grafov bomo nato primerjali profile sprosc¢anja
posameznih u¢inkovin glede na njihovo vsebnost v/na nanovlaknih ter tudi u¢inkovin med

seboj.
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3. MATERIALI IN METODE

3.1. MATERIALI

3.1.1.Polimer, topilo in zdravilne uc¢inkovine:

Polivinilalkohol Mowiol® 20 — 98, M=125 000 g/mol, stopnja polimerizacije: 2800

in hidrolize: 98,0 — 98,8 %, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Nemcija;

e PreciSCena voda;

e Natrijev salicilatlat (>99,8%) , M=160,11 g/mol, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Nemcija;

e Natrijev ibuprofenat, M=228,29 g/mol, Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,
Nemcija;

e Natrijev naproksenat, (98,0-102,0%), M=252,2 g/mol, Sigma-Aldrich GmbH,

Steinheim, Nemcija.

3.1.2.Reagenti za pripravo fosfatnega pufra s pH 74

e Natrijev klorid, M=58,44 g/mol, Merck KGaA, Nem¢ija;

e Kalijev klorid, M=74,55 g/mol, Merck KGaA, Nemc¢ija;

e Dinatrijev hidrogenfosfat, M=141,96 g/mol; Merck KGaA, Nemcija;
e Kalijev dihidrogenfosfat, M=136,09 g/mol;

e Klorovodikova kislina 37%, Panreac Quimica S.A.U., Spanija;

e Natrijev hidroksid, M=40 g/mol, Merck KGaA, Nemcija;

e PreciSCena voda.

3.2. APARATURE ZA IZDELAVO NANOVLAKEN
% Analitska tehtnica, Metter Toledo AG245, Schwerzenbach, Svica;

>

L)

*

Digitalna tehtnica, Sartorius M-pact, Sartorius Group;

L)

X/
L X4

Krovna stekelca (22 x 22 mm));

% Magnetno mesalo, Rotamix 560 MMH, Tehtnica, Zelezniki, Slovenija;

L)
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% Mesalo, Vibromix 403EVT, Tehtnica, Zelezniki, Slovenija;
% Mikrotitrske plos¢ée BRANDplates pureGrade™ , Brand GmbH, Wertheim Nemdija;
++ Naprava za elektrostatsko sukanje:
= 20 mL brizga, B-Braunn, ZDA,
= Kovinska igla z notranjim premerom 0,8 mm, Linari Engineering, Italija;
= (Crpalka, Razel TM, Ma R-99E, Italija;
= Generator visoke napetosti, Linari Engineering s.r.l., Ma. P60-R-EU, Italija;
» Aluminijasta folija name$éena na plasti¢ni nosilec, kot planarno zbiralo;
%+ Obojestranski lepilni prevodni trak, s premerom 12 mm, Oxon, Oxford instruments,
Velika Britanija;
¢ pH meter Metter Toledo, Seven Compact, Svica;
% Pipete: 20-200 uL; 500-5000 pL; 1000 pL;
% Racunalniski program ImageJ, Image Processing and Analyzing in Java; 1. 44p, NIH,
ZDA,;

L)

% Spektrofotometer, Hewlett Packard 8453, Agilent Technologies, Nemc¢ija;
+»+ Steklene ¢aSe, 25 mL, Kimble;

+«» Suhi sterilizator, SE-02, Elektromedicina, Hrvaska;

X/
o

Spektrofotometer, Tecan, Safire 2, Tecan Group Ltd., Mannedorf, Svica;
% Vrsti¢ni elektronski mikroskop (mikroskop SEM) SEM Supra 35 VP, Oberkochen,

Zeiss, Nemcija.

3.3. POSTOPEK IZDELAVE NANOVLAKEN

3.3.1.Priprava raztopine PVA
Za pripravo 8 % (m/m) raztopine PVA smo najprej pripravili 12 % (m/m) raztopino, ki
SMo jo nato ustrezno red¢ili s precisceno vodo z ali brez dodatka ustrezne u¢inkovine. Za
tak postopek smo se odlocili, ker se PVA pri visji koncentraciji hitreje in bolje raztaplja,
poleg tega pa na ta na¢in zdravilnih u¢inkovin nismo izpostavili povisani temperaturi.
Najprej smo natehtali ustrezno koli¢ino polimera PVA v prahu, ga kvantitativno prenesli v
stekleno ¢aso, mu dodali precisc¢eno vodo in ¢aso pokrili z aluminijasto folijo. Tako

pripravljeno vsebino smo na magnetnem mesalu 2-3 ure segrevali pri priblizno 90 °C, vse
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dokler delci polimera niso bili ve¢ vidni in je raztopina postala bistra. Ohlajeno raztopino
PVA smo nato red¢ili z dodajanjem ustreznega koncentrata posamezne uc¢inkovine tako, da

smo dobili 8 % (m/m) raztopino PVA, z Zelenim delezem posamezne ucinkovine.

3.3.2.Priprava raztopin ucinkovin, polimera in koncentrata
Koncentrati so koncentrirane raztopine, ki jih lahko red¢imo na zeleno koncentracijo,
primerno za uporabo. Z njihovo pripravo skuSamo zmanjsati koli¢ino uporabljenega
materiala in pribora, prihraniti ¢as priprave posameznih raztopin, predvsem pa doseci vecjo
natan¢nost pri pripravi vzorcev. V nasem primeru smo morali pripraviti nizke
koncentracije vzorcev, pri cemer bi lahko prislo do vecjih odstopanj od Zelenih vsebnosti
ucinkovine in posledi¢no do nenatan¢nih rezultatov. Zato smo se odlo¢ili za uporabo
koncentratov. Za vsako preiskovano u¢inkovino smo pripravili 100 g koncentrata, v
katerem smo raztopili dolo¢eno koli¢ino u¢inkovine. Koli¢ine smo spreminjali, in sicer od
1,5, 10 do 20 % glede na maso polimera v disperziji. Najprej smo v ¢aso odtehtali
ustrezno maso ucinkovine, jo dopolnili do 100 g s pre¢is¢eno vodo in mesali. Ker so bile
vse uporabljene uc¢inkovine v obliki natrijevih soli, so se v celoti in hitro raztopile. Tako
pripravljene koncentrate smo nato uporabili za pripravo raztopin u¢inkovin in polimera.
Primer: za pripravo 10 g raztopine z 8 % PVA in 5 % ucinkovine smo potrebovali 800 mg
PVA in 40 mg u¢inkovine. Najprej smo odtehtali 6,67 g 12 % raztopine PVA (tako smo
dobili 8 % raztopino PVA). Razlika v masah do 10,0 g pa je predstavljala potrebno
koli¢ino dodanega koncentrata, torej 3,33 g. V 3,33 g koncentrata je bilo torej raztopljene
40 mg uc¢inkovine. Predhodno pripravljenih 100 g koncentrata je vsebovalo 1,2 g
uc¢inkovine.
Caso smo nato pokrili s parafilmom in aluminijasto folijo ter jo pustili megati 24 ur, da

smo dosegli termodinamsko ravnotezno stanje.
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Slika 11: Izgled raztopine PVA z u¢inkovino

3.3.3.1zdelava in stabilizacija nanovlaken
Polimerna nanovlakna iz PVA smo pripravili z metodo elektrostatskega sukanja, ob
uporabi procesnih pogojev, ki so se v predhodno izvedenih raziskavah na Fakulteti za
farmacijo izkazali kot najoptimalnejsi. Postopek smo izvedli tako, da smo najprej plasti¢no
brizgo s kovinsko iglo napolnili s priblizno 5 mL raztopine PVA z ustrezno vsebnostjo
ucéinkovine, iz nje iztisnili vse zraéne mehurcke, nato pa jo povezali s ¢rpalko, ki je
zagotavljala konstantni pretok 0,8-1,0 mL/h. Zbiralo, narejeno iz aluminijaste folije
pritrjene na vertikalni plasti¢ni nosilec, Smo postavili na oddaljenost 15 cm od konice igle.
Na slednjo smo nato prikljucili izvor visoke elektri¢ne napetosti 15kV. Na aluminijasto
folijo smo z obojestranskim prevodnim lepilnim trakom prilepili krovna stekelca na katera
so se med procesom elektrostatskega sukanja nabrala nanovlakna, ki smo jih uporabili za
nadaljnja testiranja. Tako smo dosegli, da je bila na stekelcu vedno priblizno enaka
koli¢ina nanovlaken, poleg tega pa je tudi bistveno lazje rokovanje z vzorci. V primeru, ko
smo vzorce pripravljali za analizo SEM, smo elektrostatsko sukanje izvajali le 10 minut
brez, v primeru priprave nanovlaken za preucevanje spros¢anja uc¢inkovine pa 60 minut, s
krovnimi stekelci. Nanovlakna smo vedno 15 minut susili pri sobni temperaturi, nato pa
smo jih stabilizirali v suhem sterilizatorju tako, da smo stekelca pokrili z aluminijasto
folijo in jih segrevali 30 minut na 160 °C. S tem smo dosegli manj$o hitrost njihovega
raztapljanja v vodi.

21



3.3.4.Priprava fosfatnega pufra s pH=7,4
Za pripravo fosfatnega pufra smo v 1 L merilno bucko natehtali 8,0 g NaCl, 0,2 g KCI,
1,44 g Na,HPO,, 0,24 g KH,PO, in z precis¢eno vodo dopolnili do oznake. Nato smo
pripravili 0,1 M raztopini NaOH in HCI in z njima pH pufra uravnavali na 7,4. Pufer smo v
nadaljevanju uporabljali za dolocanje spro$¢anja posameznih u¢inkovine iz nanovlaken. Za
fosfatni pufer smo se odloc¢ili zato, ker predstavlja enega glavnih pufrskih sistemov v
nasem organizmu, Saj je pomemben za uravnavanje vrednosti pH v celicah. S tem smo se

zeleli ¢im bolj priblizati fizioloSkim pogojem.

3.3.5.1zdelava umeritvenih premic za posamezne zdravilne
ucinkovine

Umeritvene premice za natrijev salicilat, natrijev ibuprofenat in natrijev naproksent smo
pripravili iz njihovih osnovnih raztopin, v katerih je bilo 0,025 mg/ml posamezne
uc¢inkovine, in sicer tako, da smo natehtali po 12,5 mg vsake od preuc¢evanih u¢inkovin in
jih kvantitativno prenesli v 500 mL merilno buc¢ko ter dopolnili do oznake s sveze
pripravljenim fosfatnim pufrom. Osnovne raztopine posameznih u¢inkovin Smo nato
red¢ili tako, da smo dobili konéne koncentracije 0,0125; 0,01; 0,005; 0,001; 0,0005 ter
0,00025 mg/ml. Z UV-VIS spektrofotometrom smo nato posneli absorbcijske spektre
osnovnih raztopin za vsako posamezno uc¢inkovino, z namenom da bi dolo¢ili maksimume
absorbanc. Te smo potrebovali pri merjenju koncentracij u¢inkovin z napravo Tecan, s
katero smo izvajali vse ostale meritve. Za spektrofotometer Tecan smo se odlo¢ili zaradi
vecdjega Stevila vzorcev, poleg tega pa smo jih vzorcili v mikrotitrske plosce, za kar smo
potrebovali majhne volumne.
Z aparatom Tecan smo najprej izmerili absorbanco slepega vzorca v vdolbini mikrotitrske
plosée, nato pa vanjo nanesli 100 ul vzorce predhodno pripravljenih razred¢enih raztopin
ucinkovin Vv treh paralelkah in jim izmerili absorbance. 1z rezultatov meritev smo
izracunali umeritvene premice za vsako posamezno ucinkovino.
Enacbe za umeritvene premice:

e Natrijev ibuprofenat: y = 0,3751x + 0,0274 (R? = 0,9991) ;

e Natrijev naproksenat: y = 1,4545x + 0,0163 (R*=0,9985) ;

e Natrijev salicilat: y = 10,449x + 0,0407 (R2=0,9992).
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Slika 12: Umeritvene premice preiskovanih u¢inkovin: A - natrijev ibuprofenat, B -
natrijev naproksenat, C - natrijev salicilat
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3.4. VREDNOTENJE NANOVLAKEN

3.4.1.Proucevanje morfologije nanovlaken

Iz aluminijaste folije s stabiliziranimi nanovlakni smo izrezali priblizno 5 x 5 mm velike
koscke in jih z obojestranskim lepilnim trakom prilepili na nosilce za analizo SEM. Vzorce
smo analizirali z mikroskopom SEM pri pospesSevalni napetosti 1 kV, ob uporabi
sekundarnega detektorja in tako pridobili posnetke izdelanih vlaken. Iz njih smo nato z
rac¢unalniSkim programom ImageJ pri 50. 000-kratni povecavi identificirali morfologijo
nanovlaken in doloc¢ili njihov povprecni premer tako, da smo izmerili premer 50-ih
nakljuéno izbranih nanovlaknen in nato izracunali povpreéni premer ter pripadajoco

standardno deviacijo (SD).

Slika 13: Fotografija vzorcev nanovlaken za analizo SEM

3.4.2. Analiza spros¢anja ucinkovin iz nanoviaken
Cilj izdelave nasih nanovlaken je bila izdelava uéinkovite obloge za rane, iz katere bi se
lokalno spro$éala u¢inkovina, s ¢imer bi hkrati poskrbeli za izbolj$anje celjenja in
zmanjSanje bole¢in. Ranjena koza je poSkodovana, zato ni ovir, ki bi preprecevale vstop
ucinkovine neposredno v rano. Zato lahko ta s preprosto difuzijo prehaja na mesto
delovanja. V Zelji da bi se ¢im bolj priblizali realni situaciji, Smo za spro$¢anje u¢inkovin
uporabili naslednji model: v 25 mL ¢ase z ravnim dnom smo polozili krovna stekelca, na
katerih so bila predhodno stabilizirana nanovlakna z razli¢nimi vsebnostmi u¢inkovin.
Dimenzija vzorca nanovlaken je bila 22x22 mm. Pri tem smo pazili da so bila stekelca
obrnjena tako, da je bila stran z nanesenimi nanovlakni obrnjena navzgor. Nato smo v case

nalili po 5 ml fosfatnega pufra s pH 7,4. Nato smo iz sredine medija v to¢no dolo¢enih
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¢asovnih intervalih jemali po 100 ul vzorca Ki smo ga sproti nadomescali z enako koli¢ino
pufra. Odvzete vzorce smo vnesli v vdolbinice mikrotitrske plosce in jih kasneje tudi
spektrofotometri¢no analizirali z aparatom Tecan. 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 in 96 ur. Sproscanje uc¢inkovin je potekalo pri sobni
temperaturi, med mesanjem, vzorce pa smo odvzemali v treh paralelah. 1z izmerjenih
vrednosti absorbanc smo izrac¢unali deleze iz nanovlaken spro$¢enih uc¢inkovin, ob
predpostavki da se je v 96 urah sprostila celotna koli¢ina vgrajene u¢inkovine (obloge za
rane namre¢ najveckrat menjujemo ravno po 96 urah). S pomocjo dobljenih vrednosti smo
nato izracunali kumulativne deleze spros¢enih uc¢inkovin v razli¢nih ¢asovnih intervalih.
Za izra¢un omenjenih delezev smo morali pred vsakim zacetkom merjenja sprosc¢anja
posamezna stekelca z nanovlakni z vgrajeno uc¢inkovino stehtati, enako pa smo postopali
tudi na koncu analize, pri ¢emer Smo najprej pred tehtanjem vzorce sprali z vodo in
izopropanolom, s ¢imer Smo odstranili vsa nanovlakna. Za analizo odvzetih vsebnosti
u¢inkovine v vzorcih smo uporabljali spektrofotometer Tecan, in pri vsaki meritvi
upostevali maksimum absorpcije vsake posamezne ucinkovine. Te so bile za natrijev
ibuprofenat 264 nm, natrijev naproksenat 332 nm in natrijev salicilat 231 nm. Od

izmerjenih absorbanc vzorcev smo vedno odsteli vrednost absorbance slepega vzorca.

Slika 14: Odvzemanje vzorcev z razli¢nimi vsebnostmi posamezne ucinkovine v to¢no
dolocenih ¢asovnih intervalih in njihov prenos na mikrotitrske plosce
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4. REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1. VREDNOTENJE NANOVLAKEN

Za morfolosko analizo nanovlaken smo uporabljali posnetke posameznih vzorcev
pridobljenih z vrsti¢nim elektronskim mikroskopom (SEM), ki smo jih ovrednotili s
programom ImageJ. Na§ osnovni namen je bil prouditi ali, in ¢e, kako razliéne vsebnosti in
vrsta dodanih zdravilnih ué¢inkovin vplivajo na povpre¢ni premer nanovlaken PVA,
njihova namestitev v notranjost ali na povrsino nanovlaken ter njihovo sproséanje iz

dostavnega sistema.

4.1.1. Vpliv odstotka vgrajene u¢inkovine na povprecni premer
nanovlaken

Slike 15, 16 in 17 prikazujejo povprec¢ne premere nanovlaken izdelanih iz 8 % raztopine
PVA brez in z vgrajenimi u¢inkovinami v razli¢nih odstotkih (1, 5, 10 ter 20 %). Vidimo,
da povpreéni premer nanovlaken upada s povecanjem odstotka vgrajene ucinkovine.
ZmanjSanje premera je bilo najbolj razvidno v primeru uporabe natrijevega ibuprofenata,
najmanjse pa je bilo po dodatku natrijevega salicilata (Tabela 1). Opazimo tudi, da je bil v
primeru uporabe 1 in 5 % dodatka u¢inkovine povpreéni premer nanovlaken najmanjsi pri
natrijevem ibuprofenatu, sledila pa so nanovlakna z vgrajenim natrijevim salicilatom in
nato z natrijevim naproksenatom. S povec¢ano koli¢ino vgrajenih u¢inkovin (10 in 20 %),
pa se je vrstni red nekoliko spremenil. Najmanjsi povpre¢ni premer so imela nanovlakna z
vgrajenim natrijevim ibuprofenatom, sledila so tista, ki so vsebovala natrijev naproksenat

in na koncu tista z natrijevim salicilatom.
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Tabela 1: Fizikalno-kemijske lastnosti natrijevega ibuprofenata, natrijevega

naproksenata in natrijevega salicilata

Na- Na-

Fiz.-kem. lastnosti ibuprofenat | naproksenat Na-salicilat
Kemijska formula CisHizNaO: CisH1sNaOs C:HsNaO:s
Molekulska masa

(g/mol) 228,26 252,24 160,1
Temp. talisc¢a (°C) 60,24 153,96 121,82
Log P 3,14 2,86 0,83
Gostota (g/cm?) 1,03 1,35 0,35
Vodotopnost (mg/ml) 100 250 50
pKa 4,6 4,2 2,9

Vedji vpliv natrijevega ibuprofenata na povpre¢ni premer nanovlaken lahko pripisemo
strukturi in velikosti njegovega aniona. V nasem primeru Si velikosti anionov sledijo

takole: ibuprofen>naproksen>salicilna kislina. V splosnem velja, da vecji kot je anion,
tezje se giblje v raztopini, to pa se je posledi¢no izrazilo v nekoliko manjsi prevodnosti

raztopine, kot so jo izmerili v predhodni diplomski nalogi (38 ).

Iz predhodno objavljenih in nasih rezultatov lahko torej sklepamo, da se s povecevanjem
vsebnosti posamezne soli izbranih NSAID, poveca tudi prevodnost raztopin polimera, in
sicer zaradi vi§jih odbojnih sil v curku. Zato so izdelana nanovlakna tanjsa. Torej, visja kot
je koncentracija posamezne u¢inkovine, manjsi je povpre¢ni premer nanovlaken. Ta
izsledek se ujema z rezultati Charernsirwilaiwata in sodelavcev (17) ter Sona in sodelavcev
(30).

Na prevodnost raztopine bistveno vpliva tudi Stevilo delcev uporabljene uéinkovine, ki pa
je sorazmerno koncentraciji ionov v raztopini. S povecevanjem Stevila delcev v raztopini
se posledi¢no visa tudi njena prevodnost. V primeru 1 % raztopine polimera je bila
koli¢ina vgrajene ucinkovine 0,5 g. S pomo¢jo Avogadrovega stevila (6°022 - 10?> mol™)
ter podatkov o molekulskih masah posameznih u¢inkovin smo izracunali, da pripada
najvecje Stevilo ionov natrijevemu salicilatu (1°88 - 10?'), sledi natrijev ibuprofenat (1°32 -
102") in nato natrijev naproksenat (1°19 - 10?'). Iz teh podatkov bi lahko sklepali, da bodo
nanovlakna z vgrajenim natrijevim salicilatom najtanjsa, slediti pa bi jim morala tista z
vgrajenim natrijevim ibuprofenatom in natrijevim naproksenatom, vendar pa nasi rezultati

temu ne ustrezajo. Zato lahko sklepamo, da se v naSem primeru stevilo delcev posamezne
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uc¢inkovine ni razlikovalo toliko, da bi to imelo bistven vpliv na povprecni premer
izdelanih nanovlaken.

Natrijev ibuprofenat
300

250

200

150

100

Premer NV (nm)

50

m8%PVA m1%ZU m5%ZU m10%ZU m20% ZU

Slika 15: Vpliv koli¢ine dodanega natrijevega ibuprofenata na povprecne premere
nanovlaken (n=50). Prikazane so tudi vrednosti SD.
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Slika 16: Vpliv koli¢ine dodanega natrijevega naproksenata na povprecne premere
nanovlaken (n=50). Prikazane so tudi vrednosti SD.
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Slika 17: Vpliv koli¢ine dodanega natrijevega salicilata na povprecne premere
nanovlaken (n=50). Prikazane so tudi vrednosti SD.

Tabela 2: Vrednosti povprecnih premerov nanovlaken za posamezne odstotke

ucinkovine, s pripadajocimi SD (n=50)

Povprecni premer NV (nm)
ZU (%) IB NA SA
0 (samo PVA) 210 +/-36 | 210+/-30 | 197 +/- 34
1 154 +/-27 | 195+4/-39 | 179 +/-31
5 119 +4/-22 | 195+4/-30 | 142 +/- 27
10 102 +/-23 | 125+4/-29 | 136 +/- 25
20 88 +/- 22 117 +/-24 | 130 +/- 23

4.1.2. Vpliv vgrajenih u¢inkovin na morfologijo nanovlaken
Posnetki SEM nanovlaken izdelanih iz 8 % PVA, v katera smo vgradili preiskovane
uc¢inkovine v razliénih odstotkih glede na izhodno maso polimera, so prikazani na slikah
20, 21 in 22. Ugotovili smo, da so bila nanovlakna z 1 ali 5 % ucinkovine gladka in to ne
glede na vrsto uporabljenega NSAID. Prve pojave kristalov na povrSini nanovlaken,
vozlov in kapljic smo zaznali sele pri tistih nanovlaknih, v katerih je bil odstotek
ucinkovine 10 in vec¢. Sklepamo torej lahko, da z dodajanjem ucinkovine ze toliko

spremenimo fizikalne lastnosti polimernih raztopin, da izbrani procesni pogoji niso vec

29



optimalni. S povecanjem odstotka dodanih u¢inkovin se namre¢ visa prevodnost raztopin,
poveca pa se tudi njihova viskoznost, kar so dokazali v predhodnih studijah, opravljenih na
Fakulteti za farmacijo (38). Tako spremenjene lastnosti polimernih disperzij povzrocijo
nesorazmernost sil v curku in posledi¢no nastajanje vozlov. Zaradi vplivov na nara$¢anje
viskoznosti bi pricakovali (glej Slika 18), da bo pojavnost vozlov najvec¢ja v primeru
natrijevega naproksenata, vendar pa so nasi rezultati pokazali drugace. Najve¢ vozlov Smo

namre¢ opazili v vlaknih, ki so vsebovala natrijev ibuprofenat.
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Slika 18: Vpliv razli¢nih koli¢in dodanih natrijevih soli u¢inkovin na viskoznost 8 %
raztopine PVA (38).

Slika 18 prikazuje spremembe viskoznosti 8 % raztopine PVA po dodatku razli¢nih koli¢in
natrijevih soli izbranih u¢inkovin. Vidimo, da Ze po dodatku 1 % natrijeve soli vseh
uc¢inkovin viskoznost v vseh primerih naraste, nato pa njena vrednost pade do 3 % in
ponovno nara$¢a s povecanjem odstotka. Ugotovimo lahko tudi, da je najveéji porast
viskoznosti povzrocil natrijev naproksenat. Viskoznosti raztopin PVA z dodanim
natrijevim salicilatom in natrijevim ibuprofenatom pa so si zelo podobne. (povz. po
Zupancic, 2013, str.37) (38).
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Slika 19: Vpliv razli¢nih koli¢in dodanih natrijevih soli u¢inkovin na povrsinsko
napetost 8 % raztopine PVA (38).

Slika 19 prikazuje spremembe vrednosti povrSinske napetosti 8 % raztopin PVA, ki
vsebujejo razli¢ne koli¢ine natrijevih soli preiskovanih u¢inkovin. Vidimo, da se s
povecevanjem vsebnosti natrijevega naproksenata in natrijevega salicilata povrsSinska
napetost 8 % raztopine PVA ne spremeni bistveno. Veliko spremembo povrsinskih
napetosti pa opazimo po dodatku natrijevega ibuprofenata, saj se s poveéevanjem njegove
vsebnosti, njena vrednost mo¢no zmanjsa. 1z tega sklepamo, da dodatek natrijevega
naproksenata in natrijevega salicilata v razli¢nih odstotkih nima pomembnega vpliva na
povrsinsko napetost 8 % raztopine PVA. Po drugi strani pa lahko, zaradi izrazitega
zmanjsanja povrsinske napetosti, ki jo povzroci natrijev ibuprofenat, sklepamo, da v
raztopini polimera deluje kot povrsinsko aktivna snov (povz. po Zupancic, 2013, str.37)
(38).
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Slika 20: Posnetki SEM nanovlaken z razli¢nimi vsebnostmi natrijevega ibuprofenata
pri povecavi 20. 000x. Z rde¢imi krogi so obkrozeni vozli, z rumenimi pa kristali
uc¢inkovine na povrsini nanovlaken.

Pojav vozlov pri vi§jih vsebnostih vgrajenih soli u¢inkovine je lepo viden na Sliki 20, ki
prikazuje posnetke SEM nanovlaken z razli¢no vsebnostjo Na ibuprofenata. Pri 1 in 5 %
vsebnosti omenjene ucinkovine so bila nanovlakna gladka in brez sprememb njihove
morfologije. Z njenim povecanjem na 10 oziroma 20 % pa so se pojavili vozli. Opazili
smo tudi, da pri visjih odstotkih vgradnja u¢inkovine v nanovlakna ni bila popolna, saj smo

na njihovi povrsini opazili kristal¢ke uc¢inkovine.

Slika 21 prikazuje posnetke SEM nanovlaken, v katera smo v razli¢nih odstotkih glede na
maso polimera vgrajevali natrijev naproksenat. Vidimo, da v tem primeru, kljub
povecevanju vsebnosti u¢inkovine, ni prislo do tvorbe vozlov. Prav tako lahko vidimo, da
se je natrijev naproksenat slabse vgrajeval v nanovlakna, saj smo kristalcke na njihovi
povrsini opazili Ze pri 5 % vsebnosti u¢inkovine. Se ve¢, na osnovi vseh posnetkov SEM

smo zakljucili, da se je med vsemi u¢inkovinami najmanj natrijevega naproksenata
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vgradilo v nanovlakna saj smo ga najvec¢ opazili na njihovi povrsini. Povecanje odstotka

soli namre¢ vpliva na viSanje prevodnosti polimerne
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Slika 21: Posnetki SEM nanovlaken z razli¢nimi vsebnostmi natrijevega
naproksenata pri povecavi 20. 000x. Z rde¢imi krogi so obkrozZeni vozli, z rumenimi
pa kristali u¢inkovine na povrsini nanovlaken.

raztopine to pa v procesu elektrostatskega sukanja vodi v tvorbo tanjsih nanovlaken. Tako
lahko sklepamo, da v procesu elektrostatskega sukanja pride do raztegovanja verig
polimera kar pomeni, da je na enakem odseku polimera na razpolago manj mest za vezavo
ucinkovine. Zato je ostane ve¢ nevezane, zaradi ¢esar se pojavi v obliki kristalckov na

povrsini nanovlaken.
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Slika 22: Posnetki SEM nanovlaken z razli¢énimi vsebnostmi natrijevega salicilata pri
povecavi 20. 000x. Z rdec¢imi krogi so obkrozeni vozli, z rumenimi pa kristali
uc¢inkovine na povrsini nanovlaken.

Slika 22 prikazuje posnetke SEM nanovlaken, v katera smo vgrajevali razli¢ne odstotke
natrijevega salicilata glede na maso polimera. Vidimo, da so vozli manj izraziti, kot v

primeru natrijevega ibuprofenata. VVozli so se pojavili v majhnem $tevilu in sicer od 5 %
vsebnosti u¢inkovine dalje. Na sliki nanovlaken z vsebnostjo 10 % natrijevega salicilata,

opazimo majhne kristal¢ke u¢inkovine na povrsini vlaken, Ki pa jih je zelo malo.

Z analizo in primerjavo vseh rezultatov smo ugotovili, da se je najve¢ kristalckov na
povrsini nanovlaken pojavilo pri uporabi natrijevega naproksenata, temu je sledil natrijev
ibuprofenat in nato natrijev salicilat. Zato lahko sklepamo, da ima pomemben vpliv na
vgradnjo uc¢inkovine v nanovlakna njihova molekulska masa in velikost molekul. V naSem
primeru ima natrijev naproksenat najvec¢jo molekulsko maso (Mr=252,24 g/mol), sledi mu
natrijev ibuprofenat (Mr=228,26 g/mol) in nato natrijev salicilat (Mr=160,10 g/mol).

Menimo, da je za vgrajevanje ucinkovin v nanovlakna bolje uporabiti take z niZjo
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molekulsko maso in z manjso velikostjo molekul, saj je tako moznost pojava Kristalov

manjsa.

4.2. SPROSCANJE NATRIJEVEGA IBUPROFENATA

Natrijev ibuprofenat smo vgrajevali v nanovlakna v razli¢nih odstotkih, in sicer 1, 5, 10 ter
20 % (m/m) glede na maso polimera (8 % PVA). Ugotovili smo, da se ne glede na
vsebnost vgrajene ucinkovine, ta v celoti sprosti takoj po dodatku pufra. U¢inkovina je
torej uporabna za vgrajevanje v obloge za rane iz PVA le, kadar zelimo dosec¢i hiter
ucinek, za podaljsano delovanje pa bi morali uporabiti drug polimer ali sam ibuprofen. Za

potrditev te predpostavke bi bilo potrebno dodatno raziskovanje.

4.3. SPROSCANJE NATRIJEVEGA NAPROKSENATA

Slika 23 prikazuje profil spro$¢anja natrijevega naproksenata iz nanovlaken v obdobju 5
dni (vedji graf) ter v zaCetnih 8 urah (manjsi graf) po uporabi fosfatnega pufra. 1z slike je
razvidno, da s povecanjem odstotka vgrajene uc¢inkovine, njen % sprosc¢anja upada. V
primeru 5 % vgrajene ucinkovine je delez sprosc¢ene ucinkovine presegel 100 % Ze po prvi

uri meritev.

Kot so ugotovili Ze Jannesari in sod., Smo tudi mi dokazali, da se s povecanjem koli¢ine
vgrajene ucinkovine, njen delez spros¢ene zmanjsuje (39), kar pripisujemo stopnji
nabrekanja nanovlaken. S povecevanjem koncentracije u¢inkovine pufer najverjetneje v
nanovlakna prodira pocasneje, zato ta manj nabrekajo, u¢inkovina pa se iz njih sproscéa

pocasneje.
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Slika 23: Spros¢anje natrijevega naproksenata iz stabiliziranih nanovlaken, izdelanih
iz 8 % PVA. Prikazane so tudi vrednosti SD za vsako meritev.

Na sliki 23 vidimo tudi, kako % sprosc¢ene uc¢inkovine niha brez dolo¢enega trenda pri
%) ta delez razporejen bolj enakomerno. Manjsi graf kaze, da se je v primeru 10 %
vsebnosti natrijevega naproksenata v prvih 8 urah sprostilo do 61 % ucinkovine, medtem
ko je bil ta delez po 5 dneh 46 %. V primeru 20 % vsebnosti u¢inkovine, se je v prvih 8
urah iz nanovlaken sprostilo le 37 % ucinkovine, ta delez pa Se je obdrzal tudi po 5 dneh

spros¢anja.

4.4. SPROSCANJE NATRIJEVEGA SALICILATA

Slika 24 prikazuje profil sproscanja natrijevega salicilata iz nanovlaken v obdobju 5 dni
(vecji graf) ter v zacetnih 8 urah (manjsi graf). Prav tako kot v prej$njem primeru lepo

vidimo kako s povecanjem vsebnosti vgrajene uc¢inkovine, njen sprosceni delez upada. Le
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v primeru 1 % vsebnosti u¢inkovine je njen sprosceni delez Ze po 60 minutah presegel 100
%. To lahko pripisemo, nizki koncentraciji u¢inkovine in posledi¢no mozni napaki pri
detekciji.
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Slika 24: Sproscanje natrijevega salicilata iz stabiliziranih nanovlaken izdelanih iz 8
% PVA. Prikazane so tudi vrednosti SD za vsako meritev.

Slika 24 prikazuje hiter za¢etni porast spro$¢enega natrijevega salicilata iz nanovlaken z
vgrajenim 1 % ucinkovine, medtem ko se je v primeru 5, 10 in 20 % vsebnost uc¢inkovine
sproscala brez zafetnega dviga, nato pa precej enakomerno. 1z nanovlaken z 5 %
natrijevega salicilata, se je v prvih 8 urah sprostilo 61 % ucinkovine, po 5 dneh pa je ta
delez znasal le $e 47 %. V primeru nanovlaken z vgrajenimi 10 % uc¢inkovine pa je bil

delez sprosc¢ene uéinkovine po 8 urah le 18 %, po 5 dneh pa je upadel na 13 %.

Rezultati sprosc¢anja 20 % v nanovlakna vgrajene ucinkovine pa so bili nekoliko vi§ji, saj
se je v prvih 8 urah sprostilo 33 % natrijevega salicilata, ta delezZ pa je ostal enak tudi po 5
dneh. Na osnovi nasih rezultatov lahko sklepamo, da so imela najboljsi profil sprosc¢anja
tista nanovlakna, ki so vsebovala visje % vgrajene u¢inkovine, saj je bil v tem primeru ta

najbolj enakomeren, brez nihanj in nenadnih porastov. Najslabse rezultate spros¢anja pa
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smo ugotovili pri nanovlaknih z nizjimi koncentracijami u¢inkovine, saj je v vseh primerih

% sproscene ucinkovine dosegel skoraj 100 % ze kmalu po zacetku izvajanja meritev.

4.5. PRIMERJAVA SPROSCANJA VSEH UCINKOVIN

4.5.1. Sproscanje 1% vsebnosti u¢inkovin
Slika 25 prikazuje profil sproscanja natrijevega salicilata z vsebnostjo 1 % (m/m), in sicer
v obdobju 45 min od zacetka opravljanja meritev. Tako natrijev ibuprofenat kot
naproksenat sta se iz nanovlaken v celoti sprostila takoj po dodatku pufra, zato so bile

vrednosti prve meritve 100 %.

Taepaiboon in sod. so poleg ugotavljanja profilov spros¢anja 4 razli¢nih uéinkovin,
preucevali tudi njihov vpliv na morfologijo nanovlaken iz PVA. Med preiskovanimi
u¢inkovinami sta bili tudi natrijev naproksenat in natrijev salicilat. Ugotovili so, da ima
molekulska masa posamezne u¢inkovine velik vpliv na njeno sproscanje, saj je bilo v

primeru njenih visjih vrednosti spro$¢anje manjse (40).

Na podlagi tega bi lahko sklepali, da se bo natrijev naproksenat pocasneje sproscal, sledil
naj bi mu natrijev ibuprofenat in nato $e natrijev salicilat, ki ima najnizjo molekulsko
maso. Vendar pa v naSem primeru ni bilo tako. Na sliki 25 vidimo da je bil natrijev
salicilat edini med preizkusenimi u¢inkovinami, Ki se ni sprostil v celoti takoj po dodatku
pufra. Ker je delez spros¢enega natrijevega ibuprofenata ze od vsega zacetka mocno
variiral (100 % sproséene ucinkovine), bi lahko sklepali, da se ni pravilno vgradil v
nanovlakna, poleg tega bi na nase rezultate lahko vplivale tudi zelo nizke koncentracije
uc¢inkovine v vzorcih. Kot vidimo tudi na posnetkih SEM, se je natrijev ibuprofenat
dejansko najslabse vgrajeval v nanovlakna, saj so ta vsebovala polno vozlov in so bila
neenakomernih velikosti. Zaradi tega ga je bilo veliko tudi na povrsini nanovlaken, zaradi

Cesar se je takoj po stiku s pufrom raztopil.
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Slika 25: Sprosc¢anje 1% natrijevega salicilata iz stabiliziranih nanovlaken, izdelanih
iz PVA. Prikazane so tudi vrednosti SD za vsako meritev.

4.5.2. Sproscanje 5 % vsebnosti u¢inkovin
Slika 26 prikazuje profile spros¢anja natrijevega naproksenata in natrijevega salicilata z
vsebnostjo 5 % (m/m) uc¢inkovine v nanovlaknih, in sicer tako v obdobju 5 dni kot znotraj
zacetnih 8 ur. Tako kot v primeru 1 % vsebnosti u¢inkovine, na sliki ni prikazanih
podatkov za natrijev ibuprofenat, saj se je le ta v celoti (100 %) sprostil iz nanovlaken
takoj po aplikaciji pufra. Sledil mu je natrijev naproksenat, katerega sprosceni delez je
dosegel 100 % ze v zacetnih 60 minutah opravljanja meritev. V tem smislu je bil zadnji
natrijev salicilat, saj njegovi delezi znotraj profila sproSc¢anja niso presegali 100 %, kar je
zelo sprejemljivo. V prvih 8 urah se je iz nanovlaken sprostilo le 61 % natrijevega
salicilata, po 5 dneh pa je bil njegov sprosceni delez 47 %. V primeru natrijevega
naproksenata in salicilata na zacetku meritev nismo ugotovili naglega porasta, njihovo

sproscanje pa je bilo konstantno skozi celotno obdobje meritev.
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Slika 26: Sproscanje 5 % natrijevega salicilata in naproksenata iz stabiliziranih
nanovlaken, izdelanih iz 8 % PVA. Prikazane so tudi vrednosti SD za posamezno
meritev.

4.5.3. Sproscanje 10 % vsebnosti uc¢inkovin
Na sliki 27 so prikazani profili sprosc¢anja natrijevega naproksenata in salicilata, vgrajenih
v nanovlakna z vsebnostjo 10 % (m/m), glede na maso polimera. Sprosceni delezi
natrijevega ibuprofenata presegajo 100 %, kar ni sprejemljivo. Pri tej koncentraciji
vgrajenega natrijevega naproksenata pa sprosceni delezi niso presegali 100 % kot je bilo to
pri nizjih koncentracijah. Pri tem pa so bili zopet vi§ji od odstotkov spros¢enega
natrijevega salicilata. V prvih 8 urah se je sprostilo najve¢ natrijevega naproksenata (61 %)
in natrijevega salicilata (18 %). Po 5 dneh pa so vrednosti nekoliko padle in sicer v primeru
natrijevega naproksenata na 46 %, v primeru natrijevega salicilata pa na 13 %. Natrijev
naproksenat in natrijev salicilat sta se tudi tokrat sproscala enakomerno in konstantno, brez

vecjih odstopan;.
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Slika 27: Spros¢anje 10 % natrijevega salicilata in naproksenata iz stabiliziranih
nanovlaken, zdelanih iz 8 % PVA. Prikazane so tudi vrednosti SD za posamezne
meritve.

4.5.4. Sproscanje 20 % vsebnosti u¢inkovin
Slika 28 prikazuje profil sproscanja natrijevega naproksenata in salicilata iz nanovlaken, v
katera smo jih vgradili z vsebnostjo u¢inkovine 20 % (m/m). Vidimo, da natrijev
ibuprofenat ponovno presega 100 % vrednosti spros¢enega deleza takoj po dodatku pufra,
zato so ti podatki neuporabni. Nasprotno pa delezi spros¢enih natrijevega naproksenata in
salicilata niso dosegli niti 50 %. Ponovno lahko opazimo vecji delez spros¢anja pri
natrijevem naproksenatu, ki mu, tako kot ze v prej$njih primerih sledi natrijev salicilat, se
pa krivulji sprosc¢enih koli¢in obeh u¢inkovin zelo priblizata ena drugi. V prvih 8 urah se je
iz nanovlaken sprostilo 37 % natrijevega naproksenata in 33 % natrijevega salicilata. Po 5
dneh pa so bili njihovi sprosc¢eni delezi enaki kot po 8 urah, kar pomeni, da ni bilo nihanj

kot pri nizjih koncentracijah.
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Slika 28: Sproscanje 20 % natrijevega salicilata in naproksenata iz stabiliziranih
nanovlaken, izdelanih iz 8 % PVA. Prikazane so tudi vrednost SD za posamezne
meritve.

Tudi v tem primeru je spro$¢anje natrijevega naproksenata in natrijevega salicilata
enakomerno in konstantno skozi celotno obdobje meritev. Rahel dvig v delezu sproscene
uc¢inkovine je mogoce opaziti pri obeh ucinkovinah v prvih 8 meritvah, nato pa so se

vrednosti stabilizirale ali celo nekoliko upadle.

Na osnovi dobljenih rezultatov lahko trdimo, da sta za izdelavo oblog za rane
najprimernejsa natrijev naproksenat in predvsem natrijev salicilat, saj se je ta najbolje
vgrajeval v nanovlakna. Najneprimernejsi za ta namen je bil natrijev ibuprofenat, ki se je
najslabse vgrajeval v nanovlakna. Njegovo sproscanje je bilo namre¢ prakti¢no popolno ze
takoj ob stiku z pufrom. Tako natrijev naproksenat kot salicilat bi torej lahko uporabili za
vgrajevanje v obloge za rane, vendar pa bi morali prvega uporabiti v visjih odstotkih

vsebnosti u¢inkovine, drugega pa lahko tudi v nizjih.
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5. SKLEP

V nasem delu smo preucevali nanovlakna iz 8 % PVA, izdelana z metodo elektrostatskega
sukanja, v katera smo vgradili stiri razlicne koli¢ine u¢inkovin NSAID, natrijeve soli
ibuprofena, naproksena in salicilne kisline, in sicer z 1, 5, 10 ter 20 % (m/m) vsebnostjo
uc¢inkovine. Osredotocili smo se na ugotavljanje vplivov dodanih u¢inkovin in zviSanje
njihovih koncentracij, na povprec¢ne premere nanovlaken in njihovo morfologijo. Poleg
tega pa smo vrednotili tudi njihovo spros¢anje iz nanovlaken.

Ugotovili smo, da se s pove¢anjem koncentracij dodanih uéinkovin, povpre¢ni premeri
nanovlaken zmanjsujejo. To lahko pripiSemo soCasnemu povecanju prevodnosti
posameznih raztopin polimera, posledi¢nemu povecanju odbojnih sil v curku in zaradi tega
tudi tvorbi tanjsih nanovlaken. Ugotovili smo, da so bila najtanjsa tista nanovlakna, v
katera smo vgradili natrijev ibuprofenat, sledila so jim tista z natrijevim naproksenatom in
nato tista z natrijevim salicilatom, in sicer v vsakem primeru ob uporabi nizjih
koncentracij. Kadar pa je bila vsebnost u¢inkovin veéja od 10 %, je bil vrstni red glede
povprecnih premerov nanovlaken drugacen: natrijev ibuprofenat je povzrocil nastanek
najtanj$ih nanovlaken, sledil je natrijev salicilat in nato $e natrijev naproksenat.

S pomocjo posnetkov SEM smo ugotovili, da so bila nanovlakna, ki so vsebovala nizje
koli¢ine zdravilnih u¢inkovin (do 5 %) gladka, prvi vozli pa so se pojavili pri vi§jih
koncentracijah (vec¢ kot 10 %), kar bi lahko pripisali nesorazmernosti sil v curku, ki je
posledica vec¢je koncentracije in zato vecje prevodnosti raztopine polimera. Z dodatkom
u¢inkovine namre¢ Ze toliko spremenimo fizikalno-kemijske lastnosti polimernih raztopin,
da pride do motene tvorbe nanovlaken oziroma do nastanka vozlov. Prav tako smo
ugotovili, da je bila pri vi$jih odstotkih u¢inkovine njihova vgradnja slabsa, saj Smo na
posnetkih SEM opazili kristalcke u¢inkovine na povrSini vlaken. Najve¢ kristalckov se je
pojavilo v primeru natrijevega naproksenata, nekaj smo jih opazili v primeru natrijevega
ibuprofenata, najmanj pa jih je bilo na povrsini vlaken, ki so vsebovala natrijev salicilat.
Nizja kot je bila molekulska masa uporabljene uc¢inkovine, bolj se je ta vgrajevala v
nanovlakna (manj vozlov in kristalckov na povrsini vliaken).

Iz profilov sprosc¢anja posameznih u¢inkovin Smo ugotovili, da se s povecanjem njihove
vsebnosti, odstotek spros¢anja zmanjsuje. Preucevali smo tudi profile spros¢anja vseh treh
ucinkovin pri posameznih koncentracijah in ugotovili, da je bil delez spros¢enega

eyee

natrijevega ibuporfenata najvisji, saj se je ves sprostil takoj po dodatku pufra, in sicer ne
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glede na njegovo koli¢ino, ki smo jo vgradili v nanovlakna. V' primeru natrijevega
salicilata in natrijevega naproksenata se je pri nizjih odstotkih vgrajene u¢inkovine (do 5
%), sprostila njuna celotna koli¢ina Ze takoj ob dodatku pufra. Pri vi§jih vgrajenih
koli¢inah, torej nad 10 %, pa je bilo njuno spros$¢anje iz nanovlaken konstantno, brez
vecjih nihanj skozi celotno obdobje meritev. Delezi spros¢ene u¢inkovine so bili v primeru
natrijevega naproksenata vecji kot pri natrijevem salicilatu. Za natrijev ibuprofenat pa
velja, da je bila uc¢inkovitost vgradnje v nanovlakna nizka.

Ugotovili smo, da sta za izdelovanje oblog za rane iz nanovlaken najprimernejSa natrijev
naproksenat in natrijev salicilat, saj sta se najlepse vgrajevala in sproscala iz nanovlaken.
Natrijev naproksenat bi lahko uporabljali v vi§jih koncentracijah, in sicer 10 in 20 %

(m/m), natrijev salicilat pa tudi v nizjih, Ze od 5 % (m/m) dalje.
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