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SAZETAK

Elektroispredanje je tehnika koja koristi elektrostatske sile za dobivanje vlakana promjera
raspona od 2 nm do nekoliko mikrometara iz polimernih otopina ili talina. Posljednjih
desetlje¢a sve je vece istrazivanje ove tehnike zbog primjene nanovlaknastih struktura kao
nosaca u tkivhom inzenjerstvu. Strategija tkivnog inZenjerstva temelji se na popravku i
regeneraciji oStecenih tkiva na nacin da se najprije biopsijom stanice uzimaju iz pacijenta,
potom izoliraju i zasijavaju na 3D nosac¢. Kao nosaci se koriste razli€iti prirodni i umjetni
polimeri. U ovom radu koriSten je polikaprolakton (PCL) za elektroispredanje nosaca razliCite
geometrije. Elektroispredanjem PCL na rotiraju¢em cilindru nastao je nosa¢ glatke povrsine
koji je koristen kao referentni uzorak. Ostalih Sest nosaca elektroispredeno je na 3D printanim
kolektorima razli¢itih geometrija ¢ime su dobivena tri nosaca s paralelnim kanali¢ima i tri s
kvadratnim udubinama. Ova specifi¢na topografija elektroispredenih vlaknastih nosaca
potrebna je kako bi na njima zasijane fibroblastne stanice rasle i migrirale prema obliku
povrsine nosaca stvarajuéi tkivo odredene 3D mikrogeometrije. Morfologija vlakana odredena
je SEM analizom, raspodjela veli¢ina pora BET metodom, a interakcije na povrSini metodom
mjerenja kontaktnog kuta s vodom. SEM analiza pokazala je veliku poroznost
elektroispredenih nosa¢a. BET metodom utvrdeno je da su srednji promjeri pora vrlo mali, ali
je specifi¢na povrsina izrazito velika. Rezultati mjerenja kontaktnog kuta pokazali su veliku
hidrofobnost PCL nosaca zbog ¢ega je vazno PCL nosace prije primjene obraditi kako bi im

se povecala hidrofilnost i poboljsale interakcije stanica i nosaca.

Kljucéne rijeci: elektroispredanje, nanovlakna, tkivno inZenjerstvno, nosaci, polikaprolakton,

3D printani kolektor



ABSTRACT

Electrospinning is a technique that uses electrostatic forces to produce fibers with diameters
ranging from 2 nm to several micrometers from polymeric solutions or melts. Over the last
decades, there is a growing research of technique because of the application of nanofibrous
structures as scaffolds for tissue engineering. The tissue engineering strategy is based on the
repair and regeneration of damaged tissues in way that we first take the cells from patient by
biopsy, then we isolate and sow on the 3D scaffold. Various natural and synthetic polymers
are used as scaffolds. In this study, polycaprolactone (PCL) was used for electrospinning of
scaffolds with different geometry. By electrospinning process of PCL a scaffold with smooth
surface was formed on rotating cylinder, which was used as a reference sample. The other six
scaffolds are electrospun on 3D printed collectors with different geometries, resulting in three
scaffolds with parallel ducts and three with quadratic wells. This specific topography of
electrospun fibrous scaffolds is required to allow growth and migration of the sown fibroblast
cells, forming a tissue of a certain 3D microgeometry. The fiber morphology was determined
by SEM analysis, pore size distribution by BET method and interactions on surface were
tested by the contact angle measurement method with water. The SEM analysis showed a high
porosity of electrospun scaffolds. The BET method determined that the mean pore diameters
are very small, but specific surface is very large.The result of the measurement of the contact
angle showed a high hydrophobicity of the PCL scaffolds, which makes it important to treat
the PCL scaffolds before its application, to increase hydrophilicity and improve the
interaction of the cells and scaffolds.

Keywords: electrospinning, nanofibers, tissue engineering, scaffolds, polycaprolactone, 3D
printed collector
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1. UVOD

Nedostaci ljudskih tkiva uzrokovani urodenim manama, povredama ili drugim tipovima
oSteCenja su svakodnevni problemi s kojima se susreCu lijec¢nici. LijeCenje se obicno
usredotoCuje na transplantaciju tkiva s jednog mjesta na drugo u istom pacijentu (autograft) ili od
jedne osobe, tj. donora u drugu (alograft ili transplantat). Iako su ta lije¢enja revolucionarna i
spasavaju ljudske zivote, suoCavaju se s brojnim problemima. Zbog toga je doslo do razvoja
tkivnog inZenjerstva koje ima za cilj popravak 1 regeneraciju ostecenih tkiva razvojem bioloskih
nadomjestaka koji vracaju, odrzavaju ili poboljSavaju funkciju tkiva. Tkivno inzenjerstvo koristi
razliCite prirodne i umjetne biomaterijale kao 3D nosace na koje se zasijavaju stanice ranije uzete
iz tijela pacijenta. 3D struktura nosaca vazna je za oponasanje specifiéne mikrogeometrije tkiva.
Kako bi se dobili nosaci tocno odredene 3D mikrogeometrije i topografije koristi se tehnika
elektroispredanja u kombinaciji sa 3D printanjem. Najprije se tehnikom 3D printanja dobivaju
kolektori specifi¢ne topografije, a zatim se oni koriste u postupku elektroispredanja za
prikupljanje vlakana. Elektroispredanje omoguéuje proizvodnju vrlo finih vlakana to¢no
odredenih svojstava. Vlakna prikupljena na kolektorima oponaSaju uzorke kolektora. Na taj
nacin nastaju nosa¢i odredene mikro-topografije koja je vazna za povezivanje stanica i razvoj
novog tkiva. U ovom radu elektroispredeni su PCL nosaci na kolektorima razli¢itih geometrija.
PCL je nacesc¢e koristeni poliester u tkivnom inZenjerstvu. Cilj ovog rada je istraZiti svojstva 3D
elektroispredenih PCL nosaca razli¢ite geometrije s ciljem njihove primjene za zasijavanje

fibroblastnih stanica.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Elektroispredanje i modifikacija kolektora u elektroispredanju

Elektroispredanje je tehnika koja Koristi elektrostatske sile za dobivanje finih vlakana iz
polimernih otopina ili talina prirodnih ili umjetnih polimera. Tako dobivena vlakna imaju manji
promjer, veli¢ina od 2 nm do nekoliko mikrometara, i vecu povrSinu od onih, dobivenih
konvencionalnim procesima ispredanja. Elektroispredena nanovlakna karakteriziraju i izrazito
visok omjer povrSine prema volumenu, ¢ak 1000 x ve¢i od vlasi ljudske kose (Slika 1.), podesiva
poroznost, moguénost prilagodbe Sirokom rasponu veli¢ina i oblika te sposobnost kontroliranja
sastava nanovlakana kako bi se postigla Zeljena svojstva i funkcija vlakana. Sve te karakteristike
elektroispredenih vlakana omogucuju im primjenu u razli¢itim poljima, kao $to je nanokataliza,
tkivno inZenjerstvo, zaStitna odjeca, filtracija, biomedicina, farmacija, opticka elektronika,
zdravstvo, biotehnologija i zastita okolisa. U tekstilnoj industriji ova tehnika se koristi vise od
Sezdeset godina za proizvodnju netkanih materijala. Posljednjih desetljeca sve je veée zanimanje

i istrazivanje ove tehnike zbog primjene nanovlaknastih struktura u tkivnom inzenjerstvu. [1,2]

Slika 1. Usporedba promjera vlasi ljudske kose i pojedina¢nih nanovlakana [3]

Princip procesa elektroispredanja sli€an je onom kod elektrostatskih precipitatora 1 rasprSivaca
pesticida gdje jake, medusobno odbojne elektricne sile prevladavaju slabije povrSinske sile
elektricki nabijene polimerne otopine. Za injektiranje odredenog naboja u polimernu otopinu ili
talinu potrebna je istosmjerna struja, napona od nekoliko desetaka kV. Proces se provodi pri
sobnoj temperaturi 1 atmosferskom tlaku. Obzirom da neki polimeri mogu imati neugodan ili ¢ak

Stetan miris ovaj je proces potrebno provoditi unutar komore s ventilacijskim sustavom. [1,2]



Standardna aparatura za proces elektroispredanja moze biti horizontalna ili vertikalna 1 sastoji se

od tri glavne komponente (Slika 2.): [1,4]

e izvor visokog napona s pozitivnim ili negativnim nabojem koji se injektira u tekucinu,
e mlaznica za predenje, odnosno kapilara kroz koju pod utjecajem sile prolazi tekucina
koja se elektroispreda,

e uzemljeni kolektor (metalni zaslon, ploca ili rotiraju¢a osovina).

%’ $prica kolektor vlakana
» «
{ Ppolimerna otopina _ . polimerna otopina
E,! Sprica .
mlaznica mlaznica
= Cora|
| 1

%. generator visokog L

vlakno napona E vlakno

= Kkolektor vlakana .
= g &
a) b) generator visokog

napona
Slika 2. Osnovni tipovi aparature za elektroispredanje: a) vertikalna i b) horizontalna [1]

Vecina se polimera prije procesa elektroispredanja otapa u odgovaraju¢em otapalu. Kada se
polimer potpuno otopi nastala polimerna otopina se uvodi u kapilaru malog promjera. Za
prodiranje otopine kroz kapilaru mogu se koristiti injekcijska Sprica, gravitacijske sile ili plin pod
tlakom. Na taj nacin otopina prodire kroz kapilaru, dolazi do vrha kapilare i zbog povrSinske
napetosti formira visecu kap na njenom vrhu. Polimerna otopina se tada podvrgava pod utjecaj
elektricnog polja tako da se elektroda iz izvora visokog napona uroni u tekuéinu ili, ako se koristi
metalna igla, direktno u kontaktu s kapilarom. Potom se ukljuci izvor napona i naboj se injektira
u polimernu otopinu. Povecanje snage elektricnog polja uzrokuje odbojne interakcije izmedu
istih naboja u tekucini te privlaéne sile izmedu suprotno nabijene otopine i kolektora. Zbog
utjecaja vlacnih sila dolazi do izduljivanja vise€e kapi na vrhu kapilare. Daljnjim povecanjem
snage elektricnog polja postiZe se tocka u kojoj elektricne sile uravnotezuju povrSinsku napetost
tekucine Sto rezultira razvojem Taylorovog konusa. Kada jakost elektriénog polja premasi tu
kritiénu vrijednost dolazi do izbacivanja i ubrzavanja mlaza vlakana do brzine translacije oko 5
m/s iz vrha konusa prema kolektoru. U tom prostoru izmedu vrha kapilare i kolektora javlja se

nestabilnost sto za posljedicu ima povecanje vremena prolaza i duzine puta prema kolektoru. To



pridonosi stanjivanju vlakana i procesu isparavanja otapala zbog Cega se polimerna vlakna
skru¢uju. Kada polimerna vlakna stignu na kolektor tamo se nakupljaju i na povrsini kolektora se
stvara vlaknasta podloga. Duljina vlakana ovisi o viskoznosti polimerne otopine i
karakteristikama primijenjenog elektricnog polja. [1,4-6] Tijekom elektroispredanja postoje
brojni parametri koji utje¢u na karakteristike nastalih vlakana. Ti parametri se mogu podijeliti na
parametre otopine, procesne parametre i parametre okoline. Utjecaj razliCitih parametara

prikazan je u tablici 1.[1]



Tablica 1. Parametri elektroispredanja (otopine, procesni i okolni) i njihov utjecaj na

morfologiju vlakana [1]

Parametri Utjecaj na morfologiju vlakana
Parametri viskoznost pri maloj viskoznost dolazi do proizvodnje grudica;
otopine pri velikoj viskoznosti dolazi do povecanja promjera

vlakna i nestanka grudica

koncentracija povecanjem koncentracije poveéava se promjer
polimera vlakana

molekulska masa povecanjem molekulske mase smanjuje se broj
polimera grudica i kapljica
vodljivost povecanjem vodljivosti sSmanjuje se promjer vlakana

povrSinska napetost | nema znacajne povezanosti s morfologijom vlakana;

velika povrSinska napetost rezultira nestabilnoscéu

mlaza
Procesni primijenjeni napon | povecanjem napona smanjuje se promjer vlakana
parametri udaljenost izmedu | odredena  minimalna  udaljenost potrebna  za
vrha i kolektora ujednacena vlakna;

pri premalim i prevelikim udaljenostima dolazi do
nastajanja kapljica
brzina napajanja/ smanjenjem protoka smanjuje se promjer vlakana;
protok pri  prevelikim brzinama protoka dolazi do
proizvodnje grudica
Parametri vlaznost visoka vlaznost rezultira kruznim porama na vlaknima

okoline temperatura povecanjem temperature smanjuje se promjer vlakana

2.1.1. Karakterizacija elektroispredenih nanovlakana

Obzirom da se u elektroispredanju kao sirovina koriste polimeri, vrlo su bitne njihove
karakteristike prije, ali osobito nakon procesa elektroispredanja. Svojstva elektroispredenih
polimernih nanovlakana mogu se svrstati u tri kategorije i to: fizikalna i strukturna, mehanicka te

kemijska svojstva. [1]



2.1.1.1. Geometrijska karakterizacija

Fizikalna karakterizacija je povezana sa strukturom i morfologijom te unutarnjom strukturom
nanovlakana koja odreduje i mehanicka svojstva materijala. Geometrijska svojstva nanovlakana
ukljucuju promjer vlakana, raspodjelu promjera, orijentaciju vlakana i morfologiju vlakana. Za
karakterizaciju geometrijskih svojstava koriste se tehnike kao §to su pretrazni elektronski
mikroskop (SEM), pretrazni elektronski mikroskop s emisijom polja (FESEM), transmisijski
elektronski mikroskop (TEM) i mikroskop atomskih sila (AFM). SEM tehnika se koristi za
istrazivanje strukture elektroispredenih vlakana. TEM sluzi za odredivanje promjera vlakana
(<300 nm). AFM se koristi za odredivanje interakcija atomskih sila na maloj udaljenosti (0,1 do
10 nm). Stoga je AFM najbolja tehnika za odredivanjemorfologije povrSine. Za odredivanje
svojstava povrsine elektroispredenih vlakana koriste se joS i fotoelektronska spektroskopija
(XPS), mjerenje kontaktnog kuta te spektroskopija Fourierovom transformacijom u infracrvenom
podru¢ju uz dodatak za povrsinsku analizu (ATR-FTIR). [1]

Vazan geometrijski parametar je poroznost te veliCina pora nanovlaknastih membrana zbog
njihove primjene u filtraciji, tkivnom inzenjerstvu, zastitnoj odje¢i itd. Poroznost se definira kao
sposobnost materijala da u jednome smjeru propusta plinove, kapljevine i ¢vrste tvari kroz fine
otvore. Kod elektroispredenih vlakana javlja se problem kada su veli¢ine pora male jer nisu

pogodne za infiltraciju stanica. [1,7]

2.1.1.2. Kemijska karakterizacija

Kemijska karakterizacija elektroispredenih nanovlakana ima izuzetno vaznu ulogu u
razumijevanju odnosa izmedu strukture i svojstava tih materijala. Stoga je vazno upoznati se s
tehnikama kemijske karakterizacije koje se koriste za identifikaciju elektroispredenih
nanovlakana. Karakterizacija molekulske strukture nanovlakana moze se provesti pomocu
infracrvene spektroskopije s Fourierovom transformacijom (FTIR) i nuklearne magnetne
rezonancije (NMR). Osim tih tehnika za kemijsku karakterizaciju elektroispredenih nanovlakana
koriste se jos: gel permeacijska kromatografija (GPC), elementarna analiza (EA), energetski
disperzivna rendgenska spektroskopija (EDS) i dr. Trenutna istrazivanja vezana uz polimerna
(kompozitna) nanovlakna su ponajviSe fokusirana na potencijalnu komercijalnu primjenjivost

materijala. [1,8]



2.1.1.3. Mehanicka karakterizacija

Precizno mjerenje mehaniCkih svojstava nanovlakana je od klju¢ne vaznosti, osobito za
biomedicinsku primjenu kao §to su npr. nosaci jer moraju biti u stanju izdrzati sile uzrokovane
rastom tkiva ili tijekom fizioloskog djelovanja te moraju biti srodnih biomehanickih svojstava.
Postoje razni pristupi koji se primjenjuju kod mehanicke karakterizacije nanovlakana
ukljucujuéi: ispitivanje tvrdoc¢e po Brinellu, testovi savijanja, mjerenje frekvencije rezonancije i
ispitivanja mikro napetosti, nadalje odredivanje Youngovog modula, vlacne Cvrstoée, i
naprezanja pri prekidu, koji se takoder odreduju izvodenjem testova za Cvrstocu

nanovlakana. [1,9]

2.1.2. Vrsta kolektora

U procesu elektroispredanja vaznu ulogu ima vrsta kolektora koji se primjenjuje. Uobi€ajeno se
koristi stacionarni kolektor koji rezultira stvaranjem nasumicno orijentiranih vlakana, dok se za
proizvodnju jednolikih vlakana koristi rotiraju¢i kolektor. Takoder, vazno je da je materijal koji
se koristi kao kolektor vodljiv. Nevodljivi kolektor daje vlaknaste strukture vece poroznosti. TO
dovodi do manje gustoc¢e pakiranja vlakana, odnosno do smanjenja koli¢ine prikupljenih
vlakana. No, ako se kao kolektor koristi vodljiv materijal, dolazi do prikupljanja zbijenih
vlakana, visoke gustoce pakiranja. Pretpostavlja se da vodljivi kolektori odvode preostali naboj
vlakana, dok nevodljivi kolektori nemaju tu mogucnost pa se prikupljena vlakna medusobno

odbijaju, ¢ime se smanjuje gustoca pakiranja. [4,10]

Opcenito se kao kolektor koristi aluminijska folija. Medutim, zbog problema s prijenosom
prikupljenih vlakana i dobivanja jednolikih vlakana, kolektori su se tijekom godina istraZivanja
modificirali. Tako se kao kolektori koriste i: vodljivi papir, vodljive tkanine, zicane mreze, igle,
rotirajuci Stapovi, valjci, diskovi, teku¢ine koje nisu otapala kao S§to je metanol koagulacijska

kupelj, 3D printani kolektori i sl. (Tablica 2.). [1,11]



Tablica 2. Razliciti kolektori i izgled elektroispredenih vlakana [11]

Kolektor Geometrija kolektora SEM slika vlakana

Tanka igla od
nehrdajudeg
celika s oStrim

vrhom

Rotirajuéi disk

Zi¢ana mreza

Koagulacijska

kupelj

3D printani
kolektor

Wang i sur. istrazivali su puhanjem potpomognut proces elektroispredanja hijaluronske kiseline
uporabom dvije vrste kolektora, aluminijske folije i zi¢anog zaslona. Ustanovili su da slabije

vodljiva povrsina ziCanog zaslona negativno utje¢e na prikupljanje vlakana, odnosno da zbog
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manje povrsSine dolazi do proizvodnje vlakana zrnate strukture. U drugom istrazivanju usporeden
je zicani zaslon s aluminijskom folijom i Zi¢ani zaslon bez aluminijske folije u istom vodljivom
podru¢ju. Utvrdeno je da je Cisti zicani zaslon bolji kolektor za prikupljanje vlakana jer
omogucuje jednostavan prijenos vlakana na druge supstrate. Raspored i orijentacija vlakana
odredena je vrstom i brzinom rotacije kolektora. Tako uporaba rotiraju¢eg diska ili metalnog
okvira kao kolektora omogucuje proizvodnju paralelnih elektroispredenih vlakana. Za dobivanje
paralelnih vlakana koriste se i razlicite vrste odvojenih elektroda koje obi¢no kao i kolektori

sadrze dva vodljiva supstrata odvojena prazninom gdje se prikupljaju vlakna. [1,12]

2.1.3. 3D tisak

Aditivna proizvodnja (engl. Additive Manufacturing, AM) je izraz koji obuhvaca postupke
kojima je moguca izrada proizvoda relativno komplicirane geometrije na temelju racunalnog 3D
modela tvorevine u relativno kratkom vremenu. Prva industrijska uporaba AM postupaka
zabiljezena je 1987. godine. Radi se o postupku stereolitografije proizvodaca 3D Systems u
kojem se tanak sloj kapljevitog polimera o¢vrs¢uje UV laserom. Glavna prednost ove vrste
postupaka je izrada tvorevina u jednom koraku, izravno iz modela i na naéin da se materijal
dodaje sloj po sloj. Takoder, aditivni postupci ne zahtijevaju planiranje toka procesa, izradu

kalupa, specifi¢énu opremu za rad s materijalima, transport izmedu radnih mjesta.[13]

3D tisak samo je jedan od brojnih postupaka koji spada u grupu aditivnih postupaka. Postupak
3D tiskanja razvijen je 1989. godine u SAD-u, na MIT-u (engl. Massachusetts Institute of
Technology, MIT) i zasniva se na nano$enju materijala primjenom ink-jet tehnologije. Medutim,
u 3D tiskanju (Slika 3.) umjesto tinte izbacuje se vezivo ili ljepilo. Kako se vezivo i prah nanose

u slojevima, prototip se izraduje sloj-po-sloj. [13,14]



Ink-jet glava spojena
sa spremnikom za vezivo

Valjak za

. 5 Prototip
izravnavanje praha

Radna podloga

Slika 3.3D tisak [13]

U svim postupcima proizvodnje tvorevina pa tako i 3D tisku, faze izrade su iste i sastoje se od:
izrade CAD modela, pretvaranja CAD modela u STL datoteku, prebacivanja STL datoteke na
AM stroj, podeSavanja parametara AM stroja, pravljenja prototipa, vadenja prototipa, naknadne

obrade ako je potrebna te na kraju uporaba. [13]

Model predmeta koji se Zeli isprintati treba biti spremljen u STL formatu, standardnom formatu
koji je podrzan od strane svih programa za 3D printanje. Pisacu je potreban skup naredbi kako bi
se pokrenulo printanje. Naredbe se generiraju iz 3D modela prema zadanim parametarima koji
ovise o tehnologiji 3D printanja koja se koristi. Printanje se odvija sloj-po-sloj. Standardna
debljina sloja je 0.1 mm, no ovisno o tehnologiji moze varirati od nekoliko mikrona do nekoliko
centimetara. Prvi sloj se ispisuje na podlogu radnog stola, a zatim se glava pisaca podize ili se
radni stol spusta za visinu sloja i nanosi sljedeéi sloj. Postupak se ponavlja dok se predmet ne
isprinta. [15]

Printanje je ograni¢eno dostupnim materijalima za izradu predmeta. Kao materijali koriste se
razliCiti polimerni materijali (akrilne smole, epoksidne smole, gips, pijesak, PVC, papir, silikon

itd.), metali (cink, aluminij bronca, nehrdajuci ¢elik, legure titana i dr.) te keramika. [15]

Danas postoji veliki interes za uskladivanje pristupa proizvodnje aditiva (AM) s procesom

elektroispredanja. AM proizvodi sloZene 3D strukture sloj-po-sloj procesom pomocu racunalom
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potpomognutog dizajna (CAD) i stoga ima potencijal za proizvodnju kolektorskih plo¢a s to¢no

kontroliranom geometrijom za proces elektroispredanja. [16]

Kombinacija AM pristupa s elektroispredanjem za dizajniranje geometrije kolektora omogucila
je proizvodnju hibridnih nosaca koji se sastoje od nasumic¢no rasporedenih vlakana i definirane
3D mikro-topografije na povrsini. Sustav ubrzanog prototipiranja (RP) koriSten je za dizajniranje
i proizvodnju tvorevina smole kao kolektora. AM pristup predstavlja precizno, svestrano i
podesivo sredstvo za proizvodnju struktura s preciznom kontroliranom mikrogeometrijom. RP
tvorevine mogu se proizvoditi uzimajuéi u obzir specificne zahtjeve korisnika te zbog toga

precizno oponasaju topografiju tkiva. [16]

2.2. Tkivno inzenjerstvo

Tkivno inzZenjerstvo je interdisciplinarno podru¢je koje primjenjuje nacela inZenjerstva i
prirodnih znanosti za razvoj funkcionalnih tkiva i organa pogodnih za regeneraciju, popravak i

zamjenu o$tecenih, bolesnih ili izgubljenih dijelova tijela. [17,18]

Strategija tkivnog inzenjerstva temelji se na popravku i regeneraciji oSte¢enih tkiva na nacin da
se najprije biopsijom stanice uzimaju iz pacijenta (Slika 4.). Zatim se stanice izoliraju i
umnozavaju na dvodimenzionalnim podlogama za uzgoj ili se direktno zasijavaju na 3D porozni
i biorazgradljivi nosa¢. Nosa¢i moraju biti dizajnirani tako da omoguéuju povezivanje stanica,
proliferaciju, migraciju i diferencijaciju kako bi se moglo razviti novo tkivo. Potom se
novoformirano tkivo, integrirano s nosacem, ugraduje na oSteceno mjesto u ljudskom tijelu kako

bi se stvorila homogena cjelina s okolnim prirodnim tkivima. [19]
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Slika 4. Strategija tkivnog inzenjerstva za popravak i regeneraciju oste¢enog tkiva [19]

U tkivhom inZenjerstvu kao nosaci se koriste razli¢iti materijali koji tijekom regeneracije tkiva i
organa djeluju konduktivno. Kondukcija je sposobnost odredenog materijala da omoguci
pricvrS¢ivanje stani¢nih elemenata ili bioaktivnih molekula te omogué¢i njihovo djelovanje
tijekom regeneracije. Nosa¢ sluzi samo kao privremena 3D reSetka koja zamjenjuje ulogu
izvanstani¢ne matrice (engl. extracellular matrix, ECM) dok se ne sintetizira nova ECM. On
omogucuje prostorni razmjestaj stani¢nih elemenata i njihovu aktivnost u produkciji komponenti
medustani¢ne tvari. S vremenom se nosa¢ potpuno razgraduje i pri tome zamjenjuje

novostvorenom ECM. [18]
Nosaci koji se primjenjuju u tkivnom inzenjerstvu moraju ispuniti sljedece uvjete: [17,18,20]
e biokompatibilnost

Biokompatibilnost je mjera kompatibilnosti nosaca s bioloSkim sustavom. Stanice moraju
prianjati na nosac¢, normalno funkcionirati, migrirati po povrsini i kroz nosa¢ te se umnozavati na

materijalu. Nakon ugradnje u ljudsko tijelo, nosa¢ ne smije izazvati imunolosku reakciju kako bi

12



se sprijeCio bilo kakav upalni proces koji bi mogao smanjiti ozdravljenje ili prouzrociti

odbacivanje materijala od strane tijela.
e Dbiorazgradljivost

Biorazgradljivost nosaca je vazna jer oni nisu namijenjeni kao trajni umetci ve¢ privremeno
ostaju u tijelu pacijenta. Zbog toga je vazno da se nosaci razgraduju brzinom jednakoj brzini

stvaranja novog tkiva, a nusprodukti razgradnje ne smiju biti toksicni.
e mehanicka svojstva

U idealnom sluc¢aju, nosac bi trebao imati mehanicka svojstva u skladu s anatomskim polozajem
u koji se treba ugraditi i dovoljno ¢vrste strukture za kirur§ko rukovanje tijekom same ugradnje.
Osim ¢vrsto¢e, nosa¢ mora biti i elastiCan kako bi se tijekom primjene mogao oduprijeti
statiCkim 1 dinamickim deformacijama bez oSteCenja 1 gubitka mase. Izrada nosaca

odgovaraju¢ih mehanickih svojstava veliki je izazov u inZenjerstvu kostiju 1 hrskavice.
e struktura

Nosa¢i moraju imati visoko poroznu strukturu s medusobno dobro povezanim porama.
Dimenzije pora moraju biti nekoliko puta vece od stanica kako bi se stanice mogle ravnomjerno
rasporediti unutar samog nosaca te kako bi se nesmetano mogla odvijati difuzija hranjivih tvari i

otpada.

2.2.1. Umjetni i prirodni nosa¢i za uzgoj tkiva

Biomaterijali se definiraju kao materijali namijenjeni povezivanju s bioloSkim sustavima u svrhu
procjene, lijeCenja, povecanja ili zamjene bilo tkiva, organa ili funkcije tijela. U tkivhom
inZenjerstvu postoje dvije skupine biomaterijala koje se koriste za izradu nosaca, a to su umjetni 1
prirodni biomaterijali. Svaka od tih skupina ima odredene prednosti, ali i nedostatke pa se sve

¢esce koriste kompozitni nosaci sacinjeni od vise razlicitih faza. [20-22]

Prirodni polimeri su bili medu prvim biorazgradljivim materijalima koji su se kao nosaci koristili
u klinicke svrhe. Oni se dobivaju iz prirodnih izvora i obraduju kako bi se dobili porozni nosaci.
Prirodni biomaterijali obi¢no imaju izvrsnu biokompatibilnost S$to omogucuje jako dobre

interakcije s razli¢itim tipovima stanica te ne izazivaju imunoloske reakcije. Za razliku od
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umjetnih, prirodni polimeri su bioloSki aktivni i1 jako poboljSavaju stani¢nu adheziju i rast.
Prednost prirodnih nosaca je i moguénost biorazgradnje. Na taj na¢in omogucuju stanicama da
tijekom vremena sintetiziraju ECM koja zamjenjuje razgradeni nosa¢. Medutim, izrada nosaca
od bioloskih materijala homogene i obnovljive strukture predstavlja pravi izazov. Osim toga,
ogranicena fizikalna i mehanicka svojstva prirodnih nosaca ¢ini ih neprikladnim za odredene
primjene, npr. u ortopedskoj primjeni. Zbog tih nedostataka istrazivaci su potaknuli razvoj
tehnologija za poboljsanje i jacanje mehanickih svojstava i oblika prirodnih biomaterijala. Te
tehnologije ukljuuju razvoj kompozita s umjetnim materijalima i umrezavanje. U tkivnom
inZenjerstvu se koriste prirodni materijali poput kolagena, razliCitih proteoglikana, podloge na

bazi alginata, citozan i drugi. [20,22,23]

Umjetni biomaterijali se opéenito mogu podijeliti u anorganske i organske. Smatra se da umjetni
biomaterijali imaju bolje kontrolirana fizicka i mehanicka svojstva od prirodnih biomaterijala te
se kao takvi mogu koristiti i za meka i tvrda tkiva. Medu umjetnim polimerima, trenutno se kao
nosa¢i najviSe primjenjuju poli(L-lakti¢na kiselina) (PLLA), poliglikolna kiselina (PGA),
polikaprolakton (PCL) i polilakti¢no-glikolna kiselina (PLGA). Ovi polimeri uspjesno se Koriste
kao nosaci jer se mogu proizvesti tocno odgovaraju¢e grade, a njihova svojstva razgradnje
kontroliraju se promjenom samog polimera ili sastava pojedinog polimera. Medutim, nedostatak
umjetnih  polimera je loSa biokompatibilnost. Zbog smanjene bioaktivnosti prilikom
pri¢vrs¢ivanja stanica na umjetni nosac te njihova rasta moze do¢i do izazivanja imuno reakcije
ili ¢ak toksicnosti, osobito ako se primjenjuju odredene kombinacije polimera. Zbog toga su
razvijeni mnogi postupci modifikacije povrSine 1 svojstava radi poboljSanja njihove
biokompatibilnosti. Prilikom primjene PLLA ili PGA kao nosaca, problem se javlja kod procesa
razgradnje jer se ovi polimeri razgraduju hidrolizom 1 pritom stvaraju ugljikov dioksid. To
uzrokuje sniZenje lokalne pH vrijednosti $to moZe dovesti do nekroze stanica i tkiva. Kako bi se
smanjili nepozeljni efekti vezani uz hidrofilnost, povezivanje stanica i biorazgradljivost, umjetni

polimeri koriste se u kombinaciji s prirodnim polimerima. [20-22]

Osim ove dvije skupine postoji jo§ jedna skupina materijala koji se koriste kao nosaci, a to je
keramika. Keramika je materijal nacinjen od anorganskog, nemetalnog materijala koji moze
posjedovati kristalnu strukturu. Iako se obi¢no ne primjenjuju za regeneraciju mekog tkiva,

keramicki nosaci poput hidroksiapatita (HA) i trikalcij fosfata (TCP) svoju su primjenu nasli u
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podrucju regeneracije kostiju. Keramicke nosace karakterizira velika mehanic¢ka krutost, jako
mala elasticnost te tvrda i1 krta povrSina. Iz perspektive kostiju, oni pokazuju odli¢nu
biokompatibilnost zbog svoje kemijske i strukturne slicnosti s mineralnom fazom prirodne kosti.
Medutim, njihova primjena u tkivnom inzenjerstvu je ograniena zbog lomljivosti, teskog
oblikovanja za implantaciju te jer nova kost stvorena u poroznoj mrezi hidroksiapatita ne moze

podnijeti mehanicko optereéenje potrebno za obnavljanje. [20,23]

Prirodni polimeri koji se najeS¢e upotrebljavaju kao nosaci za uzgoj tkiva su svila, hitozan,

kolagen i hijaluronska kiselina.

2.2.1.1. Svila

Svila je prirodni vlaknasti polimer koji se dobiva kada li¢inke nekih kukaca, najées¢e dudova
svilca, pletu ¢ahure koje su im potrebne pri transformaciji u leptire. Ubraja se medu najstarija
vlakna poznata ljudima, a ve¢ viSe od tisu¢u godina se koristi u tekstilnoj industriji (Slika 5.a).
Sastoji se od 78% svilenog fibroina i 22% svilenog ljepila, tj. sericina. Svileni fibroin je
proteinska komponenta ¢ija su svojstva razlog brojnih istrazivanja, osobito u biomedicinske
svrhe. Sadrzi nekoliko vaznih bioloskih svojstava, a to su biokompatibilnost, biorazgradljivost,
minimalna upalna reakcija i izvrsna mehanicka svojstva. Jedinstvena kombinacija elasti¢nosti 1
cvrsto¢e te kompatibilnost stanica sisavaca ¢ine svileni fibroin pogodnim nosa¢em u podrucju
tkivnog inZenjerstva (Slika 5. b). Za postizanje razlicitih svojstava kao §to su odredena brzina
razgradnja, poroznost i dr. koriste se kompoziti. Tako se npr. kompozit hitozan i svilena
fibroinska nanovlakna proizvodi elektroispredanjem i koristi za zavijanje rana. Kompozit svile i
hidroksiapatita, takoder za zavijanje rana, dobiva se dodavanjem praskastog hidroksiapatita u

svileni fibroin i potom stvaranjem Zelatinaste smjese. [1,21,24,25]
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Slika 5. Primjena svile u razli¢itim podru¢jima: a) tekstilna industrija [26]; b) 3D svileni nosac u

tkivnom inZenjerstvu [27]

2.2.1.2. Hitozan

Hitozan je linearni biorazgradljivi polimer koji se dobiva parcijalnim deacetiliranjem hitina, koji
je sastavni dio oklopa rakova 1 krila kukaca. Posjeduje brojna dobra svojstava kao §to su
biokompatibilnost, biorazgradljivost, niska toksi¢nost, kontrolirana mehani¢ka i strukturna
svojstva te sposobnost obrade u razlicite oblike i veli¢ine koja su razlog njegove Siroke primjene.
Topljivost hitozana ogranic¢ena je pri fiziolSkom pH $to je takoder prednost za primjenu na duzi
vremenski period. Zahvaljujuéi geliraju¢im svojstvima i moguénosti umreZivanja, hitozan je
pronasao veliku primjenu za izradu nosaca u tkivnom inzenjerstvu. Dakle, 3D nosaci hitozana,
sami ili u kombinaciji s drugim prirodnim polimerima se primjenjuju za popravak i/ili

regeneraciju razlicitih tkiva, ukljucujuc¢i kozu, kost, hrskavicu, Zivce, jetru i misice. [1,21,28,29]

2.2.1.3. Kolagen

Postoji oko 29 poznatih vrsta kolagena koji posjeduju razli¢ite karakteristike i mogu se
ekstrahirati iz gotovo svih vrsta na planeti, ukljucujuéi ljude. U ljudskom tijelu je prisutan u
obliku vlakana ili gelova u ECM 1 kostima te sluzi za podupiranje tkiva. Zbog svoje Siroke
prisutnosti u rastu i potpori organima, Koristi se kao 3D nosa¢ u tkivnom inZenjerstvu i t0 U
rasponu od kostiju do regeneracije mekih tkiva kao Sto su hrskavica, vaskulatura 1 zZivci. Za
primjenu u tkivhom inZenjerstvu istrazivane su razliite vrste kolagena, kao $to su kolagen tipa

I, 1L, III, IV, XI. Medutim, mnogi znanstvenici su kolagen tipa I opisali kao ,,zlatni standard*
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zbog izazivanja blaze imunoloske reakcije. Kolagenski nosaci obi¢no pokazuju relativno grubu

povrsinu $to pridonosi vlaknastoj prirodi i strukturnoj poroznosti uzorka. [21]

2.2.1.4. Hijaluronska kiselina

Hijaluronska kiselina (HA) je linearni polisaharid, sastavljen od ponavljaju¢ih jedinica koje
sadrze glukuronsku kiselinu i N-acetilni glukozamin. Glavna je komponenta ECM vezivnog
tkiva. Posjeduje jako vaZzne bioloSke funkcije i najprimjenjivaniji je prirodni polimer na bazi
ugljikohidrata u tkivnom inzenjerstvu. Smatra se da HA djeluje kao molekularni filtar, amortizer
i potporna struktura vlaknima kolagena. Osim toga, zbog svojstava biokompatibilnosti i
biorazgradljivosti, Siroko se primjenjuje u biomedicinskom podrucju, npr. previjanje rana, nosaci
u tkivnom inZenjerstvu, lijeCenje artritisa, sastavni dio implantata i drugi. Cesto se HA u
podru¢ju tkivnog inZenjerstva primjenjuje u obliku hidrogel materijala. Razlog tome je
sposobnost bubrenja i ugradivanja stanica i drugih materijala u sustavima dostave lijekova. U
pocecima istrazivanja tehnikom elektroispredanja bilo je tesko formirati jednoliku veli¢inu HA
vlakana zbog velike viskoznosti, povrSinske napetosti i velike sposobnosti hijaluronske otopine
da zadrzava vodu. Medutim danas se HA nanovlakna uspjesno proizvode zahvaljujuci uvodenju

dva nova parametra, brzine i temperature puhanja zraka. [1,21]

Od umjetnih polimera u tkivnom inZenjerstvu veliku primjenu imaju polikaprolakton, poli (L-

lakti¢na kiselina) i polilakti¢no-glikolna kiselina.

2.2.1.5. Polikaprolakton

Polikaprolakton (PCL) je napoznatiji poliester koji ima Siroku primjenu u izradi 3D nosaca za
tkivno inZenjerstvo. PCL je elasti¢ne prirode 1 sastoji se od nepolarnih metilenskih skupina 1
jedne semi-polarne esterske skupine. Koristi se u razli¢itim oblicima, kao §to su filmovi i vlakna.
Kako bi se poboljsala bioaktivna svojstva PCL u podru¢ju tkivnog inzenjerstva, koriste se
kompoziti PCL s drugim polimerima, kao $to su zelatina i hitozan. PCL se takoder koristi i u
razliite svrhe u sustavima dostave lijekova. Karakteriziraju ga prednosti koje ukljuc¢uju vrlo
visoku propusnost lijeka, relativno spor stupanj razgradnje i manje Kkiseli nusprodukti u

usporedbi s drugim poliesterima. Dokazano je da je PCL jako topljiv i da ima sposobnost
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mijeSanja s drugim biomaterijalima. Medutim, nedostatak je relativno spor stupanj razgradnje (2-
4 godine) zbog Cega nije idealan nosac za lijekove za krace periode. Nadalje, PCL karakterizira
slaba adhezija stanica. Kako bi se premostili ovi nedostatci i poboljsala bioaktivnost PCL, doslo
je do razvoja brojnih pristupa, ukljucujuéi kopolimerizaciju, povrSinsku funkcionalizaciju te

razli¢ite mjesavine. [21]

2.2.1.6.  Poli (L-lakti¢na Kiselina)

Poli (L-lakti¢éna kiselina) (PLLA) je umjetni biorazgradljivi poliester koji nastaje
polimerizacijom L-laktida iz obnovljivih izvora, kao $to je kukuruz, pSenica, krumpir. Ucestalo
se koristi za izradu nosaca u podrucju tkivnog inZenjerstva i to za kostanu, hrskavi¢nu, tetivnu,
neuralnu te vaskularnu regeneraciju. Prilikom razgradnje PLLA najce$¢e nastaju netoksi¢ni
produkti. Posjeduje veci stupanj razgradnje u usporedbi s ukupnom razgradnjom PCL, ali se joS
uvijek smatra relativno sporim u usporedbi s drugim polimernim biomaterijalima koji se koriste
kao nosaci u tkivnom inzenjerstvu. Nadalje, PLLA ima visok stupanj kristalnosti u svojim
razgradbenim fragmentima, §to moze dovesti do upale u tijelu. Stoga se ponekad mijesa s drugim
polimerima za stvaranje 3D nosaca. Kako bi rijeSili taj problem znanstvenici Fukushima i
Kimura su pokazali da se PLLA moZe proizvesti kombinacijom L-lakti¢ne kiseline 1 D,L-
lakti¢ne kiseline jer se D,L-lakti¢na kiselina razgraduje jo$ brze i nema toliku kristalnost koja

uzrokuje upalu. [21,30]

2.2.1.7.  Polilakti¢no-glikolna Kkiselina

Polilakticno-glikolna kiselina (PLGA) je kombinacija poliesterskih polimera PLLA i
poliglikolne kiseline (PGA) 1 spada u najceSce koriStene biorazgradljive umjetne polimere u
tkivnom inZenjerstvu. Sto je veéi udio PGA unutar PLGA nosaéa, to se o¢ekuje da ¢e se PLGA
brze razgraditi. Kao nusprodukti razgradnje nastaju mlijecna kiselina i glikolna kiselina koje nisu
toksi¢ne. PLGA karakterizira biorazgradivost, prilagodljivost razli¢itim oblicima te mogucnost
povrSinske modifikacije za primjenu u sustavima isporuke lijekova. Medutim, glavni nedostatak
PLGA je njegova bioaktivnost. Iako nisu toksi¢ni, nusprodukti razgradnje PLGA su jako kiseli 1
ako se nalaze u velikim koli¢inama u ljudskom tijelu, mozZe biti vrlo tesko brzo ih metabolizirati.

To osobito predstavlja problem u isporuci lijekova u prisutnosti lijekova osjetljivih na kiseline.
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Neki znanstvenici su istrazivali metode smanjenja negativnih utjecaja razgradnje PLGA. Jedna
tradicionalno popularna metoda je promijeniti omjer PGA/PLLA tako da sadrzi vec¢u kolicinu
PGA. To rezultira brzim stupnjem razgradnje, odnosno nastaje manje kiselih nusprodukata
odjednom. Medutim, nedavno je pokazano da se u prisutnosti pojedinih soli pH vrijednost PLGA
nusprodukata povecava $to dovodi do ukupno veée bioaktivnosti, osobito u pogledu isporuke
lijekova. PLGA se koristi za proizvodnju nanocestica, mikrocestica, 3D nosaca za sustave

isporuke lijekova i primjene u tkivnom inzenjerstvu. [21]

2.3. Elektroispredeni nanovlaknasti nosaci za uzgoj tkiva

Elektroispredanje predstavlja vazan proces u podrudju tkivnog inzenjerstva jer omogucuje
proizvodnju razli¢itih 3D vlaknastih nosaca razli¢itih mehanickih svojstava, stupnja razgradnje te
stanicne adhezije. Elektroispredene nosace Cine tanka, kontinuirana polimerna vlakna, promjera
veli¢ine od 10 nm do 10 um. Morfoloska struktura elektroispredenih vlakana sli¢na je strukturi
prirodnih ECM vlakana, jako su porozni i imaju veliki omjer povrSine prema volumenu §to
omogucuje dobro prianjanje stanica i njihove interakcije. Zbog nasumi¢nog slaganja tankih
vlakana u gusto zbijene mreze, elektroispredanje rezultira nosacima koji imaju izrazito finu
strukturu pora, ali vrlo malih promjera §to ogranicava infiltraciju stanica u nosace. Kako bi se to
izbjeglo mijenjanjem odgovarajucih parametara moguce je regulirati promjer pora i orijentaciju,
ovisno o primjeni. [21,31,32]

2.4. Poroznost i vaznost poroznosti elektroispredenih nosaca u tkivnom
inZenjerstvu

Jedno od glavnih svojstava nosaca za tkivno inZenjerstvo, osobito za vaskularizaciju i prodor
stanica u pore je poroznost. Brojna istrazivanja pokazala su da stani¢ni rast i vezivanje uvelike
ovisi o veli€ini 1 gusto¢i pora unutar nosaca. Poroznost je vazna jer se stani¢ne mreze oslanjaju
na medusobno povezane kanale za transport hranjivih tvari, stani¢nu signalizaciju i proliferaciju,
oponasajuci prirodnu okolinu ECM u strukturi. Medutim, poroznost i omjer povrSine prema
volumenu nosaca ne bi smjeli biti tako veliki da slabe njegovu mehanicku ¢vrstocu. Zbog toga se
3D nosaci za primjenu u tkivnom inzZenjerstvu suo€avaju sa dva ograni¢enja. Prvo ogranicenje
karakterizira prevelika poroznost koja rezultira negativnim utjecajem na mehani¢ku ¢vrstocu,

dok se drugo pak ogranicenje odnosi na premalu poroznost nosaca $to sprjecava prodor stanica,
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vaskularizaciju i signalizaciju. Ovaj problem prikazan je na slici 6. gdje je vidljivo da je veca
stani¢na infiltracija povezana s ve¢om poroznosti, ali i da je poroznost obrnuto proporcionalna
mehanickoj ¢vrstoéi odredenog nosaca. To je jedan od glavnih elemenata koje treba uzeti u obzir

prilikom izrade nosaca. [21]

stanicna mﬁltracua

mehamcka ¢vrstoéa

manja poroznost veéa poroznost
Slika 6. Utjecaj poroznosti na svojstva nosaca [21]

Znanstvenici Eichorn i Sampson pokazali su da postoji izravna korelacija izmedu srednje
vrijednosti radijusa pora elektroispredene matrice 1 promjera njihovih vlakana. Veéi promjeri
vlakana rezultiraju ve¢im veli¢inama pora i obrnuto. Npr. vlakno promjera 200 nm bi rezultiralo
radijusom pora od samo oko 20 nm $to nije dovoljno za prodiranje stanica. Veli¢inu pora
moguce je kontrolirati reguliranjem srednjeg promjera vlakna pomocu razli¢itih parametara
procesa elektroispredanja, kao $to su viskoznost otopine, brzina rotacije cilindra za sakupljanje

vlakana, napona i udaljenosti izmedu $price i kolektora. [31]

Druga skupina istrazivaca je predlozila izradu elektroispredenih vlakana i od umjetnih i od
prirodnih polimera. Iako su uspjesno povecali stani¢nu adheziju, infiltracija stanica je i dalje bila

ogranicena. [31]

Neki istrazivaci predlozili su uporabu odgovaraju¢ih sredstava za povecanje poroznosti u
nosacima. Zhang 1 sur. su istrazivali povecanje pora nosaca tako da su elektroispredali mjeSavinu
PCL i zelatine bez njihovog umrezivanja. Potom su nosa¢ uranjali u vodeni medij kako bi

uklonili zelatinu Sto je dovelo do nastajanja praznina, odnosno poroznog nosaca. [31]

Nam 1 sur. su za povecanje poroznosti koristili metodu koja ukljucuje kristale soli. Struktura

pora, poroznost 1 veli¢ina pora mogu se lako kontrolirati reguliranjem koli€ine i veli¢ine kristala
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soli. Oni su u svom istrazivanju hvatali kristale soli izmedu PCL vlakana i na taj nacin

povecavali poroznost nosaca. [31,33]

Ova 1 jo$ brojna druga istrazivanja pokazala su da ukupna veli¢ina pora u nosafima, a time
infiltracija stanica raste s pove¢anjem koli¢ine poroznih sredstava. Medutim, to je takoder dovelo

1 do ugrozavanja strukturnog integriteta nosaca. [31]

Cooper-White i Vaquette predlozili su uporabu kolektora sa uzorkom za povecanje veliCine pora,
odnosno stani¢ne infiltracije elektroispredenih nosaCa. Nastale elektroispredene vlaknaste
podloge to¢no su oponaSale uzorke kolektora. Ovom metodom moguce je deseterostruko
povecanje veli¢ine pora u podrucjima nize gustoce vlakana, $to rezultira migracijom fibroblasta
do 250 um u nosa¢. Medutim kao i kod ranijih istrazivanja, dolazi do smanjenja strukturnog

integriteta nosaca s nepravilnim i nehomogenim porama. [31]

2.4.1. Metode odredivanja

Za mjerenje poroznosti i veli¢ina pora nosaca koriste se razli€iti uredaji i raCunalni programi.
Ukupna poroznost odnosi se na koli¢inu prostora koji zauzimaju pore prisutne u nosac¢ima. Neka
fizikalna svojstva, kao §to su gusto¢a materijala ili nasipna gusto¢a nosac¢a, mogu se Koristiti za
izraCunavanje poroznosti nosaca. Osim uporabe metode fizikalne karakterizacije, za mjerenje

poroznosti mogu se koristiti i tehnike snimanja.[34]

2.4.1.1.  Gravimetrijska metoda

Ukupna poroznost (m) nosaca moze se odrediti gravimetrijskom metodom koriste¢i nasipnu

gustocu materijala 1 stvarnu gusto¢u materijala prema jednadzbama:

masa
'D = —
volumen 1)
ID?'?OSH(."(I
ukupna poroznost,m = 1 -———
Pmaterijala (2)

gdje je: pnosaca - prividna gustoca nosaca

Pmaterijala - gustoca materijala.
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Volumen je izra¢unat mjerenjem duljine, Sirine i visine uzorka. [34]

lako je metoda brza i jednostavna, to je gruba procjena stvarne poroznosti. Znacajne pogreske
mogu nastati odredivanjem stvarnog volumena nosaca. Medutim, ova metoda je pozeljna za
materijale koji ne mogu izdrzati visoke tlakove koji se koriste u drugim metodama odredivanja

poroznosti. [34]

2.4.1.2.  Zivin porozimetar

Ova metoda omogucéuje odredivanje ukupnog volumena pora, prosjenog promjera pora i
raspodjele veli¢ine pora 3D materijala. Nosaci se postave na zivin penetrometar 1 zatim se
ulijeva ziva pri povecanim tlakovima, maksimalno do 414 MPa (Slika 7.). Pod utjecajem sile pri
visokim tlakovima ziva ulazi u pore nosaca. Budué¢i da ziva ne vlazi, dolazi samo do
ispunjavanja pora kada je primijenjeni tlak veci od povrsinskih sila meniskusa. Tako ¢e pore koje
su manje imati vecée Sile zatezanja zbog vece zakrivljenosti povrSinskog meniskusa i zahtijevaju
veci tlak za ispunjavanje volumena pora Zivom. Ova tehnika se koristi za analizu karakteristika
pora razli¢itih tipova nosaca, kao $to su HA nosaci, elektroispredeni poli (e—kaprolakton), nano-
ili mikrovlaknasti nosa¢i i drugi. lako je prodor zive pouzdaniji od drugih metoda koje
zahtijevaju ru¢no mjerenje, postoji nekoliko nedostataka vezano uz primjenu visokih tlakova.
Tako bi se za biomaterijale koji se lako komprimiraju ili raspadaju trebali koristiti nizi tlakovi,
npr. za hidrogelove. Osim toga, materijali s tankim popre¢nim presjecima se mogu takoder
unistiti ako se analiziraju pri visokim tlakovima. Drugi nedostatak ove metode je toksicnost 1

cijena zive. [34]
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poklopac
g2 uzorak
Ziva

posuda s
uzorkom

zrak ili ulje

stvaranje tlaka

Slika 7. Zivin penetrometar [34]

2.4.1.3. Metoda pomaka tekuéine

Poroznost nosaca se moze myjeriti 1 primjenom metode pomaka tekucéine. Tekucina koja se
koristi ne smije biti otapalo za polimere i mora lako prodrijeti u pore, a da pri tom ne uzrokuje
skupljanje ili Sirenje veli¢ine materijala koji se testira. Ukratko, nosaC se stavi u cilindar s
poznatim volumenom tekucine za pomicanje (V1) i provodi se niz ciklusa praznjenja i ponovnog
stlacivanja kako bi se tekuc¢ina propustila kroz pore (Slika 8.). Nakon toga se izmjeri volumen
(V2), ukloni uzorak, odnosno nosa¢ iz tekucine te ponovo izmjeri volumen preostale tekuéine
(V3). Ova metoda je jednostavna i lako se provodi, ali je neizravan nacin mjerenja

poroznosti. [34]
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Slika 8.Metoda pomaka tekuéine u tri koraka [34]

Otvorena poroznost moze se izracunati prema jednadzbi 3.: [34]

poroznost =

h-1 (3)
gdje je: V1 - poznati volumen tekuéine koji se koristi za uranjanje nosaca,
V2 - volumen tekucéine i teku¢inom impregniranog nosaca,

V3 — preostali volumen tekuc¢ine kada se ukloni teku¢inom impregnirani nosac.

2.4.1.4. Pretrazna elektronska mikroskopija (SEM)

Razli¢iti raCunalni programi, kao Sto je SemAfore ili Image] se mogu koristiti za analizu SEM
slika za mjerenje veliina pora i poroznosti. Iz SEM slika (Slika 9.) mogu se procijeniti i
podrucje poprecnog presjeka, medusobno povezivanje i debljina stijenke. Medutim, za dobivanje
preciznih mjerenja potrebno je pazljivo provesti odjeljivanje kako bi se izbjegla kompresija
popre¢no odijeljenih nosaca. Ova tehnika omogucéuje brzo mjerenje poroznosti iz tankog

presjeka slika. [34]
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Slika 9. SEM tehnika snimanja [34]

2.4.15. Mikroracunalna tomografija slikanja

Mikroracunalna tomografija (Mikro-CT) slikanja moze se koristiti za dobivanje preciznih
informacija o 3D morfologiji nosaca (Slika 10.). Tijekom procesa snimanja, X-zrake se koriste
za podjelu nosaca u serije 2D tankih presjeka. Nastale X-zrake se hvataju pomocu detektora
polja koji izracunava rendgenski put i koeficijente priguSenja. Koeficijent priguSenja je u
korelaciji s gustocom materijala i na taj nacin se dobije 2D mapa koja pokazuje razlicite faze
materijala unutar nosaca. Nakon toga, 3D modeliraju¢i programi, npr. Velocity, Anatomics i
Mimics se koriste za stvaranje 3D modela iz prethodno dobivenih pojedina¢nih 2D mapa.
Obradu slika bi trebalo izvrsiti prije 3D modeliranja jer bi inae moglo utjecati na naknadnu
analizu. Ova metoda je neinvazivna i ne zahtijeva nikakvo fizicko odjeljivanje, §to omogucuje
ponovnu uporabu nosac¢a nakon snimanja za druge analize. Osim toga, ne koriste se nikakve
toksi¢ne kemikalije. Mikro-CT je takoder prikladan za nosace sa slozenom unutrasnjom
strukturom. Za sloZenije strukture koristi se veca rezolucija, ali je potrebno i dulje vrijeme 1 vise
prostora za pohranu podataka. Medutim, ova tehnika nije prikladna za nosace koji sadrZze metale
jer njihovo prigusenje znatno smanjuje X-zrake, Sto rezultira svijetlim i tamnim zrnastim slikama

i dovodi do gubitka vaznih detalja. [34]
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Slika 10. Mikroracunalna tomografija slikanja za odredivanje poroznosti ili veli¢ine pora

nosaca [34]

2.4.1.6. CAD modeli

CAD modeli mogu se koristiti za izradu 3D nosaca odredenih struktura, veliina pora i
poroznosti. To je jedna od najcesce koristenih tehnologija sa aspekta racunalno potpomognutog
tkivnog inZenjerstva gdje je omogucéena 3D vizualizacija i simulacija za proizvodnju 3D sloZenih
modela tkiva. Brze tehnike za izradu prototipova kao S§to su 3D printanje, stereolitografija i
tehnika modeliranja taloZzenjem, koriste CAD modele za reprodukciju vrlo preciznih struktura ili
replika bioloskih tkiva. [34]

Za CAD modele, poroznost se racuna prema jednadzbi 4.: [34]

Vi o
poroznost = 1 __kruting 1009

ukupni (4)
gdje je: Vkmtina- Volumen Kkrutine,

Vukupni - ukupni volumen nosaca.
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2.4.1.7. Metoda na temelju permeabilnosti

Permeabilnost nosaca se koristi za odredivanje veli¢ine pora 1 promjera vlakana
elektroispredenih fibrinogenih nosaca. Carr i sur. su koristili mjerac protoka za prolaz tekucine
kroz elektroispredeni nosa¢ kako bi izracunali svojstva pora nosaca. Odreduje se koli¢ina
tekuc¢ine koja prolazi kroz nosac tijekom vremena. Uporabom ovog mjeraca koji su dizajnirali

Sell i sur., permeabilnost (T) se moze izraCunati na temelju jednadzbi 5. 1 6.: [34]

p =pgh (5)
ONhs

T =
Ftp (6)

gdje je: p - primijenjeni tlak na vrhu (Pa),
p — gustoca vode,
g — gravitacijsko ubrzanje,
h — ukupna visina sustava,
Q — volumen tekucine koji prolazi kroz nosac tijekom vremena (t),
n — viskoznost tekucine,
hs — debljina nosaca,

F — popre¢ni presjek nosaca okomit na protok tekucine.

Nakon $to se izracuna permeabilnost nosa¢a moze se izraCunati i radijus pora (r) prema
jednadzbi 7.: [34]

0,5093

r= 1

T2 7
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2.4.1.8. Kapilarna porometrija

Ova nedestruktivna metoda moze se koristiti za mjerenje veli¢ine i1 raspodjele pora nosaca.
Koristi se inertni plin koji prolazi kroz nosac. Moze se primjenjivati na suhom ili mokrom
nosacu koji je hidratiziran uporabom tekuéine poznate povrsinske napetosti. Ra¢una se promjena
brzine toka koriStenjem razlike tlaka za suhi 1 za vlazni proces. Metoda koristi nizak tlak i
prikladna je za mjerenje poroznih struktura nanovlaknastih membrana. Veli¢ina pora (D) moze

se izraCunati pomocu programa uporabom jednadzbe 8.: [34]

4Ycost
Ap (8)

gdje je: Y- povrsinska napetost tekucine,
0 — kontaktni kut tekucine,

Ap — razlika tlaka.

2.4.2. Vainost poroznosti kod izrade nosaca za uzgoj tkiva

Pokazalo se da koriStenje 3D nosaca s tocno odredenim geometrijskim rasporedom vlakana
utjeCe na ponasanje stanica i moze se Koristiti za uzgoj stanica specifiéne 3D mikro-topografske
ili in vivo strukture. Tako su pripremljeni nosaci sa specificnom topografijom, tj. u obliku
sinusoidnih valova (Slika 11.), privukli zasijane fibroblastne stanice da rastu i migriraju prema
obliku povrsine nosaca, tj. da stvaraju tkivo s navedenom 3D mikrogeometrijom. Cilj je bio
oponasati 3D strukturu tkiva koze (npr. dermalne papile) i vidjeti utjecaj te strukture na adheziju
stanica sisavaca, a sve u svrhu istraZivanja bolesti, potencijalne toksi¢nosti nosaca i

potencijalnog razvitka terapija. [16]
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B) |

A)

Slika 11. Nosaci A), B) i C) u obliku razli¢itih sinusoidnih valova [16]

Biokompatibilni 3D nosaci mikro strukture, odgovarajucih veli¢ina pora i promjera vlakna
proizvedeni su elektroispredanjem polikaprolaktona (PCL) iz taline pomoc¢u metalnog kolektora
ciljano izradene geometrije. Primjenom pretraznog elektronskog mikroskopa (SEM) i
konfokalnog laserskog mikroskopa istraZzena je vijabilnost 1 morfologija zasijanih osteoblastnih
stanica, njihov rast, proliferacija i analiza kalcija in vitro za procjenu biokompatibilnosti PLC
nosaca tj. njegove prikladnosti za primjenu kod regeneriranja koStanog tkiva.

Dobiveni rezultati pokazali su da je otprilike jedna tre¢ina stanica ostvarila adheziju na nosac
nakon jednog dana. Osteoblasti su proliferirani punih 40 dana. Nakon 40 dana, nosa¢ je bio
popunjen znatno veé¢im brojem stanica nego nultog dana (p<0,05). Ponasanje stanica nakon 20 i
nakon 40 dana prikazano je na slikama 12. i 13. [35]

Obojeni aktin/nuklein pokazuje izduzenu i vretenastu morfologiju osteoblasta (Slika 12 A,B).
Nakon 20 dana, rast stanica oponasa (ili slijedi) poziciju vlakana u nosacu, dok pore jos nisu u
potpunosti popunjene (Slika 12. A,C). Ipak nakon 40 dana povrSina nosaca je u potpunosti bila

pokrivena osteoblastima (Slika 12. B,D).
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SEM slike (Slika 13.), kao i slike s konfokalnom laserskom mikroskopijom pokazuju vretenastu i
izduzenu morfologiju stanica osteoblasta kojima je nosa¢ u potpunosti bio prekriven. Stanice
osteoblasta pokazuju mineralizirani ECM, a veli¢ina detektiranog kalcija varira izmedu 0,5 1 15
pum. Nema razlike u rastu stanica na konkavnom nosacu s ve¢im porama i konveksnom nosacu s
manjim porama. Obojani aktin/nuklein ukazuje na infiltraciju stanica i depoziciju ECM u

unutra$njost nosaca. [35]

Slika 12. Slike dobivene konfokalnim laserskim mikroskopom nakon 20 (A) i nakon 40 dana
(B), obojani aktin/nuklein otkrivaju izduljenu i vretenastu morfologiju osteoblasta. Nuklein je
plavi, dok je aktin crven; nakon 20 dana (A,C), rast stanica oponasa (ili slijedi) poziciju vlakana
u nosacu, ali pore jo$ nisu u potpunosti popunjene stanicama nakon 20 (C) 1 40 (D) dana,
obojane Zive/mrtve stanice otkrivaju stani¢nu vijabilnost >90%. Zive stanice obojane su zeleno,

dok su mrtve stanice crvene. Veli¢ina skale na slikama: 10um (A-D). [35]
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Slika 13. SEM prikaz osteoblasta 40 dana nakon zasijavanja na nosacu (A) pokazuje kruti sloj
osteoblasta koji pokriva cijeli nosa¢ na konveksnoj (B) 1 konkavnoj (C) strani; (D) detekcija
stanica i depozicija kalcija u unutra$njosti nosaca pokazuje infiltraciju stanica u pore na strukturi
nosaca; (E,F) depozicija kalcija od samih stanica.

Veli¢ina skale na slikama: 2 mm(A); 25um (B-D); 10 pum (E); i 2um (F).

Stani¢na vijabilnost pokazana je pomocu FDA/PI obojanih mrtvih/Zivih stanica nakon 20 i nakon

40 dana, a pokazuje >90% zivucéih stanica (Slika 12. C,D). [35]
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

U radu je koristen polikaprolakton (PCL) Mn=80,000, a kao otapala koristila su se: glacijalna

octena kiselina i aceton, proizvodac¢a Sigma Aldrich.

3.2. Priprema polimernih otopina

Pripremljena je 10%-tna otopina PCL-a gdje je omjer glacijalne octene kiseline i acetona iznosio
8:2, uz zagrijavanje na temperaturi od 50 °C i homogenizaciju na magnetskoj mijesalici (Slika
14).

Slika 14. Polimerna otopina PCL-a na magnetskoj mijesalici

3.3. lzrada kolektora pomoc¢u 3D printera

Kolektori su prvo dizajnirani pomoc¢u programa 123D Design i AutoCAD. Program 123D
Design je jednostavan za uporabu i koristi primjenu ¢vrstih materijala. Postupak se sastoji u tome
da se najprije nacrta baza odgovarajuc¢ih dimenzija. Zatim se na bazu postave pravokutnici
odredenih dimenzija da se oblikuje kolektor. Utori su se dobili tehnikom copy/paste. Na kraju se
dizajnirani kolektor prebaci u format kojeg AutoCAD podrzava i nakon toga se svi dijelovi
sjedine u jedno tijelo. Kolektori su izradeni postupkom 3D printanja na Form 2 3D printeru
proizvodaca FormLabs (Slika 15).

32



Slika 15. Form 2 3D printer proizvodac¢a FormLabs

3.3.1. Opis kolektora

U radu je koristeno Sest kolektora (nosaca na kojima je vrSeno elektroispredanje vlaknastog
mata) koji su dobiveni postupkom 3D printanja na Form 2 3D printeru.

Primjer modela kolektora sa specificnom topografijom paralelni kanali¢i (kolektori 1-3) i
kvadratne udubine (kolektori 4-6) prikazan je na slici 16. a-f. Ova specifi¢na topografija
potrebna je kako bi zasijane fibroblastne stanice rasle i migrirale prema obliku povrSine nosaca.
Kolektori 1, 2 i 3 sli¢ni su po tome §to su kolektori (puni dio) razliite visine tj. visine variraju
0.6 mm i 1.2 mm, a sirine 0.3 mm, dok su utori (kanali) na istoj razini. Razlika izmedu kolektora
1, 2 1 3 je u sirini kanala, kod kolektora 1 $irina kanala je 0.6 mm, kod kolektora 2 je 0.8 mm a

kod kolektora 3 je 1 mm.
Kod kolektora 4, 5 i 6 kanali su Sirine (kolektor 4 je Sirine 0.6 mm, kolektor 5 je Sirine 0.8 mm,

a kolektor 6 je 1 mm) dok puni dio kolektora ima jednaku $irinu od 0.3 mm.

Svi modeli su s ponavljaju¢im utorima i kanalima na cijeloj povrsini Sirine 10 cm.
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Slika 16. Modeli kolektora a) kolektor 1, b) kolektor 2, c) kolektor 3, d) kolektor 4, e) kolektor 5
i f) kolektor 6
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3.4. Postupak elektroispredanja

Elektroispredanje pripremljenih otopina PCL-a provedeno je na uredaju za elektroispredanje,
NT-ESS-300, NTSEE Co. Ltd. South Korea. Uredaj za elektroispredanje sastoji se od:1) pumpa
i Sprica sa iglom ravnog vrha, 2) izvor visokog napona, te 3) rotirajuci cilindar, tj. kolektor, Slika
17.

Uvjeti postupka elektroispredanja su:

e eclektri¢ni napon: 16 kV

udaljenost od vrha igle do kolektora vlakana: 18 cm

brzina protoka polimerne otopine: 1 mL/h

ukupno vrijeme (t): 4 sata

Sprica proizvodada, BD plastic, puni se sa po 4 mL otopine PCL-a. Sprica s iglom stavlja se na
pumpu gdje se postavlja uvjet brzine protjecanja otopine. Na iglu se prikljuci izvor napona radi
rasprSenja polimerne otopine. 3D izradeni kolektori postavljaju se na udaljenost od 18 cm od
Sprice s iglom te se ispreda u vremenu od 4 sata. Nakon 4 h iskljuCuje se izvor napona te se

elektroispredeni uzorak premjesta s kolektora i sprema za daljnju analizu.

Slika 17. Uredaj za elektroispredanje na Tekstilno-tehnoloskom fakultetu u Zagrebu
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3.5. Karakterizacija elektroispredenih materijala
3.5.1. Elektronskipretrazni mikroskop (SEM) — izgled povrsine nosaca

Za odredivanje morfologije vlakana te izgled povrSine elektroispredenih materijala uzorci su
snimljeni na pretraznom elektronskom mikroskopu SEM QUANTA 250, FEI, Slika 18. Prije
snimanja uzorci su pripremljeni nanosenjem tankog sloja zlata kako bi postali elektrovodljivi.

Uzorci su snimljeni na nekoliko razli¢itih mjesta s uvecanjima od 5 000 do 10 000 puta.
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Slika 18. SEM mikroskop QUANTA 250, FEI [28]

3.5.2. Veli¢ina pora i distribucija promjera pora

Raspodjela velicina pora cistog PCL elektroispredenog vlaknastog mata i elektroispredenih
vlaknastih matova koji su elektroispredeni na kolektoru 1-3 i kolektoru 4-6 odredena je pomoéu
uredaja ASAP 2000 (Slika 19). Odredivanje strukture pora i njihove raspodjele temelji se na
BET (Brunauer, Emmett, Teller) metodi, koja polazi od pretpostavke da su sve pore cilindri¢nog
oblika. Mjeri se volumen plina, u ovom slu¢aju dusika, adsorbiranog u porama u ovisnosti o
parcijalnom tlaku pri konstantnoj temperaturi. S obzirom da su u stvarnim sustavima pore rijetko
idealnog cilindri¢nog oblika, promjer pora se izraZzava ekvivalentnim promjerom iz volumena
plina, V, i povrsine pora, A, prema izrazu (9):
Vv

dekv :4K 9)
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Na osnovi dobivenih rezultata moze se izracunati raspodjela veli¢ina pora prema relaciji (10):

AV
3 X)=——
Q(x) " (10)

gdje je Q3(x) kumulativni udio veli¢ine pora manjih od x.

Iz dobivenih podataka o raspodjeli veli¢ina pora moze se odrediti udio pojedine veli¢ine pora i

njihova srednja veli¢ina, te koli¢ina mikropora.

Slika 19. Uredaj za odredivanje raspodjele volumena pora, ASAP 2000

3.5.3. Mjerenje kontaktnog kuta s vodom

Kontaktni kut odreden je metodom viseCe kapi (Sessile drop) pomocéu uredaja za mjerenje
kontaktnog kuta, goniometra, DataPhysics OCA 20 Instruments GmbH (Slika 20.). Provedeno je
mjerenje za PCL elektroispredeni mat i 6 elektroispredenih matova na kolektorima. VVolumen
kapljice vode koji je naneSen na uzorke varirao je od 1.000 pL do 5.000 pL. Na svaki je uzorak
naneseno 5-10 kapljica te je nakon 30 sekundi mjeren kontaktni kut. Potom su izracunate

srednje vrijednosti kontaktnog kuta za svaki uzorak.
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Slika 20. Goniometar, DataPhysics OCA 20 Instrument
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4. REZULTATI MJERENJA | RASPRAVA

4.1. lzrada kolektora postupkom 3D printanja

Za izradu kolektora postupkom 3D printanja koriStena je standardna fotoreaktivna prozirna
smola na bazi estera metakrilne kiseline i foto-inicijatora.

Rezolucija kori$tena za printanje kolektora je 25 pm (rezolucija printera krece se od 25-100 pum).
Izradeno je Sest razlicitih kolektora od toga tri kolektora s paralelnim kanali¢ima i po tri
kolektora s kvadratnim udubinama. Kod ovih kolektora varirana je dimenzija kanali¢a odnosno
kvadratnih udubina kako je opisano u poglavlju 3.3.1. Na slici 21. prikazan je kolektor izraden

3D printanjem (kolektor na printeru).

Slika 21. 3D printer s isprintanim kolektorom

Na slici 22. prikazani su isprintani kolektori 1, 2 i 3 (kolektori s paralelnim kanali¢ima pri §irini
kanala, kod kolektora 1 Sirina kanala je 0.6 mm, kod kolektora 2 je 0.8 mm a kod kolektora 3 je 1
mm) i kolektori 4, 51 6 (kolektori s kvadratnim udubinama-kolektor 4 je Sirine 0.6 mm, kolektor
5 je sirine 0.8 mm, a kolektor 6 je 1 mm).

Kako bi kolektori imali svojstvo elektriéne vodljivosti na svaki kolektor nanesen je grafitni sloj,

slika 23.

39



40



e)

d)
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Slika 23. Primjer kolektora s kvadratnim udubinama s nanesenim grafitnim slojem

Elektroispredeni vlaknasti nosa¢i dobiveni su postupkom elektroispredanja iz otopine koja je

dobivena otapanjem ¢istog PCL u glacijalnoj kiselini i etanolu.
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Struktura elektroispredenih vlaknastih nosaca dobivenih na kolektoru prikazana je na slici 24.
Ova specifi¢na topografija elektroispredenog vlaknastog mata potrebna je kako bi na njima
zasijane fibroblastne stanice rasle i migrirale prema obliku povrSine elektroispredenog
vlaknastog nosaca, tj. da stvaraju tkivo s navedenom 3D mikrogeometrijom strukture

elektroispredenog vlaknastog mata.

Slika 24. Fotografije strukture elektroispredenih vlaknastih nosaca (a) na rotiraju¢em cilindru (b)

paralelni kanali¢i 1 (c) kvadratne udubine
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4.2. Odredivanje morfoloSke strukture elektronskim pretraZznim
mikroskopom (SEM)

Morfoloska struktura elektroispredenog PCL vlaknastog nosaca dobivenog elektroispredanjem
na rotiraju¢em cilindru prikazana je na slici 25., vidljiva je cilindri¢cna struktura vlakana s
pojavom nasumi¢no rasporedenih deformacija (grudice) okruglog oblika po duljini vlakana na

nano i mikrorazini.

Slika 25. SEM mikrografije PCL elektroispredenog vlaknastog nosac¢a dobivenog

elektroispredanjem na rotiraju¢em cilindru, povecanje 1000 i 10 000 x

Morfoloska struktura PCL elektroispredenog vlaknastog nosaca dobivenog elektroispredanjem
na kolektoru 1, 2 i 3 (paralelni kanalic¢i) te kolektoru 4, 5, 6 (kvadratne udubine) odredena SEM

analizom prikazana je na slici 26.

Na osnovi SEM mikrografija moze se vidjeti da je dobivena porozna struktura elektroispredenih
vlaknastih nosaca koja prati strukturu kolektora na kojima je vrseno elektroispredanje (Slika 26).
Ovakva struktura elektroispredenih vlaknastih nosa¢a na koje bi se posijale stanice omogucila bi
efektivnu penetraciju stanica u udubine na matu kao i podrucja za koje se stanice trebaju

pricvrstiti.
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Svrha izrade 3D printanog kolektora s ciljanom geometrijom je omoguciti dvostruku poroznost
nosaca (elektroispredenog vlaknastog nosaca), tj. mikro pore dovoljno velike za penetraciju
stanica u dublje slojeve nosaca i nano pore dovoljno male za adheziju receptora stanica, prijenos
nutrijenata i kisika, potrebnih za razvoj stanica. Na slikama se jasno vide dijelovi nosaca
namijenjeni za penetraciju stanica. To su paralelni kanali¢i (a), tj. kvadratne udubine (b) u

kojima se vlakna rasporeduju paralelno ili puno rahlije, suprotno od izboCine, gdje se vlakna

pozicioniraju puno kompaktnije, te na taj nacin formiraju pore manjih promjera.

a) c)

SEM HV: 20.00 kV SEM MAG: 50 x T S — T W — SEM HV: 20.00 kV SEM MAG: 100 x L T S
Date(m/dfy): 04/14/17  Stef 2mm VEGAW TESCAN gy /' Date(m/dfy): 04/14/17  Stef 1mm VEGAW TESCAN g
Del: SE Stef Performance in nanospace Del: SE Stef Performance in nanospace u

SEM HV: 20.00 kV SEM MAG: 100 x M SEM HV: 20.00 kV SEM MAG: 50 x L P
Date(m/dfy): 04/14/17  Stef 1mm VEGAW\ TESCAN gy Date(m/dly): 04/14/17  Stet 2mm VEGAW TESCAN g
Det: SE Stef Performance in nanospace Det: SE Stef Performance in nanospace n
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SEMHV:20.00kV  SEM MAG: 100
B "

Slika 26. SEM mikrografija elektroispredenog PCL vlaknastog nosaca dobivenog
elektroispredanjem (a) na kolektoru 1; ( b) na kolektoru 2; (c) na kolektoru 4; (d) na kolektoru 5 i
(e) na kolektoru 6

4.3. Mjerenje kontaktnog kuta s vodom

Mjerenje kontaktnog kuta igra vaznu ulogu u karakterizaciji povrSine. On predstavlja mjeru
vlazenja krutine kapljevinom. Kapljica se razlijeva po krutoj povrSini do uspostavljanja
ravnoteznog oblika. Sile koje djeluju na periferiji kapljice ¢ine kontaktni kut s Kkrutom
povrSinom. Stanje povrSine odreduje se obzirom na njenu polarnost, homogenost i

hrapavost. [36,37]

Kontaktni kut odreden je metodom visece kapi (Sessile drop) pomocu vode, pri ¢emu je ispitano
vlaZenje elektroispredenih PCL vlaknastih nosaca istog sastava, ali razliCite geometrije. Iz
vrijednosti kontaktnih kutova mogu se utvrditi interakcije izmedu povrSine uzoraka i vode.
Rezultati mjerenja prikazani su u tablici 3. pri ¢emu je nosa¢ elektroispreden na rotirajuéem
cilindru glatke povrsine, elektroispredeni nosa¢i 1,2 1 3 s paralelnim kanali¢ima, dok su
elektroispredeni nosaci 4, 5 i 6 s kvadratnim udubinama. Rezultati svih sedam ispitanih uzoraka
pokazuju visoke vrijednosti kontaktnog kuta $to znaci da je slabo vlazenje nosaca vodom. Razlog

takvoj hidrofobnoj prirodi polimera PCL pripisuje se prisutnosti nepolarnih metilenskih skupina.
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Tablica 3. Rezultati mjerenja kontaktnog kuta s vodom elektroispredenih nosaca

Uzorak Vrijednosti kontaktnog kuta(0), °
PCL nosac elektroispreden na rotiraju¢em cilindru 1334
PCL nosac elektroispreden na kolektoru 1 128.0+ 2.0
PCL nosac elektroispreden na kolektoru 2 144.0+£ 2.2
PCL nosac elektroispreden na kolektoru3 1313+ 2.0
PCL nosac elektroispreden na kolektoru 4 1423+ 2.1
PCL nosac elektroispreden na kolektoru 5 139.7£ 1.5
PCL nosac elektroispreden na kolektoru 6 139.9+ 1.7

Vlazenje nosaca s paralelnim kanali¢ima kapljicom vode prikazan je na slici 27. Iz slike te
rezultata danih u tablici 3. vidljivo je da najbolje vlaZenje ima nosac elektroispreden na kolektoru
1 kojeg karakterizira najmanji promjer kanali¢a te najmanja visina punog dijela 1 iznosi 128.0 °
(Slika 27.a). Najvecu vrijednost kontaktnog kuta, odnosno najslabije vlazenje nosaa s
paralelnim kanali¢ima ima nosa¢ elektroispreden na kolektoru 2 (srednji promjer vlakana i
srednja visina punog dijela) i iznosi 144.0 ° (Slika 27. b). Nosaci elektroispredeni na kolektoru 1
(najmanji promjer vlakana) te na kolektoru 3 (najveéi promjer vlakana) pokazuju malu razliku u
vrijednosti kontaktnog kuta od nosaca s glatkom povrSinom, tj. referentnog uzorka. Vrijednost

kontaktnog kuta referentnog uzorka iznosi 133.4 °.
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Slika 27. Prikaz kapljice vode na nosac¢u elektroispredenom na a) kolektoru 1, b) kolektoru 2, ¢)
kolektoru 3

VlaZenje nosaca s kvadratnim udubinama kapljicom vode prikazano je na slici 28. 1z slike i
tabli¢no prikazanih rezultata (Tablica 3.) vidljivo je da najmanju vrijednost kontaktnog kuta ima
nosac elektroispreden na kolektoru 5 kojeg karakterizira srednji promjer vlakana i iznosi 139.7 °
(Slika 28.b). Najvecu vrijednost kontaktnog kuta, tj. najslabije vlaZenje ima nosac
elektroispreden na kolektoru 4 (najmanji promjer vlakana) i iznosi 142.3 ° (Slika 28.a).
Vrijednosti kontaktnog kuta uzoraka, odnosno nosaca s kvadratnim udubinama pokazuju veca

odstupanja od referentnog uzorka.
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Slika 28. Prikaz kapljice vode na nosacu elektroispredenom na a) kolektoru 4, b) kolektoru 5, c)

kolektoru 6

Rezultati kontaktnih kutova za sve nosace pokazuju visoku hidrofobnost, osobito nosaci s
kvadratnim udubinama. Kako bi se smanjila hidrofobnost, odnosno poboljsale interakcije izmedu
stanica i nosaca potrebno je PCL nosa¢ obraditi. Tako se npr. PCL nosa¢ obraduje otopinom
NaOH za povecanje hidrofilnosti. NaOH hidrolizira esterske veze PCL §to rezultira karboksilnim
funkcionalnim grupama na povrsSini PCL. Karboksilne grupe pridonose manjoj hidrofobnosti
povrsine, tj. nizoj vrijednosti kontaktnog kuta. Obrada PCL s NaOH uzrokuje nano-hrapavost

zbog Cega se povecava povrsina, a time 1 adhezija stanica. [38]
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4.4. QOdredivanje veli¢ina pora i distribucija promjera pora

Rezultati plinske adsorpcijsko-desorpcijske analize dani su u tablici 4. i na slikama 29. - 35.
Prikaz N2 adsorpcijsko-desorpcijskih izotermi za istrazene uzorke pokazuje da svi uzorci
elektroispredenih nosaca pokazuju izotermu tipa IV (prema BBDT Kklasifikaciji) [39], s
karakteristicnom histerezom (slike 29. - 35.) koja nastaje kao posljedica kapilarne kondenzacije u
mezoporama. Pocetni dio izoterme vezan je uz stvaranje monosloja molekula tijekom adsorpcije.
Drugi dio izoterme, uslijed termodinamickih procesa i viseslojnog efekta pokazuje histerezu
adsorpcijskog i desorpcijskog sloja. Prema IUPAC klasifikaciji, uglavnom se radi o H4 stupnju
izoterme, $to podrazumijeva uske pore, nepravilnog oblika te Sire raspodjele veli¢ina, a osobito
se to vidi na izotermama PCL nosac¢ elektroispredenih na kolektoru 2 (Slika 31.), 3 (Slika 32.) i
5 (Slika 34.). PCL nosac elektroispreden na kolektoru 4 (Slika 33.) ima najmanju histerezu na
izotermi, gotovo identi¢ne procese adsorpcije i desorpcije te malu razliku specifiénih povrsina i

promjera adsorpcije i desorpcije.

Rezultati dobiveni za srednji promjer pora prikazani su u tablici 4. Prema klasifikaciji pora, pore
promjera iznad 50 nm smatraju se makroporama, pore prosje¢nog promjera 2-50 nm spadaju u

mezopore dok su pore manjeg promjera, ispod 2 nm mikropore.

Rezultati pokazuju da se s promjenom Kkolektora od ravne ploce na kolektor ciljane geometrije
(kolektori 1-3 — paralelni kanalié¢i, kolektori 4-6 — kvadratne udubine) srednji promjer pora ne
mijenja znacajno 1 PCL elektroispredeni nosaci sadrze mezopore, prosjeénog promjera oko 3 nm.
Najmanji prosje¢ni promjer pora ima PCL nosa¢ elektroispreden na kolektoru 4. Srednji promjer
pora je vrlo mali u odnosu na zahtjeve veli¢ine ljudskih stanica (raspon od 30-80 pm), koje bi
trebale pro¢i s povrsine, kroz otvor pora, u donje slojeve nosaca. To ukazuje da se vlakna vrlo
gusto pozicioniraju jedna na druge, te stoga zatvaraju meduprostore. Ovo se moze rijesiti
promjenom udaljenosti izmedu uzduznih i poprecnih izbocina na kolektorima. Medutim, vrlo
bitno zapazanje vezano je uz specificnu povrsinu elektroispredenih materijala, a to je da se
ispredanjem na kolektorima 3D geometrije dobivaju upravo pozeljne 3D strukture nosaca koji
rezultiraju i s viSe od 4 puta ve¢om specifiénom povrSinom. Veca specifi¢na povrsina je vrlo
pogodna za adheziju tj. ve¢i broj mjesta za vezivanje stanica, rast, diferencijaciju i proliferaciju

zasijanih stanica.
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Tablica 4. Rezultati specifi¢ne povrsine, volumena pora i srednjeg promjera pora za Cisti PCL i

kolektore 1-6 odredeni na osnovi plinske adsorpcijsko-desorpcijske analize

Elektroispredeni vliaknasti 5 Sr. promier pora
nosaé Spec. povrsina ruer p
SBET, ng_l ps

PCL nosac elektroispreden na

. . 47.2444 3.7268
rotiraju¢em cilindru

PCL nosac elektroispreden na 200.2695 3.4198
kolektoru 1

PCL nosac elektroispreden na 109.9669 2.9679
kolektoru 2

PCL nosac elektroispreden na 128.3519 3.1348
kolektoru 3

PCL nosac elektroispreden na 210.2166 2.7724
kolektoru 4

PCL nosac elektroispreden na 45.4956 3.6185
kolektoru 5

PCL nosac elektroispreden na 95.8157 3.7091
kolektoru 6

51



pd

<

0.2

0.6
p/p,

0.8 1

1.2

Slika 29. N2adsorpcijsko-desorpcijska izoterma za PCL nosac elektroispreden na
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Slika 30. N2adsorpcijsko-desorpcijska izoterma za PCL nosac elektroispreden

na kolektoru 1
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Slika 31. N2 adsorpcijsko-desorpcijska izoterma za PCL nosa¢ elektroispreden na
kolektoru 2
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Slika 32. N2 adsorpcijsko-desorpcijska izoterma za PCL nosac elektroispreden na
kolektoru 3
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Slika 33. N2adsorpcijsko-desorpcijska izoterma za PCL nosac elektroispreden na
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Slika 34. N2 adsorpcijsko-desorpcijska izoterma za PCL nosac elektroispreden na

kolektoru 5
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Slika 35. N2adsorpcijsko-desorpcijska izoterma za PCL nosac elektroispreden na
kolektoru 6

Kumulativna funkcija raspodjele, Qz (x), takoder pokazuje da PCL nosa¢ elektroispreden na
kolektoru 4 ima najnizi medijan raspodjele, xso, odnosno da je 50 % pora kod ovog uzorka
manjeg promjera od ostalih ispitivanih uzoraka. Prema slici 36. kumulativnih funkcija raspodjele
moze se vidjeti da PCL nosaci elektroispredeni na kolektoru 2, 3 i 5 imaju Siru raspodjelu

veli¢ine pora, veli¢ina pora iznosi i do 140 nm.
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Slika 36. Usporedba kumulativnih funkcija raspodjele, Q3(x), za sve PCL elektroispredene
nosace

4.5. Primjer primjene elektroispredenih nosaca

Primjer primjene elektroispredenih nosaca (elektroispredeni vlaknasti mat) za uzgoj limbalnih
stanica napravljen je u suradnji Tekstilno-tehnoloskog fakulteta, laboratorija za elektroispredanje
1 Klinicke jedinice Banka tkiva KBC SM - Klinike za traumatologiju u Zagrebu. Koristeni
materijal je PCL, koji je obraden s otopinom NaOH nakon elektroispredanja, s ciljem postizanja

hidrofilnosti.

4.5.1. Postupak izolacije i zasijavanja stanica na PCL elektroispredenom nosacu

Ljudske limbalne stanice su izolirane iz korneoskleralnog diska nakon keratoplastike, operacije
oka s ciljem transplantacije, od 9 donora. Nakon dezinfekcije PCL nosaca pod UV svjetlom 1
hidratacije sa 70%, 50%, 25% otopinom etanola, deionizirane vode i HBSS soli, radi se
zasijavanje limbalnih stanica s hranjivim slojem 3T3 stanica. Test vijabilnosti je napravljen 8
dana nakon zasijavanja na temelju izmjerene fluorescencije na fluorometru. Metabolicki aktivne
stanice odrzavaju sposobnost reduciranja bojila resazurin u visoko fluorescentno bojilo resorufin.
Indirektna imunocitokemija izvrSena je pomoc¢u mis$jih antitijela kako bi se utvrdio pozitivan

marker na p63 protein.
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Iako PCL elektroispredeni nosaci pokazuju manju vijabilnost u odnosu na prirodne nosace (npr.
amniotska membrana), istovremeno pokazuju i visoki postotak stanica pozitivnih na marker p63.
To znaci da ove stanice mogu dalje stvoriti nove kolonije stanica jer su manje diferencirane.
Obzirom na svoje prednosti poput fleksibilne geometrije, izdrzljivosti, podesive hidrofilnosti, pa
1 funkcionalizacije prema potrebama pacijenta svakako su izvrsni kandidati za buduca

istrazivanja u terapeutskim svrhama. [40]
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5. ZAKLJUCAK

Karakteristike PCL nosaca razliite geometrije ispitane su primjenom nekoliko metoda.
Primjenom SEM analize vidljivo je da je ostvarena zeljena porozna struktura PCL nosaca
elektroispredenih na 3D printanim kolektorima ciljane geometrije. Takva dvostruka pozorna
struktura omogucuje zasijavanje i pri¢vrs¢ivanje stanica te prijenos nutrijenata i Kisika sto je

vazno za razvoj stanica.

Mjerenjem kontaktnog kuta s vodom elektroispredeni PCL nosa¢i su pokazali vrlo slabe
interakcije s vodom. To osobito vrijedi za nosace s kvadratnim udubinama. Zbog toga je PCL
nosace kako bi se mogli uspje$no primjenjivati u biomedicinske svrhe, potrebno obraditi u svrhu

smanjenja hidrofobnosti, povecanja nano-hrapavosti i adhezije stanica.

Rezultati plinske adsorpcijsko-desorpcijske analize pokazuju da se s promjenom kolektora
srednji promjer ne mijenja znacajno. Srednji promjer pora je vrlo mali u odnosu na zahtjeve
veli¢ine ljudskih stanica. Za povecéanje srednjeg promjera pora potrebno je promijeniti udaljenost
izmedu uzduznih i popre¢nih izbocina na kolektorima. Rezultati su pokazali i jednu vrlo
znacajnu prednost, a to je da 3D struktura nosaca rezultira i s viSe od 4 puta ve¢om specificnom
povrSinom. Vecéa specifina povrSina je vrlo pogodna za adheziju tj. ve¢i broj mjesta za

vezivanje stanica, rast, diferencijaciju i proliferaciju zasijanih stanica.

Rezultati primjene elektroispredenih PCL nosaca za zasijavanje ljudskih limbalnih stanica
pokazali su da obzirom na svoje prednosti PCL nosaci predstavljaju izvrsne kandidate za buduca

istrazivanja u terapeutskim svrhama.
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6. POPIS KRATICA | SIMBOLA

7 - ukupna poroznost

Prosaca - Prividna gustoéa nosaca (kgm™)

Pmaterijala - gusto¢a materijala (kgm™)

V1 - poznati volumen tekuéine koji se koristi za uranjanje nosaca (m?)
V; - volumen tekuéine i tekué¢inom impregniranog nosaca (m?)

V3 — preostali volumen teku¢ine kada se ukloni teku¢inom impregnirani nosa¢ (m®)
Vinutina - Volumen krutine (m?)

Vukupni - ukupni volumen nosaca (m?)

p - primijenjeni tlak na vrhu (Pa)

p — gustoéa vode (kgm)

g — gravitacijsko ubrzanje (9,81 ms)

h — ukupna visina sustava (m)

Q — volumen teku¢ine koji prolazi kroz nosa¢ tijekom vremena t (m3s?)
n — viskoznost tekucine (Pas)

hs — debljina nosaca (nm)

F — poprecni presjek nosaca okomit na protok tekucine

T — permeabilnost (Hm™)

r - radijus pora (nm)

D — veli¢ina pora (nm)

Y- povrsinska napetost tekuéine (Nm™)
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0 — kontaktni kut tekucine (°)

Ap —razlika tlaka (Pa)

dek— ekvivalentni promjer pora (nm)

V — volumen plina (m?)

A — povrsina pora (nm?)

Q3(x) - kumulativni udio veli¢ine pora manjih od x
AFM - mikroskop atomskih sila

AM - aditivna proizvodnja (Additive Manufacturing)

ATR-FTIR - spektroskopija Fourierovom transformacijom u infracrvenom podruc¢ju uz dodatak

za povrsinsku analizu

CAD - rac¢unalom potpomognut dizajn (Computer Aided Design)

EA - elementarna analiza

ECM - izvanstani¢na matrica (Extracellular matrix)

EDS - energetski disperzivna rendgenska spektroskopija

FESEM - pretrazni elektronski mikroskop s emisijom polja

FTIR - infracrvene spektroskopije s Fourierovom transformacijom

GPC - gel permeacijska kromatografija

HA - hijaluronska kiselina

HBSS — Hankova izbalansirana otopina (Hank's Balanced Saline Solution)
Mikro — CT -mikrora¢unalna tomografija slikanja (Microcomputed tomography imaging)

MIT - Massachusetts Institute of Technology
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NaOH — natrijev hidroksid

NMR - nuklearna magnetna rezonancija

PCL - polikaprolakton

PGA - poliglikolna kiselina

PLGA - polilakti¢no-glikolna kiselina

PLLA — poli (L-lakti¢na kiselina)

PVC - polivinil-klorid

RP - sustav ubrzanog prototipiranja (Rapid Prototyping)

SEM - pretrazna elektronska mikroskopija (Scanning Electron Microscopy)
STL — stereolitografija (StereoLithography)

TCP - trikalcijev fosfat

TEM - transmisijski elektronski mikroskop

2D — dvodimenzionalno

3D — trodimenzionalno
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ZIVOTOPIS

I Osnovnu $kolu ,,Zepée® i Opéu gimnaziju KSC
,,Don Bosco* pohadala sam i zavrsila 2011. godine u Zepéu. Iste godine upisala sam sveudili$ni
preddiplomski studij EkoinZenjerstvo na Fakultetu kemijskog inzenjerstva i tehnologije. Zavrsni
rad pod nazivom Oksidacijska desulfurizacija dizelskog goriva s adsorpcijom izradila sam pod
mentorstvom prof. dr.sc. Katice Serti¢-Bionda. Po zavrSetku preddiplomskog studija 2015.
godine obrazovanje nastavljam na sveuciliSnom diplomskom studiju EkoinZenjerstva. U 2016.

godini sudjelovala sam na XI. Susretu mladih kemijskih inZenjera.
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