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POVZETEK

V tej raziskovalni nalogi smo pripravili kompozitne materiale iz polimle¢ne kisline ter etil
celuloze po dveh razlicnih metodah susSenja. Pripravljene materiale smo karakterizirali z
vrsticnim mikroskopom, da smo ugotovili njihovo mikrostrukturo ter poroznost. Preverili smo
tudi razpad teh biomaterialov v simulirani prebavni tekocini in ugotovili, da se materiali v
simulirani prebavni tekocini obnasajo podobno, ne glede na metodo susenja. V materiale smo
vezali modelno u¢inkovino indometacin, da bi preverili njeno sprosS¢anje iz materiala. Ugotovili

smo, da se indometacin uspesno vgradi v material ter se sprosc¢a daljSe ¢asovno obdobje.

Potrebne so Se raziskave materialov na in-vitro celi¢nih linijah, vendar dobljeni rezultati kazejo

na velik potencial takih materialov za kostne implantate.

Kljuéne besede: polimlec¢na kislina, etil celuloza, aerogel, kserogel, kostni implantati



ABSTRACT

In this research, composite scaffold materials for their potential application for medical
implants were prepared. Scaffolds were prepared from polylactic acid and ethyl cellulose and
then either dried at ambient conditions or super critically dried. Scaffolds were characterized
by scanning electron microscope to investigate their porous structure. The presence of large
macropores but also the presence of small mesopores in the range of a few tens of
nanometers were confirmed. Such structure is highly favorable for cell adhesion and
proliferation. The degradation of prepared scaffolds was investigated in-vitro in simulated
body fluid. Scaffolds, dried by different methods, showed similar degradation. Indomethacin,
a model substance, was incorporated into the scaffold in order to investigate its dissolution
profile in-vitro. Indometacin was successfully incorporated into the scaffold and its controlled
release was confirmed over one month. Such results show great potential for those materials

to be used as bone implants.

Key words: polylactic acid, ethyl cellulose, aerogel, xerogel, bone implants



1 UvOoD

V lanskem Solskem letu sem na internetu zasledila ¢lanek dr. Gabrijele Horvat o aerogelih,
materialih, ki imajo edinstveni lastnosti. Ker so me aerogeli pritegnili, sem se odlocila da bodo

tudi tema moje raziskovalne naloge.

Zaradi staranja prebivalstva in povecanega Stevila poSkodb, ki so ve¢inoma posledica Sportne
aktivnosti in avtomobilskih nesrec, se je v zadnjih letih potreba po ortopedskih implantatih
zelo povecala. Danes za kostne implantate vec¢inoma uporabljajo kovino, keramiko in steklo, a
so ti materiali lahko slabse vzdrizljivi, telo pa jih lahko tudi zavrne. Tako so se pojavile ideje, da
bi take materiale nadomestili z biorazgradljivimi in biokompatibilnimi materiali, s katerimi bi

se takim nevsecnostim izognili.

Aerogeli, materiali, ki jih dobimo s superkriti¢énim susenjem, zaradi svojih edinstvenih lastnosti
veljajo za materiale prihodnosti. S pomocjo spreminjanja in prilagajanja procesnih parametrov
in vhodnih materialov pa lahko dosegajo vse kriterije, ki jih morajo doseci ortopedski
implantati. Tudi kserogeli, materiali, ki so suSeni na zraku, lahko dosegajo vse kriterije, razlika
je le v stabilnosti materiala. Vendar je njihova sinteza bistveno preprostejsa, saj ne zahtevajo

superkriticnega CO; in jih lahko posusimo le na zraku.

Za uporabo v tkivnem inZenirstvu so najbolj uporabljeni in tudi raziskani celulozni aerogeli.
Derivat celuloze je tudi etil celuloza, vendar so mehanske lastnosti polisaharidnih aerogelov
slabse. V raziskovalni nalogi bomo tako tvorili aerogele in kserogele iz polimle¢ne kisline in etil
celuloze. V te aerogele in kserogele bomo vnesli zdravilno u¢inkovino in spremljali njeno

sproscanje. Spremljali in primerjali bomo tudi razpad pripravljenih materialov.
Cilji:

- pripraviti aerogele in kserogele iz polimleéne kisline in etil celuloze,
- karakterizirati pripravljene materiale,

- v materiale vkljuciti zdravilno ucinkovino in spremljati njeno sproscanje.

Cilje nasSe raziskovalne naloge smo predstavili tudi grafi¢no, kar prikazuje slika 1. Raziskovalna

naloga zajema procese do in-vitro celi¢nih testov.
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Slika 1: Graficni prikaz raziskovalne naloge

Na podlagi ciljev smo si postavili naslednje hipoteze:
1. Nastali materiali bodo imeli makroporozno strukturo, ki je ugodna za rast celic.
2. Razpad materiala v in vitro pogojih je pri kserogelih hitrejsi kot pri aerogelih.

3. Indometacin se iz aerogelov in kserogelov sprosca kontrolirano.
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2 TEORETICNI DEL

2.1 KOSTNI IMPLANTATI

Uporaba razli¢nih vsadkov oz. kostnih implantatov za stabiliziranje kosti in za zdravljenje tezkih
poskodb je obi¢ajna metoda v ortopedski kirurgiji. Do nedavnega so uporabljali ve¢inoma
razlicne kovinske materiale, keramiko ali steklo, ki pa imajo Stevilne pomanjkljivosti, saj jih
lahko telo zavrne, da je potrebna sekundarna operacija za odstranitev tega vsadka, in lahko so
slabse vzdrzljivi. Prednost biorazgradljivih vsadkov je, da lahko zagotavljajo postopni prenos
obremenitve na poSkodovana obmocja, zato je manjsa verjetnost vnetnih odzivov in zavrnitve
vsadka, razgradni produkti pa so vkljueni v normalne celi¢ne procese; to pomeni, da jih telo
samo razgradi in izloCi. Taki implantati predstavljajo niZje stroske, hkrati pa omogocajo

uspesnejse ter hitrejSe okrevanje zaradi nepotrebne sekundarne operacije.

Idealno je, e so ti vsadki biokompatibilni, biorazgradljivi (pomembna je kontrolirana stopnja
razpada), nestrupeni, visoko porozni (te pore omogocajo prehod kisika ter razras¢anje kosti),

imeti morajo dobre mehanske lastnosti in protimikrobno zascito. [2,3].
2.2 AEROGELI

Med take materiale sodijo aerogeli. To so trdni materiali nizke gostote, ki jih pridobimo iz gela
s pomocjo sol-gel procesa. Proces se pri¢ne s pripravo soli, v kateri najdemo koloidne delce, ki
se nato poveZejo v neurejeno in po celotnem volumnu povezano mrezo, ki jo imenujemo gel.
S koloidnimi delci se sre¢ujemo v vsakdanjem Zivljenju. To so megla, pene, dim, glina, tudi
mleko in majoneza. Delimo jih glede na to, kateri fazi sta pomesani v njih: ¢e sta pomesana
trdna in tekoca faza, nastane sol. Naslednji korak je susenje produktov sol-gel sinteze. S
suSenjem na zraku ob sobnih pogojih nastane kserogel, s suSenjem z zamrzovanjem nastane
kriogel in s suSenjem s superkritiécnim CO, nastane aerogel. Pri kserogelih se zaradi
izhlapevanja topila material skréi in lahko pride do porusenja njihove strukture. Pri procesu
susenja s superkriticnim CO; se topilo/tekoca komponenta (npr: voda ali alkohol) v celoti
nadomesti s CO,, pri tem se pa njihova struktura ne porusi in dobimo material s skoraj

identi¢nimi dimenzijami. [1,4,5]
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Slika 2: Nacini priprave konénega materiala iz mokrega gela
Superkriti¢cna tekocina nastane, ko ta doseze kriticno temperaturo in kriticni tlak. Ta
temperatura je 31,1 °Cin tlak 7,39 MPa. Superkriti¢ni CO; je eden izmed najbolj uporabljenih
superkriticnih  fluidov, saj je nevnetljiv, netoksi¢en in ekonomsko ugoden. Med
pomembnejSimi lastnostmi takega CO; sta dobra stisljivost in nizka viskoznost, zaradi tega ima
tudi dobro sposobnost raztapljanja. V superkriticnem obmocju tudi ni nobenih napetosti, ki bi

vplivale na porusitev krhkih materialov (npr. gelov), zato tudi ne pride do pretiranega skréenja

in se njihova struktura ohrani skoraj v celoti. [8,9]

Kritiéni tlak 4 4 Superkriti¢na
74 bar : tekodina
Pr o= eremge Tekods CO; &\- - wn iy
Tlak Kntiéna
totka
Trdm CO;
(Suhi led)

/ ‘.\ Trojna

tofka ’ Kntiéna temperatura
Plinast CO; ' 33 °C
-—
Temperatura

Slika 3: Fazni diagram ogljikovega dioksida
Aerogeli so bili prvi¢ pripravljeni leta 1931 kot rezultat stave med Samuelom Kistlerjem in
Charlesom Learnedom, kdo bo uspesno nadomestil tekocino v marmeladnem Zeleju s plinom,
brez skréenja Zeleja. Danes so predvsem zaradi svojih edinstvenih lastnosti priljubljeni v
Stevilnih panogah. Najdemo jih v gasilskih oblekah, stresnih oknih, raketah, barvah, kozmetiki

... Prednost aerogelov je tudi, da jih lahko pripravimo iz anorganskih in organskih materialov

ali pa pripravimo hibride teh dveh komponent.
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Imajo izjemno veliko specificno povr$ino (1000 m?/g) in odprto porozno strukturo s
poroznostjo do 99 %. Ta podatek je pomemben, saj so zaradi tega odli¢ni nosilci farmacevtskih
ucinkovin, ki pa jih lahko sproscajo takoj, kontrolirano ali zakasnjeno. Na dotik so podobni trdi
peni. Ne glede na tezo so mehansko vzdrzljivi; prenesejo lahko namre¢ do 100000 x svoje teze.

[6,7]

2.3 KSEROGELI

Kserogeli so produkti sol-gel sinteze, ki so bili posuseni na sobnih pogojih. Pri tem pride do
spremembe v prostornini, tezi, gostoti in strukturi, ki se lahko porusi, pride lahko tudi do
velikega skréenja materiala. V primerjavi z aerogeli imajo kserogeli manjSo povrsino (povrsina
kserogela je 150-900 m?/g, povrsina aerogela pa 1000 m?2/g) in manj$o poroznost (poroznost
kserogela je okoli 89,99 %, poroznost aerogelov pa do 99 %). Velikost por pri kserogelih je od

1do 10 nm. [10]

2.4 POLIMLECNA KISLINA

Polilakticna oz. polimlecna kislina (PLA) je derivat mlec¢ne kisline. Je biolosko razgradljiv
termoplasticni poliester z velikim potencialom zaradi svojih edinstvenih fizikalnih lastnosti.
Uporablja se v razli¢nih potrosniskih izdelkih (npr. skodelicah, kompostnih vreckah, etiketah

...), kot embalaZni material za shranjevanje Zivil in tudi kot material za 3D-tiskanje.

Proizvodnja PLA ima prednosti pred drugimi sinteti¢cnimi materiali, saj jo lahko pridobimo iz
obnovljivih kmetijskih proizvodov, kot na primer koruze, psenice in sladkornega trsa. PLA se
lahko sintetizira na tri razlicne nacine, z neposredno kondenzacijo monomerov polimlec¢ne
kisline, s polimerizacijo iz laktida oz. odpiranjem obroca laktida in z azeotropno dehidracijsko

kondenzacijo.

13
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Slika 4: Sinteza PLA

PLA ima dobro biokompatibilnost in razgradljivost, zaradi Cesar se Siroko uporablja tudi na
medicinskem podrocju. Tam se uporablja za izdelavo kirurskih niti, vsadkov in povojev za rane.
Posledi¢no spada med obetavnejSe biomedicinske materiale za uporabo pri regeneraciji in
popravilu kostnega tkiva. V primerjavi s tradicionalnimi kovinsko-jeklenimi plos¢ami PLA ne
korodira kosti po implantaciji v ¢lovesko telo. Ker se lahko absorbira in razgradi v telesu, se
hkrati zmanj$a moZnost vnetja okoliskega tkiva, zaradi ¢esar pogosto pri klasi¢nih implantatih
prihaja do infekcije in zavrnitve implantata. Razgradnja PLA v telesu je pogosto izredno
pocasna, zato se za boljSo in hitrejSo stopnjo razgradnje lahko dodajo razli¢ni polimeri, kot so

polisaharidi. Eden izmed njih je etil celuloza. [11,12]

2.5 ETIL CELULOZA

Etil celuloza (EC) je polisaharid, derivat celuloze, pri katerem so hidroksilne skupine zamenjane
z etilnimi skupinami. Njena gostota je med 1,09 in 1,17 g/cm? in je v obliki prahu. Etil celuloza
se uporablja za embalaZo za Zivila in kot zascitni premaz za nadzorovano sproséanje zdravil iz

farmacevtskih izdelkov.
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Ethyl Cellulose

Slika 5: Etil celuloza
Etil celuloza je netopna v vodi, je pa dobro topna v razli¢nih organskih topilih. Etil celuloza, ki
vsebuje med 46 do 48 % etoksi skupin, je topna v tetrahidrofuranu, v metil acetatu, v
kloroformu in v meSanicah aromatskih ogljikovodikov etanola; ¢e je teh skupin vec, je topna
v etanolu, metanolu, toluenu, kloroformu in etil acetatu. Je brez vonja in okusa, ima nizko
stopnjo vnetljivosti in je termi¢no stabilna, ker je temperatura talis¢a med 195 °C in 210 °C.

[13,14]

2.6 INDOMETACIN

Biorazgradljivi porozni implantati imajo poleg Ze nastetih Se eno lastnost — v njihovo porozno
strukturo lahko vnesemo zdravilne ucinkovine, ki tako delujejo lokalno na mestu vsadka. S tem
lahko znizamo potrebo po kasnejSem intravenoznem zdravljenju in izboljSamo antimikrobni

efekt.

Indometacin je nesteroidno zdravilo, ki deluje proti bolecini, zvisani telesni temperaturi in
vnetju. Prav tako zmanjsuje obseg oteklin sklepov, pordelost in obcutljivost sklepa ter poveca
mobilnost in moc¢ oprijema. Odkrit je bil leta 1963, za prvo uporabo pa odobren leta 1965 v
ZDA. Od takrat je bil obseino raziskan v razliénih kliniénih preizkusnjah in velja za eno
najmocnejsih protivnetnih zdravil. Uporablja se pri zdravljenju zmernega do hudega artritisa,
osteoartritisa, akutnih bolec¢in v rami ... Med resnejSe stranske ucinke spadajo razjede,
krvavitve ali luknje v €revesju ali Zelodcu, ki jih pogosto povzrocajo nesteroidna protivnetna
zdravila. Prav tako je visje tveganje za mozgansko kap ali sréni infarkt. Zaradi nastetih lastnosti
smo to zdravilno ucinkovino uporabili v nasi raziskovalni nalogi kot modelno uéinkovino in jo

vezali v pripravljene materiale, nato pa preverili sproséanje. [15]

15



3 EKSPERIMENTALNI DEL

3.1 KEMIKALUE

Pri eksperimentalnem delu raziskovalne naloge smo uporabili:

e Etanol — Carlo Erba, abs. anhydrous, for analysis

e Kloroform — Merck, for analysis

e Etil celuloza — Sigma, 48.0-49.5 % w/w epoxyl basis
e PLA - GoodFellow, biopolymer, peleti

e NaCl - Fisher Chemicals, analytical reagent grade

e NaHCOs; — Merck, for analysis

e KCl— Carlo Erba, for analysis

e K;HPO4— Kemika, anhydride p. a.

e MgCly6H,0 — Honeywell Riedel-de Haén AG, for analysis p. a.
e HCl-Honeywell, 237 %

e (CaCly2H —Honeywell, 299 %

e NaySO4 - Sigma-Aldrich, 299.0 %

e (CH,0H)3CNH; — Sigma-Aldrich, 299 %

e NaOH - Honeywell, 2 98%

e Indometacin—Sigma, 299 %

3.2 LABORATORISKI INVENTAR IN APARATURE

Pri eksperimentalnem delu raziskovalne naloge smo uporabili:

e petrijevke

e (CaSe razlicnih velikosti
e urno steklo

e polnilno pipeto

e 7ogico za pipetiranje

e bucke razli¢nih velikosti

e tehtic

16
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3.3 PRIPRAVA PLA-EC KOMPOZITA

V 100 mL ¢aso smo natehtali 25 g etanola (EtOH), dodali magnetno mesalo in jo postavili na
mesalnik. Vklopili smo mesanje (srednje hitro) in gretje na 100 °C. Ca%o smo pokrili z urnim
steklom, da smo preprecili izhlapevanje etanola. V tehti¢ smo natehtali 1 g etil celuloze (EC) in
jo dodali v EtOH (Slika 6). Zmes smo mesali in segrevali toliko ¢asa, da se je EC popolnoma
raztopila (cca. 10-15 min). Ko smo dobili homogeno raztopino, smo odstavili ¢aso z vroce

plosée in nadaljevali meSanje na hladnem mesalu.

Slika 6: Raztopina etil celuloze v etanolu med mesanjem
V 50 mL ¢aso smo natehtali 25 g kloroforma, ¢aso smo pokrili z urnim steklom ali parafilmom
in jo postavili na mesalnik. V tehti¢ smo natehtali 1 g polilakti¢ne kisline (PLA) in jo dodali v
¢ado s kloroformom. Mes3ali smo, dokler se PLA ni popolnoma raztopila (cca. 1 h). Casa je bila

ves Cas pokrita, saj je kloroform izjemno hlapen (Slika 7).

Slika 7: Raztopina polimlecne kisline na magnetnem mesalu
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Ko smo imeli pripravljeni obe raztopini (EC v EtOH in PLA v kloroformu), smo obe ¢asi odstavili
z mesala. Raztopino PLA/kloroform smo prilili v raztopino EC/EtOH med mesSanjem, da se je

tvoril kompozitni material. Kompozit smo shranili v 100 mL EtOH.

3.4 PRIPRAVA PLA-EC Z INDOMETACINOM

Ponovili smo postopek priprave EC/EtOH raztopine. Ko se je pripravljena raztopina ohladila do
sobne temperature, smo dodali v raztopino 100 mg indometacina in mesali, dokler se
ucinkovina popolnoma ni raztopila. Tako pripravljeno raztopino smo nato zdruzili z raztopino

PLA/kloroform do nastanka kompozita.

Za pripravo nasi¢ene raztopine indometacina smo na tehti¢ natehtali 800 mg indometacina, ki
smo ga nato kvantitativno prenesli v 100 mL bucko. V buc¢ko smo dodali EtOH do % volumna
bucke in dobro premesali, da se je indometacin raztopil (Ce opazimo, da se indometacin ne
raztopi, lahko postavimo bucko na ultrazvoéno kopel za 1-2 minuti, kar prikazuje slika 8). Ko

se je raztopil, smo dopolnili do oznake volumna in dobro preme3ali.

Slika 8: EC/EtOH na ultrazvocni kopeli

Nato smo konéni kompozit hranili v nasiceni raztopini indometacina, ki smo jo predhodno

pripravili, kot kaze slika 9.
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Slika 9: Kompozita v etanolu in v nasiceni raztopini indometacina

3.5 SUSENJE KOMPOZITOV NA ZRAKU

Slika 9 prikazuje pripravljene kompozite, ki smo jih pustili na sobnih pogojih ter jih susili do

konstantne mase 20 dni.

Slika 10: Susenje kompozita na zraku po enem dnevu: a) kompozit z indometacinom, b) kompozit brez indometacina

3.6 SUPERKRITICNO SUSENJE KOMPOZITOV

Supekriti¢no susenje smo izvedli v Laboratoriju za separacijske procese in produktno tehniko

Fakultete za kemijo in kemijsko tehnologijo Univerze v Mariboru. Superkriticno susenje je
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potekalo 5 ur pri pri 40 °Cin 120 barih. Izbrana temperatura in tlak omogocata homogeno fazo
CO; in etanola znotraj kompozitov. Tako jih lahko susimo brez faznih interakcij med tekoco
fazo etanola in superkriti¢no fazo CO». Susenje je potekalo pri pretoku 200 Lh™. Po kon¢ani
ekstrakciji etanola iz kompozitov (Slika 11) smo jih pustili, da se ohladijo do sobne

temperature, nato pa shranili v eksikator do nadaljnjih analiz.

EC|PLA
hi. 4.

Slika 11: Kompozit posusen superkriticno

3.7 KARAKTERIZACIA

Karakterizacija materialov je potekala na vrsticnem elektronskem mikroskopu (FE-SEM) Sirion
400 NC. Pripravljeni kompoziti so bili prevleceni z zlatimi nanodelci in pritrjeni na aluminijeve

nosilce z ogljikovim trakom. Fotografije smo posneli pri napetosti 10 kV z WD-detektorjem.
3.8 NABREKANIE

Najprej smo pripravili simulirano prebavno tekocdino (SBF — simulated blood fluid). V
polietilensko steklenico smo vlili 500 mL destilirane vode in steklenico pokrili z urnim steklom.
Destilirano vodo v steklenici smo mesali z magnetnim mesSalom in raztapljali reagente enega
za drugim, kot je podano v tabeli (naslednji reagent smo dodali Sele, ko se je prejsnji reagent

v celoti raztopil).
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Tabela 1: Seznam in kolicina kemikalij, ki smo jih uporabili za pripravo SBF.

1 NacCl 7,996 g
2 NaHCO3 0,350¢g
3 KCl 0,224 ¢
4 K2HPO4 0,174 g
5 MgCly 6H,0 0,305 g
6 1M-HCl 40 mL
(priblizno 90 % skupne koli¢ine HCI, ki bo dodana)

7 CaCly'H2 0,368¢g
8 NazSO4 0,071g
9 (CH20H)sCNH; ali sigma 7 6,057 g

Prilagodili smo temperaturo raztopine na 36,5°C z vodno kopeljo. PH smo prilagodili na 7,40 z

mesanjem raztopine in titriranjem 1M-HCl raztopine.

Raztopino smo prenesli iz polietilenske steklenico v stekleno merilno posodo, kot prikazuje
slika 11. Tam smo posodo napolnili do 1 litra z destilirano vodo in pri 20°C stresli raztopino.

Nato smo jo shranili v hladilniku pri temperaturi 5-10 °C.

Slika 12: Simulirana prebavna tekocina
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Tabela 2:

Primerjava koli¢ine ionov v SBF in v krvni plazmi

lon Simulirana prebavna | Krvna plazma
tekocina

Na* 142,0 142,0

K* 5,0 5,0

Mg?* 1,5 1,5

Ca? 2,5 2,5

CI 148,8 103,0

HCO* 4,2 27,0

HPO4* 1,0 1,0

SO4* 0,5 0,5

Vodno kopel smo pripravili tako, da smo na magnetni mesalnik nastavili lonec, ki smo ga skoraj
do vrha napolnili z vodo, kot prikazuje slika 12. Nato smo s pomocjo magnetnega mesalnika
regulirali temperaturo na okoli 36,5 °C. Pripravili smo tri stojala in nanje pritrdili prizeme tako,
da smo lahko potem tri steklenicke s pufrom in z materialom namestili v lonec, brez da bi se
dotikale dna lonca. V 3 enake steklenicke smo do vrha nalili pufer, ki smo ga pripravili
predhodno. V vsako stekleni¢ko smo dodali po en pripravljen material in steklenicke zaprli.
Nato smo vsako namestili na eno stojalo in jih pritrdili. Zatem smo spremljali njihovo

spreminjanje mase.

Slika 13: Vodna kopel
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3.9 VSEBNOST INDOMETACINA

Vzorce PLA-EC-IND smo dali v 10 mL etanola in mesali pri 500 rpm 96 ur. Po tem ¢asu smo
vsebnost indometacina dolodili spektrofotometricno (Varian, Cary 50 Probe UV-
spectrophotometer) pri 245 nm. Maso indometacina smo dolodili preko umeritvene krivulje
indometacina v etanolu. Koli¢ino indometacina smo dolocili po enacbi 1:

DC [%] = =2- 100, (1)

ms
pri cemer sta mg masa indometacina (mg), ki smo jo dolocili spektrofotometri¢no iz

umeritvene krivulje, in ms masa kompozita.

3.10 SPROSCANJE INDOMETACINA

Fosfatni pufer s pH 6.8 smo pripravili tako, da smo zmesali 250 mL 0.2 M KH,PO4 in 112 mL

0,2 M NaOH ter z ultracisto vodo razredcili pripravljen o raztopino do 1000 mL.

Teste sproscanja indometacina smo izvedli v treh ponovitvah pri 37 £ 0,5 °C na USP Il napravi
(Agilent, 708-DS), kot prikazuje Slika 14. Hitrost mesanja je bila 50 rpm, volumen medija je bil
900 mL. Vzorcili smo 2 mL raztopine po prej doloc¢enih ¢asovnih tockah ter analizirali vzorce
spektrofotometri¢no pri 267 nm. Vzorcilismopo 1 h,2 h,5h,7h,12h, 18 h,24 hinpo 1,2,
3,4,56, 7 dneh. Po enem tednu smo vzordili vsakih 7 dni do preteka 5 tednov. Sproscanje

smo izracunali po enacbi 2:

cumulative release [%] = :n_v 100, (2)
t

pri éemer sta c koncentracija indometacina v fosfatnem pufru po dolo¢enem ¢asuin Vkoncna

koncentracija.

Slika 14: Spros¢anje indometacina na USP Il napravi
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4 REZULTATI

4.1 KARAKTERIZACIJA

EC-PLA EC-PLA-IND

Slika 15: FE-SEM fotografije EC-PLA pri: a) nizki povecavi in b) visoki povecavi
Slika 15 prikazuje fotografije kompozitov iz vrsticnega mikroskopa. Na fotografijah vidimo, da
je kompozit EC-PLA visoko porozen z velikimi porami do 10 um. K makroporoznosti prispeva
dodatek PLA k EC. Makroporozna struktura je notranje povezana, kar je ugodno za rast in

kolonizacijo celic v primeru uporabe teh materialov za kostne implantate.

4.2 NABREKANIJE IN RAZPAD PLA-EC

4.2.1 KSEROGELI

Pri nabrekanju in razpadu smo vzporedno opazovali tri pripravljene kompozite. Meritve smo
izvedli po 15 minutah, 1 uri in nato vsak dan do preteka 27 dni, zatem smo meritve izvajali
vsakih 14 dni, materiale smo torej spremljali 123 dni. Iz grafa 1 lahko razberemo, da se je masa
vseh kserogelov povecala ze po 15 minutah. Masa po 2952 urah se je povecala v povprecju za

69,11 %. Masa je na zacetku hitreje narasc¢ala, potem pa vedno manj.
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Tabela 3: Povprecje razpada pri treh kserogelih

t(h) 0

0,25 1 24 48 72 96 168 192
razpad 100 106,69 107,02 111,75 117,87 12579 127,42 133,01 133,33
(%)
t(h) 216 240 264 336 360 384 408 672 696
razpad 138,59 141,10 142,07 143,26 143,16 14507 144,48 152,13 152,04
(%)
t(h) 720 744 768 1104 1440 1776 2208 2616 2952
razpad 152,66 153,31 153,91 150,30 151,95 154,57 161,81 16559 169,11
(%)

Razpad, kserogeli
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Graf 1: Povprecje razpada pri treh kserogelih v odvisnosti od casa

4.2.2 AEROGELI

Pri nabrekanju in razpadu smo vzporedno opazovali spreminjanje mase treh kompozitov.

Meritve smo izvedli po 15 minutah, 1 uri in nato vsak dan. Po preteku 27 dni smo meritve

izvajali na 3 dni, potem na 5, 15 in na koncu Se na 27 dni. Materiale smo torej spremljali 77

dni. 1z grafa 2 lahko razberemo, da se je tudi pri aerogelih masa povecala Zze po 15 minutah. V
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povprecju se je masa po 1848 urah povecala za 75,63 %. Masa je tudi tukaj na zacetku naglo

narascala, nato pa vedno man;.

Tabela 4: Povprecje razpada pri treh aerogelih

t(h) 0 0,25 1 24 48 72 96 168 192 216

razpad 100 103,07 106,72 110,46 115,00 123,00 126,44 129,99 129,92 132,14
(%)

t(h) 240 312 408 480 528 648 720 840 1200 1848

razpad 137,74 146,12 150,07 155,31 158,48 158,8 161,16 165,34 176,00 175,63
(%)
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Graf 2: Povprecje razpada pri treh aerogelih v odvisnosti od ¢asa

4.2.3 PRIMERJAVA

Iz rezultatov razberemo, da je razpad pri aerogelih in kserogelih potekal zelo podobno in da
med rezultati, predvsem na zadetku ni vedjih razlik. Iz grafa 3 je razvidno, da se je masa pri

aerogelih znatneje povecala kot pri kserogelih.
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Graf 3: Razpad - primerjava povprecij v odvisnosti od ¢asa
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4.3 VSEBNOST INDOMETACINA

Iz tabele 5 lahko razberemo, da je masa indometacina, ki smo jo dolocili po enacbi 1, v vzorcih
dokaj podobna. Meritev smo ponovili po 96 urah in dobili rezultate, ki so predstavljeni v tabeli
6. Vsebnost indometacina se je povecala v vseh treh vzorcih. Vsebnost se je najbolj povecala

v vzorcu, ki je Ze na zaCetku vseboval najve¢ indometacina.

Tabela 5: Vsebnost indometacina

Koncentracija Masa indometacina Vsebnost Povprecje vsebnosti
indometacina v vzorcu (mg) indometacinav indometacina v
(mg/mL) vzorcu (%) vzorcu (%)
0,151 1,51 0,166
0,195 1,93 0,210 0,177
0,133 1,33 0,155

Tabela 6: Vsebnost indometacina po treh dneh

Absorbance Koncentracija Masa Vsebnost Povprecje
(povprecje treh indometacinav indometacinav indometacinav vsebnosti
meritev) vzorcu (mg/mL) vzorcu (mg) vzorcu (%) indometacina v

vzorcu (%)

1,4941 0,083 16,652 1,830
1,7234 0,096 19,214 2,067 1,882
1,3445 0,075 14,991 1,749

4.4 SPROSCANJE INDOMETACINA

Iz grafa 4, ki prikazuje sproscanje indometacina, razberemo, da se je zacela zdravilna
ucinkovina sproscati po 24 urah. Spros¢anje smo spremljali 31 dni, na koncu meritev se je
sprostilo 5,7 % indometacina. Meritve smo izvajalipo1h,2h,5h,7h,12h, 18 h, 24 hin po

1,2,3,4,56,7 dneh. Po enem tednu smo vzor¢ili vsakih 7 dni do preteka 5 tednov.
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Tabela 7: Spros¢anje indometacina
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5 ZAKUUCEK

V raziskavi smo pripravili kompozitne materiale iz PLA in EC, ki bi lahko sluzili kot potencialni
biorazgradljivi kostni implantati. V te kompozite smo uspesno vezali tudi eno aktivno
ucinkovino —indometacin, ki se sicer uporablja za zdravljenje artritisa. Dolgorocni cilj raziskave
ja optimizacija teh materialov, da se bodo v telesu razgradili v ¢asu, v katerem bodo celice
implantat prerasle. Hkrati bo zdravilna ucinkovina ugodno vplivala na rast celic ter pripomogla

k hitrejSemu celjenju ter lajSanju bolecin.
Hipoteza 1: Nastali materiali bodo imeli makroporozno strukturo, ki je ugodna za rast celic.
Hipoteza je POTRJENA.

Pri pripravljenih kompozitih smo s pomocjo karakterizacije materialov, ki je potekala na
vrsticnem elektronskem mikroskopu, posneli fotografije, s katerih smo lahko razbrali, da so
nastali kompoziti EC-PLA visoko porozni materiali z velikimi porami do 10 um. Hkrati imajo tudi
manjse pore v velikosti nekaj nm, ki omogocajo, da v materiale vezemo aktivno ucinkovino, ki
se iz materiala kontrolirano spros¢a. Tako smo s kombinacijo PLA, ki prinasa materialu
makropore, ter EC, ki prinasa mezopore, dobili ugodni material za nadaljnje analize. Ta
makroporozna struktura omogoca ugodno rast in kolonizacijo celic in zaradi tega so

pripravljeni materiali primerni tudi za kostne implantate.
Hipoteza 2: Razpad materiala v in vitro pogojih je pri kserogelih hitrejsi kot pri aerogelih.
Hipoteza je OVRZENA.

Kserogeli se zaradi nacina suSenja obicajno skrcijo, njihova struktura pa je drugacna od
strukture aerogela. V naSem primeru nismo opazili bistvenih razlik, zato lahko potrdimo, da je
v tem primeru suSenje na zraku enako ugodno kot superkriticno susenje. Spremljali smo
nabrekanje in razpad pri treh ponovitvah pri aerogelih in kserogelih. Po opravljenih meritvah
in primerjanju le-teh lahko sklepamo, da se nabrekanje in razpad pri aerogelih in kserogelih
ne razlikujeta bistveno. Oba materiala sta stabilna v simulirani prebavni tekocini ve¢ kot tri

mesece.
Hipoteza 3: Indometacin se iz aerogelov in kserogelov sprosca kontrolirano.

Hipoteza je POTRJENA.
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Sproscanje indometacina smo izvedli v treh ponovitvah na USP llI-napravi. Na podlagi meritev,
ki smo jihizvedlipolh,2h,5h,7h,12h, 18 h,24 hinpo 1, 2,3,4,56, 7 dneh, nato pa po
enem tednu vzorcili vsakih 7 dni do preteka 5 tednov, lahko sklepamo, da se je indometacin
sproscal kontrolirano. Pripravljeni materiali so primerni za vezavo aktivne ucinkovine, kot je

indometacin, hkrati pa omogocajo njeno kontrolirano sproscanje.

Cilj raziskovalne naloge je bil pripraviti aerogele in kserogele iz polimlecne kisline in etil
celuloze ter nato karakterizirati pripravljene materiale, vanje vkljuciti zdravilno uc¢inkovino ter
spremljati njeno sproscanje. Uspesno smo pripravili aerogele in kserogele, v katere smo potem
uspesno vnesli zdravilno u¢inkovino indometacin. Za tem smo spremljali razpad pripravljenih
materialov v in vitro pogojih, spremljali smo tudi vsebnost in spros¢anje indometacina iz
pripravljenih materialov. Po opravljenih meritvah lahko povemo, da pripravljeni materiali
izjemno obetavni in da smo zdravilno uc¢inkovino uspesno vezali ter dosegli njeno kontrolirano
sproscanje. V prihodnje bi bilo potrebno Se vec raziskav na in—vitro celi¢nih linijah in dokonc¢no

potrditi, ali so taki materiali primerni za kostne implantate.
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