E. GOVORCIN BAJSIC et al.: Elektroispredeni polikaprolakton za kontrolirani prijenos lijekova, Kem

Elektroispredeni polikaprolakton za

kontrolirani prijenos lijekova

E. Govorcin Bajsi¢>" E. Zdraveva,® B. Mijovic,* T. Holjevac Grguric,

M. Tominac Trcin®i T. Zubin Ferri®

375

-Ind. 68 (9-10) (2019) 375-380

https://doi.org/10.15255/KUI.2019.007
KUI-21/2019

lzvorni znanstveni rad

Prispjelo 23. veljace 2019.
Prihvaceno 16. srpnja 2019.

Ovo djelo je dano na koristenje pod
Creative Commons Attribution 4.0
International License

2Sveuciliste u Zagrebu, Fakultet kemijskog inZenjerstva i tehnologije, Hrvatska

bSveuciliste u Zagrebu, Tekstilno-tehnoloski fakultet, Hrvatska
cSveuciliste u Zagrebu, Metalurski fakultet Sisak, Hrvatska

dSveucilisna bolnica Sestre Milosrdnice, Banka tkiva, Klinika za traumatologiju, Hrvatska

¢Centar za istraZivanje materijala Istarske Zupanije, Hrvatska

Sazetak

Kljucne rijeci

Tkivno inzenjerstvo dobra je alternativa za razvoj tkiva ili potencijalnih organa iz pacijentova vlastitog stani¢nog materijala, a
kako bi se smanjio problem nedostatka organa za transplantaciju. Elektroispredeni materijali su dobri kandidati kod primjene
u biomedicini tj. kao nosaci za uzgoj tkivnih stanica. Kod regeneracije tkiva mogu dodatno prenositi lijekove kontrolirano
prema terapiji. U ovom je radu istrazivano kontrolirano otpustanje antibiotika Cefuroxima (CFU) koji se upotrebljava u terapiji
okularnog tkiva. Elektroispredeni su polikaprolaktonski nosaci uz dodatak CFU-a u udjelima od 1, 2, 5i 10 mas %. Uspjesna
kapsulacija antibiotika potvrdena je pojavom novih karakteristiénih pikova u FTIR spektrima elektroispredenih mjesavina. Do-
datkom antibiotika i pove¢anjem njegove koncentracije dobivaju se vlakna homogenijeg izgleda s manjim brojem deformacija
po duljini vlakna. UV-VIS spektrofotometrijom praceno je vrijeme otpustanja antibiotika iz elektroispredenih PCL/CFU nosaca.
Dobiveno je povecanje apsorbancije antibiotika s viemenom i porastom koncentracije lijeka u nosacu.

Elektroispredanje, polikaprolakton, Cefuroxim, vlaknasti nosaci, tkivno inZenjerstvo

1. Uvod

Jedna od najuspjesnijih tehnika proi-
zvodnje nanovlakana u novije vrijeme
je tehnika elektroispredanja. Kod te
tehnike polimerna otopina se raste-
Ze i stanjuje zbog elektrostatskih sila
te rezultira formiranjem finih vlakana
s promjerom na nanoskali. Materijali
dobiveni tom tehnikom imaju strukturu
nasumicno rasporedenih elektroispre-
denih vlakana.' Jedna od primjena tih
materijala veze se uz biomedicinu, gdje
se mogu upotrebljavati kao nosaci za
uzgoj tkivnih stanica ali i kao nosaci za
prijenos lijekova. Navedene primjene

“ in vitro

in vivo

rezultat su posebnih svojstava poput
velike specificne povrsine, velike po-
roznosti i medusobno povezanih pora.
Tehnika omogucava kontrolu morfolo-
gije vlakana, varijaciju u sastavu kao i
modifikaciju strukture materijala, ¢cime
se jednostavno moze kontrolirati i tempo otpustanja lije-
ka.>3 Najveci problem kod transplantacije organa je ne-
dovoljan broj odgovaraju¢ih donorskih organa, moguce
odbacivanje transplantiranog organa i moguce upalne
reakcije nakon operacije. Tkivno inZenjerstvo temelji se
na dva principa: 1) razvoju nosaca za uzgoj stanica izvan
ljudskog tijela koji ¢e se nakon rasta tkiva transplantirati i
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Slika 1 — Tkivno inzenjerstvo u transplantaciji tkiva
Fig. 17— Tissue engineering in tissue transplantation

2) razvoju nosaca u kombinaciji s faktorima rasta/lijekovi-
ma koji nakon implantacije podrzavaju rast tkiva iz stanice
tijela, slika 1. Uloga tih nosaca je da utjecu na fizicko, ke-
mijsko i biolosko okruzenje tkivnih stanica.*

Prema tome, zahtjevi koje nosaci moraju ispunjavati su:
biokompatibilnost (za vezivanje stanica), biorazgradljivost
(uz kontroliranu brzinu razgradnje), poroznost (za migraci-
ju stanica i prijenos nutrijenata), mehanicka svojstva (kako
bi se poduprla regeneracija oste¢enog tkiva) i prijenos bi-
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oloskih komponenti i lijekova (za interakciju sa stanicama
i zacjeljivanje).® Tehnike proizvodnje nosaca ukljucuju:
naslojavanje vlakana, liofilizacija iz emulzije, lijevanje iz
otapala, obradu visokim tlakom, obradu plinom, fazno
razdvajanje, elektroispredanje te tehnike brze izrade pro-
totipova (npr. 3D printanje). Nosaci se upotrebljavaju kod
sr¢anih bolesti, u zacjeljivanju rana i tkivnog rasta, regene-
raciji hrskavice i kostiju, regeneraciji jetre, tkivnog inzenjer-
stva zivéanog sustava, za prijenos bioloskih komponenti i
lijekova.® Elektroispredanje omogucava izravnu kapsula-
ciju lijekova u polimerno vlakno, poboljsava ucinkovitost
kapsulacije, moze smanijiti poCetno naglo otpustanje lijeka
te, ako se primjenjuje lokalno (kao implantati), smanjuje
dozu lijeka. Elektroispredeni materijali za prijenos lijekova
mogu se primijeniti izravno na kozu za zacjeljivanje rana
ili se mogu implantirati kako bi omogucili antibiotska, anti-
fungalna, antimikrobna ili antitumorska svojstva.”

Elektroispredeni materijali za prijenos lijekova primjenju-
ju se kao zavoji za rane, transdermalni sustavi, u terapi-
ji tumora, za prijenos faktora rasta, nukleinskih kiselina i
mati¢nih stanica.® Otpustanje kapsulirane komponente iz
elektroispredenih vlakana temelji se ponajprije na principu
difuzije te moze biti pod utjecajem biorazgradljivosti poli-
mera, morfologije vlakana ili promjera vlakana, hidrofilno-
sti, hidrofobnosti i poprecnog presjeka vlakna.’

Polimeri koji se upotrebljavaju kod izrade sustava za pri-
jenos lijekova dijele se na prirodne materijale (fibroin,
kolagen, Zelatina, kitozan, alginat, hilauronska kiselina),
sintetske materijale (poli(a-hidroksiesteri), polianhidridi,
poliortoesteri) i anorganske biomaterijale (hidroksiapa-
tit).>'? Jedan od cesce upotrebljavanih polimera za izradu
elektroispredenih nosaca je polikaprolakton (PCL). PCL
je biorazgradljiv, biokompatibilan, hidrofoban i kristalast
polimer. Otporan je na utjecaj vode, ulja i otapala, ima
zadovoljavajudu fleksibilnost, Zilavost, permeabilnost i spo-
sobnost preoblikovanja. Zbog svoje spore razgradnje PCL
je pogodan za dulju primjenu, ¢ak i u razdoblju duljem
od jedne godine. Upotrebljava se u medicini tako da su
razliciti lijekovi inkapsulirani u PCL-u jer je pogodan za
kontrolirano oslobadanje lijeka a takoder se upotrebljava
i za izradu medicinskih pomagala.™

U ovom radu pripremljeni su elektroispredeni nosaci na
bazi PCL-a za kontrolirano otpustanje antibiotika u tera-
piji okularnog tkiva. Kao model upotrijebljen je antibio-
tik Cefuroxime u razlic¢itim koncentracijama, a elektro-
ispredeni nosaci ocijenjeni su u odnosu na kapsulaciju
antibiotika, morfologiju vlakana i vremensko otpustanje
antibiotika.

2. Eksperimentalni dio
2.1. Materijali

Materijali koji su upotrijebljeni u ovom radu su polika-
prolakton (PCL), molekulske mase 80 000, proizvodaca
Lach-Ner, antibiotik Cefuroxim (CFU), proizvodaca Astro
Pharm i otapala glacijalna octena kiselina i aceton, proi-
zvodaca Ru-Ve.
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2.2. Priprema PCL/CFU polimernih disperzija

Pripremljene su polimerne disperzije otapanjem 10 g i
18 g PCL-a u 100 ml otapala (glacijalna octena kiselina i
aceton u volumnom omijeru 8 : 2) uz konstantno mijesanje
od 24 h. Antibiotik Cefuroxim (CFU) dodan je u koncen-
tracijiod 1, 2, 51 10 mas % u odnosu na masu polimera uz
daljnje mijesanje i zagrijavanje na 50 °C. Elektroispredanje
pripremljenih PCL/CFU otopina provedeno je na uredaju
za elektroispredanje NT-ESS-300, NTSEE Co. Ltd., Juzna
Koreja. Uvjeti elektroispredanija bili su: elektricni napon
od 15 do 17 kV, udaljenost izmedu vrha igle i kolektora
15— 18 cm, brzina protoka polimerne otopine od 1T mlh~!
i vrijeme elektroispredanja od 4 h.

Pripremljene otopine ispredane su na ravnom kolektoru,
gdje se vlakna nasumi¢no pozicioniraju i na kolektorima
specijalne geometrije za ciljano pozicioniranje vlakana i
formiranje 3D vlaknaste strukture pogodne kod izrade no-
saca za uzgoj tkivnih stanica.

2.3. Izrada 3D printanih kolektora

3D modeli kolektora specijalne geometrije izradeni su po-
mocu programa CATIA V5. 3D printanje kolektora prove-
deno je na Form 2 3D pisacu proizvodaca FormLabs, koji
radi po principu SLA+DLP tehnologije printanja s rezoluci-
jom printanja od 100 do 25 mikrona, a kao materijal upo-
trijebljena je standardna fotoreaktivna prozirna smola na
bazi estera metakrilne kiseline i foto-inicijatora. Na slici 2
prikazan je primjer 3D modela kolektora i izgled kolektora
nakon 3D printanja namijenjenog za uzgoj tkivnih stanica
oka odnosno regeneracije o¢nog tkiva.

Slika 2 — 3D model i 3D printani kolektor
Fig. 2 —3D model and 3D printed collector

2.4. Karakterizacija elektroispredenih PCL/CFU nosaca

2.4.1. Odredivanje kapsulacije antibiotika -
FTIR-ATR spektroskopija

Za odredivanje kapsulacije Cefuroxima u polimernoj PCL
matrici primijenjena je FTIR — ATR spektroskopija, FTIR
Spectrum One, Perkin Elmer uz ATR komoru. Mjerenja su
provedena pri sobnoj temperaturi u podrucju valnih bro-
jeva od 4000 do 650 cm™". Uzorci su snimljeni u svojem
osnovnom obliku, bez prethodne pripreme.

2.4.2. lzgled povrsine nosaca - SEM mikroskopija

Izgled povrsine elektroispredenih PCL/CFU nosaca te mor-
fologija vlakana promatrana je pretraznim elektronskim mi-
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kroskopom SEM QUANTA 250, FEL. Prije snimanja uzorci
se naparavaju legurom zlata kako bi se povecala elektri¢na
vodljivost. Snimanje je provedeno nasumicno pri razlicitim
povecanjima.

2.4.3. Otpustanje antibiotika iz PCL/CFU nosaca -
UV-VIS spektroskopija

Otpustanje antibiotika iz elektroispredenih PCL/CFU no-
saCa praceno je 7 — 10 dana prema vremenskom modelu
trajanja terapije oka. Uzorci dimenzija 20 X 20 mm in-
kubirani su u 10 ml fizioloske otopine pri temperaturi od
37 °C. 1 -2 ml otopine uzimani su svakih 24 h, snimani su
UV-Vis spektrofotometrom, a ostatak otopine nadopunja-
van je istom kolicinom nove fizioloske otopine. Snimanje
je provedeno na UV/Vis spektrofotometru Perkin Elmer
Lambda EZ 201, pri brzini od 100 nm min~".
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Slika 3 — FTIR spektar PCL vlaknastog nosaca
Fig. 3 —FTIR spectra of the PCL fibrous scaffold
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Slika 5 — FTIR spektar PCL + 2 % CFU vlaknastog nosaca
Fig. 5 —FTIR spectra of the PCL + 2 % CFU fibrous scaffold
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3. Rezultati i rasprava

3.1. Kapsulacija antibiotika u elektroispredenim
PCL/CFU nosacima

Na slikama 3 — 7 dani su FTIR spektri elektroispredenih
vlaknastih nosaca cistog PCL-a i PCL-a s dodanim CFU
antibiotikom. Kemijska struktura PCL-a ima karakteristic-
nu vrpcu na 2940 cm™' vezanu za asimetricno istezanje
—CH,— skupina i 2861 cm™’, koja odgovara simetricnom
istezanju —CH,_ skupina.’ Vibracije istezanja esterske
karbonilne skupine (C=0) u amorfnoj fazi odgovaraju
vrpci na 1720 cm™","? dok vrpca na 1292 cm™' odgovara
C—C i C-O istezanju u kristalnoj fazi PCL-a. Vibracijska
vrpca na 1238 cm™" odgovara asimetricnoj vezi C—O—C
i vrpca na 1164 cm™" odgovara simetri¢noj vezi C—O—C.

Dodatkom antibiotika CFU, FTIR spektri mjesavina po-
kazuju nove karakteristicne pikove pri valnim duljinama
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Slika 4 — FTIR spektar PCL + 1 % CFU vlaknastog nosaca
Fig. 4 —FTIR spectra of the PCL + 1 % CFU fibrous scaffold

98 1538

96 16644™)
94 [l

159
92 623
90 2865
88

86 2944

g4 731
82
80 ﬂ 959

78 129

76
74 1046

72
70
68
66 1238
64
62
60
58
56

4
;2 1171
1726

T/%

s0} PCL + 5 % CFU

48

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800650
valni broj/cm™"

Slika 6 — FTIR spektar PCL + 5 % CFU vlaknastog nosaca
Fig. 6 —FTIR spectra PCL + 5 % CFU fibrous scaffold
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Slika 7 — FTIR spektar PCL + 10 % CFU vlaknastog nosaca
Fig. 7 —FTIR spectra PCL + 10 % CFU fibrous scaffold

od 1538, 1591 i 1623 cm™’, koji se odnose na kemijsku
strukturu CFU-a i njihov intenzitet je najveéi kod mase-
nog udjela od 10 mas % CFU-a. Navedeni karakteristi¢ni
pikovi pojavljuju se kod svih elektroispredenih nosaca do-
datkom CFU-a, a njihov se intenzitet povecava porastom
koncentracije antibiotika, slika 8. Bazna linija krivulja na
slici 8 normalizirana je u programu Spectrum v 5.0 prema
Cistom PCL-u te se vidi porast intenziteta navedenih ap-
sorpcijskih vrpci vezanih za CFU. Tim porastom intenziteta
apsorpcijskih vrpci potvrdena je kapsulacija antibiotika u
PCL elektroispredenim vlaknastim nosacima.

3.2. Izgled povrsine i morfologija vlakana
PCL/CFU nosaca

Slika 9(a-f) prikazuje SEM mikrografije elektroispredenih
nosaca Cistog PCL-a i PCL-a s dodatkom razlic¢itih koncen-
tracija antibiotika. Opcenito, svi elektroispredeni nosaci
pokazuju uspjesno formiranu vlaknastu strukturu s nasu-
micnim rasporedom vlakana cjevastog oblika i glatke po-
vrsine. Povecanjem koncentracije PCL otopine s 10 % (sli-
ka 9a) na 18 % (slika 9b) jasno se vidi da se smanjuje broj
deformacija (grudica) okruglog oblika po duljini vlakana.

Opcenito, kod niskih koncentracija polimernih otopina
elektroispredena vlakna su nejednoli¢na s varijacijom pro-
mjera po duljini vlakna.” Razlog formiranja deformacija
u elektroispredanju je mala sila povrsinske napetosti, koja
se povecava s povec¢anjem koncentracije polimera, a kada
je jednaka nuli, onda rezultira formiranjem kapljica bez
istezanja mlaza kako bi se formirala vlakna.™* Opéenito,
dodatkom antibiotika CFU dolazi do smanjenja broja ili
nestajanja deformacija. Kod koncentracije od 1 mas %
CFU-a, deformacije prelaze iz okruglog oblika u vretenasti
oblik (slika 9c).

Kod PCL/CFU nosaca s koncentracijama od 2, 5 i 10 mas %
CFU-a deformacije gotovo da nestaju te vlakna poprima-
ju jednolican oblik s vrlo malim brojem plosnatijih zade-
bljanja, slika 9(d-f). Dodatak antibiotika CFU i povecanje
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Slika 8 — FTIR spektri PCL, PCL + 1 % CFU, PCL + 2 % CFU, PCL
+ 5% CFU i PCL + 10 % CFU vlaknastih nosaca

Fig. 8 —FTIR spectra of the PCL, PCL + 1 % CFU, PCL + 2 % CFU,
PCL + 5 % CFU and PCL + 10 % CFU fibrous scaffolds

Slika 9 — SEM mikrografije elektroispredenih: a) 10 % PCL, b) 18
% PCL, ¢) PCL/1 % CFU, d) PCL/2 % CFU, e) PCL/5 %
CFU i f) PCL/10 % CFU

Fig. 9 - SEM micrographs of the electrospun: a) 10 % PCL, b) 18
% PCL, ¢) PCL/1 % CFU, d) PCL/2 % CFU, e) PCL/5-%
CFU, and f) PCL/10 % CFU

njegove koncentracije rezultira elektroispredanjem vlaka-
na homogenijeg izgleda s manjim brojem deformacija po
duljini vlakna i manjim srednjim promjerom vlakana zbog
povecanja ukupne koncentracije otopine.
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3.3. Otpustanje antibiotika iz PCL/CFU nosaca

Slika 10 pokazuje apsorbanciju antibiotika u fizioloskoj
otopini u ovisnosti 0 vremenu otpustanja iz elektroispre-
denih PCL/CFU nosaca mjerenu svakih 24 sata. Prema
vremenskom modelu terapije oka s otopinom antibiotika
CFU od 7 do 10 dana mjerenje je provedeno kontinuirano
u trajanju od 9 dana. Promjena apsorbancije s vr.emenom
potvrduje otpustanje antibiotika u fiziolosku otopinu te se
primjecuje slican trend ponasanja kod svih koncentracija
antibiotika. Od 1 do 4 dana ne primjecuje se znacajna
promjena vrijednosti apsorbancije, dok je kod 5 i 6 dana
primjetna nagla promjena, sto ukazuje na najvece otpusta-
nje antibiotika iz elektroispredenih nosaca. U vremenu od
7 do 9 dana primjecuje se gotovo konstantna vrijednost
apsorbancije, sto ukazuje na ponovnu neznacajnu pro-
mjenu otpustene koli¢ine antibiotika u fiziolosku otopinu.
Vidljivo je da vrijednosti apsorbancije postupno rastu od
1 do 9 dana kod svih elekroispredenih PCL/ CFU nosaca,
osim kod elekroispredenog nosaca PCL+2 % CFU, kod ko-
jeg dolazi do velikog porasta apsorbancije nakon 7 dana,
sto moze ukazati na nehomogenu kapsulaciju antibiotika u
elektroispredenom nosacu.
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Slika 9 — Ovisnost apsorbancije o vremenu otpustanja
Fig. 9 — Absorbance as a function of time release

Opcenito, povecanje vrijednosti apsorbancije ili otpustanje
antibiotika je malo, a to se moze svakako pripisati kristalnoj
strukturi PCL-a i njegovoj hidrofobnosti, $to otezava difuzi-
ju vodene otopine prema polimeru i izvan njega. Prednost
elektroispredenih nosaca kao nosaca za prijenos lijekova
njihova je velika specifi¢na povrsina i velika poroznost, sto
omogucava kapsulaciju lijekova i njihovo lako otpustanje
iz nosaca. Rezultati dobiveni SEM-om ukazuju na uspjesnu
kapsulaciju CFU-a u PCL matricu, $to se vidi iz promjene
morfologije PCL/CFU elektroispredenih vlakana dodatkom
i povecanjem koncentracije lijeka. Dobiveni rezultati ot-
pustanja lijeka u vremenu od 7 do 10 dana, koliki je vre-
menski model trajanja terapije oka, pokazuju da se elek-
troispredeni PCL/CFU nosaci mogu primijeniti kao nosaci
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za prijenos lijekova i kontroliranu terapiju (lijecenje) tkiva
oka. Takoder se tempo otpustanja lijeka moze kontrolirati
modifikacijom strukture elektroispredenih nosaca.

4. Zakljucak

FTIR spektri PCL/CFU nosaca pokazuju pojavu novih ka-
rakteristicnih pikova dodatkom antibiotika CFU, a njihov
se intenzitet povecava porastom koncentracije antibiotika,
¢ime je potvrdena kapsulacija antibiotika u PCL elektro-
ispredenim vlaknastim nosacima. U odnosu na morfologi-
ju elektroispredenih nosaca, SEM mikrografije su pokazale
da dodatak antibiotika CFU i povecanje njegove koncen-
tracije rezultira elektroispredanjem vlakana homogenijeg
izgleda s manjim brojem deformacija po duljini vlakna
zbog povecanja ukupne koncentracije otopine. Povecanje
apsorbancije antibiotika iz fizioloske otopine s vremenom
pokazuje porast otpustanja antibiotika uz neznacajne pro-
mjene njezine vrijednosti 1 —4 i 7 — 9 dana uz nagli porast
iste kod dana 5 i 6. Maksimalno otpustanje antibiotika vid-
ljivo je za elekroispredeni PCL+2 % CFU nosac, sto moze
ukazati na nehomogenu kapsulaciju antibiotika u elektro-
ispredenom nosacu.
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Popis kratica i simbola
List of abbreviations and symbols

SEM — pretrazna elektronska mikroskopija

— scanning electron microscopy

FTIR-ATR — infracrvena spektroskopija s Fourierovom
transformacijom — prigusena totalna refleksija
— Fourier-transform infrared spectroscopy —
attenuated total reflectance

UV-Vis  — ultraljubicasta-vidljiva spektroskopija
— ultraviolet-visible spectroscopy
PCL — polikaprolakton
— polycaprolactone
CFU — Cefuroxim
— Cefuroxime
A — apsorbancija, %
— absorbance, %
k — valni broj, cm™!
— wave number, cm™’
T — propusnost, %
— transmittance, %
t — vrijeme, dani

— time, days
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SUMMARY

Electrospun Polycaprolactone for Controlled Drug Delivery

Emi Govorcin Bajsi¢,®" Emilija Zdraveva,® Budimir Mijovic,> Tamara Holjevac Grguric,©
Mirna Tominac Trcin,® and Tea Zubin Ferri®

Tissue engineering is a good alternative for the development of tissue or potential organs from the
patient’s own cell material in order to reduce the problem of organ transplant deficiency. Elec-
trospun materials are good candidates for use in biomedicine, as scaffolds for tissue cells culture.
Additionally, these scaffolds can provide controlled drug release in tissue regenerative therapies.
In this paper, controlled release of antibiotic Cefuroxim (CFU), which is used for ocular tissue
therapy, was investigated. The polycaprolactone scaffolds were prepared by electrospinning with
the addition of CFU in the amount of 1, 2, 5, and 10 wt %. The successful antibiotic capsulation
was confirmed by the new characteristic peaks appearing in the FTIR spectra of the electrospun
blends. With the addition of antibiotic and increase in its concentration, fibres with more uniform
morphology and less deformations along the fibres length were obtained. The release of antibiotic
from PCL scaffolds was determined by UV-VIS spectrophotometer. Obtained was an increase in
absorption of antibiotics with time and with increased drug concentration in the scaffolds.
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Electrospinning, polycaprolactone, Cefuroxime, scaffolds, tissue engineering
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