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Povzetek 

V okviru doktorske disertacije smo s polimerizacijo z odpiranjem obroča (ROP) v zvezni fazi 
emulzij z visokim deležem interne faze (HIPE) polimerizirali heterociklične monomere. 
Prednost ROP neposredno v HIPE-u je v tem, da lahko pripravimo popolnoma razgradljiva 
poliHIPE-ogrodja specifične morfologije na osnovi poliestrov in sintetičnih polipeptidov. Za 
uspešno izvedbo ROP v HIPE-u smo pripravili brezvodne emulzije in uporabili organske 
katalizatorje, ki omogočajo izvedbo ROP pri relativno nizkih temperaturah in primerni 
hitrosti polimerizacije. Hitrost ROP v HIPE-u se je izkazala kot izredno pomemben 
parameter, saj mora zvezna faza emulzije želirati v času stabilne emulzije, obenem pa mora 
biti viskoznost emulzije primerna za zadovoljivo mešanje in prenos v primerne modele.  

V prvem delu doktorskega dela predstavljamo poliHIPE na osnovi semikristaliničnega 
poliestra, poli(ε-kaprolaktona) (PCL). S stopnjo zamreženosti smo vplivali na 
termomehanske lastnosti PCL poliHIPE-materiala, ki izkazuje oblikovni spomin. Oblikovni 
spomin smo raziskali s termomehanskimi cikličnimi testi in pokazali, da ga odlikujeta odlična 
fiksacija začasne oblike pri nizki temperaturi in odlična povrnitev v prvotno obliko med 
segrevanjem nad temperaturo tališča. Manj zamrežen poliHIPE ima višji temperaturi 
taljenja in kristalizacije in ga lahko fiksiramo že pri sobni temperaturi.  

Metodo ROP v HIPE-u smo razširili na različne vrste N-karboksianhidridov (NCA) α-
aminokislin ter kot prvi pripravili poliHIPE-materiale iz sintetičnih polipeptidov. Hitrost 
polimerizacije se je izkazala kot izredno pomemben parameter za uspešno pripravo 
poliHIPE sintetičnih polipeptidov, saj mora omogočati nadzorovano izhajanje plinastega 
ogljikovega dioksida, ki se sprošča med ROP NCA. Sintezni postopek, ki smo ga razvili, 
omogoča sintezo poliHIPE-ogrodij na osnovi polipeptidov različne kemijske sestave, pri 
čemer je zaradi razlik v reaktivnosti NCA-monomerov za vsak sistem reaktantov potrebno 
prilagoditi eksperimentalne pogoje sinteze, kot so koncentracija monomerov, količina 
katalizatorja, količina surfaktanta, vrsta zamreževalca in topila. Vzpostavili smo relacije med 
sintezo, strukturo in lastnostmi sintetiziranih poliHIPE-ov ter postavili temelje za 
načrtovanje in pripravo različno funkcionaliziranih polipeptidnih poliHIPE-materialov. 
Pokazali smo, da lahko z deležem interne faze in količino surfaktanta prilagajamo 
morfologijo poliHIPE, ki igra pomembno vlogo pri uporabi materiala v namen gojenja celic. 
Na izbranem polipeptidnem poliHIPE-u smo potrdili, da material ni toksičen za celice ter da 
omogoča njihovo rast in proliferacijo. V nadaljevanju smo pokazali, da je razvita metoda 
primerna za pripravo poliHIPE-polimerov na osnovi različnih polipeptidov, kot tudi 
kopolipeptidov. Pokazali smo tudi, da lahko z odščito zaščitenih stranskih skupin 
polipeptidov pripravimo poliHIPE-hidrogele, ki omogočajo nadaljnje popolimerizacijske 
modifikacije. Opisan pristop k pripravi polipeptidnih poliHIPE-ov obeta načrtovanje in 
pripravo makroporoznih ogrodij na osnovi sintetičnih polipeptidov različne kemijske 
sestave, katerih funkcionalnost lahko enostavno prilagajamo z izborom NCA-monomerov.  

 

Ključne besede: polimerizacija z odpiranjem obroča (ROP), emulzije z visokim deležem 
interne faze (HIPE), poli(ε-kaprolakton) (PCL), oblikovni spomin, sintetični polipeptidi, tkivno 
inženirstvo 
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Abstract 

In this doctoral thesis, ring-opening polymerization (ROP) of heterocyclic monomers in a 
continuous phase of high internal phase emulsions (HIPEs) was performed. ROP directly in 
HIPE enables the preparation of fully degradable polyester and synthetic polypeptide 
polyHIPEs with specific porous morphology. For the successful implementation of ROP in 
HIPE, anhydrous HIPEs were prepared and organic catalysts were used to enable ROP at 
relatively low temperatures and suitable polymerization rate. It has been shown that the 
rate of ROP in HIPEs is an extremely important parameter, as the continuous phase of the 
emulsion must gel within the time-frame of emulsion stability, while at the same time the 
HIPE viscosity must be suitable for adequate stirring and transfer of emulsions into the 
molds.  

In the first part of the work, polyHIPEs based on a semi-crystalline polyester, poly(ε-
caprolactone) (PCL), are presented. The thermomechanical properties of the prepared PCL 
polyHIPEs were investigated and found to be strongly dependent on the degree of PCL 
crosslinking. PCL polyHIPEs exhibit shape memory behavior with excellent fixation of the 
temporary shape at low temperatures and excellent recovery of the original shape when 
heated above the melting temperature, as demonstrated by cyclic thermomechanical tests. 
Less crosslinked polyHIPE shows higher melting and crystallization temperatures and as a 
result, its temporary shape can be fixed even at room temperature.  

The synthetic method was further extended to the polymerization of various types of α-
amino acid N-carboxyanhydrides (NCAs) to prepare synthetic polypeptide polyHIPEs not 
previously reported. The polymerization rate has been shown to be an extremely important 
parameter for the successful preparation of polypeptide polyHIPEs, as it determines the 
rate of carbon dioxide release from HIPE during the ROP of NCA monomers. The synthetic 
process we developed allows the synthesis of polypeptide polyHIPE scaffolds with different 
chemical compositions. However, due to the different reactivity of NCA monomers, it is 
necessary to adjust the experimental conditions such as monomer concentration, catalyst 
amount, surfactant amount, type of crosslinker and type of solvent. Moreover, we have 
established relationships between the synthesis, structure and properties of the 
synthesized polyHIPE scaffolds and laid the foundation for the design and preparation of 
differently functionalized polypeptide polyHIPE scaffolds. We have shown that the 
morphology of the polyHIPEs, which plays an important role in the use of the material for 
cell culture, can be adjusted by the proportion of the internal phase in HIPE and the 
amount of surfactant. In the case of selected polypeptide polyHIPE, we have confirmed that 
the material is nontoxic to cells and that it allows good viability, migration and proliferation 
of cells throughout the polypeptide polyHIPE scaffold. Furthermore, the disclosed synthetic 
procedure is applicable for the preparation of polyHIPEs based on various polypeptides as 
well as copolypeptides. In addition, we have shown that we can prepare polyHIPE hydrogels 
by deprotecting the protected side groups of polypeptides. The unprotected functional 
groups allow further postpolymerization modifications of the polyHIPEs. The described 
approach to the preparation of polypeptide polyHIPEs promises the design and preparation 
of macroporous polypeptide scaffolds with different chemical compositions, whose 
functionality can be tuned simply by selecting the types of NCA monomers.  
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1 Uvod 

Porozni polimerni materiali so uporabni na področjih od separacije, katalize in čiščenja vod 
do biomedicinskih aplikacij, kot so gojenje celic, tkivno inženirstvo in regenerativna 
medicina.1 Raznolikost sinteznih poti za pripravo polimerov omogoča načrtovanje in 
izdelavo poroznih polimerov različne kemijske sestave kot tudi oblike, npr. monolitov, 
membran ali kroglic.2 Porozne polimere običajno pripravimo s tehnikami, kot so predenje, 
tridimenzionalno tiskanje, temperaturno procesiranje, s fazno separacijo ali z uporabo 
porogenov, ki jih po pripravi ogrodja odstranimo.3 Dober nadzor nad poroznostjo kot tudi 
velikostjo in povezanostjo por omogoča templatiranje z emulzijami z visokim deležem 
notranje faze (angl. high internal phase emulsion, HIPE).4 Pri tem polimeriziramo notranjo, 
zvezno fazo emulzije, ki vsebuje monomere, medtem ko dispergirano, kapljično fazo, po 
sintezi odstranimo.5 Polimerizirane HIPE (t.i. poliHIPE) običajno pripravimo s prosto 
radikalsko polimerizacijo stirenskih, akrilatnih ali metakrilatnih monomerov. Nabor 
polimerizacijskih tehnik, primernih za HIPE, se postopoma širi tudi na kontrolirano 
radikalsko polimerizacijo, metatezno polimerizacijo z odpiranjem obroča, Diels-Alder in klik 
polimerizacije.6 V večini primerov so poliHIPE-i sintetizirani iz nerazgradljivih polimerov, 
vendar pa je v zadnjem času vedno večje zanimanje za pripravo razgradljivih poliHIPE-
ogrodij,7 ki so primerni za uporabo v tkivnem inženirstvu.8 Pri uporabi materialov v tkivnem 
inženirstvu je izjemno pomembna ustrezna porozna morfologija ogrodja, ki omogoča 
prenos hranil, odvajanje metabolnih izločkov in rast celic preko celotnega ogrodja, kot tudi 
biorazgradljivost in biološka združljivost samega polimera in njegovih razgradnih produktov. 
Razgradljive polimere, kot so npr. poliestri in sintetični polipeptidi, je možno pripraviti s 
polimerizacijo z odpiranjem obroča (angl. ring-opening polymerization, ROP) laktonov oz. N-
karboksianhidridov (angl. N-carboxyanhydride, NCA) α-aminokislin. Poliestri imajo dobre 
mehanske lastnosti in se, odvisno od kemijske sestave in molske mase, razgradijo v času od 
nekaj mesecev do nekaj let, zato so uporabni predvsem kot ortopedski pripomočki in 
dolgotrajna ogrodja za tkivno inženirstvo.9 Posebna pozornost med poliestri je namenjena 
poli(ε-kaprolaktonu) (PCL), ki ga pripravimo z ROP ε-kaprolaktona (CL).10 PCL je delno 
kristaliničen polimer, zaradi česar lahko pri zamreženju izkazuje oblikovni spomin.11 
Sintetične polipeptide odlikujejo odlična biološka združljivost, encimska razgradljivost in 
prisotnost funkcionalnih skupin. Uporabljajo se predvsem za tarčno dostavo zdravilnih 
učinkovin in v tkivnem inženirstvu.12  

1.1 Opredelitev problema 
Razgradljivost in biološka združljivost polimerov sta povezani s kemijsko sestavo, medtem 
ko so morfološke lastnosti odvisne od načina priprave poroznega materiala. Ogrodja na 
osnovi PCL, pripravljena s tridimenzionalnim tiskanjem, omogočajo dobro kontrolo nad 
porozno morfologijo, vendar je tehnika omejena na pripravo ogrodij s porami velikosti 
nekaj 100 μm, postopek pa je drag in dolgotrajen.10 Pogosteje uporabljeno tehniko 
predstavlja predenje iz raztopine, s čimer dobimo nespletene vlaknaste mreže s porami 
velikostnega reda 10 μm.10 Priprava vlaknastih nosilcev na osnovi PCL z omenjeno tehniko 
je že dobro raziskana. Pomanjkljivost ogrodij na osnovi PCL je hidrofoben material brez 
funkcionalnih skupin na površini. Kot boljša alternativa poliestrom za uporabo v tkivnem 
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inženirstvu so se izkazali sintetični polipeptidi, pripravljeni iz NCA-monomerov.13,14 ROP 
NCA-monomerov je pogosta tehnika za pripravo poroznih hidrogelnih ogrodij, ki lahko 
služijo kot ogrodja za rast celic. Hidrogeli imajo tridimenzionalno zamreženo strukturo kot 
posledico privlačnih nekovalentnih interakcij (ionske, hidrofobne) ali kovalentnih vezi. 
Absorbirajo in zadržijo lahko velike količine vode ter so po strukturi podobni izvenceličnemu 
matriksu.15 Hidrogeli omogočajo rast celic in so zato primerni materiali za uporabo v 
tkivnem inženirstvu.16–18 Če zamreževanje hidrogela poteka pod temperaturo ledišča vode, 
služijo kristali ledu kot templat za pripravo porozne strukture hidrogela, saj se polimerne 
verige skoncentrirajo na fazni meji med kristali in raztopino, kar vodi do nastanka kriogelov. 
Kriogeli imajo v primerjavi s hidrogeli bolj odprto poroznost in so mehansko obstojnejši, 
prav tako pa so uporabni kot materiali za rast celic.19–21 

 

Opisani postopki priprave poroznih ogrodij omogočajo le delno kontrolo nad strukturo por, 
stopnjo poroznosti in povezanostjo por. Nasprotno vodi tehnologija HIPE-templatiranja do 
dobro kontrolirane, medsebojno povezane porozne strukture. Razgradljive poliHIPE-e lahko 
razdelimo na tiste, ki so osnovani iz naravnih biopolimerov, kot so npr. polisaharidi in 
proteini, ter na poliHIPE-e na osnovi sintetičnih polimerov. PoliHIPE-materiali na osnovi 
naravnih biopolimerov imajo pogosto bolj raznoliko kemijsko sestavo, kar lahko zmanjša 
kontrolo nad zamreženjem, zato je težko ponovljivo narediti ogrodja enake kakovosti.22 V 
primeru razgradljivih poliHIPE-ov iz sintetičnih polimerov gre običajno za razgradnjo 
disulfidnih ali estrskih skupin, ki so v strukturi zamreževalca in/ali del glavne verige. 
PoliHIPE-ogrodja na osnovi PCL poliestra so bila v večini pripravljena iz raztopine polimerov 
ali s polimerizacijo makromonomerov. Pomanjkljivost ogrodij, pripravljenih iz raztopine 
PCL, je, da njihova struktura ni zamrežena. Slaba stran polimerizacije makromonomerov pa 
je visoka viskoznost raztopin PCL, ki otežuje učinkovito mešanje pri pripravi emulzij. V izogib 
problemov zaradi visoke viskoznosti so PCL s končnimi diakrilatnimi skupinami redčili in 
kopolimerizirali z akrilnimi komonomeri ali zamreževali s tiol-en klik reakcijo z 
nizkomolekularnim tritiolom, vendar tak sintezni postopek vodi do manjšega deleža 
razgradljivega PCL v strukturi poliHIPE-ogrodja,23–28 kar običajno predstavlja težavo za 
uporabo takšnih materialov v biomedicinske namene.  

 

1.2 Doktorska teza, namen in cilji 
V doktorskem delu bomo raziskali možnosti za pripravo popolnoma razgradljivih poliHIPE-
polimerov, ki združujejo morfološke lastnosti poliHIPE-ov z lastnostmi sintetičnih poliestrov 
in polipeptidov. Namen je pripraviti ogrodja s kontrolirano kemijsko sestavo, poroznostjo, 
razgradljivostjo in funkcionalnostjo. Glavna teza dela je, da lahko, kljub občutljivosti ROP, 
pripravimo in polimeriziramo HIPE na osnovi heterocikličnih monomerov, kar je do sedaj 
slabo raziskana tema. PoliHIPE-ogrodja, pripravljena neposredno z ROP, nudijo številne 
prednosti, saj emulzije v tem primeru pripravimo iz monomerov, zato ni dodatnih korakov 
sinteze in izolacije polimera oz. makromonomera, s tem pa se obenem izognemo težavi 
visoke viskoznosti raztopine polimera med mešanjem emulzije. Metodo bomo razvili za dve 
različni vrsti monomerov: ciklične estre (laktone), ki jih uporabljamo za pripravo poliestrov, 
ter za NCA-monomere za pripravo sintetičnih polipeptidov. Lastnosti nastalih poliHIPE-
ogrodij bomo prilagajali z izborom monomerov in količino zamreževalca oziroma kemijsko 
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sestavo emulzij, morfologijo ogrodja pa s količino notranje faze emulzije, površinsko 
aktivnega sredstva in katalizatorja. Pokazali bomo, da lahko z ROP, izvedeno v HIPE-u, 
pripravimo polimerna ogrodja z različnimi lastnostmi, kot so semikristaliničnost in 
funkcionalnost, ki izhaja iz raznolikega nabora NCA-monomerov. Raziskali bomo možnost 
kopolimerizacije različnih monomerov ter izpostavili dejavnike, ki so bistveni za pripravo 
obstojnih polipeptidnih poliHIPE-ov. Ne nazadnje je naš namen vzpostaviti povezave med 
sintezo, strukturo in lastnostmi materialov, kar bo odprlo možnosti za načrtovanje in 
pripravo različnih funkcionalnih poliHIPE-materialov.  

 

V prvem sklopu rezultatov doktorskega dela se bomo osredotočili na ROP tekočega 
monomera CL v HIPE. Cilj našega dela je v prvi fazi razviti metodo priprave in polimerizacije 
brezvodne emulzije, pri kateri upoštevamo omejitve ROP. Namen je pripraviti obstojne 
poliHIPE-e na osnovi zamreženega PCL. Nadalje bomo raziskali njihove termomehanske 
lastnosti v odvisnosti od sestave oz. stopnje zamreženja. Nenazadnje bomo PCL poliHIPE 
testirali na zmožnost oblikovnega spomina, kar je redka lastnost poliHIPE-materialov. 

 

V drugem sklopu bomo razširili uporabnost ROP v HIPE-u na NCA-monomere. PoliHIPE-i na 
osnovi sintetičnih polipeptidov še niso bili pripravljeni in bodo predstavljali nova 
tridimenzionalna, makroporozna ogrodja, primerna za pričvrstitev in rast celic, s 
potencialom za uporabo v tkivnem inženirstvu in regenerativni medicini. Najprej bomo 
postavili sistem brezvodnih HIPE-ov, nato pa v tretjem sklopu doktorskega dela kot dokaz 
splošne uporabnosti razvite metode razširili nabor NCA-monomerov in NCA-zamreževalcev. 
Ker so NCA-monomeri različno reaktivni, bomo na posameznih primerih optimizirali pogoje 
priprave stabilnih poliHIPE-ov. Cilj je razviti metodo, ki bo omogočala sintezo polipeptidnih 
poliHIPE-ov na osnovi poljubnih α-aminokislin. To bo odprlo pot k načrtovanju in sintezi 
raznovrstnih naprednih materialov, ki bodo uporabni za različne biomedicinske aplikacije. 
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2 Teoretični del 

2.1 Polimerizacija z odpiranjem obroča (ROP) 
Polimerizacija z odpiranjem obroča (ROP) zajema polimerizacijo heterocikličnih 
monomerov, kot so ciklični etri (epoksidi), ciklični estri (laktoni, laktidi), ciklični karbonati, 
ciklični amidi (laktami), NCA, ciklični siloksani in drugi (slika 2-1). Gonilna sila ROP je 
sprostitev napetosti v obroču, ki je posledica izkrivljenega kota vezi in odboja med 
vodikovimi atomi. Napetost je najbolj izrazita v tri- in štiričlenskih obročih, medtem ko so 
pet- do sedemčlenski obroči napeti, če vsebujejo npr. estrsko vez, pri večjih obročih pa 
napetost in posledično reaktivnost monomera upadeta.29–31  

 

Slika 2-1: Primeri heterocikličnih monomerov in pripadajočih polimernih struktur, ki nastanejo po 
mehanizmu ROP.  

ROP je verižna (angl. chain-growth) polimerizacija, ki jo v splošnem razdelimo na tri korake: 
(i) iniciacija, pri čemer nastane aktivni center, (ii) propagacija, ki vključuje rast verig z 
dodajanjem monomernih enot na aktivni konec polimerne verige, ter (iii) terminacija, ki 
vključuje reakcijo na aktivnem koncu, s čimer je onemogočena nadaljnja rast verig.31 Kadar 
je reakcija iniciacije hitrejša od propagacije, je molekulska masa makromolekularnih verig 
odvisna od razmerja med monomerom in iniciatorjem (slika 2-2). Nastali polimer ima ozko 
porazdelitev molske mase in zato nizko dispernost (Mw/Mn, pri čemer je Mw utežno 
povprečje molske mase, Mn pa številčno povprečje molske mase). Če nastale verige 
ostanejo aktivne in ne pride do terminacije oziroma stranskih reakcij, govorimo o t.i. živi 
polimerizaciji. Razlogi za odstopanja od živega značaja polimerizacije so počasna iniciacija 
ali prisotnost stranskih reakcij, česar posledica je širitev porazdelitve molskih mas. Za 
kontrolirano ROP je značilno, da se po iniciaciji koncentracija aktivnih zvrsti ne spreminja, 
poraba monomera sledi kinetiki prvega reda, povprečje molskih mas pa raste linearno s 
konverzijo monomera.32,33  
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Slika 2-2: Shematski prikaz poteka polimerizacije v primeru kontrolirane in nekontrolirane ROP.  

Iniciacijo ROP lahko sprožijo spojine, ki povzročijo heterolizo polarizirane vezi med ogljikom 
in heteroatomom, pri čemer pride do odprtja monomernega obroča.30 Glede na ionski 
naboj aktivne propagirajoče zvrsti ločimo anionski in kationski mehanizem ROP.33 Za 
anionski mehanizem ROP je značilno, da negativno nabita zvrst oz. nukleofil napade ogljikov 
atom nizke elektronske gostote ob elektron-privlačni skupini (X). Pri tem se obroč odpre, 
nastali Y- anion pa napade ogljikov atom z nizko elektronsko gostoto naslednjega 
monomernega obroča (slika 2-3A).30 Pri kationskem mehanizmu ROP monomer deluje kot 
Lewisova baza, ki napade pozitivno nabit oz. elektrofilni iniciator. Nastane ciklična kationska 
zvrst, ki se spontano odpre v primeru, če pri tem nastane stabilen X+ kation, ki ga napade 
naslednja molekula monomera (mehanizem SN1). Če X+ ni stabiliziran, bo propagacija 
potekla po mehanizmu SN2, pri čemer bo naslednja molekula monomera napadla 
elektronsko bogat ogljik ob pozitivno nabitem heteroatomu (slika 2-3B).30 Organski 
katalizatorji sodelujejo pri ROP na ta način, da aktivirajo monomer, konec verige ali oba.32 
ROP lahko sprožijo tudi kovinski katalizatorji po mehanizmu koordinacije in vstavljanja, za 
katerega je značilno, da se monomer koordinira na kovino katalizatorja in se vstavi v vez 
med kovino in kisikom. Za razliko od anionskega in kationskega mehanizma, kjer gre za 
proste ione oz. ionske pare, je v tem primeru propagirajoča zvrst kovalentno vezana na 
protiion.33 
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Slika 2-3: Iniciacija in propagacija ROP po anionskem (A) in kationskem mehanizmu (B).30 

2.2 Poliestri 
Pomembna vrsta polimerov so poliestri, ki v glavni verigi vsebujejo estrsko skupino. 
Uporabljajo se za embalažo in tekstil, pri čemer ima največji tržni delež poli(etilen 
tereftalat) (PET).34 Sinteza poliestrov je možna s stopenjsko polimerizacijo, kjer gre za 
reakcijo esterifikacije med diolom in dikarboksilno kislino (slika 2-4A) ali hidroksikislino 
(slika 2-4B). Pomanjkljivost te reakcije kondenzacije je, da sta potrebni visoki konverzija in 
temperatura, da polimerne verige dosežejo visoke molske mase. Poleg tega pristop 
kondenzacije ne nudi dobre kontrole nad molekulsko maso, saj reakcijo uvrščamo med 
stopenjsko polimerizacijo. Najbolj učinkovit pristop za sintezo poliestrov je ROP laktonov 
(slika 2-4C).35  

 

Slika 2-4: Načini sinteze poliestrov: esterifikacija diola in dikarboksilne kisline (A), 
esterifikacija hidroksikisline (B) in ROP laktonov (C). 

 

Z ROP pripravimo alifatske poliestre, kot so poliglikolid (PGA), polilaktid (PLA) in PCL (slika 
2-5). Za razliko od aromatskih poliestrov so alifatski predstavniki biorazgradljivi.36 Posebno 
pozornost med njimi prejema PCL, pripravljen z ROP CL. PCL je biološko združljiv polimer, s 
temperaturo steklastega prehoda pri približno –60 °C in tališčem okoli 60 °C (nekoliko 
odvisno od molekulske mase in arhitekture makromolekul). Razgradnja estrskih skupin 
lahko poteče s hidrolizo v kislem ali bazičnem mediju, lahko pa tudi encimsko. Pri tem 
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nastane 6-hidroksikaprojska kislina, ki jo telo lahko metabolizira v Krebsovem ciklu.9 Pri 
fizioloških pogojih traja razgradnja PCL od nekaj mesecev do nekaj let.10 PCL se uporablja 
predvsem v biomedicinske namene, npr. za ortopedske naprave, prostetiko in nadzorovano 
dostavo zdravilnih učinkovin.9 Za uporabo v tkivnem inženirstvu so materiali na osnovi 
poliestrov preveč hidrofobni, poleg tega v strukturi ne vsebujejo funkcionalnih skupin, 
zaradi česar je interakcija površine takšnega materiala s celicami slaba in posledično 
pričvrstitev celic na ogrodje nezadostna.  

 

 

Slika 2-5. Primer alifatskih poliestrov, pripravljenih z ROP laktonov. 

2.2.1 Mehanizmi ROP laktonov 

2.2.1.1 Anionska ROP laktonov 

ROP laktonov lahko poteče po anionskem mehanizmu, ki ga sprožijo nukleofili, kot so 
alkoksidi alkalijskih kovin.35 Negativno nabit nukleofilni iniciator aktivira monomer, tako da 
običajno napade ogljikov atom karbonilne skupine, čemur sledi prekinitev estrske vezi v 
obroču ter njegovo odprtje (slika 2-6A). V primeru β-laktonov poteče nukleofilni napad na 
alkilni ogljikov atom ob kisiku, kar vodi v prekinitev C-O vezi in odprtje obroča (slika 2-6B). 
Propagirajoča zvrst pri anionskem mehanizmu je nastali alkoksidni ion ali karboksilatni ion, 
ki napade naslednjo molekulo monomera.9  

 

Slika 2-6: Anionski mehanizem ROP laktonov z napadom iniciatorja na ogljikov atom karbonilne 
skupine (A) ali na alkilni ogljikov atom ob kisiku (B).35  
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Alkoksidni ion lahko namesto karbonilne skupine v molekuli monomera napade tudi 
karbonilno skupino v poliestrski verigi. Če napade karbonilno skupino estrske vezi druge 
polimerne verige, pride do intermolekularne transesterifikacije (slika 2-7A), katere 
posledica je širša porazdelitev molskih mas, ki se odraža v višji disperznosti. Če napade 
karbonilno skupino v isti verigi, gre za intramolekularno transesterifikacijo (angl. tudi t.i. 
backbiting), ki vodi do nastanka cikličnih struktur in krajših verig (slika 2-7B).9 

 

Slika 2-7: Stranski reakciji pri ROP laktonov: intermolekularna transesterifikacija (A) in 
intramolekularna transesterifikacija (B).35  

Manj nukleofilne zvrsti, kot so npr. alkoholi, iniciirajo ROP laktonov ob prisotnosti 
organskega katalizatorja. To so lahko močne baze, kot so fosfazeni, ki aktivirajo hidroksilno 
skupino iniciatorja.33 Alkohol tako postane bolj nukleofilen in napade laktonski monomer. 
Pri tem se sprosti končna hidroksilna skupina, ki jo baza aktivira, da deluje kot nukleofil, 
preko katerega poteče rast verig (slika 2-8). Prednost uporabe ustreznih bazičnih organskih 
katalizatorjev namesto kovinskih alkoksidov je v tem, da je obseg transesterifikacije kot 
stranske reakcije manjši, poleg tega pa hitreje dosežemo visoke stopnje konverzije 
monomerov.32  
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Slika 2-8: Mehanizem aktivacije alkoholnega iniciatorja oz. aktivnega konca verige za ROP laktonov s 
fosfazenom.33  

2.2.1.2 Elektrofilno katalizirana ROP laktonov 

ROP laktonov lahko poteče tudi po kationskem mehanizmu, ki ga iniciirajo in/ali katalizirajo 
elektrofilni agenti, kot so alkilirajoča in acilirajoča sredstva ter Brønstedove ali Lewisove 
kisline.30,35 Na sliki 2-9 je prikazan primer iniciacije ROP laktona z alkilirajočim sredstvom, 
kjer karbonilni kisik estrske skupine monomera napade kation. Nastane 
dialkoksikarbokation, ki reagira z drugo molekulo monomera, pri čemer pride do cepitve 
C-O-vezi in sprostitve estrske skupine. 

 

Slika 2-9: Mehanizem ROP laktona z alkilirajočim sredstvom.35  

Protične kisline v prisotnosti alkohola delujejo kot organski katalizatorji, ki aktivirajo 
monomer. S protonacijo karbonilne skupine je lakton bolj dovzeten za nukleofilni napad 
alkohola kot iniciatorja, ki odpre obroč. Pri tem nastane končna hidroksilna skupina, ki 
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nadalje deluje kot nukleofil, preko katerega poteka propagacija.32 Uporabljajo se močne 
kisline, kot sta npr. trifluorometansulfonska kislina in trifluorometansulfonimid. Makiguchi 
in sodelavci37 so pokazali, da dobro kontrolo nad ROP CL in δ-valerolaktona omogoča tudi 
šibka kislina difenil fosfat (DPP) (slika 2-10). ROP v tem primeru poteče pri sobni 
temperaturi, popolna konverzija monomerov pa je dosežena v roku nekaj ur. Polimerizacijo 
lahko opišemo kot živo, ki tako omogoča podaljševanje verig in pripravo blok kopolimerov. 
DPP je primeren tudi za ROP laktonov v talini.38 

 

Slika 2-10: Mehanizem ROP laktona, aktiviranega z DPP in iniciiranega z alkoholom.37 

Poleg elektrofilne aktivacije monomera lahko istočasno aktiviramo iniciator oz. aktivni 
konec verige z bazo. Dvojno aktivacijo lahko dosežemo z uporabo tiosečnine, ki s tvorbo 
vodikovih vezi aktivira monomer, in amina, ki aktivira alkoholni iniciator (slika 2-11).32 

 

Slika 2-11: Mehanizem ROP laktona, aktiviranega s tiosečnino in aminom ter iniciiranega z 
alkoholom.33 

2.2.1.3 Koordinacijska ROP laktonov 

ROP laktonov katalizirajo tudi kovinski alkoksidi, ki se koordinirajo na monomer in s tem 
povečajo elektrofilnost karbonilnega ogljikovega atoma estrske vezi (slika 2-12).9 Temu 
sledi adicija nukleofilnega alkoksida. Obroč se odpre in nastane nov alkoksid, ki nadalje 
deluje kot propagirajoča zvrst. Koordinacijski alkoksidi so manj reaktivni od anionskih, zato 
mehanizem koordinacije in vstavljanja omogoča boljšo selektivnost kot anionski 
mehanizem.35 Kot katalizator se najpogosteje uporablja kositrov(II) bis-(2-etilheksanoat), 
znan tudi kot kositrov oktanoat, Sn(Oct)2, ki je odobren s strani Uprave za hrano in zdravila 
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(FDA).9,29,35 Kot karboksilat je slab iniciator za ROP, zato običajno dodamo v reakcijsko zmes 
alkohol, reakcija pa poteka pri visokih temperaturah (>80 °C). Sn(Oct)2 pri tem in situ 
reagira z alkoholom, da nastane alkoksid. Kovinske katalizatorje težko popolnoma 
odstranimo iz poliestrskega materiala. Ker so kovine že v sledovih lahko toksične za celice, 
se uporabi kovinskih katalizatorjev izogibamo pri pripravi poliestrov za biomedicinske 
aplikacije.9 

 

Slika 2-12: Mehanizem ROP laktona, kataliziranega s kovinskim alkoksidom, ki nastane iz kovinskega 
karboksilata in alkohola.32 

2.2.1.4 Encimsko katalizirana ROP laktonov 

ROP lahko katalizirajo tudi encimi. Najbolj raziskane so lipaze, katerih vloga v naravi je 
kataliza hidrolize estrske vezi. Ker gre za ravnotežno reakcijo, lahko lipaze izkoristimo tudi 
za nastanek estrske vez. ROP, katalizirana z encimi, je značilna predvsem za laktone. Encimi 
delujejo kot katalizatorji, ki tvorijo kompleks z laktonom, medtem ko je iniciator običajno 
alkohol.39 Prednost encimskega mehanizma je v tem, da omogoča polimerizacijo večjih 
laktonov (od 9- do 17-členskih obročev), ki sicer nimajo dovolj napetosti v obroču, da bi 
polimerizirali po ostalih znanih mehanizmih. Glavna pomanjkljivost je, da polimeri ne 
dosežejo visokih molskih mas, porazdelitev molskih mas pa je široka.9  

2.3 Sintetični polipeptidi 
V zadnjih letih so raziskave usmerjene v pripravo sintetičnih polipeptidov. Ker so biološko 
združljivi in biorazgradljivi, se uporabljajo predvsem v biomedicinskih aplikacijah, kot so 
nadzorovana dostava in sproščanje zdravilnih učinkovin in genov, tkivno inženirstvo in 
regenerativna medicina. Prednost polipeptidov pred drugimi materiali, ki se uporabljajo v 
te namene, je njihova funkcionalnost, ki izvira iz stranskih funkcionalnih skupin naravnih in 
sintetičnih α-aminokislin (slika 2-13).40 Posledično lahko s spreminjanjem vrste α-
aminokislin, uporabljenih za sintezo, prilagajamo hidrofilnost oz. hidrofobnost materiala, ne 
nazadnje pa funkcionalne skupine omogočajo številne nadaljnje popolimerizacijske reakcije 
oziroma modifikacije, s katerimi lahko izboljšamo fizikalne lastnosti ali vplivamo na 
specifične biološke interakcije. Polipeptidi so odporni proti hidrolitski razgradnji, medtem 
ko jih encimi lahko razgradijo do α-aminokislin.12 
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Slika 2-13: Primeri α-aminokislin.  

Sinteza polipeptidov lahko poteka v bakterijah, v katere vnesemo ustrezne rekombinantne 
plazmide. Na ta način bakterija sintetizira polipeptide točno določene velikosti in sekvence, 
vendar je tak postopek zahteven, izkoristki pa nizki zaradi kompleksnih postopkov čiščenja. 
Izbira α-aminokislin je omejena predvsem na naravne α-aminokisline. Alternativni postopek 
priprave polipeptidov je sinteza na trdnem nosilcu (angl. solid phase peptide synthesis, 
SPPS), kjer lahko uporabimo tudi α-aminokisline, ki se v naravi ne pojavljajo. Tudi ta 
postopek omogoča nadzor nad sekvenco polipeptida, a ima pomanjkljivosti, saj vključuje 
potrebne vmesne korake odščite in čiščenja, ki znižajo izkoristek, dolžina verige pa je zaradi 
nepopolnih reakcij omejena na približno 50–100 aminokislin.12,41 Enostavnejši in cenovno 
ugodnejši pristop za pripravo sintetičnih polipeptidov na večji skali predstavlja ROP NCA-
monomerov, ki jih pripravimo iz α-aminokislin. Z ROP NCA lahko dosežemo visoke molske 
mase, ne da bi prišlo do racemizacije na kiralnih centrih α-aminokislin. Širok nabor različnih 
NCA-monomerov nudi izjemno kemijsko raznolikost sintetičnih polipeptidov, čeprav na 
račun nekontroliranega aminokislinskega zaporedja in širše porazdelitve molskih mas kot v 
primeru polipeptidov, sintetiziranih po prejšnjih dveh postopkih.41  

2.3.1 Sinteza N-karboksianhidridov (NCA) 

Da bi sinteza polipeptidov iz α-aminokislin potekala z odprtjem obroča, je α-aminokisline 
najprej potrebno pretvoriti v ciklične monomere. To je možno z uvedbo dodatne karbonilne 
skupine, ki omogoča ciklizacijo v 5-členski obroč – NCA-monomer (slika 2-14). Prve NCA-
monomere je leta 1906 sintetiziral Leuchs iz N-karbamoil α-aminokislin.42 Kot halogenirno 
sredstvo je uporabil tionil klorid (SOCl2), ki so ga kasneje nadomestili z bolj reaktivnim 
fosforjevim tribromidom (PBr3) oz. fosforjevim pentakloridom (PCl5), v uporabi pa je tudi 
diklorometil metil eter (Cl2CHOCH3).12,43 Sintezo NCA-monomerov so izboljšali z reakcijo s 
fosgenom, t.i. Fuchs-Farthing metoda, ki omogoča pripravo čistih NCA-monomerov z 
visokim izkoristkom.44 Pri tem gre za neposredno fosgenacijo α-aminokislin v inertnem 
polarnem topilu, običajno tetrahidrofuranu (THF) ali etil acetatu. Ker je fosgen izredno 
toksičen plin, sta pogosteje v uporabi njegova derivata, tekoč difosgen ali trden trifosgen, ki 
reagirata kot dva oz. trije ekvivalenti fosgena.12,43 Pred nedavnim so Fuchs-Farthing metodo 
izboljšali z uporabo mikropretočnega reaktorja. S tem pristopom so odpravili potrebo po 
uporabi lovilcev kislin pri sintezi NCA-monomerov z občutljivimi stranskimi skupinami. 
α-Aminokisline so pretvorili v NCA-monomere v bazičnih pogojih, kar reakcijo ciklizacije 
pospeši, ključnega pomena pa je hitri preklop na kisle pogoje in redčenje raztopin, ki 
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preprečijo odprtje obroča NCA-monomerov. Na ta način so v blagih pogojih in kratkem času 
pripravili 25 različnih NCA-monomerov.45 

 

Slika 2-14: Ciklizacija α-aminokislin v NCA-monomere po Leuchsovi in Fuchs-Farthing metodi.12  

Poznan je tudi postopek priprave NCA-monomerov brez uporabe fosgena, kjer kot vir 
karbonilne skupine uporabimo difenil karbonat (slika 2-15). Gre za pretvorbo aminokisline v 
imidazolijevo ali tetrabutilamonijevo sol in reakcijo proste aminske skupine z difenil 
karbonatom. Pri tem nastane uretanski derivat, ki v prebitku kisline ciklizira v pripadajoč 
NCA-monomer.46,47 

 

Slika 2-15: Shema sinteze NCA-monomerov z uporabo difenil karbonata.46,47 

Bistveno pri uporabi NCA-monomerov za sintezo polipeptidov je njihova čistost, saj je ROP 
NCA izredno občutljiva reakcija na prisotnost nečistoč. Med sintezo NCA je nastali HCl 
možno odstraniti z uporabo lovilcev kisline, kot sta α-pinen in limonen. Odstranimo ga 
lahko tudi po končani reakciji s spiranjem reakcijske zmesi z vodo in/ali vodno raztopino 
NaHCO3.48 Ta korak čiščenja je potrebno izvesti pri nizki temperaturi, da preprečimo 
hidrolizo NCA-monomerov (slika 2-16A), vodo pa je po spiranju potrebno popolnoma 
odstraniti.49 Najpogosteje NCA-monomere čistimo z večkratno prekristalizacijo, pri čemer 
odstranimo morebitne nečistoče, nastale pri sintezi NCA-monomerov s fosgenom, npr. N-
kloroformil aminokislinske kloride in α-izocianato kislinske kloride (slika 2-16B). Če gre za 
oljnate NCA produkte, kjer čiščenje s prekristalizacijo ni možno, uporabimo kolonsko 
»flash« kromatografijo.50 Ta metoda je uporabna za čiščenje številnih NCA-monomerov, 
tudi takih s kompleksnimi stranskimi skupinami, a jo je potrebno izvajati v brezvodnih 
pogojih.12,43 Za zagotavljanje čistosti tako NCA-monomerov kot ostalih reagentov in topil so 
razvili tehniko čiščenja in polimerizacije v posebni stekleni aparaturi pod visokim 
vakuumom, ki zagotavlja živo polimerizacijo.51 Za čiščenje NCA-monomerov na večji skali je 
uporabna tudi filtracija skozi diatomejsko zemljo (celit).52 V posebnih primerih lahko NCA-
monomere polimeriziramo z mehanizmom ROP brez predhodnih korakov čiščenja. V 
takšnih primerih NCA-monomere raztopimo v micelah miniemulzije v diklorometanu. HCl, ki 
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je prisoten v nečiščenem NCA, preferenčno difundira v vodno fazo, medtem ko površinsko 
aktivna snov preprečuje interakcijo NCA, ki se nahaja v oljni fazi, z vodo.53 Nadalje so NCA v 
vodni emulziji z diklorometanom54 ali kloroformom55 stabilizirali s poli(etilen glikol)-b- 
poli(γ-benzil-L-glutamatom) (PEG-b-PBLG), ki je obenem deloval kot površinsko aktivna snov 
in iniciator ROP NCA. Pri tem so avtorji poročali, da vijačna struktura PBLG-bloka pospeši 
rast verig, tako da je polimerizacija potekla hitreje od stranskih reakcij NCA z vodo. 

 

Slika 2-16: Stranske reakcije NCA-monomerov v prisotnosti nečistoč: hidroliza NCA-monomera (A)49 
ter nastanek N-kloroformil aminokislinskega klorida in α-izocianato kislinskega klorida (B).43 

Ker pri sintezi NCA-monomerov uporabljamo zelo reaktivne reagente, morata biti edini 
reaktivni skupini α-aminokislin α-aminska in α-karboksilna skupina. V primeru uporabe 
naravnih α-aminokislin, ki v strukturi vsebujejo stranske funkcionalne skupine, kot je 
karboksilna kislina, amin, alkohol, tiol, imidazol ali gvanidin, je le-te pred sintezo NCA 
potrebno zaščititi, po polimerizaciji takšnih NCA-monomerov pa lahko zaščitne skupine 
odstranimo (slika 2-17).12 Za zaščito karboksilne kisline pogosto uporabljamo benzilni (Bn) 
ali terc-butilni (tBu) ester, ki ju lahko odstranimo z bromovodikovo kislino (HBr) oz. 
trifluoroocetno kislino (TFA). Za zaščito aminskih skupin so v uporabi karbamati, kot je terc-
butiloksikarbonil (Boc), ki ga odstranimo s TFA, karbobenziloksi (Cbz ali Z), ki ga odstranimo 
s HBr ali s hidrogeniranjem, in fluorenilmetiloksikarbonil (Fmoc), katerega odščita poteka s 
piperidinom.56 Prisotnost stranskih funkcionalnih skupin v NCA-monomerih pa hkrati 
omogoča uvedbo novih funkcionalnosti, kar omogoča širitev nabora uporabe sintetičnih 
polipeptidov.12 
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Slika 2-17: Shematski prikaz zaščite stranske skupine α-aminokisline, sinteze NCA-monomera, 
sinteze in odščite polipeptida ter popolimerizacijske modifikacije polipeptida. 

2.3.2 Mehanizmi ROP NCA 

NCA-monomeri imajo več reaktivnih mest, in sicer dva elektrofilna ogljikova atoma (slika 
2-18, C-2 in C-5), v primeru deprotonacije pa še nukleofilni dušikov in ogljikov atom (N-3 in 
C-4), zato lahko reagirajo na različne načine. N-substituirani NCA-monomeri imajo na mestu 
N-3 namesto vodika pripeto stransko skupino in se zato v reaktivnosti razlikujejo od 
običajnih NCA.43,48,49  

 

Slika 2-18: Reaktivna mesta N-nesubstituiranih (A) in N-substituiranih NCA-monomerov (B). 

2.3.2.1 Normalni aminski mehanizem (NAM) 

V večji meri so sintetični polipeptidi pripravljeni po normalnem aminskem mehanizmu 
(angl. normal amine mechanism, NAM). Po tem mehanizmu lahko polimerizirajo tako N-
nesubstituirani kot N-substituirani NCA-monomeri. Reakcijo sproži neionski nukleofil z 
mobilnim vodikovim atomom. Običajno je to primarni amin, lahko pa tudi sekundarni amin, 
alkohol ali voda, ki napade obroč na C-5 mestu. Pri tem se obroč odpre in nastane 
nestabilna karbaminska kislina, ki dekarboksilira (slika 2-19A). Po dekarboksilaciji nastane 
nova aminska skupina, ki nato deluje kot propagirajoča zvrst z napadom na naslednjo 
molekulo NCA (slika 2-19B). V primeru primarnih aminov je iniciacija hitrejša od 
propagacije, saj je aminska skupina primarnega amina bolj nukleofilna od končne aminske 
skupine rastoče verige, kar omogoča dobro kontrolo nad molsko maso polipeptida in 
disperznostjo. Iz tega razloga je številčno povprečje molske mase makromolekul odvisno od 
molskega razmerja med monomerom in iniciatorjem.43,48,49 
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Slika 2-19: NAM-mehanizem ROP NCA: iniacija (A) in propagacija (B). 

Med polimerizacijo lahko pride do stranskih reakcij kot posledica prisotnosti vode in 
nečistoč v monomeru, topilu in/ali aminu.41,48,49 Živi polimerizaciji se najbolj približamo z 
vodenjem polimerizacije pod visokim vakuumom,57 kjer lahkohlapne spojine destiliramo 
neposredno v reakcijsko zmes, poleg tega pa konstantno odstranjujemo nastali CO2 pri 
reakciji in tako pomikamo reakcijo v smer dekarboksilacije karbaminske kisline. Obseg 
stranskih reakcij med ROP NCA-monomerov s primarnimi amini lahko zmanjšamo tudi z 
izvedbo polimerizacije pri nizki temperaturi.51 Aktivacijska energija za propagacijo verig je 
pri nizkih temperaturah nižja od aktivacijske energije stranskih reakcij, zato ostane večina 
verig živih.49 Po drugi strani je slabost vodenja polimerizacije pri nizki temperaturi v tem, da 
je čas polimerizacije daljši in lahko traja več dni, da verige dosežejo končno molsko maso.41 

 

Nukleofili, kot so alkoholi, lahko prav tako sprožijo iniciacijo ROP NCA, vendar je le-ta v 
primerjavi s propagacijo prepočasna, da bi nastali dobro definirani produkti. Hidroksilna 
skupina je namreč slabši nukleofil od aminske skupine, ki nastane po dekarboksilaciji NCA. 
Eden izmed pristopov, ki omogoča uporabo alkohola kot iniciatorja za kontrolirano 
polimerizacijo N-substituiranih NCA, predstavlja uporabo močne baze kot katalizatorja, ki 
izboljša nukleofilnost alkohola. Ker močna baza lahko obenem deprotonira mesto N-3 NCA-
monomera, je ta pristop uporaben le v primeru polimerizacije N-substituiranih NCA.58 Po 
drugi strani pa je možno izboljšati tudi elektrofilni značaj NCA na mestu C-5, npr. z uporabo 
organokatalizatorja na osnovi tiosečnine59,60 ali fluoriranega alkohola.59 N,N’-Bis(3,5-
bis(trifluorometil)fenil)tiosečnina tvori vodikove vezi, s čimer aktivira NCA-monomer in 
obenem deaktivira končno aminsko skupino polimera, toda iniciacija deluje le v kombinaciji 
z aminoalkoholi (slika 2-20A).59,60 Na podoben način s tvorbo vodikovih vezi deluje tudi 
fluoriran alkohol, 1,3-bis(2-hidroksiheksafluoroizopropil) benzen.60 Kontrolirano 
polimerizacijo NCA z alkoholi kot iniciatorji omogoča uporaba kislinskega katalizatorja.61 Le-
ta aktivira NCA-monomer ter s protoniranjem končne aminske skupine na rastoči verigi 
preprečuje propagacijo. Po končani iniciaciji se propagacijo enostavno sproži z dodatkom 
baze, ki aktivira aminski konec verige (slika 2-20B). Ta pristop omogoča uporabo različnih 
iniciatorjev s hidroksilno skupino ter sintezo dobro definiranih polipeptidov. 
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Slika 2-20: Iniciacija ROP NCA z alkoholom kot nukleofilom, katalizirana s tvorbo vodikovih vezi 
tiosečninskega organokatalizatorja (A)59 in z uporabo kislinskega katalizatorja (B).61 

2.3.2.2 Mehanizem aktiviranega monomera (AMM) 

Kadar NCA-monomeri reagirajo z močno, aprotično bazo, kot so npr. terciarni amini, poteče 

polimerizacija po mehanizmu z aktiviranim monomerom (angl. activated monomer 

mechanism, AMM). Za razliko od NAM deluje baza zgolj kot katalizator, ki odvzame vodik z 

NCA na mestu N-3, in se ne vključuje v rastočo verigo (slika 2-21A). NCA mora na mestu N-3 

vsebovati vodik, zato je ta mehanizem mogoč le pri N-nesubstituiranih NCA-monomerih.48 

Iniciator je nastali anion (aktiviran monomer), ki je nukleofil in napade novo molekulo NCA 

na mestu C-5 (slika 2-21B). Obroč dimera se odpre in odvzame proton novi molekuli NCA 

(nastane NCA-anion) ter dekarboksilira. Propagacija poteka z vnovičnim napadom aniona na 

rastočo verigo, pri čemer z vsakim dodanim monomerom nastane nov anion (slika 2-21C). V 

tem primeru je propagacija hitrejša od iniciacije, kar onemogoča nadzor nad polimerizacijo. 

Posledično so polipeptidi, sintetizirani z mehanizmom AMM, manj definirani ter izkazujejo 

visoko molsko maso in široko porazdelitev molske mase.49 
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Slika 2-21: Mehanizem ROP NCA-monomerov z aktiviranim monomerom: prediniciacija (A), 
iniciacija (B) in propagacija (C). 

Čeprav AMM ne omogoča priprave dobro definiranih polipeptidov, je prednost tega 
mehanizma predvsem v hitri polimerizaciji. Ta se je izkazala za pomembno, kadar želimo 
prehiteti stranske reakcije, npr. z vodo.53 Obenem je kontrola nad molsko maso 
makromolekul manj pomembna v zamreženih sistemih.62 

2.3.2.3 Soli primarnih aminov 

Nukleofili, ki se uporabljajo kot iniciatorji za ROP NCA-monomerov po mehanizmu NAM, 
lahko delujejo tudi kot baza. Zato je možna polimerizacija po obeh mehanizmih, NAM in 
AMM, hkrati. Do polimerizacije po vzporednih mehanizmih pride predvsem pri uporabi 
sterično oviranih sekundarnih aminov. V manjšem obsegu lahko NCA-monomeri 
polimerizirajo po mehanizmu AMM tudi pri uporabi primarnih aminov kot iniciatorjev. Da bi 
se temu izognili, so razvili postopek ROP z uporabo soli primarnih aminov. Dodatni protoni 
namreč porinejo ravnotežje v prid protoniranim NCA-monomerov. Soli primarnih aminov 
niso aktivne za iniciacijo ali propagacijo, zato je potrebno polimerizacijo izvajati pri višjih 
temperaturah, ki omogočajo disoaciacijo aminskih soli, kar je dovolj, da prosta aminska 
skupina sproži polimerizacijo (slika 2-22).63 Uporaba soli primarnih aminov omogoča sintezo 
bolj definiranih, manj disperznih polipeptidov kot uporaba samega amina, kar so pokazali 
na primeru ROP NCA-monomerov s hidrokloridom (–NH3

+Cl–) makromolekularnega 
iniciatorja s končno primarno aminsko skupino.49,63 Kloridni anioni lahko delujejo kot 
nukleofili in sprožijo iniciacijo polimerizacije NCA, zato so uporabo soli primarnih aminov s 
hidrokloridov razširili na manj nukleofilne tetrafluoroborate (–NH3

+BF4
–).64 Podoben učinek 

kot dvig temperature pri soleh primarnih aminov ima dodatek terciarnega amina, ki 
ravnotežno reakcijo favorizira v smer deprotonacije primarnih aminov.65 
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Slika 2-22: Iniciacija ROP NCA z uporabo soli primarnih aminov.
63

 

2.3.2.4 Pospešen aminski mehanizem z aktivacijo monomera (AAMMA) 

Hadjichristidis in sodelavci so razvili nov iniciacijski sistem, ki združuje primarni amin s 
sekundarnim66 ali terciarnim,67 in ga poimenovali pospešen aminski mehanizem z aktivacijo 
monomera (angl. accelerated amine mechanism by monomer activation, AAMMA). 
Iniciator, npr. trietilentetramin ali trietilamintriamin, je zasnovan tako, da so primarne 
aminske skupine pripete na osrednji del molekule, ki vsebuje vsaj en sekundarni oz. 
terciarni amin. Primarni amini omogočajo kontrolirano polimerizacijo, značilno za NAM, 
medtem ko sterično oviran sekundarni oz. terciarni amin ne odcepi protona kot pri AMM, 
temveč NCA-monomer zgolj aktivira s tvorbo vodikovih vezi ter s tem pospeši reakcijo 
(slika 2-23).67 

 

Slika 2-23: Shematski prikaz ROP NCA po AAMMA s primarnim in sekundarnim aminom.27 

2.3.2.5 Silazani 

Poseben primer uporabe sekundarnih aminov predstavlja uporaba silazanov, ki 
polimerizacije ne sprožijo po AMM, temveč gre za svojevrsten mehanizem. Silazan 
deprotonira NCA na mestu N-3, tako kot večina sekundarnih aminov na začetku AMM. 
Trimetilsililna (TMS) skupina se nato prenese na NCA na mesto C-2 in tvori intermediat. 
Tega napade nastali amin na mestu C-5 in tvori TMS-karbamat. Nadalje poteka propagacija 
s prenosom TMS iz karbamata na monomer, pri čemer nastane nov TMS-karbamat 
(slika 2-24).49 Mehanizem ROP NCA z uporabo silazana so prvič pokazali na primeru 
heksametildisilazana, s katerim so pripravili polipeptid visoke molske mase in nizke 
disperznosti.68 Kontrolirana polimerizacija poteče tudi z uporabo funkcionaliziranih 
silazanov, ki omogočajo vnos različnih funkcionalnih skupin na C-konec polipeptida.69 Na 
podoben način deluje tudi trimetilsilil fenilsulfid (PhS-TMS), ki omogoča še hitrejšo iniciacijo 
in boljšo kontrolo nad molsko maso produkta.70 Da bi polimerizacijo po tem mehanizmu še 
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pospešili, so uporabili »mehkejšo« Lewisovo kislino, trimetil kositrov fenil sulfid (PhS-
SnMe3), ki tvori reaktivnejšo končno skupino.71 

 

Slika 2-24: Mehanizem ROP NCA z uporabo silazanov.69 

2.3.2.6 N-Heterociklični karbeni (NHC) 

Kot primerni iniciatorji za ROP N-substituiranih NCA-monomerov so se izkazali 
N-heterociklični karbeni (NHC) na osnovi imidazola. Karbeni so dobri nukleofili, a so tudi 
zelo bazični, zato NCA-monomer zlahka deprotonirajo na N-3, pa tudi na C-4-mestu. Iz tega 
razloga jih uporabljamo le za polimerizacijo N-substituiranih NCA.48 Mehanizem 
polimerizacije lahko poteka z deprotonacijo N-substituiranega NCA-monomera na mestu C-
4 (slika 2-25A)72 ali z nukleofilnim napadom in odprtjem obroča N-substituiranega NCA 
(slika 2-25B).73 V obeh primerih poteka propagacija preko zwitterionske ciklične strukture. 
Produkti so ciklični polipeptoidi. Linearne polipeptoide dobimo, če ROP z NHC poteka v 
prisotnosti primarnega aminskega iniciatorja.74 
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Slika 2-25: ROP NCA z uporabo N-heterocikličnih karbenov. Mehanizem z deprotonacijo 

N-substituiranega NCA na mestu C-4 (A)
72

 in mehanizem z nukleofilnim napadom in odprtjem 

obroča N-substituiranega NCA (B).73 

2.3.2.7 Kompleksi kovin prehoda 

Da bi se izognili neželenim stranskim reakcijam, ki lahko spremljajo ROP pri uporabi 
nukleofilnih iniciatorjev, so razvili sintezno metodo z uporabo kovin prehoda.41 Začetne 
študije ROP NCA so se osredotočale na nikljeve komplekse,75 enako učinkoviti pa so tudi 
kobaltovi in železovi kompleksi.76 V prvem koraku poteče oksidativna adicija kovine na 
anhidridno skupino NCA-monomera. Sledi izstop CO in nato reakcija z novo molekulo NCA, 
pri čemer izstopi CO2 in nastane t.i. amido-alkil metalacikel. Le-ta reagira z naslednjim 
NCA-monomerom in tvori nov, večji metalacikel. Pri tem pride do prenosa protona z dušika 
na ogljik, kar vodi v nastanek amido-amidat kompleksa, ki predstavlja aktivno zvrst 
polimerizacije. Propagacija poteka z nukleofilnim napadom amido skupine na C-5-mesto 
NCA, kateremu znova sledi prenos protona. Veriga raste tako, da se kovina prestavlja na 
novo dodan NCA, medtem ko je kelirana na aktivnem koncu (slika 2-26). Metoda omogoča 
pripravo polipeptidov z visoko molsko maso in ozko disperznostjo iz različnih 
NCA-monomerov, primerna pa je tudi za pripravo blok kopolimerov. Poleg kompleksov na 
osnovi niklja, kobalta in železa so se kot učinkoviti iniciatorji izkazali tudi kompleksi na 
osnovi drugih kovin prehoda, npr. platine, ki pa polimerizacijo sprožijo po nekoliko 
drugačnem mehanizmu.77 
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Slika 2-26: Mehanizem ROP NCA z uporabo kovin prehoda.41 

2.4 Zamreženi poliestri in polipeptidi 
ROP omogoča pripravo dobro definiranih polimerov, pri čemer gre običajno za linearne 
makromolekule. Z ROP lahko pripravimo tudi drugačne makromolekule arhitekture, npr. 
zvezde, graftirane polimere in mreže. Zamreženi polimeri so v primerjavi z linearnimi 
obstojnejši, saj se v topilih ne raztapljajo. Mrežo lahko tvorimo med samo polimerizacijo, pri 
čemer gre za kopolimerizacijo monomera z dvofunkcionalnim zamreževalcem. 
Popolimerizacijsko zamreževanje polimera preko stranskih funkcionalnih skupin izvedemo z 
uporabo nizkomolekularnega zamreževalca ali med različnimi funkcionaliziranimi polimeri. 
Iz polimerov, ki nimajo stranskih funkcionalnih skupin, pa pripravimo makromonomere, 
tako da funkcionaliziramo konce verig in jih zamrežimo preko končnih skupin (slika 2-27).  

 

Slika 2-27: Shematski prikaz različnih pristopov zamreževanja polimerov: kopolimerizacija z 
dvofunkcionalnim zamreževalcem (A), popolimerizacijsko zamreževanje funkcionaliziranega 



Porozni polimeri, pripravljeni s polimerizacijo z odpiranjem obroča v emulzijah  

23 

 

polimera (B), popolimerizacijsko zamreževanje preko različno funkcionaliziranih polimerov (C), 
uporaba makromonomera in nizkomolekularnega zamreževalca (D).  

Zamreževanje lahko poteka že med samo polimerizacijo s kopolimerizacijo z 
dvofunkcionalnim zamreževalcem (slika 2-27A). Zamreževalec mora biti kemijsko podoben 
monomeru, da z njim kopolimerizira. Pri tem je pomembna tudi hitrost polimerizacije – za 
enakomerno premreženje morata monomer in zamreževalec izkazovati podobno 
reaktivnost. V primeru poliestrov, pripravljenih z ROP, dobimo zamreženo strukturo s 
kopolimerizacijo laktonov in bis-laktonov, kot so npr. 2,2-bis(ε-kaprolakton-4-il)-propan,78–

81 4,4'-bioksepanil-7,7'-dion (BOD)82,83 in 4,4’-(etan-1,2-diil)bis(oksetan-2-on)84 (slika 2-28A). 
Zamrežena struktura vpliva na lastnosti poliestrov, saj delno onemogoči zlaganje verig, 
zaradi česar je stopnja kristaliničnosti manjša od poliestra linearne arhitekture, kar 
posledično vpliva tudi na hitrost razgradnje.9 

Kot zamreževalci za polipeptide so v uporabi difunkcionalni NCA-monomeri, pripravljeni iz 
diaminokislin (slika 2-28B). Pogosto uporabljamo cistin NCA-monomer, ki izvira iz oksidirane 
oblike standardne aminokisline cisteina.85 Raftery in sodelavci62 so nabor NCA-
zamreževalcev razširili in pripravili gele na osnovi terc-butil-L-glutamata. Poleg cistin NCA-
zamreževalca so uporabili homocistin, lantionin, cistationin in homolantionin NCA-
monomerne zamreževalce. Gele so nato odščitili z odstranitvijo terc-butil zaščitne skupine, 
da so pripravili hidrogele. Mehanske lastnosti le-teh so bile odvisne od količine in vrste 
zamreževalca. Z višanjem deleža zamreževalca z 1 mol % na 5 mol % so hidrogeli postali trši; 
najtrši je bil v primeru cistationina, medtem ko je cistin pri enaki uporabljeni količini tvoril 
najmehkejše hidrogele. Hidrogeli, zamreženi s cistinom in homocistinom, ki v strukturi 
vsebujeta disulfidno vez, so bili dovzetni za degradacijo z redukcijo, medtem ko so ostali 
zamreževalci, ki v strukturi vsebujejo tioetrsko skupino, pri enakih pogojih ostali obstojni. 
Murphy in sodelavci86 so pripravili NCA-zamreževalec iz diaminopimelinske kisline (DAP). 
Gele so pripravili s simultano kopolimerizacijo DAP NCA in Nε-karbobenziloksi-L-lizin (ZLL) 
NCA-monomerov ter s sekvenčno polimerizacijo DAP NCA-monomera ob uporabi poli(Nε-
karbobenziloksi-L-lizin) (PZLL) ali polisarkozin makroiniciatorja. Po odščiti je najboljše 
mehanske lastnosti izkazoval gel iz blok kopolimera s poli(L-lizinom). 
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Slika 2-28: Dvofunkcionalni laktonski zamreževalci za poliestre (A) in dvofunkcionalni NCA-
monomeri kot zamreževalci za polipeptide (B). 

Polipeptidi lahko v strukturi vsebujejo stranske funkcionalne skupine, ki omogočajo 
popolimerizacijsko zamreževanje (slika 2-27B). Zamreževalci, ki povežejo polipeptidne 
verige v mrežo, so lahko različne vrste. Strudenovská in sodelavci87,88 so modificirane 
polipeptidne verige zamrežili s prosto radikalsko polimerizacijo. Najprej so pripravili 
polipeptid PBLG-ko-poli(L-alanin)-ko-poli(ε-ftaloil-L-lizin). Z 2-aminoetanolom so odščitili 
lizin in amidirali glutamat, na prosto stransko aminsko skupino lizina pa vezali metakrilno 
skupino. Metakrilne skupine so uporabili za kopolimerizacijo z 2-hidroksietil metakrilatom 
(HEMA). Rastoča poli(hidroksietil metakrilat) (poliHEMA) veriga se je povezala z 
metakrilatno skupino druge polipeptidne verige in tako vzpostavila polimerno mrežo. 
Podobno so Sedlačík in sodelavci19 s prosto radikalsko polimerizacijo zamrežili 
poli(L-glutamat), na katerega so preko 2-aminoetanola vezali metakrilno skupino. Na ta 
način so v material vključili do 20 % akrilatnega polimera, kar ima lahko, predvsem v 
biomedicinskih aplikacijah, negativne učinke. Ahrens in sodelavci89,90 so namesto proste 
radikalske polimerizacije uporabili tiol-en klik reakcijo. Polipeptid so modificirali z dvojnimi 
vezmi v obliki norbornena. V ta namen so izkoristili proste karboksilne skupine glutamata in 
jih zaestrili s propargil alkoholom, da so uvedli reaktivno trojno vez. Nanjo so z alkin-azid 
cikloadicijo vezali azid-PEG10-norbornen, ki je predstavljal vir dvojnih vezi. Polipeptid so 
zamrežili s tetratiolom na osnovi štirikrakega PEG-polimera, da so pripravili polipeptid-PEG 
hidrogele (slika 2-29). Yan in sodelavci91 pa so zamreževalec za polipeptid pripravili iz 
naravnega polimera, alginata. Poli(L-glutaminsko kislino) (PLGA) so modificirali z adipin-
dihidrazidom, da so v strukturo uvedli hidrazidne skupine, le-te pa so v naslednji stopnji 
reagirali z aldehidnimi skupinami modificiranega alginata. 
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Slika 2-29: Primer popolimerizacijskega zamreževanja polipeptida s tiol-en klik reakcijo.89,90 

Za razliko od omenjenih primerov so Vacogne in sodelavci92 za zamreževanje uporabili 
nizkomolekularni zamreževalec. γ-Benzil-L-glutamat (BLG) NCA so kopolimerizirali z alilglicin 
NCA-monomerom, ki v strukturi vsebuje reaktivno dvojno vez. Na dvojne vezi so 
fotokemijsko vezali dvofunkcionalni nonanditiol, ki je med sabo povezal polipeptidne 
verige. Tudi Shirbin in sodelavci20 so pripravili zamrežen polipeptid z nizkomolekularnim 
zamreževalcem, in sicer glutaraldehidom. Ta je reagiral s stranskimi aminskimi skupinami 
lizinskega bloka odščitenega poli(L-lizin)-b-poli(D,L-valina).  

Popolimerizacijsko zamreževanje je možno tudi neposredno med polipeptidnimi verigami, 
brez uporabe nizkomolekularnega zamreževalca (slika 2-27C). Shirbin in sodelavci21 so 
pripravili kopolimer PLGA-ko-poli(L-lizin) in zamreževanje sprožili z reakcijo amidacije med 
aktiviranimi karboksilnimi stranskimi skupinami glutaminske kisline in aminskimi stranskimi 
skupinami lizina. V več delih so polipeptide zamreževali preko fenolnih obročev z encimsko 
katalizirano reakcijo z vodikovim peroksidom. Fenol so uvedli na PLGA z amidacijo s 
tiraminom93–95 (slika 2-30) ali z alkin-azid adicijo 3-(4-hidroksifenil)-N-(3-azidopropil) 
propanamida na poli(γ-propargil-L-glutamat) (PPLG).96 Tak pristop zamreževanja je biološko 
združljiv in lahko poteka v živih tkivih, stopnjo zamreženja pa prilagajamo s količino 
peroksida in encima. 

 

Slika 2-30: Primer neposrednega popolimerizacijskega zamreževanja polipeptidnih verig.94  
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Tovrstni način zamreževanja je na poliestrih zaradi pomanjkanja funkcionalnih skupin 
možen zgolj s tvorbo radikalov.97 Več nadzora nad zamreženjem nudi uporaba 
funkcionaliziranih poliestrskih makroiniciatorjev (slika 2-27D).35 Nefunkcionaliziran PCL ima 
končne hidroksilne skupine, ki lahko reagirajo z diizocianati. Na ta način so zamrežili trikraki 
PCL-triol s heksametilen diizocianatom in tvorili PCL-poliuretansko mrežo.26,27 Busby in 
sodelavci23 so PCL-diol funkcionalizirali z akriloil kloridom. Nastali PCL-akrilatni 
makromonomer, ki je deloval kot zamreževalec, so kopolimerizirali z metil metakrilatom 
(MMA) ali stirenom. Lumelsky in sodelavci24,25,98 so raziskali kopolimerizacijo PCL-
akrilatnega makromonomera še z drugimi akrilatnimi monomeri, kot so stiren,24,25 
divinilbenzen,25,98 t-butil akrilat98 in 2-etilheksil akrilat.24 Na ta način je večino materiala 
predstavljal akrilatni polimer in ne PCL. Johnson in sodelavci28 so z akriloil kloridom 
funkcionalizirali trikraki PCL in ga zamrežili s tiol-en klik reakcijo z nizkomolekularnim 
tritiolom (slika 2-31). Dikici in sodelavci99 pa so pripravili štirikraki PCL in ga funkcionalizirali 
z metakrilnim anhidridom ter ga fotokemijsko zamrežili brez dodatka komonomerov.  

 

Slika 2-31: Primer zamreževanja makromonomera.28 

2.4.1 Oblikovni spomin 

Posebnost zamreženih semi-kristaliničnih poliestrov je v tem, da izkazujejo oblikovni 
spomin (angl. shape memory effect). Gre za pojav, kjer polimer (slika 2-32A) nad 
temperaturo prehoda (slika 2-32B), v tem primeru tališča, oblikujemo v začasno obliko 
(angl. temporary shape) (slika 2-32C). Polimer se pri tem namreč zmehča, a ohrani 
mehansko obstojnost. Začasno obliko pod obremenitvijo ohladimo, da staljeni deli med 
ohlajanjem kristalizirajo in s tem fiksirajo začasno obliko, ki se ohrani tudi, ko obremenitev 
odstranimo (slika 2-32Č).11 Uspešnost fiksacije začasne oblike (angl. shape fixity) 
ovrednotimo po enačbi 2.1: 

𝑅𝑓 (%) = 100 ∙
𝜀2

𝜀1
 (2.1) 

kjer je: 

Rf faktor fiksacije (%), 

ε1 deformacija obremenjenega vzorca po ohlajanju (%),  
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ε2  deformacija vzorca po ohlajanju in odstranitvi bremena (%). 

 

Ko material v začasni obliki znova segrejemo nad temperaturo tališča, se kristalizirani deli 
stalijo in kovalentna mreža povrne material v prvotno, trajno obliko (angl. permanent 
shape) (slika 2-32D). Uspešnost povrnitve v trajno obliko (angl. shape recovery) določimo po 
enačbi 2.2: 

𝑅𝑟 (%) = 100 ∙
𝜀1−𝜀3(𝑁)

𝜀1−𝜀3(𝑁−1)
 (2.2)

  

kjer je: 

Rr   faktor povrnitve (%), 

ε3(i) in ε3(N–1)  končni deformaciji vzorca nad temperaturo tališča dveh zaporednih 
ciklov. 

Za N = 1 velja ε3(N) = 0. Za celokupno povrnitev velja ε3(N–1) = 0. 

 

 

Slika 2-32: Potek enega cikla oblikovnega spomina. Semi-kristalinični polimer (A) segrejemo nad 
temperaturo tališča in stalimo kristalinične domene (B). Nato ga stisnemo (C) in ohladimo, da 

kristalizira (Č). Silo odstranimo, pri čemer polimer obdrži začasno obliko. Ko material segrejemo, se 
povrne v prvotno obliko (D). 
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Cikle oblikovnega spomina lahko večkrat ponovimo. V prvem ciklu je povrnitev oblike 
običajno slabša, kar je verjetno posledica reorganizacije molekul in je odvisna od zgodovine 
materiala, tj. procesiranja in hrambe.100 Za enosmerni oblikovni spomin (angl. one-way 
shape memory) je značilno, da je vsakič potreben zunanji dražljaj (sila) za vzpostavitev 
oblike. Če za oblikovni spomin zadostuje sprememba temperature, brez potrebe po 
vzpostavljanju in odstavljanju sile, gre za dvosmerni oblikovni spomin (angl. two-way shape 
memory).  

 

Polimere z oblikovnim spominom uporabljamo za temperaturne senzorje, tekstil, 
aeronavtiko11 in biomedicinske aplikacije.101 Dobro raziskan poliester z oblikovnim 
spominom je PCL.102–104 Njegov oblikovni spomin lahko prilagajamo s kemijsko sestavo, 
molekulsko maso oz. stopnjo zamreženosti, ki vplivajo na temperaturo prehoda med 
prvotno in začasno obliko.105,106 PCL je pogosto je pripravljen v porozni obliki, saj je kot 
pena dobro stisljiv.105–117 To med drugim omogoča manj invazivne operativne posege, 
material pa lahko zapolni prostor nepravilnih oblik.118 

2.5 Porozni polimeri na osnovi poliestrov in polipeptidov 
Poliestri in polipeptidi so kot biorazgradljivi in biološko združljivi materiali uporabni kot 
nosilci za celične kulture in tkivno inženirstvo. Poleg ustrezne kemijske sestave, ki omogoča 
pričvrstitev, proliferacijo in diferenciacijo celic, ter mehanskih lastnosti, ki so primerljive 
tarčnim tkivom, je izrednega pomena porozna morfologija polimernega ogrodja.8,119 
Strukturne značilnosti poroznih materialov so poroznost, oblika por, velikost in porazdelitev 
velikosti por ter funkcionalnost na površini por (slika 2-33).2  

 

Slika 2-33: Strukturne značilnosti poroznega materiala.2 

Poroznost je definirana kot odstotek praznin v materialu in jo določimo gravimetrično po 
enačbi 2.3:68,69 

𝛷(%) = (1 −
𝜌(ogrodje)

𝜌(𝑚𝑎𝑡𝑒𝑟𝑖𝑎𝑙)
) ∙ 100 (2.3) 

kjer je: 

Φ  poroznost (%), 

ρ(ogrodje) navidezna gostota poroznega ogrodja, določena iz mase in volumna (g cm–3), 

ρ(material) gostota neporoznega polimera (g cm–3). 

 



Porozni polimeri, pripravljeni s polimerizacijo z odpiranjem obroča v emulzijah  

29 

 

Obliko in velikost por določimo z vrstično elektronsko mikroskopijo (angl. scanning electron 
microscopy, SEM).119,120 Pri tem je potrebno upoštevati, da prerez, ki ga opazujemo, ne 
predstavlja prave širine pore. V primeru sferičnih por namesto dejanskega polmera (R) 
opazujemo polmer (r), ki je na naključni globini pore (h) (slika 2-34). Globina pore lahko 
znaša od 0 do R, kar da povprečno vrednost ℎ = 𝑅/2. Če le-to vstavimo v zvezo 𝑅2 = ℎ2 +

𝑟2, dobimo 𝑅 = 2𝑟/√3. Vrednost 2/√3 uporabimo kot statistični korekcijski faktor, s 
katerim pomnožimo izmerjene velikosti por.121 

 

 

Slika 2-34: Prikaz izvora statističnega korekcijskega faktorja, ki upošteva, da namesto dejanskega 
polmera (R) opazujemo polmer (r) na naključni globini pore (h). 

Da je porozen material uporaben kot nosilec za celične kulture in v tkivnem inženirstvu, 
mora omogočati pričvrstitev in rast celic po celotnem materialu, pore pa morajo biti 
medsebojno povezane, da omogočajo prenos hranil in odvajanje metabolnih izločkov.8,119 
Velikost por je za celice bistvenega pomena, saj vpliva na njihovo pričvrstitev, širjenje po 
materialu, proliferacijo in diferenciacijo.122 Te lastnosti so odvisne od vrste poroznosti.119  

Znana so ogrodja na osnovi PCL, pripravljena s tridimenzionalnim tiskanjem (slika 2-35A), ki 
omogoča dobro kontrolo nad porozno morfologijo,123 a je pristop omejen na pore velikosti 
nekaj 100 μm, postopek pa je drag in počasen. Pogosteje se uporablja tehnika predenja iz 
raztopine, s čimer dobimo nespletene vlaknaste mreže s porami velikostnega reda 10 μm 
(slika 2-35B).10 Vlaknasti nosilci na osnovi PCL so že dobro raziskani, a ima PCL 
pomanjkljivost, saj je hidrofoben in brez funkcionalnih skupin na površini. Kot boljša 
alternativa poliestrom so se za uporabo v tkivnem inženirstvu izkazali sintetični polipeptidi, 
pripravljeni iz NCA-monomerov. Lin in sodelavci13 so primerjali morfološko podobne 
vlaknaste mreže na osnovi PCL poliestra s tistimi na osnovi sintetičnega polipeptida, PBLG-
ko-poli(natrijevega L-glutamata). Pokazali so, da se feokromocitomske celice na PCL slabše 
pričvrstijo in posledično na njem manj rastejo, medtem ko so na polipeptidnih vlaknih 
uspešno rastle, se diferencirale in tvorile nevrone. S tehniko predenja iz raztopine so 
pripravili tudi PBLG,14 ki so ga modificirali z 2-aminoetanolom za izboljšanje hidrofilnosti in s 
trojno vezjo (propargilaminom), preko katere so s klik kemijo vezali arginin-glicin-aspartat 
(RGD) tripeptidno zaporedje. Ustrezni delež vezanega RGD-zaporedja je izboljšal rast 
hrustančnih celic, tako da se je material izkazal kot potencialno uporaben za tkivno 
inženirstvo hrustanca.  
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Slika 2-35: Primer poroznih materialov na osnovi PCL, pripravljenega s tridimenzionalnim 
tiskanjem123 (A) in s predenjem iz raztopine13 (B). 

ROP NCA-monomerov je pogosta tehnika za pripravo poroznih hidrogelnih ogrodij, ki lahko 
služijo kot ogrodja za rast celic. Hidrogeli imajo tridimenzionalno mrežno strukturo na 
osnovi šibkih privlačnih nekovalentnih sil ali kovalentnih vezi. Absorbirajo in zadržijo lahko 
velike količine vode ter so po strukturi podobni izvenceličnemu matriksu.15 Hidrogeli na 
osnovi šibkih privlačnih sil so pogosto pripravljeni iz amfifilnih blok kopolimerov polipeptida 
in biološko združljivega polimera PEG. Amfifilni blok kopolimeri se v vodnih raztopinah 
samoorganizirajo in pri višji koncentraciji ali temperaturi tvorijo hidrogele. PEG s končno 
aminsko skupino so uporabili kot makroiniciator za ROP različnih NCA-monomerov in 
pripravili blok kopolimere, sestavljene iz PEG-bloka in poli(L-valin),124 poli(L-alanin),125–129 
poli(L-lizin)129 ali PPLG-bloka.130 Trojne vezi PPLG-bloka so izkoristili za nadaljnjo 
biofunkcionalizacijo, in sicer so s klik reakcijo nanj vezali z azidom modificiran biotin ali 
galaktozo.130 Kopolimeri so se v vodni raztopini samoorganizirali in tvorili hidrogele, ki so 
omogočali rast celic. Podobno se obnašajo tudi amfifilni polipeptidni kopolimeri, kjer k 
nastanku gela pripomorejo α-vijačnice ali β-listi določenega peptidnega segmenta. 
Poli(L-lizin) so kopolimerizirali s poli(L-alaninom), poli(L-leucinom) in poli(L-fenilalaninom).16 
Nastale hidrogele so uporabili za dostavo hidrofobnih spojin, kot sta holesterol in zdravilna 
učinkovina temozolomid. Spreminjanje kemijske sestave kopolimera je vplivalo na količino 
absorbirane zdravilne učinkovine in hitrost sproščanja le-te. Hidrogeli s polielektrolitskim 
blokom, kot sta poli(L-lizin) ali PLGA, niso bili primerni za pričvrstitev in rast celic.17 
Hidrofilni blok so nato pripravili iz racemata glutaminske kisline, na katero so vezali po dve 
enoti etilen glikola, hidrofoben oz. α-vijačni blok pa so sestavljali L-glutamat, L-leucin in/ali 
L-alanin.18 Raztopine so pri segrevanju do 40 °C reverzibilno zaželirale. Nastali hidrogeli so 
omogočali dostavo tako hidrofobnih kot hidrofilnih učinkovin, obenem pa se število 
mezenhimskim matičnih celic, sidranih na gele, po enem dnevu ni zmanjšalo. Hidrogele so 
pripravili tudi s samoorganizacijo molekul po principu gosta in gostitelja (angl. host-guest 
chemistry) med holesterolom in β-ciklodekstrinom, ki so ju vezali na PLGA-b-PEG-b-PLGA 
blok kopolimer.131 Molekule holesterola se vstavijo v notranjost β-ciklodekstrina, kar tvori 
nekovalentno povezano polimerno mrežo. Ker je vezava reverzibilna, ima hidrogel 
sposobnost samoobnavljanja (angl. self-healing). Nekovalentno zamreževanje lahko temelji 
tudi na elektrostatskem privlaku, kar so izkoristili v primeru PLGA, ki so ga fizikalno zamrežili 
z naravnim polisaharidom, hitosanom (slika 2-36A).132,133 Nastali hidrogel so uspešno 
uporabili za celjenje hrustančnega tkiva.  

Mehansko stabilnejšo alternativo predstavljajo kovalentno zamrežena hidrogelna ogrodja. 
Na primeru hibridnih polipeptid-PEG hidrogelov, kjer so z norbornenom funkcionaliziran 
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glutamat zamrežili s PEG-tiolom, so s kemijsko sestavo kopolimera prilagajali hidrofilnost in 
togost hidrogela.89,90 Kopolipeptid PBLG-ko-poli(alil glicin) so kovalentno zamrežili z 
ditiolom in na ta način fiksirali fibrilarno morfologijo polipeptida, ki se je ohranila tudi po 
odščiti BLG-segmentov.92 Hidrogele so pripravili tudi iz polipeptida na osnovi L-glutamata, L-
lizina in L-alanina, ki so ga zamrežili z akrilatnim monomerom HEMA.88 Takšni hidrogeli 
zaradi vsebnosti akrilatnega polimera sami po sebi niso omogočali pričvrstitve velikega 
števila celic, zato so za boljšo pričvrstitev celic hidrogele modificirali z RGD ali tirozin-
izolevcin-glicin-serin-arginin (YIGSR) sekvenco.87 Bolj biološko združljive hidrogele so 
pripravili osnovi PLGA, ki so ga zamrežili z alginatom.91 Po injiciranju raztopine pod kožo 
miši je in situ nastal hidrogel, iz katerega se je po več tednih pričelo razvijati hrustancu 
podobno tkivo. Obetavne rezultate so dali tudi polipeptidni hidrogeli, ki so jih z encimi 
zamrežili preko fenolnih obročev (slika 2-36B).93,94 Pokazali so, da morfologija hidrogela, ki 
so jo spreminjali s koncentracijo polimera, bistveno vpliva na diferenciacijo mezenhimskih 
zarodnih celic. Nadalje so na hidrogel vezali ciklično RGD-sekvenco preko disulfidne vezi.95 
Celice NIH 3T3 so se na zamrežene hidrogele s pripetim RGD-motivom odlično pričvrstile, z 
redukcijo disulfidne vezi v strukturi hidrogela pa so celice lahko kontrolirano odstranili. 
Podobno so zamrežili tudi PPLG, ki so ga modificirali s klik reakcijo ter pripeli še manozo, 
katere vloga je ublažiti začetni vnetni odziv tkiva.96 

 

Slika 2-36: Primer poroznega hidrogela na osnovi nekovalentno zamreženega PLGA in hitosana132 (A) 
in kovalentno zamreženega PLGA (B).93 

Če zamreževanje hidrogela poteka pod temperaturo ledišča vode, služijo kristali ledu kot 
trden templat in tvorijo pore, polimerne verige pa se skoncentrirajo na fazni meji med 
kristali, kar vodi do nastanka t.i. kriogelov. Sedlačík in sodelavci19 so primerjali hidrogel in 
kriogel na osnovi enakega polipeptidnega materiala – funkcionaliziranega glutamata, 
zamreženega z akrilatnim monomerom HEMA. Za razliko od hidrogela se struktura kriogela 
med mehanskim stiskanjem ni porušila, po končani obremenitvi pa se je kriogel vrnil v 
prvotno obliko. Do podobne ugotovitve glede prednosti kriogelacije so prišli tudi Shirbin in 
sodelavci,20 ki so pripravili poli(L-lizin)-b-poli(D,L-valin) in stranske aminske skupine lizina 
zamrežili z glutaraldehidom. Nadalje so pokazali, da bi material lahko bil uporaben za 
čiščenje vod. Večina bakterij, inkubiranih na kriogelu, je namreč po eni uri pomrla, kar je 
posledica tako protimikrobnih lastnosti poli(L-lizina) kot makroporozne strukture kriogela. 
Shirbin in sodelavci21 so pripravili tudi polipeptidni kriogel na osnovi PLGA-ko-poli(L-lizina), 
zamreženega z reakcijo amidacije med prostimi karboksilnimi in aminskimi skupinami (slika 
2-37A). Stopnja zamreženosti, ki so jo prilagajali s spreminjanjem sestave kopolimera, je 
bistveno vplivala na morfologijo kriogela. Fibroblasti so se na kriogele uspešno vezali, 
razraščali in prodirali v notranjost kriogela. 
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Enostaven primer trdnih templatov je tudi NaCl sol, s katerim so pripravili porozen PCL10 kot 
tudi sintetične polipeptide.134,135 Qian in sodelavci134 so iz NaCl pripravili negativen templat 
na osnovi trsa in na njem polimerizirali raztopino BLG NCA v kloroformu. Material so 
posušili in NaCl odstranili s spiranjem z vodo, da je nastalo bimodalno porozno PBLG-
ogrodje s kanali na račun templata in mikroporami zaradi prisotnosti topila (slika 2-37B). 
Celice MC3T3-E1 so se na njem uspešno pričvrstile in rastle. Podobno so Cui in sodelavci135 
v raztopino PBLG ali PBLG-ko-poli(L-fenilalanina) z dodatkom delcev biostekla v kloroformu 
dispergirali sintran NaCl kot templat. Nastali so biokompatibilni porozni nosilci, na katerih 
so celice MC3T3-E1 uspešno rastle in se tudi diferencirale do kostnega tkiva. 

 

Slika 2-37: Primer poroznega kriogela na osnovi kovalentno zamreženega PLGA-ko-poli(L-lizina)21 (A) 
in poroznega PBLG, pripravljenega z negativnim templatom na osnovi trsa (B).134 

2.5.1 Polimerizirana emulzija z visokim deležem notranje faze (poliHIPE) 

V zadnjem času je veliko pozornosti usmerjene v pripravo ogrodij iz emulzij z visokim 
deležem interne faze (angl. high internal phase emulsion, HIPE), kjer eno izmed topil služi 
kot mehak templat v dvofaznem sistemu.6 HIPE-i so definirani kot emulzije, katerih notranja 
(interna, kapljična) faza zavzema vsaj 74,04 % volumna celotne emulzije. 74,04 % 
predstavlja največji delež, ki ga lahko zavzamejo enako velike kapljice, ne da bi se pri tem 
deformirale. Zvezna (eksterna, kontinuirna) faza je v večini primerov organska (oljna), 
notranja pa vodna. V takšnih primerih govorimo o emulzijah voda v olju (v/o); nasprotno pa 
je v primeru emulzij olja v vodi (o/v), kjer je zvezna faza voda. Poznamo tudi brezvodne olje 
v olju (o/o) HIPE, ki so sestavljeni iz dveh nemešljivih organskih topil.4 Emulzije so 
termodinamsko nestabilni sistemi, saj nemešljivi fazi težita k temu, da bi se fazno ločili. Pri 
tem prihaja do pojava koalescence kapljic in/ali Ostwaldovega zorenja, kjer se pričnejo 
kapljice iste faze združevati in večati.3 Fazno separacijo lahko prepreči površinsko aktivna 
snov oz. surfaktant (angl. surface-active agent). Gre za neionske, anionske ali kationske 
amfifilne spojine, ki tvorijo okoli notranje faze zvezno plast. Ta deluje kot pregrada med 
fazama ter s tem zmanjša medfazno napetost in stabilizira emulzijo (slika 2-38A).8 Stabilnost 
HIPE-a je kinetsko pogojena in je odvisna od (ne)mešljivosti faz, vrste surfaktanta, količine 
surfaktanta, deleža notranje faze, temperature, viskoznosti in prisotnosti stabilizacijskih 
soli.3 Za stabilen HIPE včasih zadostuje že manj kot 1 mas. % surfaktanta, v nekaterih 
primerih pa mora preseči tudi 30 mas. %. Pri izbiri ustreznega surfaktanta si pomagamo z 
vrednostjo hidrofilnega-lipofilnega ravnotežja (angl. hydrophile-lipophile balance, HLB).136 
Surfaktanti z nizko vrednostjo HLB običajno dobro stabilizirajo HIPE tipa v/o, medtem ko so 
tisti z visokim HLB primernejši za emulzije tipa o/v.8 Brezvodni (o/o) HIPE so manj raziskani, 
saj je že sama izbira topil bistveno manjša. Za stabilizacijo o/o emulzij iz ogljikovodikov in 
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polarnih topil, kot so N,N-dimetil formamid (DMF), dimetil sulfoksid (DMSO) in formamid, 
so se izkazali t.i. Pluronic® surfaktanti, ki so blok kopolimeri PEG-b-PPG-b-PEG različnih 
molskih mas.137 Stabilizacijo emulzij lahko dosežemo tudi z uporabo trdnih delcev (slika 
2-38B); v tem primeru govorimo o Pickering HIPE-ih.138 Trdni delci v emulziji preferenčno 
migrirajo na površino med dvema tekočima fazama. Za razliko od amfifilnih surfaktantov v 
klasičnih emulzijah, ki zmanjšajo površinsko napetost, tvorijo trdni delci lupino okoli 
dispergirane faze in s tem onemogočijo, da bi se kapljice združile. Stabilnost Pickering 
emulzij je odvisna od oblike in velikosti delcev, interakcije med njimi ter od omočljivosti 
delcev.139 Bolj hidrofilni delci bodo preferenčno tvorili o/v emulzijo, bolj hidrofobni pa 
v/o.140  

 

Slika 2-38: Stabilizacija emulzije s surfaktantom (A) in trdnimi delci (B).  

Če zunanjo fazo HIPE-a polimeriziramo, nastalo zvezno domeno polimera z značilno 
hierarhično porazdelitvijo por imenujemo poliHIPE (slika 2-39). Kapljična faza tvori glavne 
pore (angl. voids ali cavities), ki so običajno premera od 1 µm do 100 µm. Ta velikost 
sovpada z velikostjo kapljic v emulziji v točki želiranja, kjer strditev polimera prepreči 
nadaljnjo fazno separacijo. Značilnost poliHIPE-polimerov je odprta struktura, saj so glavne 
pore med seboj povezane z manjšimi povezovalnimi porami, imenovanimi tudi okna (angl. 
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interconnects ali windows). Do nastanka povezovalnih por pride domnevno med 
polimerizacijo kontinuirne faze, ko se le-ta zaradi razlike v gostoti skrči in posledično 
pretrga na najtanjši točki, tj. na stiku med glavnimi porami.4  

 

Slika 2-39: Prikaz nastanka poliHIPE-a. 

PoliHIPE-materiali so večinoma pripravljeni na osnovi nerazgradljivih stirenskih ali akrilatnih 
monomerov,8 a se v zadnjem času povečuje zanimanje za pripravo razgradljivih poliHIPE-
ogrodij.7 Razgradljivo enoto lahko predstavljajo različne zvrsti, kot so naravni polisaharidi in 
polipeptidi, npr. dekstran,141 želatina,142,143 kopolimer želatine in glikozaminoglikanov,144 ali 
disulfidna vez v zamreževalcu.145 V zadnjem času so pogosto pripravljeni tudi poliestrski 
poliHIPE-materiali, npr. na osnovi poli(propilen fumarata),146–149 tiol-en polimerizacije 
estrskih monomerov150–156 ali PCL. PoliHIPE-ogrodja na osnovi PCL-poliestra so bila 
večinoma pripravljena iz raztopine polimera ali makromonomera. Raztopino nereaktivnega 
visokomolekularnega PCL-poliestra so emulgirali z vodo s pomočjo površinsko aktivnega 
sredstva157 ali nanodelcev (Pickering HIPE),123,123,158 po čiščenju pa dobili porozen, 
nezamrežen PCL. Za pripravo zamreženega poliHIPE-ogrodja na osnovi PCL so uporabili PCL-
makromonomere s končnimi funkcionalnimi skupinami. Slabost pristopa je visoka 
viskoznost raztopine PCL, ki otežuje učinkovito mešanje emulzij. V izogib problemu 
viskoznosti ene od faz emulzij so PCL s končnimi diakrilatnimi skupinami redčili in izvedli 
kopolimerizacijo z akrilnimi komonomeri, vendar so na ta način zmanjšali delež PCL v 
poliHIPE-u na 40–50 %.23–25 Prav tako tudi redčenje s toluenom ni bilo učinkovito, ker so 
nastali poliHIPE-polimeri z zaprto poroznostjo.23 PoliHIPE-nosilce z odprto porozno 
strukturo so dobili, ko so reagirali PCL-triol z diizocianatom v toluenu26 ali topilu THF,27 
vendar delež PCL v končnem materialu ni presegel 50 %. Višji delež (76 %) PCL so uspešno 
vključili v poliHIPE s tiol-en klik reakcijo PCL-triakrilata in tritiola, ki sta bila redčena s 
topilom za učinkovitejše mešanje emulzije.28 Iz štirikrakega PCL-makromonomera s 
končnimi metakrilnimi skupinami so s prilagajanjem vrste in količine topila pripravili 
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poliHIPE-ogrodja, ki so bila izključno iz PCL.99 V nadaljevanju so ogrodja obdelali s plazmo, s 
čimer so površino primerno funkcionalizirali. Takšna ogrodja so uporabili za rast celic in 
pokazali, da fibroblasti na njih uspešno rastejo. Znana sta tudi primera polimerizacije 
samega CL-monomera v HIPE-u. CL je tekoč, zato ni potrebe po uporabi dodatnega topila v 
zvezni fazi. Poleg tega je CL mešljiv z vodo, ki lahko deluje kot iniciator ROP CL, kar pa 
zahteva pripravo in polimerizacijo v o/o HIPE-u. Z ROP evtektične zmesi CL in L-laktida so 
tako pripravili nezamrežen poliHIPE.159 V drugem delu so CL kovalentno zamrežili v HIPE-u z 
bis-laktonom preko ROP s kositrovim oktoatom kot katalizatorjem, ki je učinkovit pri visoki 
temperaturi polimerizacije, kar pa je močno zmanjšalo stabilnost emulzije in posledično 
negativno vplivalo na morfologijo.160 

 

Polipeptidna poliHIPE-ogrodja so bila pripravljena iz naravnega polipeptida, želatine. V 
vodni zvezni fazi HIPE-a so želatino zamrežili z encimsko reakcijo med aminskimi in 
hidroksilnimi skupinami, ali s prosto radikalsko polimerizacijo makromonomera, ki so ga 
predhodno pripravili s funkcionalizacijo aminskih skupin želatine z anhidridom metakrilne 
kisline.142,143 S prosto radikalsko polimerizacijo so imeli boljšo kontrolo nad morfologijo 
poliHIPE-materiala, a so se hepatocite bolje razvijale na nosilcu, ki je bil encimsko 
zamrežen. Želatino so emulgirali tudi v Pickering HIPE z nanodelci, zamrežili pa z uporabo 
naravnega zamreževalca, genipina, ter pokazali, da material omogoča rast fibroblastov.161 
Kljub dobri biološki združljivosti pa ima uporaba naravnih polipeptidov svoje 
pomanjkljivosti, kot so pomanjkanje nadzora nad kemijsko sestavo in slaba ponovljivost 
fizikalno-kemijskih karakteristik materialov;22 kar pa so lastnosti, ki odlikujejo sintetične 
polipeptide.  

 

PoliHIPE-ogrodja, pripravljena z ROP NCA-monomerov, še niso bila pripravljena. Do sedaj so 
zgolj modificirali površino stirenskih poliHIPE-ov, ki so bili na površini ustrezno 
funkcionalizirani z aminskimi skupinami, iz katerih so iniciirali ROP BLG NCA-monomera oz. 
ε-benziloksikarbonil-L-lizin NCA-monomera, da so modificirali hidrofobno površino 
polistirenskega monolita s hidrofilnimi polipeptidnimi grafti, ki so jih kasneje tudi 
odščitili.162 ROP NCA-monomerov v emulzijah je do sedaj slabo raziskano področje, saj so 
NCA-monomeri v prisotnosti vode podvrženi hidrolizi.49 
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3 Eksperimentalni del 

3.1 Materiali 
Uporabili smo naslednje kemikalije in topila:  

 [1,1'-bi(cikloheksan)]-4,4'-dion (98 %, TCI Chemicals) 

 1,4-dioksan (99,8 %, Fluka) 

 2,5-dihidroksibenzojska kislina (99 %, Sigma-Aldrich) 

 2-propanol (J. T. Baker) 

 brezvodni dimetil sulfoksid (DMSO, 99,9 %, Sigma-Aldrich) 

 brezvodni etil acetat (EtOAc, 99,8 %, Sigma-Aldrich) 

 brezvodni etilen glikol (99,8 %, Sigma-Aldrich) 

 brezvodni N,N-dimetil formamid (DMF, 99,8 %, Sigma-Aldrich) 

 brezvodni tetrahidrofuran (THF, 99,9 %, Sigma-Aldrich) 

 bromovodikova kislina (HBr, 33 mas. % v ocetni kislini, Acros Organic) 

 devteriran dimetil sulfoksid (DMSO-d6, 0,03 vol. % TMS, Eurisotop) 

 devteriran kloroform (CDCl3, 0,03 vol. % TMS, 99,8 %, Merck) 

 devterirana ocetna kislina (99,5 %, Sigma-Aldrich) 

 dietil eter (Merck) 

 difenil fosfat (DPP, 99 %, Aldrich) 

 di-terc-butil dikarbonat (Boc2O, 99 %, Sigma-Aldrich) 

 etanol (absolutni, Carlo Erba) 

 glicin (Gly, 98,5 %, Sigma-Aldrich) 

 izodipeptid med glutaminsko kislino in lizinom (H-Glu(H-Lys-OH)-OH, Bachem) 

 jodometan (CH3I, 99,5 %, stabiliziran z bakrom, Sigma-Aldrich) 

 kalcijev hidrid (CaH2, 95 %, Sigma-Aldrich) 

 kalijev hidrogensulfat (KHSO4, Aldrich) 

 kalijev karbonat (K2CO3, 99 %, Merck) 

 kalijev klorid (KCl, Fluka) 

 kloroform (CHCl3, 99,0 %, Honeywell) 

 klorovodikova kislina (HCl, 37 %, Merck) 

 L-homocistin (Hcys, Iris Biotech) 

 magnezijev sulfat (MgSO4, 99,5 %, Sigma-Aldrich) 

 mravljična kislina (98 %, Honeywell) 

 N,N-diizopropiletil amin (DIPEA, 98,0 %, Sigma-Aldrich) 

 natrijev bikarbonat (Na2CO3, 99,5 %, Acros Organic) 

 natrijev hidrid (NaH, 60 % oljna disperzija, Sigma-Aldrich) 

 natrijev hidrogensulfat (NaHSO4, 95 %, Fluka) 
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 natrijev hidroksid (NaOH, 99 %, Merck) 

 natrijev klorid (NaCl, Fluka) 

 natrijev tiosulfat pentahidrat (Na2S2O3∙5H2O, Merck) 

 n-heksan (Merck) 

 Nα,Nα'-di-terc-butiloksikarbonil-L-cistin ((Boc-Cys-OH)2, 98 %, Sigma-Aldrich) 

 Nδ-karbobenziloksi-L-ornitin (ZLO, Irish Biotech) 

 Nε-karbobenziloksi-L-lizin (ZLL, Iris Biotech) 

 ocetna kislina (100 %, Merck) 

 O-metilizosečnina bisulfat (MIU, 99 %, Aldrich) 

 pentan (99 %, Honeywell) 

 petrol bencin (PB, vrelišče 100 °C – 140 °C, Merck) 

 piperidin (99 %, Sigma-Aldrich) 

 Pluronic® F127 (Sigma) 

 sečnina-vodikov peroksid (97 %, Aldrich) 

 terc-butiloksikarbonil-glicin (Boc-Gly, 99,0 %, Aldrich) 

 tetrahidrofuran (THF, Merck) 

 trietil amin (Et3N, 99,5 %, Sigma-Aldrich) 

 trifluoroocetna kislina (TFA, 99,5 %, Acros Organic) 

 trifosgen (98 %, Aldrich) 

 α-pinen (98 %, Aldrich)  

 β-benzil-L-aspartat (BLA, 99 %, Iris Biotech) 

 γ-benzil-L-glutamat (BLG, 99 %, Acros Organics) 

 ε-kaprolakton (CL, 97 %, Aldrich, sušen s CaH2 in vakuumsko destiliran) 
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3.2 Metode karakterizacije 

3.2.1 Jedrska magnetna resonanca (NMR) 
1H in 13C NMR-spektri so bili izmerjeni pri 25 °C na spektrometru Varian Unity Inova 300 
MHz (Varian) v pulznem načinu s Fourierjevo transformacijo. Meritve so bile izvedene v 
CDCl3 ali v DMSO-d6 (po potrebi z nekaj kapljicami TFA). Kemijski premiki (δ, ppm) so podani 
glede na interni standard tetrametilsilan (TMS, δ = 0). 

3.2.2 Infrardeča spektroskopija s Fourierjevo transformacijo (FTIR) 

FTIR-spektre smo izmerili na spektrometru Spectrum One (Perkin Elmer) oz. Vertex 80 
(Bruker) v območju od 650 cm–1 do 4000 cm–1 v ATR-načinu merjenja (angl. attenuated 
total reflectance). 

3.2.3 Ramanska spektroskopija 

Ramanski spektri so bili izmerjeni na instrumentu Bruker RAM II FT-Raman, sklopljenim z 
Vertex 80 IR-spektrometrom. Vzbujevalni vir je bil NIR-laser z valovno dolžino 1064 nm in 
močjo 200 mW. Spektre smo izmerili pri sobni temperaturi z nominalno resolucijo 4 cm–1. 
Sipana svetloba je bila izmerjena z Ge-diodnim detektorjem, hlajenim s tekočim dušikom. 
Povprečili smo 64 interferogramov in jih apodizirali s štiričlensko Blackman-Harris funkcijo. 

3.2.4 MALDI-TOF masna spektrometrija 

Masni spektri so bili izmerjeni na Bruker UltrafleXtreme MALDI-TOF masnem spektrometru 
(Bruker Daltonik). Pripravili smo raztopino vzorca v THF s koncentracijo 10 mg mL–1. Dodali 
smo 10-kratno količino raztopine matrice, tj. 2,5-dihidroksibenzojske kisline v THF 
(30 mg mL–1), in 3-kratno količino raztopine natrijevega trifluoroacetata v THF (10 mg mL–1). 
Na ploščo smo nanesli 0,4 μL pripravljene raztopine. Za kalibracijo smo uporabili PMMA-
standarde. 

3.2.5 Diferenčna dinamična kalorimetrija (DSC) 

Termične lastnosti polimerov smo določili z Mettler Toledo DSC 1 (Mettler Toledo). Vzorce 
PCL smo segrevali od –80 °C do 100 °C s hitrostjo 10 °C min–1, držali na 100 °C 1 min, nato 
ohladili na –80 °C s hitrostjo –10 °C min–1 ali –2 °C min–1. Po 1 min na –80 °C smo vzorec 
znova segreli do 100 °C s hitrostjo 10 °C min–1.  

 

Polipeptidne vzorce smo segrevali od –80 °C do 150 °C s hitrostjo 20 °C min–1, držali na 
150 °C 1 min, nato pa ohladili na –80 °C s hitrostjo –200 °C min–1. Na –80 °C smo vzorec 
držali 15 min, nato ga segreli do 150 °C s hitrostjo 20 °C min–1.  

Temperature taljenja, kristalizacije in steklastega prehoda ter površine pod krivuljami 
(entalpijo) smo določili s programsko opremo STARe.  

3.2.6 Vrstična elektronska mikroskopija (SEM) 

Morfologijo vzorcev poliHIPE smo opazovali s pomočjo vrstičnega elektronskega 
mikroskopa Zeiss Supra 35 VP (Carl Zeiss). Prelomljeno površino vzorcev smo pred 
snemanjem naprašili z 12 nm debelim slojem zlata na instrumentu Q150T ES (Quorum 
Technologies).  
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3.2.7 Mehanska analiza  

Mehanske lastnosti smo določali na dinamičnem termomehanskem analizatorju DMA Q800 
(TA Instruments), opremljenim z diski za kompresijo premera 15 mm. Pri kompresijskih 
testih smo cilindrične vzorce premera (7–8) mm in višine (6–7) mm stiskali pri različnih 
temperaturah (–30 °C, 20 °C, 37 °C in 60 °C) s postopno obremenitvijo 0,5 N min–1 (PCL) in 
1 N min–1 (polipeptidi) do 18 N. Youngov modul (E) smo določili iz naklona začetnega 
linearnega dela krivulje napetost-deformacija.  

 

Termomehanske cikle za študij oblikovnega spomina PCL poliHIPE-ov smo sprogramirali na 
sledeč način. Vzorec smo obremenili z minimalno silo 0,005 N in ga segreli na 60 °C za PCL-
5,0 oz. 40 °C za PCL-7,5 ter držali silo pri tej temperaturi 10 min. Pomerili smo višino vzorca 
in ga v času 1 min obremenili s silo 0,3 N (PCL-5,0) oz. 0,6 N (PCL-7,5). Nato smo 
temperaturo s hitrostjo –1 °C min–1 znižali do 0 °C ali 20 °C za PCL-5,0 oz. –30 °C za PCL-7,5 
in temperirali vzorec pri tej temperaturi 20 min, da je kristaliziral. Silo smo nato zmanjšali 
do minimalne sile (0,005 N) in vzorec držali izotermno še 20 min, da smo se prepričali o 
fiksiranju začasne oblike. Sledilo je segrevanje vzorca s hitrostjo 0,5 °C min–1 do 60 °C za 
PCL-5,0 oz. 40 °C za PCL-7,5, da smo lahko odčitali temperaturo prehoda iz začasne v 
prvotno obliko, nakar smo vzorec temperirali še 60 min, da se je povrnil v originalno obliko. 
Cikle smo ponovili enkrat do šestkrat, začenši s stiskanjem segretega vzorca. 

3.2.8 Test toksičnosti  

Za test toksičnosti smo 15 mg poliHIPE PBLG2,0 80-3 sterilizirali čez noč v etanolu in nato 
etanol izmenjali s sterilno milli-Q vodo. Vzorec smo sprali z brezbarvnim medijem 
Dulbecco's Modified Eagle's Medium D5921 z 10 vol. % FBS, 1 vol. % Na-Pyruvate S8636 in 
1 vol. % Glutamax 35050061 ter ga prestavili v ploščo z 12 vdolbinicami in 1 mL testnega 
medija. Inkubacija je potekala čez noč pri normalnih pogojih (5 % CO2, 37 °C, vlažnost zraka 
skoraj 100 %). Vzporedno smo na ploščo s 96 vdolbinicami prenesli po ~10000 celic celične 
linije mišjih fibrosarkom L929 v vdolbinico, dodali 100 µL testnega medija in inkubirali čez 
noč. Naslednji dan smo celicam dodali 100 µL medija, inkubiranega s poliHIPE-om ali brez 
(kontrola). Po enem dnevu inkubacije smo dodali 20 µL celičnega reagenta Presto blue 
(Invitrogen) in inkubirali še 3 h, da so žive celice tvorile fluorescenčni produkt. 
Fluorescenčni signal smo izmerili s pomočjo 270–120 nm vzbujevalnega filtra in 590 nm 
emisijskega filtra. Viabilnost celic, inkubiranih z medijem, ki je bil predhodno inkubiran s 
poliHIPE-om, je podana kot odstotek signala kontrolnega testa.  

3.2.9 Konfokalna mikroskopija 

Vzorec PBLG2,0 80-3 in celice mišjih fibrosarkom L929 smo pripravili na enak način kot za 
test toksičnosti. Na površino poliHIPE-materiala smo nato prenesli 12 µL medija s ~30000 
celicami celične linije mišjih fibrosarkom L929 in jih inkubirali (1–7) dni. Po določenem času 
smo si vzorce ogledali z Leica TCS SP5 konfokalnim mikroskopom na Leica DMI 6000 CS 
modulu (Leica Microsystems) z objektivom HCX PL Fluotar L (20x; NA, 0.4) pri različnih 
povečavah. Vsa celična jedra smo označili z barvilom Hoechst 33342 (4 µM), mrtva celična 
jedra pa z barvilom SYTOX® Green (1 µM). Za vzbujevanje smo uporabili diode pri valovni 
dolžini 405 nm in argon laser z valovno dolžino 476 nm. Emisijo barvila Hoechst 33342 smo 
zaznavali med 440 nm in 480 nm, emisijo barvila SYTOX® Green pa med 520 nm in 550 nm. 
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3.2.10  Rast celic 

Celice mišjih fibrosarkom L929 smo inkubirali in sadili na PBLG2,0 80-3 na enak način kot za 
konfokalno mikroskopijo. Po 2, 4 in 6 dneh inkubacije smo poliHIPE s sajenimi celicami ali 
brez njih (kontrola) prenesli v 900 µL svežega medija v ploščo s 24 vdolbinicami in po 
30 min dodali 100 µL reagenta Presto blue. Takoj po dodatku reagenta in po 3 h inkubacije 
smo odvzeli po 100 µL medija ter pomerili fluorescenco na enak način kot za test 
toksičnosti. Fluorescenčni signal medija, odvzetega takoj po dodatku reagenta, smo odšteli 
od fluorescenčnega signala po 3 h inkubacije. Odziv je podan v relativnih fluorescenčnih 
enotah in predstavlja naraščanje števila celic s časom. 

3.2.11  Optična mikroskopija 

Celice mišjih fibrosarkom L929 smo inkubirali in sadili na PBLG2,0 80-3 na enak način kot za 
konfokalno mikroskopijo. Po 8 dneh inkubacije smo poliHIPE namočili v raztopino za 
fiksiranje (3 % glutaraldehid v 0,1 M fosfatnem pufru) in ga narezali na rezine debeline (2–
3) mm. Kot kontrolo smo uporabili poliHIPE, na katerega nismo sadili celic. Vzorce smo 
označili z 1 % OsO4 v 0,1 M fosfatnem pufru in vgradili v smolo Agar 100 (Agar Scientific). Na 
ultramikrotomu (Reichert Ultracut S, Leica) smo odrezali rezine fiksiranega poliHIPE-a 
debeline 0,6 µm. Celice smo označili z barvilom Azure II – metilen modro in si jih ogledali z 
optičnim mikroskopom AxioCam HR (Carl Zeiss). 
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3.3 Sinteze 

3.3.1 Modifikacija surfaktanta 

 
Surfaktant poli(etilen glikol)-b-poli(propilen glikol)-b-poli(etilen glikol) (PEG-b-PPG-b-PEG) 
Pluronic® F127 (10 g, 0,8 mmol) smo raztopili v 30 mL brezvodnega THF in dodali natrijev 
hidrid (0,63 g 60 % oljne disperzije, 15,9 mmol), ki je bil v raztopini Pluronica® F127 v THF 
dispergiran. Reakcijsko zmes smo ohladili na ledu in dodali jodometan (0,74 mL, 
15,9 mmol). Reakcijo smo pustili teči 48 h na sobni temperaturi. Reakcijsko zmes smo nato 
znova ohladili na ledu in prebitni natrijev hidrid reagirali z 2-propanolom (30 mL), etanolom 
(2 mL) in ocetno kislino (do nevtralnega pH). Pri tem koraku se je raztopina obarvala 
oranžno. Topila smo vakuumsko odstranili, ostanek pa raztopili v svežem THF (75 mL) in le-
tega znova vakuumsko odstranili. Dobro osušen surfaktant smo raztopili v kloroformu 
(200 mL) in nečistoče trikrat previdno ekstrahirali v sveže pripravljeno raztopino natrijevega 
tiosulfata (5 % m/m, 3×100 mL), dokler se organska faza ni razbarvala, kar je nakazovalo na 
popolno redukcijo prebitnega joda. Organsko fazo smo sprali še z deionizirano vodo 
(100 mL), nato pa posušili z brezvodnim magnezijevim sulfatom, filtrirali in skoncentrirali 
pod vakuumom. Produkt smo oborili v hladen heksan (250 mL), filtrirali in posušili. Produkt 
Me-F127 je bel prah (izkoristek 89 %). 

 
1H NMR (CDCl3, 300 MHz, δ (ppm)): 3,72–3,60 (m, -CH2-CH2-O-), 3,60–3,46 (m, -CH-CH2-O-), 
3,46–3,30 (m, -CH-CH2-O-), 3,38 (s, -O-CH3), 1,18–1,08 (m, -CH-CH3). 

 

3.3.2 Sinteza monomerov 

3.3.2.1 Sinteza 4,4′-bioksepanil-7,7′-diona (BOD) 

 

BOD smo pripravili po prirejeni znani metodi.163 Kompleks sečnina-vodikov peroksid 
(20,00 g, 0,21 mol) in mravljično kislino (100 mL) smo mešali 2 h na sobni temperaturi. 
Zmes smo ohladili na ledu in počasi dodali [1,1'-bi(cikloheksan)]-4,4'-dion (10,00 g, 
0,05 mol). Reakcijsko zmes smo mešali nadaljnje 4 h, pri čemer se je segrela do sobne 
temperature. Nato smo zmes razredčili z vodo (200 mL) in produkt ekstrahirali v kloroform 
(1×200 mL in 4×40 mL). Zbrano organsko fazo smo sprali z nasičeno raztopino natrijevega 
bikarbonata (4×150 mL) in z raztopino natrijevega klorida (1 M, 200 mL), posušili z 
brezvodnim magnezijevim sulfatom ter filtrirali. Topilo smo delno odparili pod vakuumom 
in raztopino spustili čez plast silikagela, pri čemer smo kot eluent uporabili kloroform. V 
zadnji stopnji smo kloroform odparili pod vakuumom ter dobili BOD produkt v obliki belega 
prahu (izkoristek 66 %).  
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1H NMR (CDCl3, 300 MHz, δ (ppm)): 4,38–4,12 (m, 2H, -CH2-O-), 2,78–2,55 (m, 2H, -CH2-
CO-), 1,98–1,79 (m, 2H, -O-CH2-CH2-), 1,74–1,41 (m, 3H, -CH-CH2-). 

3.3.2.2 Sinteza γ-benzil-L-glutamat N-karboksianhidrida (BLG NCA) 

 

V prežarjeni Schlenk bučki smo suspendirali BLG (10,00 g, 42,2 mmol) v brezvodni THF 
(90 mL) in segreli na 50 °C. Posebej smo pripravili in dodali raztopino trifosgena (6,76 g, 
22,8 mmol) v brezvodnem THF (10 mL). Reakcijska zmes se je po 20 min zbistrila, nakar smo 
jo mešali še 1 h. Raztopino smo nato koncentrirali pod vakuumom in BLG NCA 
prekristalizirali s hladnim n-heksanom. Prekristalizacijo iz THF/n-heksana smo ponovili še 
dvakrat. BLG NCA produkt v obliki belih kristalčkov smo osušili (izkoristek 96 %).  

 
1H NMR (DMSO-d6, 300 MHz, δ (ppm)): 9,11 (s, 1H, -NH-), 7,37 (m, 5H, aril -CH-), 5,11 (s, 2H, 
benzil -CH2-), 4,48 (ddd, J1 = 7,8 Hz, J2 = 5,5 Hz, J3 = 1,1 Hz, 1H, -CH-), 2,49 (m, 2H, -CH2-), 
2,02 (m, 2H, -CH2-). 

3.3.2.3 Sinteza L-cistin N-karboksianhidrida (Cys NCA) 

 

V prežarjeni Schlenk bučki smo suspendirali (Boc-Cys-OH)2 (1,00 g, 2,3 mmol) v brezvodnem 
acetatu (15 mL). Dodali smo trifosgen (0,91 g, 3,1 mmol) in reakcijsko zmes segreli na 60 °C. 
Po 12 h smo raztopino filtrirali preko PTFE-filtra (0,45 µm, Chromafil) neposredno v 
centrifugirko s 40 mL hladnega n-heksana. Zmes smo centrifugirali (8000 rpm, 7 min), 
supernatant oddekantirali in osušili oborjen produkt. Produkt smo še enkrat raztopili v 
brezvodni etil acetat, obarjali v n-heksan in osušili (izkoristek 83 %).  

 
1H NMR (DMSO-d6, 300 MHz, δ (ppm)): 9,26 (s, 2H, -NH-), 4,79 (ddd, J1 = 6,6 Hz, J2 = 4,4 Hz, 
J3 = 1,3 Hz, 2H, -CH-), 3,22 (m, 4H, -CH2-). 
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3.3.2.4 Sinteza Nε-karbobenziloksi-L-lizin N-karboksianhidrida (ZLL NCA) 

 

V prežarjeni Schlenk bučki smo suspendirali ZLL (10,00 g, 35,7 mmol) v brezvodni etil acetat 
(90 mL) in segreli na 78 °C. Dodali smo raztopino trifosgena (4,70 g, 15,9 mmol) v 
brezvodnem etil acetatu (10 mL). Reakcijsko zmes smo mešali 4 h, pri čemer se je raztopina 
zbistrila. Raztopino smo nato koncentrirali pod vakuumom in ZLL NCA prekristalizirali s 
hladnim n-heksanom. Produkt smo osušili in še dvakrat prekristalizirali iz etil acetata/n-
heksana ter osušili (izkoristek 70 %). 

 
1H NMR (DMSO-d6, 300 MHz, δ (ppm)): 9,08 (s, 1H, -NH-), 7,34 (m, 5H, aril -CH-), 7,35 (t, 1H, 
-NH-), 5,01 (s, 2H, benzil -CH2-), 4,43 (ddd, J1 = 6,5 Hz, J2 = 5,2 Hz, J3 = 1,1 Hz, 1H, -CH-), 3,00 
(q, J = 6,1 Hz, 2H, -CH2-), 1,70 (m, 2H, -CH2-), 1,38 (m, 4H, -CH2-).  

 

3.3.2.5 Sinteza β-benzil-L-aspartat N-karboksianhidrida (BLA NCA) 

 

V prežarjeni Schlenk bučki smo suspendirali BLA (5,00 g, 22,4 mmol) v brezvodni THF 
(50 mL) in reakcijsko zmes segreli na 55 °C. Dodali smo raztopino trifosgena (3,55 g, 
12,0 mmol) v brezvodnem THF (10 mL). Zmes se je po nekaj minutah zbistrila, nakar smo jo 
mešali še 1 h. Raztopino smo nato koncentrirali pod vakuumom in BLA NCA prekristailzirali 
s hladnim n-heksanom. Produkt smo osušili in še dvakrat prekristalizirali iz THF/n-heksana 
ter osušili (izkoristek 84 %).  

 
1H NMR (DMSO-d6, 300 MHz, δ (ppm)): 8,99 (s, 1H, -NH-), 7,37 (m, 5H, aril -CH-), 5,13 (s, 2H, 
benzil -CH2-), 4,69 (td, 1H, J1 = 4,4 Hz, J2 = 2,2 Hz, -CH-), 3,09–2,89 (ddd, 2H, J1 = 100,9 Hz, 
J2 = 17,8 Hz, J3 = 4,6 Hz, -CH2-).  
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3.3.2.6 Sinteza Nδ-karbobenziloksi-L-ornitin N-karboksianhidrida (ZLO NCA) 

 

V prežarjeni Schlenk bučki smo suspendirali ZLO (5,00 g, 18,8 mmol) v brezvodni THF 
(40 mL) in zmes segreli na 55 °C. Nato smo dodali raztopino trifosgena (2,05 g, 6,9 mmol) v 
brezvodnem THF (10 mL) in α-pinen (6 mL, 37,8 mmol). Po 1,5 h smo dodali prebitek 
raztopine trifosgena (0,20 g, 0,7 mmol) v brezvodnem THF (4 mL). Po 1 h se je reakcijska 
zmes bistrila, nakar smo jo mešali še 2 h. Raztopino smo nato filtrirali skozi PTFE-filter 
(0,45 µm, Chromafil), koncentrirali pod vakuumom in prekristalizirali z ledenim n-
heksanom. Produkt smo še dvakrat prekristalizirali iz brezvodnega etil acetata/n-heksana 
ter osušili (izkoristek 80 %).  
1H NMR (DMSO-d6, 300 MHz, δ (ppm)): 9,10 (s, 1H, -NH-), 7,35 (m, 5H, aril -CH-), 6,96 (t, 1H, 
-NH-), 5,02 (s, 2H, benzil, -CH2-), 4,45 (m, 1H, -CH-), 3,03 (q, 2H, J = 6,4 Hz, -CH2-), 1,80–1,60 
(m, 2H, -CH2-), 1,49–1,42 (m, 2H, -CH2-). 

 

3.3.2.7 Sinteza glicin N-karboksianhidrida (Gly NCA) 

 

V prežarjeni Schlenk bučki smo suspendirali glicin (2 g, 26,6 mmol) v brezvodnem THF 
(20 mL) in dodali α-pinen (8,4 mL). Reakcijsko zmes smo segreli na 65 °C in mešali 1 h. Nato 
smo počasi dodajali raztopino trifosgena (2,64 g, 8,9 mmol) v brezvodnem THF (8 mL). Zmes 
smo mešali 2 h, nato pa filtrirali preko PTFE-filtra (0,45 µm, Chromafil) in raztopino 
koncentrirali pod vakuumom. Produkt smo dvakrat prekristalizirali iz THF/pentana in osušili 
(izkoristek 25 %). 

 
1H NMR (DMSO-d6, 300 MHz, δ (ppm)): 8,83 (s, 1H, -NH-), 4,20 (s, 1H, -CH-). 
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3.3.2.8 Sinteza L-homocistin N-karboksianhidrida (Hcys NCA) 

 

(Boc-Hcys-OH)2 smo pripravili po prirejeni znani metodi.164 L-Homocistin (2,85 g, 10,6 mmol) 
smo suspendirali v vodni raztopini kalijevega karbonata (40 mL, 10 % m/m) in dodali 
raztopino di-terc-butil dikarbonata (Boc2O) (5,82 g, 26,7 mmol) v THF (35 mL). Reakcijsko 
zmes smo mešali 24 h pod refluksom (80 °C). Zmes smo razredčili z deionizirano vodo 
(70 mL) in nato nakisali z nasičeno raztopino kalijevega hidrogensulfata do pH 3–4, da se je 
(Boc-Hcys-OH)2 s protonirano karboksilno skupino oboril iz vodne raztopine, ne da bi pri 
tem prišlo do neželene odščite. Produkt smo ekstrahirali v kloroform (3×30 mL) in zbrane 
organske faze osušili z brezvodnim magnezijevim sulfatom. Suspenzijo smo filtrirali, topilo 
vakuumsko odpareli in (Boc-Hcys-OH)2 vakuumsko osušili do suhega (izkoristek 86 %). 

 
1H NMR (DMSO-d6, 300 MHz, δ (ppm)): 7,16 (m, 2H, -NH-), 4,01 (m, 2H, -CH-), 2,74 (m, 4H, -
S-CH2), 2,06–1,92 (m, 4H, -CH2-), 1,39 (s, 18H, -CH3).  

 

(Boc-Hcys-OH)2 (0,40 g, 0,9 mmol) smo zatehtali v prežarjeno Schlenk bučko, raztopili v 
brezvodnem THF (3 mL) in segreli na 50 °C. Dodali smo raztopino trifosgena (0,34 g, 
1,1 mmol) in reakcijo mešali 24 h. Hcys NCA smo dvakrat prekristalizirali iz THF/n-heksana 
(izkoristek 62 %). 

 
1H NMR (DMSO-d6, 300 MHz, δ (ppm)): 9,13 (s, 1H, -NH-), 4,54 (dd, 1H, J1 = 7,9 Hz, 
J2 = 5,1 Hz, -CH-), 2,85–2,77 (m, 2H, -S-CH2-), 2,18–2,04 (m, 2H, -CH2-). 

3.3.2.9 Sinteza izodipeptid glutaminska kislina-lizin N-karboksianhidrida (Glu-Lys NCA) 

 

H-Glu(H-Lys-OH)-OH (0,40 g, 1,5 mmol) smo raztopili v vodni raztopini kalijevega karbonata 
(6,3 mL, 10 % m/m). Dodali smo raztopino Boc2O (0,79 g, 3,6 mmol) v THF (5,4 mL) in 
reakcijsko zmes mešali 24 h pod refluksom (80 °C). Zmes smo razredčili z deionizirano vodo 
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(11 mL) in nato nakisali z nasičeno raztopino kalijevega hidrogensulfata do pH 3–4. Produkt 
smo ekstrahirali v kloroform (4×6 mL) in zbrane organske faze osušili z brezvodnim 
magnezijevim sulfatom. Suspenzijo smo filtrirali in topilo vakuumsko odpareli. Boc-Glu(Boc-
Lys-OH)-OH smo osušili do suhega (izkoristek 80 %). 

 
1H NMR (DMSO-d6, 300 MHz, δ (ppm)): 7,79 (m, 1H, amid -NH-), 7,05 (m, 2H, -NH-), 3,84 
(m, 2H, -CH-COOH), 3,00 (m, 2H, Lys -NH-CH2-), 2,13 (t, 2H, Glu -CH2-), 1,92–1,73 (m, 2H, 
Glu -CH2-), 1,64–1,52 (m, 2H, Lys -CH2-), 1,38 (s, 18H, -CH3), 1,31 (m, 2H, Lys -CH2-).  

 

Boc-Glu(Boc-Lys-OH)-OH (0,11 g, 0,22 mmol) smo raztopili v brezvodnem etil acetatu (4 mL) 
in segreli na 70 °C. Dodali smo α-pinen (0,28 mL) in nato postopoma, v roku 5 h, po 
kapljicah dodajali raztopino trifosgena (0,11 g, 0,40 mmol) v brezvodnem etil acetatu 
(2 mL). Po 24 h smo reakcijsko zmes filtrirali preko PTFE-filtra (0,45 µm, Chromafil), 
raztopino koncentrirali pod vakuumom in produkt prekristalizirali iz hladnega n-heksana.  
 

1H NMR (DMSO-d6, 300 MHz, δ (ppm)): 9,09 (s, 1H, Glu -NH-), 9,06 (s, 1H, Lys -NH-), 7,87 (s, 
1H, -NH-CO-), 4,47 (t, 2H, Glu -CH-), 4,43 (t, 2H, Lys -CH-), 3,02 (m, 2h, Lys -CH2-NH-), 2,19 
(m, 2H, Glu -CH2-CO-), 1,97 (m, 2H, Glu -CH2-CH-), 1,75 (m, 2H, Lys -CH2-), 1,55 (m, 
Lys -CH2-), 1,30 (m, 2H, Lys -CH2-).  

3.3.3 Sinteza PCL poliHIPE-ov 

Primer priprave poliHIPE z 90 vol. % interne faze, 16 mas. % surfaktanta in 5,0 mol % BOD je 
sledeč. BOD (0,16 g, 0,7 mmol) in Me-F127 (0,34 g, 0,02 mmol) smo raztopili v CL (1,5 mL, 
13,5 mmol) ter dodali etilen glikol (18,1 µL, 0,3 mmol) in DPP (0,05 g, 0,2 mmol). Med 
mešanjem z mehanskim mešalom (EUROSTAR 20 digital, IKA) smo po kapljicah dodajali 
petrol bencin (13,5 mL). Po dodatku vse interne faze smo HIPE mešali še 10 min. Nato smo 
emulzijo vlili v več plastičnih 2 mL centrifugirk in segrevali na 50 °C čez noč. Nastale 
poliHIPE-monolite smo čistili z ektrakcijo v Soxhletovem aparatu, pri čemer smo prvih 24 h 
uporabili topilo dietil eter, ki odstrani petrol bencin in DPP. Za odstranitev surfaktanta smo 
čiščenje v Soxhletovem aparatu nadaljevali s 24 h ekstrakcijo z etanolom. Etanol smo v 
končni fazi difuzijsko izmenjali z deionizirano vodo ter monolite osušili s sušenjem z 
zamrzovanjem, da smo preprečili skrčenje monolita.  

3.3.4 Hidrolitska razgradnja PCL poliHIPE-ov  

Očiščen in posušen poliHIPE-monolit (60 mg) smo namočili v 0,1 M vodno raztopino NaOH 
(7 mL). Po določenem času smo poliHIPE odstranili iz bazične raztopine, ga temeljito sprali z 
deinozirano vodo in osušili s sušenjem z zamrzovanjem.  
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3.3.5 Linearni polipeptidi  

Linearne polipeptide smo pripravili s polimerizacijo 0,5 M raztopine NCA (BLG ali ZLL) v 
brezvodnem DMF, ki smo ji dodali 0,5 mol % DIPEA. Polimerizacija je potekala na sobni 
temperaturi 24 h. Raztopino polimera smo oborili v vodno raztopino natrijevega klorida 
(5 mas. %). Zmes smo centrifugirali, supernatant oddekantirali in oborino večkrat sprali z 
deionizirano vodo ter osušili. 

3.3.6 Spremljanje kinetike ROP NCA 

Za spremljanje kinetike ROP smo pripravili raztopino NCA v brezvodnem DMF ali DMSO. 
Dodali smo katalizator in po določenem času odvzeli alikvot reakcijske zmesi. Reakcijo smo 
ustavili z devterirano ocetno kislino in raztopino razredčili z DMSO-d6 ter takoj analizirali z 
1H NMR-spektroskopijo. 

3.3.7 Sinteza polipeptidnih DMF/PB poliHIPE-ov  

Primer priprave polipeptidnega poliHIPE PBLG2,0 80-3, zamreženega s 5 mol % cistina, je 
sledeč. V brezvodnem DMF (1175 µL) smo raztopili BLG NCA (0,60 g, 2,3 mmol), Cys NCA 
(0,04 g, 0,12 mmol) in Me-F127 (0,05 g). Raztopino smo pod argonom prenesli v dvogrlo 
bučko, opremljeno z mehanskim mešalom (EUROSTAR 20 digital, IKA). Med mešanjem s 
hitrostjo 330 rpm smo po kapljicah v reakcijsko zmes, ki smo jo prepihovali z argonom, 
dodajali PB (4,8 mL). Po dodatku vsega PB smo emulzijo mešali še 10 min in nato dodali 
raztopino DIPEA v brezvodnem DMF (24 µL, 0,5 M). Mešanje smo po 30 s ustavili in HIPE 
previdno odpipetirali v 2 mL centrifugirke, ki smo jih zaprli z gumijasto septo. V septo smo 
vstavili votlo iglo, da je nastali CO2 lahko izhajal iz reakcijske zmesi. Polimerizacija je 
potekala na sobni temperaturi 24 h. PoliHIPE smo nato sprali z 1,4-dioksanom, ga čistili še 
48 h z 1,4-dioksanom na Soxhletovem aparatu, nato pa osušili s sušenjem z zamrzovanjem. 

3.3.8  Sinteza polipeptidnih DMSO/PB poliHIPE-ov  

Primer priprave polipeptidnega poliHIPE PBLA, zamreženega z 10 mol % cistina, je sledeč. V 
brezvodni DMSO (1020 µL) smo dodali raztopino TFA v brezvodnem DMSO (60 µL, 0,2 M). 
Raztopili smo BLA NCA (0,54 g, 2,2 mmol), Cys NCA (0,07 g, 0,2 mmol) in Me-F127 (0,04 g). 
Raztopino smo pod argonom prenesli v dvogrlo bučko, opremljeno z mehanskim mešalom 
(EUROSTAR 20 digital, IKA). Med mešanjem s hitrostjo 330 rpm smo po kapljicah v 
reakcijsko zmes, ki smo jo prepihovali z argonom, dodajali PB (4,8 mL). Po dodatku vsega PB 
smo emulzijo mešali še 10 min in nato dodali raztopino Et3N v brezvodnem DMSO (120 µL, 
0,5 M). Mešanje smo po 30 s ustavili in HIPE previdno odpipetirali v 2 mL centrifugirke, ki 
smo jih zaprli z gumijasto septo. V septo smo vstavili votlo iglo, da je nastali CO2 lahko 
izhajal iz reakcijske zmesi. Polimerizacija je potekala na sobni temperaturi 24 h. PoliHIPE 
smo nato sprali s THF, ga 48 h čistili na Soxhletovem aparatu s THF, nato pa sprali z 
1,4-dioksanom in osušili s sušenjem z zamrzovanjem.  

3.3.9 Odščita polipeptidnih poliHIPE-ov 

Polipeptidni poliHIPE v obliki monolita (30 mg) smo namočili v zmes TFA (3 mL) in HBr 
(0,3 mL) in pustili 90 min na ledu. PoliHIPE smo nato večkrat sprali s THF in ga nevtralizirali s 
piperidinskim pufrom pH 11,0 in nato še s PBS-pufrom pH 6,5. Nazadnje smo monolite 
temeljito sprali z vodo in osušili s sušenjem z zamrzovanjem.  
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3.3.10  Gvanidizacija polipeptidnih poliHIPE-ov 

Reakcijo gvanidizacije smo izvedli po znanem postopku.165 Polipeptidni poliHIPE v obliki 
monolita (20 mg) smo namočili v deionizirano vodo (6 mL). Dodali smo MIU (0,03 g, 
0,17 mmol) in pH raztopine s pomočjo NaOH/HCl uravnali na 9,5. Reakcijsko zmes smo 
mešali pri 40 °C.  
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4 Rezultati in razprava 

V sklopu raziskovalnega dela smo razvili postopek za pripravo poliHIPE-materialov na osnovi 
PCL-a in polipeptidov z ROP v kontinuirni fazi HIPE-a. V prvem sklopu smo na primeru 
laktona CL raziskali sistem brezvodnega HIPE-a, pri čemer smo upoštevali omejitve ROP.166 
V drugem sklopu smo HIPE-e, primerne za ROP, razširili na uporabo za ROP NCA-
monomerov (slika 4-1). Vsak NCA zahteva optimizacijo pogojev, zato smo se najprej 
osredotočili na BLG NCA, zamrežen s Cys NCA.167 V tretjem sklopu smo razširili nabor NCA-
monomerov in NCA-zamreževalcev ter izpostavili dejavnike, ki so pogoj za pripravo 
obstojnega polipeptidnega poliHIPE-materiala. 

 

Slika 4-1: Shematski povzetek raziskovalnega dela. 

4.1 PoliHIPE na osnovi PCL 
Za uspešno ROP CL v HIPE-u ne smejo biti prisotne spojine, ki bi sprožile neželeno iniciacijo 
ali stranske reakcije. Ker voda lahko deluje kot iniciator ROP CL, smo se odločili, da 
pripravimo brezvodne emulzije, tipa o/o. CL je tekoč monomer in lahko polimerizira v talini, 
zato smo ga uporabili kot takega za kontinuirno fazo HIPE, brez raztapljanja v topilu. CL ni 
mešljiv z ogljikovodiki, zato smo za interno fazo izbrali zmes ogljikovodikov (petrol bencin, 
PB) s temperaturo vrelišča (100–140) °C. Primerni surfaktanti za stabilizacijo o/o HIPE-ov so 
se izkazali PEG-b-PPG-b-PEG polimeri (Pluronic).137 Končne hidroksilne skupine Pluronicov 
lahko sodelujejo v ROP CL kot iniciatorji,168 kar bi vodilo do neželene kovalentne vezave 
surfaktanta v poliHIPE-ogrodje,169 kar smo preprečili z metilacijo končnih skupin 
surfaktanta. 

4.1.1 Metilacija surfaktanta 

Končne hidroksilne skupine izbranega surfaktanta Pluronica F127 smo modificirali z reakcijo 
metilacije. Hidroksilni skupini sta na PEG-blokih Pluronica, zato smo pogoje reakcije določili 
na modelnem PEG molekulske mase 2 kDa, ki je omogočal lažjo spremljanje poteka reakcije 
z MALDI-TOF MS (slika 4-2A). Kot bazo smo uporabili natrijev hidrid (NaH), saj z natrijevim 
karbonatom in natrijevim hidroksidom reakcija metilacije hidroksilnih skupin ni bila 



Porozni polimeri, pripravljeni s polimerizacijo z odpiranjem obroča v emulzijah  

50 

 

kvantitativna. Za uspešno reakcijo je bil potreben tudi zadosten prebitek jodometana (CH3I). 
Pri 1,8 ekvivalentih NaH in 2,0 ekvivalentih CH3I je po 4 h reakcije večina produkta 
metiliranega na obeh koncih verige, kar v MALDI-TOF masnem spektru vidimo kot 
povečanje molekulskih mas PEG-a za 28 Da, kar ustreza dvema –CH3 skupinama (slika 4-2B). 
Spekter kaže tudi monometiliran produkt, katerega molekulske mase so večje od PEG-a za 
14 Da, kot tudi izhodno spojino v sledovih. V nadaljnjih 18 h ni prišlo do sprememb, kar je 
nakazovalo na nezadostno količino reagenta za metilacijo. Po dodatku še 1,0 ekvivalenta 
CH3I je bila razlika opazna že po 1,5 h. V naslednjih 24 h je reakcija potekla kvantitativno, saj 
v MALDI-TOF masnem spektru vidimo le eno populacijo molekulskih mas, ki ustreza 
strukturi MeO-PEG-OMe (slika 4-2C).  

 

Slika 4-2: MALDI-TOF masni spektri izhodnega PEG-polimera (A), reakcijske zmesi po 4 h (2,0 
ekvivalenta CH3I) (B) in reakcijske zmesi po 48 h (3,0 ekvivalenti CH3I).  

Za metilacijo Pluronic F127 surfaktanta, ki ima molsko maso 12,7 kDa in ni popolnoma 
topen v THF, smo uporabili 10 ekvivalentov NaH in 10 ekvivalentov CH3I ter reakcijo pustili 
teči 48 ur. Med izolacijo produkta je bila raztopina polimera v organskem topilu obarvana 
oranžno, kar nakazuje na oksidacijo jodidnih ionov v jod ter tvorbo trijodidnih ionov (2I–

↔ I2 ter I– + I2 ↔ I3–). Čistost surfaktanta, namenjenega za uporabo v kombinaciji z ROP, je 
izjemno pomembna, zato smo raztopino metiliranega F127 (Me-F127) ekstrahirali z vodno 
raztopino natrijevega tiosulfata, ki je jod reduciral v vodotopne jodidne ione. Ker je 
metiliran produkt amfifilne narave, smo ekstrakcijo morali izvesti izjemno previdno, da ne 
bi nastala emulzija. Za izolacijo produkta v obliki prahu je bilo potrebno še obarjanje. S FTIR-
spektroskopijo smo preverili, da Me-F127 ne vsebuje v strukturi hidroksilnih skupin, ki 
kažejo trak v spektru pri valovnem številu okoli 3500 cm–1 (slika 4-3A). Uspešnost metilacije 
smo potrdili tudi z 1H NMR, saj spekter kaže nov signal, ki pripada protonom metilnih skupin 
pri kemijskem premiku 3,38 ppm (slika 4-3B). Me-F127 smo uporabili za pripravo o/o 
HIPE-ov na osnovi CL in kasneje tudi NCA-monomerov.  
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Slika 4-3: FTIR-spekter (A) in 1H NMR-spekter (B) surfaktanta pred metilacijo in po njej. 
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4.1.2 Sinteza BOD 

Za zamreževanje PCL verig, nastalih med ROP CL v HIPE-u, smo uporabili CL-monomeru 
soroden bis-laktonski zamreževalec BOD. Tega smo predhodno sintetizirali po znanem 
postopku z Baeyer-Villiger oksidacijo [1,1'-bi(cikloheksan)]-4,4'-diona.163 BOD smo 
ekstrahirali iz reakcijske zmesi in ga dodatno očistili na plasti silikagela, da smo odstranili 
morebitne ostanke kisline in sečnine. 1H NMR-spektra [1,1'-bi(cikloheksan)]-4,4'-diona in 
zamreževalca BOD kažeta, da se signal iz 2,3 ppm (a'), ki pripada protonom metilenske 
skupine ob karbonilni skupini [1,1'-bi(cikloheksan)]-4,4'-diona, premakne k višjemu 
kemijskemu premiku (4,3 ppm, a), ki je značilen za metilensko skupino ob estrski skupini v 
BOD (slika 4-4).  

 

Slika 4-4: 1H NMR-spektra [1,1'-bi(cikloheksan)]-4,4'-diona (A) in zamreževalca BOD-a (B). 
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4.1.3 Priprava PCL poliHIPE-ov 

Za pripravo HIPE-ov smo kot kontinuirno fazo uporabili CL, kot interno fazo PB, za 
stabilizacijo emulzij pa Me-F127. Za iniciator ROP smo izbrali dvofunkcionalni alkohol, to je 
etilen glikol, v molskem razmerju iniciator : monomer 1 : 88, kot organokatalizator pa smo 
uporabili DPP (slika 4-5).  

 

Slika 4-5: Shematski prikaz ROP CL-monomera in BOD-zamreževalca, kjer etilen glikol deluje kot 
iniciator in DPP kot organokatalizator. Reaktanti in modificiran surfaktant so raztopljeni v CL, ki 

predstavlja zvezno fazo HIPE-a, medtem ko PB predstavlja interno fazo. 

DPP omogoča polimerizacijo pri nižjih temperaturah in nudi dober nadzor nad ROP tako v 
raztopini37 kot v talini.38 Stabilnost HIPE-a je namreč odvisna od temperature, saj se pri višji 
temperaturi poveča mobilnost delcev (kapljic), kar pospeši ločevanje faz.8 Zato je, še 
posebej v primeru brezvodnih emulzij, zaželena nižja temperatura polimerizacije. Za 
uspešno pripravo poliHIPE-ov je potrebna ravno pravšnja količina organokatalizatorja, saj 
ROP CL poteka že na sobni temperaturi med pripravo emulzije. Viskoznost zvezne faze se 
med polimerizacijo CL povečuje, kar lahko onemogoči mešanje in dodajanje interne faze. 
Koncentracija DPP mora torej biti dovolj nizka, da ostane viskoznost zvezne faze primerna 
za učinkovito mešanje emulzije, po drugi strani pa mora biti katalizatorja dovolj, da 
kontinuirna faza zaželira v času stabilnosti emulzije. Ko polimer zaželira, se fazi namreč ne 
moreta več ločiti in morfologija emulzije se na tej točki fiksira. Pripravili smo HIPE s 
75 vol. % interne faze, 16 mas. % surfaktanta, 5 mol % zamreževalca ter od 0 mol % do 
5 mol % katalizatorja. Emulzije z nizkim deležem DPP so se čez čas fazno ločile, in sicer 
hitreje pri 50 °C kot pri sobni temperaturi (tabela 4-1). Izkazalo se je, da so 3 mol % DPP 
dovolj za pravočasen nastanek PCL-mreže, ki prepreči razpad emulzije tudi pri temperaturi 
polimerizacije 50 °C. Prednost polimerizacije na 50 °C je v tem, da je PCL staljen, medtem ko 
pri vodenju reakcije na sobni temperaturi kristalizira. Kristalizacija med polimerizacijo 
neugodno vpliva na morfologijo, kar se je kazalo v krhkosti poliHIPE-monolita, 
polimeriziranega na sobni temperaturi.  
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Tabela 4-1: Stabilnost PCL HIPE-ov (75 vol. % interne faze, 16 mas. % surfaktanta, 5 mol % 
zamreževalca) med polimerizacijo pri različnih količinah uporabljenega katalizatorja (x(DPP)) v 
odvisnosti od temperature (T). 

 

T (°C) 

x(DPP) (mol %) 

0 1 3 5 

20 4 h 22 h ∞ ∞ 

50 0,5 h 6 h ∞ ∞ 

 

Za popolno konverzijo CL s 3 mol % DPP pri temperaturi reakcije 50 °C zadostuje reakcijski 
čas 16 h, kar smo preverili z 1H NMR. V ta namen smo v CDCl3 ekstrahirali topen del 
poliHIPE-a, to je nezreagiran CL, nepremrežene verige PCL, surfaktant, DPP in PB. Odsotnost 
signala v 1H NMR spektru ekstrakta na δ 4,22 ppm, značilnega za CL, potrjuje popolno 
konverzijo monomera v kontinuirni fazi (slika 4-6) . 

 

Slika 4-6: 1H NMR-spekter CDCl3 ekstrakta neočiščenega PCL HIPE-a s 3 mol % DPP po 16 h 
polimerizacije na temperaturi 50 °C ter povečan spekter s primerjavo spektra CL. 

Za nadaljnje eksperimente smo za polimerizacijo emulzij uporabili 3 mol % DPP in 
temperaturo 50 °C. Najnižji delež surfaktanta, ki je pri teh pogojih še stabiliziral HIPE s 
75 vol. % interne faze, je bil 5 mas. %. Z višanjem deleža interne faze se poveča medfazna 
površina, kar zahteva več surfaktanta za stabilizacijo emulzije. Prekomerne količine 
surfaktanta v HIPE-u niso zaželene, saj ga je po polimerizaciji potrebno odstraniti iz 
poliHIPE-materiala. Poleg tega postane poliHIPE zaradi previsokega deleža surfaktanta manj 
povezan in drobljiv.170 Stabilen HIPE s še smotrno količino surfaktanta je bilo možno 
pripraviti do 90 vol. % PB (tabela 4-2). 
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Tabela 4-2: Najnižji masni delež surfaktanta (w(surf.)) v kontinuirni fazi za stabilizacijo PCL HIPE-ov z 
različnimi deleži interne faze (x(PB)). HIPE-i so polimerizirani s 3 mol % DPP na temperaturi 50 °C ter 
označeni kot stabilni, če po 16 h polimerizacije ni vidne fazne separacije. 

x(PB) 

(vol. %) 

w(surf.) 
(mas. %) 

Stabilnost 
HIPE 

75 5 ✔ 

80 6 ✔ 

85 13 ✔ 

90 16 ✔ 

95 19 ✘ 

 

Po polimerizaciji HIPE-a sledi čiščenje monolitov, pri čemer odstranimo katalizator, topila (v 
tem primeru le interno fazo), surfaktant in morebitne nepremrežene verige polimera. Pri 
tem je bistveno, da ne vplivamo preveč na dimenzije monolita. Odstranitev katalizatorja po 
ROP laktonov je izredno pomembna, saj bi sicer lahko prišlo do neželene stranske reakcije 
transesterifikacije med poliestrskimi verigami oziroma degradacije.33 Kot prvo topilo smo 
zato izbrali dietil eter, ki odstrani tako DPP kot PB. Po čiščenju z dietil etrom je sledilo 
čiščenje z etanolom, ki odstrani surfaktant in linearni PCL. Etanol smo nato difuzijsko 
izmenjali z deionizirano vodo in vzorce osušili z zamrzovanjem, da smo preprečili skrček 
monolitov. Delež gela PCL poliHIPE smo izračunali po enačbi 4.1: 

𝑑𝑒𝑙𝑒ž 𝑔𝑒𝑙𝑎 (%) = 100 ∙
𝑚(poliHIPE)∙𝑚(EG+CL+BOD+DPP+surf.+PB)

𝑚(HIPE)∙𝑚(EG+CL+BOD)
  (4.1) 

kjer je: 

m(HIPE)    masa vzorca pred polimerizacijo (g),  

m(poliHIPE)     masa vzorca po polimerizaciji in čiščenju (g), 

m(EG+CL+BOD)    vsota mas etilen glikola, CL in BOD v HIPE-u (g), 

m(EG+CL+BOD+DPP+surf.+PB)  vsota mas etilen glikola, CL, BOD, DPP, surfaktanta in 
PB v HIPE-u (g). 

 

Delež gela je znašal nad 91 %, kar nakazuje, da smo med čiščenjem odstranili tudi nekaj 
nezamreženih verig. Čistost monolitov smo dokazali z 1H NMR ekstrakta suhega poliHIPE-a v 
CDCl3, v katerem ni videti nobenih signifikantnih ostankov (slika 4-7). 
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Slika 4-7: 1H NMR-spekter CDCl3 ekstrakta čiščenega in osušenega PCL poliHIPE-a. 

4.1.4 Karakterizacija PCL poliHIPE-ov 

Pri nadaljnjem delu smo se osredotočili na HIPE z najvišjim deležem interne faze, tj. 
90 vol. % PB, 16 mas. % Me-F127 in 3 mol % DPP. Pri teh pogojih smo spreminjali količino 
BOD oz. stopnjo zamreženja poliHIPE-vzorcev, kar vpliva na termomehanske lastnosti PCL. 
HIPE-i z manj kot 5 % BOD niso bili dovolj stabilni, kar je verjetno posledica slabše 
premreženih polimernih verig. Zgornjo mejo deleža BOD, ki smo ga lahko uporabili, določa 
topnost BOD-a v CL v prisotnosti surfaktanta, ki je pri temperaturi do 50 °C znašala 
7,5 mol %. Podrobneje smo raziskali dva vzorca: PCL poliHIPE s 5 mol % BOD (oznaka 
PCL-5,0) in PCL poliHIPE s 7,5 mol % BOD (oznaka PCL-7,5). Delež gela obeh vzorcev je 
znašal nad 90 % (tabela 4-3), kar nakazuje na dobro premrežena materiala. Nekoliko višjo 
vrednost za poliHIPE-7,5 gre verjetno pripisati višjemu deležu zamreževalca, ki tvori 
obstojnejšo mrežo. Gostoto poliHIPE-monolitov v obliki cilindrov smo določili po enačbi 4.2: 

𝜌(poliHIPE) =
4∙𝑚(monolit)

𝜋∙ℎ(monolit)∙𝑑2(monolit)
 (4.2) 

kjer je: 

ρ(poliHIPE) gostota poliHIPE (g cm–3), 

m(monolit) masa očiščenega in osušenega monolita v obliki cilindra (mg), 

h(monolit) višina monolita v obliki cilindra (mm), 

d(monolit) premer monolita v obliki cilindra (mm). 

 

Iz gostote poliHIPE-a smo izračunali poroznost po enačbi 2.3, pri čemer smo upoštevali 
gostoto neporoznega PCL, ki znaša 1,15 cm–3. Teoretična poroznost bi morala biti enaka 
deležu interne faze, tj. 90 % v obeh primerih. Določeni vrednosti sta nekoliko nižji (tabela 
4-3), kar smo pripisali manjšemu skrčku monolitov med čiščenjem.  
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Tabela 4-3: Delež gela, gostota (ρ) in izračunana poroznost (Φ) vzorcev PCL poliHIPE. 

 Delež gela 
(mas. %) 

ρ 
(g cm–3) 

Φ 
(%) 

PCL-5,0 91,1 ± 5,2 0,17 ± 0,01 85,1 ± 0,7 

PCL-7,5 97,0 ± 2,8  0,18 ± 0,01 83,9 ± 0,4 

 

Morfologijo poliHIPE-vzorcev smo si ogledali s SEM. Mikrografi kažejo tipično poliHIPE-
morfologijo z glavnimi in povezovalnimi porami (slika 4-8). SEM-slike smo analizirali s 
pomočjo programske opreme Image J, pri čemer smo analizirali 3 vzorce vsakega poliHIPE-a 
ter pomerili po približno 200 por za vsak vzorec. Pri računanju velikosti por smo upoštevali 

korekcijski faktor 2/√3.121 Povprečna velikost por poliHIPE-a PCL-5,0 znaša 
32,6 µm ± 13,0 µm, podobno so pore poliHIPE-a PCL-7,5 v povprečju velikosti 
28,9 µm ± 14,0 µm.  

 

Slika 4-8: SEM-mikrografa vzorcev poliHIPE PCL-5,0 (A) in PCL-7,5 (B). 

Znano je, da je PCL delno kristaliničen polimer. Termične lastnosti, kot so stopnja 
kristaliničnosti (χc), temperatura taljenja (Tm) in temperatura kristalizacije (Tc) PCL 
poliHIPE-ov, smo določili z DSC (slika 4-9).  
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Slika 4-9: DSC-termograma poliHIPE-ov PCL-5,0 (A) in PCL-7,5 (B). Prikazano je prvo ohlajanje (s 
hitrostjo –2 °C min–1) in drugo segrevanje (10 °C min–1) ter talilna entalpija (ΔHm). 

Kristaliničnost vzorcev PCL smo izračunali po enačbi 4.3: 

𝜒𝑐 (%) =  100 ∙
∆𝐻𝑚

∆𝐻𝑚 
0  (4.3) 

kjer je: 

χc kristaliničnost PCL (%), 

ΔHm  entalpija, določena iz površine pod vrhom taljenja (J g–1),  

∆𝐻m 
0  entalpija 100 % kristaliničnega PCL, katere vrednost iz literature znaša 139,5 J g–1.171 

PCL poliHIPE-e smo segrevali s hitrostjo 10 °C min–1 in ohlajali z –10 °C min–1 ali –2 °C min–1. 
Hitrost ohlajanja ni imela bistvenega vpliva na kristalizacijo PCL-5,0, nasprotno pa je PCL-7,5 
kristaliziral le med počasnejšim ohlajanjem. Pri pogojih ohlajanja s hitrostjo –2 °C min–1 smo 
določili, da je delež kristaliničnosti PCL-5,0 bistveno višji kot za PCL-7,5 ter da do 
kristalizacije in taljenja v primeru PCL-5,0 pride pri višjih temperaturah (tabela 4-4). Nižje 
vrednosti χc, Tc in Tm so pri bolj zamreženem PCL-7,5 pričakovane, saj komonomer BOD 
preprečuje urejanje in kristalizacijo PCL-verig.172  

Tabela 4-4: Termične lastnosti poliHIPE-ov PCL-5,0 in PCL-7,5: stopnja kristaliničnosti (χc), 
temperatura taljenja (Tm) in temperatura kristalizacije (Tc), določene z DSC. 

 χc 

(%) 

Tm 

(°C) 

Tc
 

(°C) 

PCL-5,0 30,2 ± 0,6 32,4 ± 0,2 3,7 ± 1,3 

PCL-7,5 18,9 ± 0,3 18,4 ± 0,1 –19,0 ± 1,2 
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Kristaliničnost poliestra vpliva, med drugim, na hitrost razgradnje materiala. PCL je znan kot 
razgradljiv polimer in se uporablja npr. za ortopedske naprave,9 saj njegova razgradnja pri 
fizioloških pogojih traja od nekaj mesecev do nekaj let.10 Razgradnjo lahko spremljamo tudi 
pod bolj ostrimi pogoji, ki pospešijo hidrolizo. Opazovali smo obnašanje PCL poliHIPE-
materiala pri sobni temperaturi v bazičnih pogojih v 0,1 M NaOH. Na sliki 4-10 je SEM-
mikrograf sredice poliHIPE-a PCL-5,0 po 8 dneh razgradnje, ko je monolit še v enem kosu, 
vendar izgubi že 40 % začetne mase, saj porozna struktura omogoča dostop medija po 
celotni notranjosti poliHIPE-a. Vidimo, da pride do razpok v najtanjših delih sten. Temu sledi 
razpad materiala na več kosov, razgradnja do oligomerov in nazadnje do 
6-hidroksikaprojske kisline.9 Monolit PCL-5,0 je popolnoma fragmentiral po 18 dneh, 
medtem ko PCL-7,5 že po 10 dneh. Vzorca imata zelo podobno poroznost in morfologijo, 
glavna razlika med njima je v stopnji zamreženosti, ki vpliva na kristaliničnost. Višja stopnja 
kristaliničnosti zmanjša dovzetnost PCL za hidrolitsko razgradnjo,80 zato je fragmentacija 
PCL-5,0 potekala počasneje, kljub nižji stopnji zamreženja. 

 

Slika 4-10: SEM-mikrograf poliHIPE-a PCL-5,0 po 8 dneh razgradnje v 0,1 M NaOH. 

Stopnja zamreženosti in s tem kristaliničnost nadalje vplivata tudi na mehanske lastnosti 
materiala. Ker so poliHIPE-i penasti, smo opazovali njihove mehanske lastnosti med 
stiskanjem, in sicer pri treh različnih temperaturah, izbranih glede na termične lastnosti: pri  
–30 °C, 20 °C in 60 °C (slika 4-11A). Pri 20 °C vidimo začetno linearno elastično območje 
krivulje napetost-deformacija poliHIPE-a PCL-5,0, ki je pri tej temperaturi delno staljen. Ta 
del krivulje je odvisen od samega materiala in iz njenega naklona določimo Youngov modul, 
ki znaša 401 kPa ± 178 kPa (slika 4-11B). Pri nadaljnjem stiskanju pene pride do upogibanja 
sten, kar se odraža kot plato krivulje napetost-deformacija. Ko se stene upognejo in pore 
stisnejo, pride do zgostitve materiala, zato napetost za nadaljnjo deformacijo ostro 
naraste.173 Pri –30 °C PCL-5,0 dodatno kristalizira in postane trši. Posledično je potrebna 
večja napetost za deformacijo materiala, krivulja je bolj strma in Youngov modul ima 
bistveno višjo vrednost (4656 kPa ± 504 kPa). Nasprotno se pri 60 °C kristalinične domene 
PCL-5,0 popolnoma stalijo in material postane mehkejši, Youngov modul pade na 
10 kPa ± 4 kPa. PCL-7,5 tvori manj kristaliničnih domen kot PCL-5,0, zato je v glavnem 
mehkejši – Youngov modul pri –30 °C znaša 1004 kPa ± 149 kPa. Popolnoma staljen je že pri 
20 °C, zato sta rezultata tako pri 20 °C kot 60 °C zelo podobna (57 kPa ± 9 kPa in 
43 kPa ± 1 kPa). PCL-7,5 ima višji modul kot PCL-5,0 le pri 60 °C, ko sta oba vzorca staljena. 
Višji modul v tem primeru je na račun višje stopnje zamreženja PCL-7,5.  
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Slika 4-11: Krivulje napetost-deformacija (σ vs. ε) poliHIPE-ov PCL-5,0 in PCL-7,5 pri različnih 
temperaturah (A). Youngovi moduli (E), določeni iz naklona začetnega linearnega dela krivulj 

napetost-deformacija (B). 

4.1.4.1 Oblikovni spomin PCL poliHIPE-ov 

Za razliko od linearnih polimerov poliHIPE-a PCL-5,0 in PCL-7,5 tudi v staljenem stanju 
ohranita mehansko obstojnost, saj sta kovalentno zamrežena. Staljena poliHIPE-a se 
zmehčata, kar omogoča, da ju lahko nad temperaturo tališča oblikujemo v začasno obliko. 
Staljena poliHIPE-a smo stisnili na polovico začetne višine in ju ohladili pod temperaturo 
kristalizacije. PCL pri tem tvori kristalinične domene, ki delujejo kot nekovalentna mreža in 
fiksirajo novo obliko poliHIPE-a. Po odstranitvi sile se poliHIPE ne povrne v originalno 
obliko, temveč ohrani začasno obliko s stisnjenimi porami. Slika 4-12A prikazuje morfologijo 
PCL-5,0, ki ohrani začasno obliko pri sobni temperaturi; začasne oblike PCL-7,5 pri sobni 
temperaturi ne moremo opazovati, ker je kristaliničen šele pri nižjih temperaturah. Vidimo, 
da so pore poliHIPE-a v začasni obliki stisnjene. Ko poliHIPE spet segrejemo nad 
temperaturo tališča, se kristalinične domene stalijo, kovalentna mreža pa se povrne v 
prvotno stanje. PoliHIPE-morfologija se pri tem ohrani tako v primeru PCL-5,0 (slika 4-12B) 
kot tudi PCL-7,5 (slika 4-12C). Pojav, kjer material fiksiramo v začasno obliko ter z dražljajem 
povrnemo prvotno obliko, imenujemo oblikovni spomin.  

 

Slika 4-12: SEM-mikrografi poliHIPE-a PCL-5,0 v začasni obliki, pri čemer je vzorec stisnjen na 50 % 
začetne višine in fiksiran pri 20 °C (A), povrnjena oblika PCL-5,0 po segrevanju na 60 °C (B), ter 
povrnjena oblika PCL-7,5, ki je bil pred tem stisnjen na 50 % začetne višine in nato segret na 

40 °C (C). 

Oblikovni spomin PCL poliHIPE-ov smo kvantitativno študirali s termomehanskimi cikličnimi 
testi. S faktorjem fiksacije (Rf) smo ovrednotili uspešnost fiksiranja začasne oblike po 
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ohlajanju in odstranitvi sile, s faktorjem povrnitve (Rr) pa uspešnost povrnitve materiala v 
prvotno obliko po segrevanju. Določili smo ju po enačbah 2.1 in 2.2.  

Obnašanje materiala je odvisno od napetosti, ki smo jo pri tem uporabili. PoliHIPE PCL-5,0 
smo v zaporednih ciklih segrevali na 60 °C, ga stisnili s konstantno silo med 0,1 N (kar 
ustreza napetosti 1,8 kPa) in 0,9 N (kar ustreza napetosti 16,6 kPa) ter pri tem ohladili na 
20 °C. Silo smo odstranili in vzorec segrevali, pri tem pa beležili njegovo višino (slika 4-13). 
Višja napetost povzroči večjo deformacijo materiala, v skladu s kompresijskim testom. S 
tem se začasna oblika bolje fiksira in Rf povišuje, a obenem opazimo nekoliko slabšo 
povrnitev v prvotno obliko oz. nižji Rr. Sila, ki omogoča visoki vrednosti Rf in Rr, ustreza 
~50 % deformaciji, kar smo uporabili kot vodilo v nadaljnjih testih. 

 

Slika 4-13: Napetost (σ), deformacija (ε), temperatura (T), faktor fiksacije (Rf) in celokupni faktor 
povrnitve (Rr) pri ciklih oblikovnega spomina poliHIPE-a PCL-5,0, kjer smo silo (F) v vsakem ciklu 

povečali od 0,1 N (kar ustreza napetosti 1,8 kPa) do 0,9 N (kar ustreza napetosti 16,6 kPa). 
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Prvi korak cikličnih testov oblikovnega spomina je segrevanje poliHIPE-a nad temperaturo 
tališča, tj. 60 °C za PCL-5,0 in 40 °C za PCL-7,5, kjer se material zmehča in ga je možno 
preoblikovati (slika 4-14). Staljen poliHIPE smo stisnili do 50 % začetne višine in ga pričeli 
počasi ohlajati, da je kristaliziral. Na nizki temperaturi smo ga pustili izotermno kristalizirati 
20 min. Med tem časom je prišlo do dodatne deformacije, kar je lahko posledica lezenja, 
termičnega skrčka in/ali usmerjene kristalizacije PCL-verig.97,105 V naslednjem koraku smo 
silo odstavili in iz višine vzorca po 20 min določili Rf. Uspešnost fiksiranja začasne oblike je 
odvisna od kristalizacije PCL, ki jo narekujeta temperatura in hitrost ohlajanja. Kot je 
razvidno iz tabele 4-4, pri počasnem ohlajanju PCL-5,0 kristalizira okoli 4 °C, medtem ko 
PCL-7,5 pri –19 °C. Začasni obliki smo zelo dobro fiksirali pri temperaturah 0 °C oz. –30 °C, 
kjer smo dosegli vrednosti Rf nad 99 % (tabela 4-5). PCL-5,0 začne kristalizirati tudi pri višji 
temperaturi, zato smo začasno obliko poskusili fiksirati tudi pri 20 °C. Po 20 min 
kristalizacije je vrednost Rf dosegla 84 %, kar kaže, da je začasna oblika PCL-5,0 stabilna tudi 
pri sobni temperaturi. 

 

Slika 4-14: Napetost (σ), deformacija (ε) in temperatura (T) med zaporednimi cikli oblikovnega 
spomina poliHIPE PCL-5,0 (A) in PCL-7,5 (B). Puščica predstavlja začetek in smer procesa. 

Povrnitev materiala iz začasne oblike v prvotno dosežemo tako, da stalimo kristalinične 
domene, ki tvorijo začasno mrežo. Vzorec PCL-5,0 smo s hitrostjo 0,5 °C min–1 segreli do 
60 °C, PCL-7,5 pa do 40 °C. Izbrali smo počasno hitrost segrevanja, da se je toplota 
enakomerno porazdelila po vzorcu in smo lahko bolj točno določili, pri kateri temperaturi 
pride do prehoda v prvotno obliko. Uspešnost povrnitve oblike smo opredelili z Rr. 
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Vrednosti Rr prvega cikla so nekoliko nižje, kar je znano kot pojav urjenja.102 Kljub temu so 
bile vrednosti faktorja povrnitve sledečih ciklov nad 99 %, tudi po štirih (PCL-7,5) oz. šestih 
ciklih (PCL-5,0).  

Tabela 4-5: Faktor fiksiranja (Rf) in faktor povrnitve (Rr) zaporednih ciklov poliHIPE-ov pri različnih 
temperaturah fiksiranja (Tf) in povrnitve (Tr). 

 Tf  

(°C) 

Tr  

(°C) 

Cikel Rf  

(%) 

Rr  

(%) 

PCL-5,0 0 60 1 100,0 85,3 

2 100,0 99,2 

PCL-5,0 20 60 1 84,8 ± 6,2  90,5 ± 10,5 

2 84,6 ± 6,3 99,5 ± 0,5 

3 84,5 ± 6,3 99,7 ± 0,3 

4 84,3 ± 6,5 99,9 ± 0,4 

5 84,3 ± 6,3 100,2 ± 0,8 

6 84,4 ± 6,4 99,8 ± 0,1 

PCL-7,5 –30 40 1 99,8 ± 0,1 99,4 ± 0,4 

2 99,7 ± 0,1 99,9 ± 0,1 

3 99,8 ± 0,1 99,9 ± 0,1 

4 99,7 ± 0,1 100,1 ± 0,1 

 

Temperaturo prehoda (Ttrans) smo določili iz grafa deformacije v odvisnosti od temperature 
prvega cikla oblikovnega spomina. Funkcijo smo odvajali in iz maksimuma odvoda določili, 
pri kateri temperaturi je prišlo do najbolj izrazite spremembe deformacije (slika 4-15). 
PCL-5,0 se v prvotno obliko vrača pri 40,0 °C, medtem ko ima PCL-7,5 izrazit Ttrans pri 
23,2 °C. Hitrejši odziv PCL-7,5 gre verjetno pripisati višji stopnji zamreženosti, saj močnejša 
mreža bolj sili k povrnitvi v originalno obliko. Ttrans sta v obeh primerih primerljivi s Tm, 
določenimi z DSC, pri čemer je potrebno upoštevati široke vrhove taljenja. 
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Slika 4-15: Odvod deformacije po temperaturi (dε/dT) za prvi cikel oblikovnega spomina. 
Maksimuma krivulj predstavlja temperaturi prehoda iz začasne v prvotno obliko. 

Nadalje smo raziskali izvor dodatne deformacije, ki smo jo opazili med kristalizacijo. Če 
poliHIPE ohlajamo, ne da bi pri tem nanj delovali s silo, opazimo približno 3 % deformacijo, 
ki jo lahko pripišemo termičnemu skrčku zaradi kristalizacije materiala. Po drugi strani pa je 
deformacija poliHIPE-a, ki ga med ohlajanjem stiskamo s konstantno silo, bistveno večja 
(slika 4-16). PoliHIPE smo pod konstanto obremenitvijo po kristalizaciji še segreli. Dodatna 
deformacija, do katere je prišlo med kristalizacijo, se je med segrevanjem povrnila. To 
nakazuje na to, da je poleg temperature tudi obremenitev prispevala h kristalizaciji verig 
PCL v bolj urejeno strukturo. Sposobnost spreminjanja oblike zgolj zaradi temperaturne 
razlike (v tem primeru gre za dodatno deformacijo) je znana kot dvosmerni oblikovni 
spomin (angl. two-way shape memory). Pojav je bolj izrazit za PCL-7,5 z višjo stopnjo 
zamreženja, verjetno zaradi počasnejše kristalizacije in posledično daljšega časa, ki ga imajo 
verige PCL na voljo za tvorbo urejenih kristalnih domen.97  

 

Slika 4-16: Deformacija (ε) PCL poliHIPE-ov med ohlajanjem in segrevanjem pod konstanto 
obremenitvijo. Puščica označuje začetek in smer procesa. 
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4.2 Polipeptidni poliHIPE-i na osnovi PBLG 
ROP v HIPE-u smo uspešno izvedli za pripravo poliHIPE-materialov na osnovi PCL. Pokazali 
smo, da je PCL razgradljiv, s stopnjo zamreženja lahko vplivamo na njegove termomehanske 
lastnosti, poleg tega pa izkazuje oblikovni spomin.166 Kljub temu imajo ogrodja na osnovi 
PCL-a, kot tudi ostalih poliestrov, pomanjkljivost pri uporabi za celične kulture in tkivno 
inženirstvo – ta je hidrofobnost materiala in odsotnost funkcionalnih skupin na površini, 
zaradi česar se celice težje pritrdijo na površino. Boljšo pritrditev celic, biološko združljivost 
in tudi encimsko razgradljivost omogočajo sintetični polipeptidi, ki v strukturi vsebujejo 
funkcionalne skupine. Najbolj praktičen in enostaven pristop za sintezo visokomolekularnih 
polipeptidov na večji skali je ROP NCA-monomerov. Za razliko od CL so NCA-monomeri v 
trdnem stanju in polimerizirajo po drugačnem mehanizmu, zato smo za ROP NCA-
monomerov v HIPE-u raziskali nov sistem. Za pripravo polipeptidnih poliHIPE-materialov 
smo najprej preučili PBLG. PBLG je dobro raziskan polipeptid, ki so ga že uspešno uporabili v 
različne biomedicinske namene.174 Poleg tega ima PBLG po odščiti proste karboksilne 
skupine, ki material naredijo bolj hidrofilen in pH-odziven ter omogočajo nadaljnje reakcije 
funkcionalizacije materiala. 

4.2.1 Sinteza NCA-monomerov 

NCA-monomeri so zelo reaktivni in nimajo dolgega roka uporabe, zato jih sproti 
sintetiziramo sami iz ustrezno zaščitenih α-aminokislin. BLG NCA smo sintetizirali s 
ciklizacijo BLG s trifosgenom. Čistost NCA-monomerov je izjemno pomembna, sicer lahko 
pride do stranskih reakcij med samo polimerizacijo, zato smo NCA-monomere trikrat 
prekristalizirali do ustrezne čistosti, ki jo potrjujeta 1H in 13C NMR-spektra (slika 4-17).  
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Slika 4-17: 1H in 13C NMR-spektra BLG NCA. 

Za kovalentno zamreževanje polipeptidov med ROP smo izbrali naravno α-diaminokislino 
cistin (Cys). Nezaščitena α-aminokislina je slabo topna in reakcija ciklizacije s trifosgenom 
ne poteče kvantitativno, zaradi česar nam ni uspelo izolirati čistega NCA-monomera z 
zadovoljivim izkoristkom. O višjih izkoristkih Cys NCA-monomera so poročali v primeru 
sinteze po Leuchsovi metodi, kjer so (Z-Cys-OH)2 reagirali s tionil kloridom,85 fosforjevim 
tribromidom175 ali fosforjevim pentakloridom,176 vendar avtorji ne omenjajo 
prekristalizacije in čistosti produkta. Kot izhodno α-aminokislino smo nato uporabili 
(Boc-Cys-OH)2, ki je v etil acetatu bolje topen. Reakcija s trifosgenom poteče kvantitativno, 
vendar smo v manjši meri opazili tudi delno polimerizacijo monomera, zaradi česar smo 
morali optimizirati temperaturo in čas reakcije. Najboljši rezultat smo dobili, kadar je 
reakcija potekala 12 h na 60 °C. V koraku čiščenja smo opazili, da med počasno 
prekristalizacijo v etil acetatu/n-heksanu prihaja do stranske reakcije, kar je razvidno iz 
dodatnih signalov v 1H NMR-spektrih Cys NCA-zamreževalca po prekristalizaciji. S pomočjo 
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heteronuklearne enojno-kvantne korelacijske NMR-spektroskopije (angl. heteronuclear 
single-quantum correlation, HSQC) in heteronuklearne multiple-kvantne korelacijske NMR-
spektroskopije (angl. heteronuclear multiple-bond correlation spectroscopy, HMBC) smo 
nastale stranske produkte identificirali kot dehidroalanin in cistein, ki sta posledica β-
eliminacije ob disulfidni vezi (slika 4-18).177 

 

Slika 4-18: 1H-13C HSQC (A) in HMBC (B) NMR-spektra produktov stranske reakcije razpada Cys NCA. 

Da bi se β-eliminaciji izognili, smo Cys NCA iz raztopine v etil acetatu obarjali v ledeni 
heksan, ga v najmanjši možni meri izpostavljali zraku in visokim temperaturam ter ga 
sintetizirali za sprotno uporabo. 1H in 13C NMR-spektra po dveh obarjanjih kažeta, da smo 
dobili Cys NCA ustrezne čistosti (slika 4-19).  
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Slika 4-19: 1H in 13C NMR-spektra Cys NCA-zamreževalca. 

4.2.2 Priprava PBLG poliHIPE-a 

Glede na topnost NCA-monomerov in nastalih polipeptidov se ROP običajno izvaja v topilih, 
kot so DMF, DMSO, diklorometan in kloroform. Klorirana topila se mešajo z večino 
organskih topil, zato je z njimi možno pripraviti zgolj vodne emulzije, le-te pa za ROP niso 
primerne. Polarna organska topila, kot sta DMF in DMSO, se ne mešata z ogljikovodiki, kot 
je PB, in sta primerna za pripravo o/o HIPE-a. Poleg tega so NCA-monomeri v DMF in DMSO 
bolje topni (do 2,5 M raztopine) kot v kloriranih topilih (<1,0 M). Visoka koncentracija 
monomerov oz. polimera je pomembna za nastanek obstojnega poliHIPE-materiala. V 
DMSO lahko pride do spontane polimerizacije NCA-monomerov,178 zato smo se najprej 
osredotočili na topilo DMF.  
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Pripravili smo brezvodne HIPE-e z raztopino NCA-monomerov v DMF kot kontinuirno fazo in 
PB kot interno fazo. Hidroksilne skupine lahko pod določenimi pogoji iniciirajo ROP NCA,49,61 
zato smo za stabilizacijo HIPE-ov uporabili metiliran surfaktant (Me-F127). ROP v DMF je 
priporočljivo izvajati pri 0 °C, da preprečimo stranske reakcije s topilom, kot je npr. 
nastanek mrtvih formamidnih koncev verig.179 Opazili smo, da je pri visokokoncentrirani 
raztopini NCA v DMF (≥2,0 M) omejena topnost polimernega surfaktanta, ki se pri 0 °C še 
dodatno zniža, zato smo HIPE pripravljali in polimerizirali na sobni temperaturi.  

 

Za ROP NCA se v večini primerov uporabljajo primarni aminski iniciatorji, ki delujejo po 
mehanizmu NAM in omogočajo dobro kontrolo nad ROP, vendar polimerizacija do 
zadovoljive konverzije monomerov lahko traja tudi več dni.180 Kot smo ugotovili že v 
primeru PCL poliHIPE-ov, mora hitrost polimerizacije biti dovolj hitra, da prepreči razpad 
emulzije. Hitro propagacijo ROP lahko dosežemo z uporabo terciarnih aminov, ki delujejo 
po mehanizmu AMM. Značilnost AMM je počasna iniciacija in hitra propagacija, kar vodi do 
visokih molekulskih mas, a široke porazdelitve le-teh,49 vendar slednja lastnost pri 
kovalentno zamreženem polimeru ne predstavlja težave. Kot katalizator smo zato uporabili 
N,N-diizopropiletil amin (DIPEA). 

 

Med ROP se za vsako molekulo zreagiranega NCA-monomera sprosti ena molekula CO2, ki 
povzroči penjenje raztopine. S težavo penjenja so se spopadali že David in sodelavci27 med 
pripravo HIPE-ov na osnovi poliuretanov, kjer je izocianat reagiral z vodo (interno fazo) ter 
tvoril ureo in CO2, zaradi česar so v materialu nastale večje praznine. Tvorba CO2 je med 
ROP NCA neizogibna, zato smo raziskali, kako kljub izhajanju plina ohraniti kontrolo nad 
porozno strukturo polipeptidnih poliHIPE-ov. CO2 je v raztopini delno topen in ko se 
raztopina nasiči, presežek plina difundira iz sistema. Če je sproščanje CO2 hitrejše od 
njegove difuzije iz nasičene raztopine, pride do prenasičenja, ki vodi do heterogene 
nukleacije mehurčkov in posledično do penjenja emulzije.181,182 Hitrost sproščanja CO2 je 
odvisna od hitrosti polimerizacije, ki jo lahko kontroliramo s koncentracijo monomerov in s 
količino katalizatorja. Če je katalizatorja premalo, da bi polimer zaželiral v času stabilnosti 
emulzije, se fazi ločita (slika 4-20A). Če polimerizacija poteče prehitro, se HIPE speni in 
zaželira, mehurčki pa ostanejo ujeti v materialu. Taki poliHIPE-i vsebujejo po čiščenju 
praznine velikostnega reda 1 mm (slika 4-20C). PoliHIPE-morfologijo izkazujejo polipeptidi, 
sintetizirani s primerno količino katalizatorja (slika 4-20B), ki pa je do določene mere 
odvisna tudi od vrste NCA-monomera. Do penjenja lahko pride tudi, če emulzijo po dodatku 
katalizatorja predolgo mešamo, čeprav je bila dodana ustrezna količina katalizatorja. V 
emulziji, katere viskoznost zaradi polimerizacije narašča, se med mešanjem ujamejo zračni 
mehurčki, ki delujejo kot heterogena nukleacijska mesta, kamor CO2 lahko difundira.181,183 
HIPE-e smo zato po dodatku raztopine katalizatorja mešali le 30 s, saj so se HIPE-i pri daljših 
časih mešanja (>2 min) spenili. Da bi se izognili vnosu zraka in nastanku vrzeli, je 
pomembno tudi, da HIPE previdno in v enem neprekinjenem delu prenesemo v kalup za 
polimerizacijo. Nastajajoči plin mora iz kalupa kontrolirano izhajati, ne da bi pri tem ROP 
izpostavili vlagi iz ozračja. Če je kalup (v našem primeru centrifugirka) zaprt, bo zaradi 
izhajanja plina pritisk v notranjosti narastel. Po odprtju kalupa pritisk naglo pade in 
mehurčki zrastejo, kar povzroči nastanek večjih vrzeli v že nastalem poliHIPE-u. 
Centrifugirke smo zato zaprli s septo z vstavljeno iglo, ki omogoča, da nastali CO2 počasi 
izhaja, pritisk izhajajočega plina pa preprečuje vhod vlage iz zraka. 
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Slika 4-20: Grafični prikaz in fotografije vzorcev: fazno separiran poliHIPE kot posledica prenizke 
koncentracije katalizatorja (A), poliHIPE z optimalno morfologijo (B), spenjen poliHIPE zaradi 

previsoke koncentracije katalizatorja ali predolgega mešanja po dodatku katalizatorja (C). Razlika 
med spenjenim in nespenjenim vzorcem po čiščenju je vidna v obliki vzorca in na SEM-posnetku. 

Pripravili smo HIPE na osnovi BLG NCA. Znano je, da linearni PBLG v različnih topilih,184,185 
med katerimi je tudi DMF,186 tvori fizikalni gel na osnovi agregacije α-vijačnic.92,187 Želiranje 
PBLG v poliHIPE-u smo opazili tudi v primeru linearnega polipeptida brez dodanega 
zamreževalca (slika 4-21).  

 

Slika 4-21: Zaželiran poliHIPE na osnovi linearnega PBLG. 
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Nekovalentno zamrežen poliHIPE kljub nastanku gela ni bil dovolj obstojen, da bi lahko 
monolit očistili in posušili v enem kosu. PBLG smo zato v HIPE kovalentno zamrežili z 
uporabo Cys NCA v molskem razmerju BLG : Cys 95 : 5 (slika 4-22).  

 

Slika 4-22: ROP BLG NCA in Cys NCA v kontinuirni fazi HIPE. 

PoliHIPE iz BLG NCA, Cys NCA, Me-F127 in katalizatorja DIPEA v topilu DMF ter PB kot 
interno fazo smo pripravili pri različnih eksperimentalnih pogojih (tabela 4-6). Vzorci so 
označeni »PBLGc x-w«, pri čemer smo spreminjali volumski delež interne faze (x), 
koncentracijo NCA (c) in masni delež surfaktanta v kontinuirni fazi (w). Največji vpliv na 
poroznost poliHIPE-materialov ima delež interne faze, ki predstavlja volumen praznin po 
čiščenju, medtem ko sta velikost por in odprtost strukture odvisna predvsem od deleža 
surfaktanta.4,8 Količino katalizatorja smo prilagodili glede na hitrost polimerizacije oz. obseg 
fazne separacije emulzije. Teoretično poroznost smo izračunali po enačbi 4.4: 

𝛷(𝑡𝑒𝑜𝑟. )(%) = (1 −

𝑚(𝑝𝑜𝑙𝑖𝑚𝑒𝑟)

𝜌(𝑝𝑜𝑙𝑖𝑚𝑒𝑟)

𝑚(𝑝𝑜𝑙𝑖𝑚𝑒𝑟)

𝜌(𝑝𝑜𝑙𝑖𝑚𝑒𝑟)
+𝑉(𝑡𝑜𝑝𝑖𝑙𝑎)

) × 100 (4.4) 

kjer je: 

Φ(teor.) teoretična poroznost (%), 

m(polimer) masa polimera, izračunana kot razlika mase NCA in sproščenega CO2, pri 
čemer predpostavljamo 100 % konverzijo monomerov (g), 

ρ(polimer) gostota neporoznega polimera, ki za PBLG znaša 1,28 g cm–3,188 

V(topila) skupen volumen uporabljenih topil, tj. DMF in PB (mL). 
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Tabela 4-6: Eksperimentalni parametri poliHIPE na osnovi PBLG, zamreženega s 5 mol % cistina, pri 
čemer smo spreminjali volumski delež interne faze (x(PB)), koncentracijo NCA (c(NCA)), masni delež 
surfaktanta (w(surf.)) in molski delež katalizatorja (x(kat.)), ter pripadajoče teoretične poroznosti 
(Φ(teor.)). 

 x(PB) 

(vol. %) 

c(NCA) 

(M) 

w(surf.) 

(mas. %) 

x(kat.)  

(mol %) 

Φ(teor.)  

(%) 

PBLG2,0 75-5 75 2,0 5 0,5 92,1 

PBLG2,0 75-2 75 2,0 2 0,5 92,1 

PBLG2,5 75-2 75 2,5 2 0,3 90,3 

PBLG2,0 80-10 80 2,0 10 0,5 93,5 

PBLG2,0 80-3 80 2,0 3 0,5 93,5 

PBLG2,5 80-3 80 2,5 3 0,3 92,1 

PBLG2,0 85-5 85 2,0 5 0,5 95,1 

PBLG2,0 85-3 85 2,0 3 0,5 95,1 

PBLG2,5 85-3 85 2,5 3 0,2 93,9 

 

HIPE s 75 vol. % PB je bil stabilen že z 2 mas. % Me-F127, kar pa za pripravo emulzije z višjim 
deležem interne faze ni zadostovalo. S 3 mas. % surfaktanta je bil PBLG2,0 80-3 HIPE stabilen 
med mešanjem, ko smo mešanje ustavili, ne da bi pred tem dodali katalizator, pa je prišlo 
do vidnega ločevanja faz po ~15 min. Kljub kinetični nestabilnosti smo razpad HIPE-a lahko 
preprečili z dodatkom 0,5 mol % katalizatorja, ki sproži pravočasno želiranje poliHIPE-a. 
Stabilnejše emulzije smo dobili ob uporabi večje količine surfaktanta, vendar se je pri tem 
zvišala viskoznost emulzije, kar je vplivalo na intenzivnejše penjenje. Bolj viskozne emulzije 
so nastale tudi s 85 vol. % PB in pri višji koncentraciji monomerov (2,5 M). Emulzije z višjo 
koncentracijo NCA-monomerov so hitreje polimerizirale, zato smo v teh primerih uporabili 
manj katalizatorja. Manj koncentrirane emulzije (1,5 M glede na NCA-monomere) so bile 
bistveno manj stabilne. Emulzije z višjim deležem interne faze (90 vol. %) pa so razpadle že 
med samim mešanjem. 

HIPE smo polimerizirali pri sobni temperaturi in polimerizacijo spremljali z 1H NMR-
spektroskopijo alikvotov v DMSO-d6. 1H NMR-spekter alikvota poliHIPE-a po 24 h 
polimerizacije kaže prisotnost topila, surfaktant, katalizator, in nepremrežene verige PBLG 
(slika 4-23). Odsotnost signala za proton v obroču NCA pri δ 4,44 ppm dokazuje, da je 
polimerizacija po tem času dosegla popolno konverzijo.  



Porozni polimeri, pripravljeni s polimerizacijo z odpiranjem obroča v emulzijah  

73 

 

 

Slika 4-23: 1H NMR-spekter PBLG poliHIPE-a po 24 h polimerizacije ter povečava s primerjavo 
spektra BLG NCA-monomera. 

Polimerizirane poliHIPE-e smo čistili z 1,4-dioksanom, pri čemer nismo opazili bistvenih 
dimenzijskih sprememb monolita. Večino PB smo najprej odstranili z difuzijskim čiščenjem v 
1,4-dioksanu, ker imata topili podobni temperaturi vrelišča (101 °C za 1,4-dioksan in od 100 
do 140 °C za PB). Sledilo je temeljitejše čiščenje na Soxhletovem aparatu z 1,4-dioksanom, 
da smo odstranili ves surfaktant in morebitne nepremrežene verige, nakar smo vzorce 
osušili z zamrzovanjem, da smo preprečili krčenje monolita med samim sušenjem. Zaradi 
potencialne uporabe polipeptidnega poliHIPE-a v bioloških sistemih je čistost materiala 
ključnega pomena, zato smo morebitne topne spojine očiščenega poliHIPE-a analizirali z 1H 
NMR-spektroskopijo (slika 4-24). Odsotnost signalov potrjuje uspešnost čiščenja 
sintetiziranih monolitov.  

 

Slika 4-24: 1H NMR-spekter ekstrakta očiščenega PBLG poliHIPE-a. 
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Učinkovito premreženje nakazuje visok delež gela, ki smo ga izračunali po enačbi 4.5 in je 
znašal 85 %. Uspešno vključitev cistina v polipeptid smo potrdili z ramansko spektroskopijo 
(slika 4-25). V diferencialnem ramanskem spektru, ki prikazuje razliko med PBLG poliHIPE-
om in linearnim PBLG, vidimo trak pri valovnem številu 503 cm–1, ki je značilen za vibracijo 
raztezanja disulfidne vezi v strukturi cistina. 

𝑑𝑒𝑙𝑒ž 𝑔𝑒𝑙𝑎(%) =
𝑚(poliHIPE)

𝑚(NCA)−𝑚(CO2)
∙ 100 (4.5) 

Kjer je: 

m(poliHIPE) masa vzorca po polimerizaciji in čiščenju (g), 

m(NCA) masa NCA-monomerov v HIPE (g), 

m(CO2) izračunana masa CO2, ki se sprosti pri ROP NCA, pri čemer predpostavljamo 
100 % konverzijo monomerov (g). 

 

 

Slika 4-25: Ramanska spektra linearnega PBLG in PBLG poliHIPE-a ter povečava diferencialnega 
ramanskega spektra. 

4.2.3 Karakterizacija PBLG poliHIPE-ov 

Sekundarno strukturo poliHIPE na osnovi PBLG smo opazovali s FTIR-spektroskopijo, ki 
zazna spremembe v konformaciji verig.189–191 Opazovali smo amidni I trak med 1620 cm–1 in 
1690 cm–1, značilen za raztezanje C=O vezi v polipeptidnem ogrodju. Oblika traku je odvisna 
od konformacije makromolekularnih verig in odraža sekundarno strukturo polipeptida. Od 
konformacije je odvisna tudi oblika amidnega III traku med 1220 cm–1 in 1330 cm–1, ki je 
značilen za vibraciji raztezanja C-N vezi in upogibanja N-H vezi, a se pogosto prekriva z 
vibracijami stranskih skupin. FTIR-spekter PBLG poliHIPE-a smo primerjali s FTIR-spektrom 
linearnega PBLG, za katerega je znano, da tvori α-vijačno strukturo.184 Slika 4-26 kaže, da se 
trakova, ki pripadata amid I (1649 cm–1) in amid III (med 1250 cm–1 in 1310 cm–1) 
vibracijama, po valovnem številu in obliki ujemata za PBLG poliHIPE in linearni PBLG. 
Valovni števili kot tudi simetrični, ozki obliki amidnega I traku sta v obeh primerih značilni za 
α-vijačno strukturo.192 To pomeni, da PBLG poliHIPE kljub prisotnosti cistin zamreževalca v 
strukturi ohrani sekundarno strukturo.  
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Slika 4-26: Primerjava FTIR-spektrov linearnega PBLG in PBLG poliHIPE-a ter povečava območja, ki 
prikazuje amidni I trak. 

Morfologijo pripravljenih poliHIPE-ov smo opazovali s SEM. Teoretična poroznost vseh 
vzorcev je nad 90 %, zato je pričakovana tipična poliHIPE-morfologija z glavnimi in 
povezovalnimi porami, kot vidimo na sliki 4-27. Opazimo, da sta velikost in porazdelitev por 
odvisni od količine interne faze in surfaktanta, ki vplivata na stabilnost emulzij. Bistvenega 
vpliva koncentracije NCA-monomerov v zvezni fazi emulzije na morfologijo poliHIPE-ov 
nismo opazili.  

 

Slika 4-27: SEM-mikrografi PBLG2,0 75-5 (A), PBLG2,0 75-2 (B), PBLG2,5 75-2 (C), PBLG2,0 80-10 (Č), 
PBLG2,0 80-3 (D), PBLG2,5 80-3 (E), PBLG2,0 85-5 (F), PBLG2,0 85-3 (G) in PBLG2,5 85-3 (H). 
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Podrobneje smo okarakterizirali vzorce PBLG2,0 80-10, 80-3 in 85-3. Porozno strukturo 
poliHIPE-monolitov smo ovrednotili na podlagi gostote, odstotka poroznosti in povprečne 
velikosti por (tabela 4-7). Poroznost monolitov smo izračunali iz njihovih izmerjenih gostot 
po enačbi 2.3, pri čemer smo upoštevali gostoto neporoznega PBLG 1,28 g cm–3.188 
Dejanske poroznosti so nekoliko nižje od teoretičnih, kar je lahko posledica manjšega skrčka 
monolita po čiščenju in sušenju. Skrček je bolj izrazit za poliHIPE-monolit z višjim deležem 
interne faze (85 vol. %), ki ima tanjše stene. Povprečno velikost por smo določili s 
programsko opremo ImageJ, pri čemer smo zmerili približno 200 por za vsak vzorec ter 

upoštevali korekcijski faktor 2/√3 . Vidimo, da ima PBLG2,0 80-3 večje pore in širšo 
porazdelitev por kot PBLG2,0 80-10, ki je pripravljen iz stabilnejše emulzije. Velikost por in 
širina porazdelitve por se še povečata v primeru PBLG2,0 85-3 z višjo vsebnostjo interne 
faze. Velikost por in porazdelitev velikosti por igrata pomembno vlogo pri uporabi materiala 
za tkivno inženirstvo. Procesi, kot so celična adhezija, proliferacija in diferenciacija, 
zahtevajo različne velikosti por.122 Za širjenje in rast celic v notranjosti materiala so 
primerne pore velikostnega reda 100 µm,193 zato smo za modelni poliHIPE za celične teste 
izbrali PBLG2,0 80-3.  

Tabela 4-7: Gostota (ρ), poroznost (Φ) in povprečna velikost por (d(povp.)) poliHIPE-ov na osnovi 
PBLG, zamreženega s 5 mol % cistina. 

 ρ 

(g cm–3) 

Φ 

(%) 

d(povp.) 

(µm) 

PBLG2,0 80-10 0,11 ± 0,01 91,3 ± 0,9 34,8 ± 13,9 

PBLG2,0 80-3 0,10 ± 0,01 92,0 ± 0,5 74,4 ± 52,0 

PBLG2,0 85-3 0,11 ± 0,01 91,3 ± 0,9 123,4 ± 99,0 

 

Najprej smo z DSC okarakterizirali termične lastnosti PBLG2,0 80-3. V temperaturnem 
območju od –80 °C do 150 °C ima material steklasti prehod, katerega temperaturo (Tg) smo 
odčitali iz drugega segrevanja in znaša 20,1 °C (slika 4-28). 

 

Slika 4-28: DSC-termogram vzorca poliHIPE PBLG2,0 80-3. Krivulja prikazuje drugo segrevanje 
(20 °C min–1), iz katere smo odčitali temperaturo steklastega prehoda (Tg). 

Če nas zanima uporaba materiala v biomedicinske namene, ga moramo okarakterizirati pri 
primernih pogojih, tj. v vodnem mediju in pri 37 °C. PoliHIPE na osnovi PBLG je hidrofoben 
material, ker so njegove karboksilne stranske skupine zaščitene z benzilno zaščitno skupino. 
Zato smo ga najprej namočili v etanol, ki bolje omoči stene por, in topilo postopoma 
izmenjali s fosfatnim pufrom z NaCl (PBS). Masa namočenega vzorca se je povečala za več 
kot sedemkrat (tabela 4-8), kar nakazuje, da je PBS prodrl v pore. Zaradi hidrofobnosti 
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vzorec v PBS ne spremeni bistveno oblike in velikosti (slika 4-29). Opazili smo manjši skrček 
(~10 %) materiala, ki je verjetno posledica dejstva, da je bil poliHIPE liofiliziran iz dioksana.  

Tabela 4-8: Volumen (V), masa (m) in Youngov modul (E) suhega in v PBS namočenega poliHIPE-a 
PBLG2,0 80-3.  

 

PBLG2,0 80-3 

V  

(cm3) 

m  

(g) 

E  

(MPa) 

suh 394,1 ± 26,4 38,0 ± 1,5 1,34 ± 0,15 

v PBS 344,1 ± 20,8 274,0 ± 19,0 0,98 ± 0,19 

 

 

Slika 4-29: Fotografiji vzorca poliHIPE-a PBLG2,0 80-3 v suhem stanju (A) in namočenega v PBS (B). 

S kompresijskim testom smo določili mehanske lastnosti poliHIPE-a PBLG2,0 80-3 pri 37 °C, 
kar je tik nad Tg PBLG. Primerjali smo suh in v PBS namočen poliHIPE (slika 4-30). V obeh 
primerih krivulji napetosti kot funkcija deformacije kažeta tipično obliko za penast material, 
tj. linearni začetni del, iz katerega določimo Youngov modul poliHIPE-monolita, temu sledi 
plato zaradi upogibanja sten, pri večjih deformacijah pa opazimo porast napetosti zaradi 
zgostitve materiala. Youngov modul v PBS namočenega vzorca je nižji in za enako 
deformacijo zadostuje nižja napetost, kar nakazuje, da se material v PBS nekoliko zmehča. 

 

Slika 4-30: Krivulja napetost-deformacija (σ vs. ε) za poliHIPE PBLG2,0 80-3, merjen pri 37 °C. Podana 
sta Youngova modula, določena iz naklona začetnega linearnega dela krivulje. 
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4.2.4 Celični testi na PBLG poliHIPE-u 

PoliHIPE na osnovi sintetičnih polipeptidov predstavljajo potencialne materiale za tkivno 
inženirstvo. V ta namen smo preverili citotoksičnost poliHIPE-a PBLG2,0 80-3. Steriliziran 
poliHIPE smo inkubirali v mediju, medij pa nato prenesli na celično linijo mišjih fibrosarkom 
L929. Dodali smo viabilnostni reagent PrestoBlue, ki vsebuje redoks-odzivno spojino 
resaruzin. Žive celice resaruzin presnovijo (reducirajo), pri čemer nastane rdeč 
fluorescenčni produkt. Za kontrolo smo na enak način pripravili medij, ki smo ga inkubirali v 
odsotnosti poliHIPE-monolita. Signal fluorescenčnega produkta se v primerjavi s kontrolnim 
vzorcem ni zmanjšal (slika 4-31), kar pomeni, da iz PBLG poliHIPE-a ne izhajajo snovi, ki bi 
celicam škodile. To nakazuje na uspešno čiščenje poliHIPE-a, kar je v skladu z rezultatom 1H 
NMR-spektroskopije, kjer smo preverjali ekstrakt iz očiščenega materiala (slika 4-24). 

 

Slika 4-31: Viabilnost celic L929, izpostavljenih mediju, v katerem je bil 24 h inkubiran PBLG 
poliHIPE, in primerjava s kontrolo (medij, inkubiran v odsotnosti poliHIPE-monolita). 

Ker poliHIPE PBLG2,0 80-3 ni citotoksičen, smo v nadaljevanju študirali njegovo uporabnost 
kot material za sidranje in rast celic. Celično linijo mišjih fibrosarkom L929 smo sadili 
neposredno na steriliziran vzorec v obliki diska. Celice smo na poliHIPE-materialu gojili do 
8 dni. Po dveh, štirih in šestih dneh smo relativno spremembo v številu živih celic na vzorcu 
ovrednotili s pomočjo PrestoBlue testa. Disk s celicami smo prenesli v svež medij z 
viabilnostnim reagentom PrestoBlue in zmerili intenziteto fluorescenčnega signala, ki je 
sorazmerna številu živih celic.194 Po štirih dneh se je število celic na poliHIPE-u povišalo za 
skoraj trikrat, po šestih dneh pa je število celic naraslo za osemkrat več kot drugi dan, 
medtem ko pri kontrolnih vzorcih ni prišlo do spremembe (slika 4-32). 
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Slika 4-32: Relativni fluorescenčni signal poliHIPE-diska PBLG2,0 80-3 po dveh, štirih in šestih dneh po 
inkubaciji s celično linijo mišjih fibrosarkom L929 oz. brez nje (kontrola). 

Za kvalitativno oceno smo vzorce z gojenimi celicami preiskali s konfokalno mikroskopijo. 
Celična jedra smo označili z barvilom Hoechst 33342, ki reagira z nukleinskimi kislinami in 
tvori moder fluorescenčni produkt. Jedra mrtvih celic smo ločili s pomočjo SYTOX® Green 
barvila, saj ta prodre zgolj skozi poškodovano membrano mrtvih celic in jih označi z zelenim 
fluorescentnim produktom. Na sliki 4-33 vidimo, da se število živih celic po dveh, štirih in 
sedmih dneh povečuje, medtem ko smo opazili le manjše število mrtvih celic. Po sedmih 
dneh celice niso rasle zgolj na površini poliHIPE-a, temveč jih skozi povezovalne pore vidimo 
tudi v globljih porah materiala. 

 

Slika 4-33: Posnetki konfokalne mikroskopije poliHIPE-a PBLG2,0 80-3 s posejanimi L929 celicami po 
2 dneh (A, B), 4 dneh (C, D) in 7 dneh (E, F) po inkubaciji. 

S konfokalno mikroskopijo ne moremo opazovati globine, do katere celice prodrejo skozi 
pore, ker nas omejuje neprosojnost materiala. Zato smo z optično mikroskopijo opazovali 
tanki rezini (0,6 µm) diska s celicami, ki smo jih predhodno fiksirali v smolo z 
glutaraldehidom in osmijevim tetraoksidom ter obarvali z Azure II in metilenmodrim 
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barvilom. Na rezini, odrezani vzporedno s površino diska na globini ~5 µm, vidimo 
enakomerno rast celic po površini (slika 4-34A). V primerjavi s posnetki konfokalne 
mikroskopije je navidez manj celic, a je potrebno upoštevati, da gre pri optični mikroskopiji 
za rezino, ki je bistveno tanjša od celice. Ta v primeru poroznega materiala predstavlja 
večinoma praznine, medtem ko s konfokalno mikroskopijo, ki ima globljo goriščno točko, 
lahko vidimo tudi celice na stenah teh praznin. Posnetek optične mikroskopije rezine, ki je 
odrezana pravokotno na površino, dokazuje, da so celice prodrle tudi v globino materiala 
(slika 4-34B). S celičnimi testi smo pokazali, da ima PBLG poliHIPE potencial za uporabo v 
biomedicinske namene. 

 

Slika 4-34: Posnetka optične mikroskopije poliHIPE-a PBLG2,0 80-3 s posejanimi celicami L929, 
prerezanega vzporedno (~5 µm pod površino) (A) in prečno glede na površino (puščice kažejo 

zgornjo plast) (B). 
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4.3 Polipeptidni poliHIPE-i na osnovi drugih NCA 
Po optimizaciji postopka priprave poliHIPE-ov na osnovi PBLG smo kot dokaz splošne 
uporabnosti razvite metode želeli razširiti nabor NCA-monomerov in NCA-zamreževalcev za 
pripravo polipeptidnih poliHIPE-ov različne kemijske sestave. Prednost uporabe različnih 
vrst NCA-monomerov je namreč v tem, da lahko v poliHIPE-strukturo uvedemo 
funkcionalne skupine za razliko od npr. poliestrov. Zanimala nas je tudi možnost 
kopolimerizacije različnih vrst NCA-monomerov z namenom priprave večfunkcionalnih 
polipeptidnih poliHIPE, s tem pa tudi možnost uvedbe določenih prepoznavnih sekvenc v 
poliHIPE-strukturo. Ker je reaktivnost NCA-monomerov odvisna od njihove kemijske 
sestave, hkrati pa je hitrost ROP izredno pomembna pri pripravi stabilnih poliHIPE-ov, smo 
za vsak sistem uporabljenih NCA-monomerov morali prilagoditi eksperimentalne pogoje 
priprave poliHIPE-monolitov.  

4.3.1 PoliHIPE na osnovi PZLL 

Kot alternativo BLG NCA, ki ima zaščiteno karboksilno kislino, smo izbrali ZLL NCA z 
zaščiteno aminsko skupino. PZLL po odščiti tvori polikationski material z drugačno 
pH-odzivnostjo in omogoča dodatno funkcionalizacijo. 

ZLL NCA smo sintetizirali na podoben način kot BLG NCA. Zaščitna karbamatna skupina ZLL 
NCA je občutljiva na HCl, ki se sprošča med sintezo NCA, zato smo pri pripravi tega 
monomera v reakcijsko zmes dodali α-pinen kot lovilec HCl. Reakcijo smo izvedli v etil 
acetatu, zato smo za prvo prekristalizacijo uporabili etil acetat/n-heksan, sledila pa je 
dvakratna prekristalizacija iz THF/n-heksana. Visoko čistost ZLL NCA potrjujeta 1H in 13C 
NMR-spektra, ki kažeta le ustrezne signale ZLL NCA (slika 4-35). 
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Slika 4-35: 1H in 13C NMR-spektra ZLL NCA. 

Linearni PZLL za razliko od PBLG ni tvoril fizikalnega gela, domnevno zaradi bolj gibljivih 

-vijačnic,195,196 zato PZLL poliHIPE brez zamreževalca ni zaželiral in sta se fazi ločili (slika 
4-36).  
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Slika 4-36: PoliHIPE na osnovi linearnega PZLL, ki ne zaželira in se fazno loči. 

Pri uporabi eksperimentalnih pogojev, ki so primerni za sintezo PBLG poliHIPE-a (2,0 M 
raztopina NCA, 5,0 mol % Cys NCA, 3,0 mas. % Me-F127 in 0,5 mol % DIPEA), HIPE na osnovi 
PZLL ni zaželiral v času njegove stabilnosti. Kinetiko ROP obeh posameznih monomerov po 
mehanizmu AMM smo spremljali z 1H NMR in ugotovili, da je ZLL NCA manj reaktiven kot 
BLG NCA. 1H NMR spektra reakcijskih zmesi, izmerjenih po 5 min polimerizacije, namreč 
kažeta, da je razmerje površin metinskega signala ZLL NCA pri 4,44 ppm in metinskega 
signala benzilne skupine NCA-monomera in polipeptida na 5,02 ppm večja kot v primeru 
pripadajočih signalov reakcijske zmesi BLG NCA (signala na 4,48 ppm in 5,10 ppm) (slika 
4-37). Podobno razliko v reaktivnosti teh NCA-monomerov so opazili tudi v primeru ROP po 
mehanizmu NAM, kjer so uporabili primarni amin kot iniciator.197 

 

Slika 4-37: 1H NMR-spektra reakcijskih zmesi ZLL NCA (A) in BLG NCA (B), polimeriziranih z 0,5 mol % 
DIPEA po reakcijskem času 5 min. 
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Da bi HIPE na osnovi PZLL pravočasno zaželiral, smo morali prilagoditi reakcijske pogoje. 
Hitrost polimerizacije ZLL NCA smo v ta namen pospešili z uporabo višje koncentracije 
NCA-monomera (2,4 M) in višje koncentracije katalizatorja (1,5 mol %), hkrati pa uporabili 
tudi večjo količino surfaktanta (5,5 mas. %), da smo povečali stabilnost emulzije. Uspešno 
vključitev cistinskega zamreževalca v strukturo poliHIPE na osnovi PZZL smo potrdili z 
diferencialno ramansko spektroskopijo (slika 4-38B). Podobno kot v primeru PBLG se 
sekundarna struktura poliHIPE-a PZLL v primerjavi z linearnim PZLL ni bistveno spremenila, 
kar kažejo njuni FTIR in ramanski spektri na slikah 4-38A in C, skupaj s povečanim FTIR-
območjem, ki prikazuje vibracijo amidnega I traku (slika 4-38C). 

 

Slika 4-38: Ramanska spektra PZLL poliHIPE-a in linearnega PZLL (A) s povečavo diferencialnega 
ramanskega spektra (B) ter FTIR-spekter PZLL poliHIPE-a in linearnega PZLL s povečavo območja 

amidnega I traku (C). 

Tako smo dobili poliHIPE na osnovi PZLL z dobro definirano morfologijo, ki jo vidimo na 
SEM-posnetku (slika 4-39). Gostota monolita je znašala 0,10 g cm–3 ± 0,01 g cm–3, kar 
ustreza poroznosti 91,4 % ± 0,01 % (privzeta gostota neporoznega PZLL 1,21 cm–3),188 pore 
pa so v povprečju velikosti 25,6 µm ± 10,1 µm.  
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Slika 4-39: SEM-mikrograf poliHIPE-a PZLL. 

Pristop priprave polipeptidnih poliHIPE-ov smo v nadaljevanju razširili na kopolimere. 
Pripravili smo poliHIPE na osnovi PBLG-ko-PZLL s kemijsko sestavo BLG : ZLL : Cys 
47,5 : 47,5 : 5,0 (mol %), ki po odščiti kaže značilne lastnosti amfoternega polielektrolita. Pri 
uporabi optimalnih pogojev za pripravo poliHIPE-a na osnovi PBLG (2,0 M raztopina NCA, 
3,0 mas. % Me-F127 in 0,5 mol % DIPEA) je polimerizacija reakcijske zmesi BLG NCA in ZLL 
NCA v HIPE-u potekala prepočasi, zaradi česar se je emulzija predčasno ločila. Pri uporabi 
optimalnih pogojev za pripravo poliHIPE-a na osnovi PZLL (2,4 M raztopina NCA, 
5,5 % mas. % Me-F127 in 1,5 % DIPEA) pa se je zaradi prehitre polimerizacije emulzija 
spenila. Optimalni eksperimentalni pogoji za kopolimerizacijo reakcijske zmesi BLG NCA in 
ZLL NCA v HIPE so vmesne vrednosti, in sicer 2,0 M raztopina NCA, 5,0 mas. % Me-F127 in 
1,0 mol % DIPEA. Uspešno kopolimerizacijo obeh NCA-monomerov v HIPE-u potrjuje 
nastanek obstojnega PBLG-ko-PZLL, ki izkazuje tipično poliHIPE-morfologijo s povprečno 
velikostjo por 46,3 µm ± 33,7 µm (slika 4-40). 

  

Slika 4-40: SEM-mikrograf poliHIPE-a na osnovi PBLG-ko-PZLL. 
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4.3.2 PoliHIPE na osnovi motiva RGD 

Možnost kopolimerizacije različnih vrst NCA-monomerov odpira možnost priprave 
poliHIPE-ov na osnovi polipeptidov z določenimi prepoznavnimi sekvencami v glavni verigi. 
Najbolj raziskan vezavni motiv je Arg-Gly-Asp (RGD), ki se pojavlja v mnogih proteinih 
izvenceličnega matriksa. Sekvenco prepoznajo različni celični integrini (receptorji) in se nanj 
vežejo. Če material ogrodja modificiramo z RGD, lahko izboljšamo pričvrstitev celic na 
njegovo površino.198 PArg-ko-PGly-ko-PAsp (poliRGD) ima reaktivne karboksilne (Asp) in 
gvanidinske (Arg) stranske skupine. Polipeptid iz zaščitene asparaginske kisline enostavno 
pripravimo iz β-benzil-L-aspartat (BLA) NCA, ki je soroden BLG NCA. Pri gvanidinski skupini 
arginina sta potrebni dve zaščitni skupini za pripravo in ROP di-N-Cbz-L-arginin NCA,199 kar 
bi zaradi sterične oviranosti lahko zmanjšalo reaktivnost NCA. Alternativno lahko 
gvanidinsko skupino uvedemo s popolimerizacijsko modifikacijo aminske skupine, ki jo 
dobimo po odščiti polipeptida, pripravljenega z ROP Nδ-karbobenziloksi-L-ornitin (ZLO) 
NCA.165,200 Tako lahko s kopolimerizacijo NCA-monomerov na osnovi ZLO, BLA in Gly 
pripravimo polipeptidni prekurzor, PZLO-ko-PGly-ko-PBLA (poliR''GD'). Zaščitni benzil 
karbamat odstranimo sočasno z zaščitnim benzilnim estrom s kislinsko hidrolizo v TFA/HBr, 
da dobimo POrn-ko-PGly-ko-PAsp (poliR'GD) motiv. Stranske aminske skupine ornitina nato 
pretvorimo v gvanidinske z uporabo gvanidizacijskega reagenta, kot je npr. 
O-metilizosečnina (MIU) (slika 4-41). Pri kopolimerizaciji ZLO NCA, BLA NCA in Gly NCA je 
statistična verjetnost R''GD'-zaporedja odvisna od reaktivnosti posameznih monomerov in 
začetnega razmerja med njimi.165 Pri tem je potrebno upoštevati tudi, da moramo za 
pripravo obstojnega poliHIPE-materiala kopolimerizirati še NCA-zamreževalec.  

 

Slika 4-41: Sinteza poliRGD z ROP ustreznih NCA-monomerov, odščito zaščitenih funkcionalnih 
skupin in popolimerizacijsko modifikacijo. 
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BLA NCA, ki ima zaščiteno stransko karboksilno skupino, smo sintetizirali na podoben način 
kot BLG NCA. Ustrezno sestavo produkta smo potrdili z 1H NMR-spektroskopijo (slika 4-42). 

 

Slika 4-42: 1H NMR-spekter BLA NCA. 

Sinteza ZLO NCA je potekala na podoben način kot sinteza ZLL NCA, vendar smo morali 
uporabiti večjo količino trifosgena. Ustrezno strukturo in čistost produkta smo potrdili z 1H 
in 13C NMR-spektroskopijo (slika 4-43).  
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Slika 4-43: 1H in 13C NMR-spektra ZLO NCA. 

Pri sintezi Gly NCA smo se spopadli s podobno težavo kot v primeru cistina, kjer je 
nezaščitena α-aminokislina slabo topna, med sintezo NCA iz Boc-zaščitene α-aminokisline 
pa prihaja do delne polimerizacije. Gly NCA z izboljšano čistostjo smo sintetizirali iz 
nezaščitenega glicina, kljub nižjemu izkoristku reakcije. Ustrezno sestavo produkta smo 
potrdili z 1H NMR-spektroskopijo (slika 4-44). 
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Slika 4-44: 1H NMR-spekter Gly NCA. 

4.3.2.1 PoliHIPE na osnovi PBLA 

Najprej smo se osredotočili na pripravo poliHIPE-a na osnovi BLA NCA. BLA NCA je manj 
reaktiven od BLG NCA kot tudi od ZLL NCA, kar se je kazalo na predčasni ločitvi faz HIPE-a, 
pripravljenega pod enakimi pogoji kot v primeru ZLL NCA. Da bi dodatno pospešili čas 
želiranja PBLA, smo povišali delež Cys NCA na 10 mol %. Obstojen poliHIPE smo dobili, ko 
smo polimerizirali HIPE z 80 vol. % PB, koncentracijo NCA 2,0 M, 5,0 mas. % Me-F127 in 
2,5 mol % DIPEA. Za čiščenje poliHIPE-a PBLA se je kot ustreznejše topilo izkazal THF, saj se 
dimenzije monolita v njem niso spremenile tako kot v primeru uporabe 1,4-dioksana, 
medtem ko je čistost materiala bila primerljiva, kar smo preverili z 1H NMR-spektroskopijo 
ekstrakta poliHIPE-a. Morfologijo poliHIPE-a PBLA prikazuje slika 4-45. Opazimo, da so pore 
neenakomernih velikosti in oblik, kar nakazuje na manj stabilno emulzijo.  

 

Slika 4-45: SEM-mikrograf poliHIPE-a PBLA. 

BLA NCA smo nato kopolimerizirali z Gly NCA v molskem razmerju BLA : Gly : Cys 70 : 20 : 10 
(2,0 M raztopina NCA, 75 vol. % PB, 5 mas. % Me-F127, 2,0 mol % DIPEA). HIPE se je fazno 
ločil, zvezna faza emulzije pa je ostala tekoča tudi po enem dnevu. Zvezno fazo emulzije 
smo odločili in centrifugirali, pri čemer smo opazili netopen ostanek. Gly NCA je reaktivnejši 
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od BLA NCA165 in bi lahko preferenčno polimeriziral s Cys NCA. Da bi to preverili, smo Gly 
NCA kopolimerizirali z reaktivnejšim BLG NCA v molskem razmerju BLG : Gly : Cys 75 : 20 : 5 
(2,4 M raztopina NCA, 5 mol % Cys NCA, 80 vol. % PB, 5 mas. % Me-F127, 1,5 mol % DIPEA). 
HIPE je v tem primeru uspešno zaželiral, tako da PBLG-ko-PGly izkazuje tipično poliHIPE-
morfologijo (slika 4-46). Ti rezultati kažejo, da je reaktivnost Gly NCA-monomera primerna 
za kopolimerizacijo z BLG NCA in Cys NCA-monomeroma, pri čemer je poraba monomerov 
enakomerna, kar vodi do nastanka obstojne mreže. Za razliko od BLG NCA se BLA NCA 
zaradi slabše reaktivnosti ne vključuje dovolj hitro v mrežo. Cys NCA preferenčno 
kopolimerizira z reaktivnejšim Gly NCA, zato se izloči netopen PGly-ko-PCys. Ker se Cys NCA 
prehitro porabi, BLA NCA tvori homopolimerne domene, kar nakazuje na pomembnost 
podobne reaktivnosti uporabljenih NCA-monomerov za kopolimerizacijo v HIPE-u. 

 

Slika 4-46: SEM-mikrograf poliHIPE-a PBLG-ko-PGly. 

Kot alternativo HIPE-u na osnovi DMF in PB smo raziskali HIPE z DMSO kot zvezno fazo, ki s 
PB tvori dlje časa stabilno emulzijo.137 Pri pripravi 2,0 M raztopine BLA NCA v DMSO smo 
opazili, da prihaja do polimerizacije že pred dodatkom katalizatorja. Predpostavljamo, da 
gre za zwitterionsko polimerizacijo, ki jo lahko sproži nukleofilno topilo, saj je znano, da je 
ta pojav bolj izrazit v DMSO kot v DMF.178 Da bi preprečili prezgodnjo polimerizacijo NCA, 
smo negativno nabite zvrsti protonirali z uporabo kisline.61,65 V ta namen smo v raztopino 
BLA NCA v DMSO dodali ocetno kislino koncentracije do 1,0 mol % glede na NCA, vendar na 
ta način nismo mogli preprečiti prezgodnje polimerizacije. V ta namen je bila učinkovitejša 
TFA, saj je 0,5 mol % TFA zadoščalo, da NCA-monomer ni spontano polimeriziral, dokler 
nismo dodali v reakcijsko zmes 0,5 mol % katalizatorja. Kot katalizator smo uporabili 
terciarni amin, da je ROP potekal po mehanizmu AMM, ki zagotavlja hitro polimerizacijo, 
vendar smo namesto DIPEA uporabili trietilamin (Et3N), ki je v DMSO bolje topen. 

Pripravili smo HIPE na osnovi BLA NCA in Cys NCA v DMSO (molsko razmerje 90 : 10, 2,0 M), 
z dodatkom 0,5 mol % TFA, 2 mas. % Me-F127, 80 vol. % PB in 0,5 mol % Et3N. PoliHIPE 
PBLADMSO izkazuje tipično templatirano morfologijo, manjša velikost por pa nakazuje na 
stabilnejšo emulzijo kot v primeru uporabe DMF kot zvezne faze (slika 4-47).  
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Slika 4-47: SEM-mikrograf poliHIPE-a PBLADMSO. 

4.3.2.2 PoliHIPE na osnovi PBLA-ko-PZLO 

BLA NCA smo nato kopolimerizirali z ZLO NCA, ki je, za razliko od Gly NCA, manj reaktiven 
od BLA NCA.165 Kopolimerizacijo BLA NCA, ZLO NCA in Cys NCA (molsko razmerje 
45 : 45 : 10, 2,0 M raztopina v DMSO, 1,5 mol % Et3N) smo spremljali z 1H NMR-
spektroskopijo (slika 4-48). Po 30 min se intenziteta signala na 4,70 ppm, ki pripada 
metinski skupini BLA NCA, v primerjavi z intenziteto metinskega signala ZLO NCA (4,45 ppm) 
bistveno zmanjša, tako da razmerje med monomeroma zraste z 1 : 1 na 0,65 : 1 v prid ZLO 
NCA. V tem času se Cys NCA, katerega značilna signala smo opazovali na 4,79 ppm in 
9,26 ppm, v celoti porabi. V 1H NMR spektru smo opazili tudi dodatne signale na 5,3 ppm, 
3,7 ppm in 3,45 ppm, ki so značilni za stranski produkt β-eliminacije cistina, ki nastane v 
bazičnih pogojih.201 Predpostavljamo, da smo z dodatkom previsokega deleža Et3N 
vzpostavili preveč bazične pogoje, saj je v takšnih primerih hitrost stranske reakcije 
prevladala nad hitrostjo ROP. Ker gre pri β-eliminaciji za razpad zamreževalca, želiranje 
PBLA-ko-PZLO v preveč bazičnih pogojih ni bilo vedno zagotovljeno. 

 

Slika 4-48: 1H NMR-spekter reakcijske zmesi BLA NCA, ZLO NCA in Cys NCA (molsko razmerje 
45 : 45 : 10), izmerjen po 30 min po dodatku 1,5 mol % Et3N. 
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Kljub problemu delnega razpadanju Cys NCA smo uspeli pripraviti poliHIPE PBLA-ko-PZLO 
(molsko razmerje BLA : ZLO : Cys 45 : 45 : 10, 2,0 M raztopina v DMSO, dodatek 0,5 mol % 
TFA, 2 mas. % Me-F127, 80 vol. % PB). Takoj po dodatku 2,0 mol % Et3N se je HIPE spenil in 
hitro zaželiral. V poliHIPE ujete mehurčke vidimo na sliki 4-49A, medtem ko stene izkazujejo 
tipično poliHIPE-morfologijo (slika 4-49B). 

 

Slika 4-49: SEM-mikrografa poliHIPE-a PBLA-ko-PZLO: spenjen del (A) in povečava sten (B). 

PoliHIPE PBLA-ko-PZLO smo v naslednji stopnji odščitili s kislinsko hidrolizo s TFA/HBr, ki 
hkrati odstrani benzilni ester in benzilni karbamat zaščitni skupini. Pri koraku odstranjevanja 
zaščitnih skupin je bil pomemben ustrezno kratek čas hidrolize in nadaljnje odstranjevanje 
HBr s THF, da smo preprečili razpad polipeptidnega ogrodja.202 Po odščiti smo dobili 
hidrofilni poliHIPE hidrogel PAsp-ko-POrn, ki je v vodnem mediju bistveno mehkejši od 
izhodnega hidrofobnega PBLA-ko-PZLO, vendar pa monolit ostane mehansko obstojen. 
PoliHIPE PAsp-ko-POrn je pH-odziven, saj so stranske karboksilne in aminske skupine 
ionizirane v odvisnosti od pH medija. V nevtralnem mediju se monolit nekoliko skrči zaradi 
privlačnih elektrostatskih sil med prostimi –COO– in –NH3

+, vendar ohrani tipično poliHIPE-
morfologijo, kot jo vidimo na SEM-sliki (slika 4-50). PoliHIPE PAsp-ko-POrn združuje 
lastnosti polipeptidnih hidrogelov, ki nudijo celicam prijazno okolje,203 z mehansko 
obstojnostjo hidrogelnih poliHIPE-materialov.204  

  

Slika 4-50: SEM-mikrograf odščitenega poliHIPE-a PBLA-ko-PZLO (poliHIPE PAsp-ko-POrn). 

PoliHIPE PAsp-ko-POrn smo v nadaljevanju skušali modificirati z uvedbo gvanidinskih skupin 
v strukturo, da bi dobili segmente PArg, ki nastopajo v RGD-sekvenci. Za gvanidizacijo z 
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reagentom MIU mora biti aminska skupina v deprotonirani obliki, zato smo modifikacije 
izvajali v bazičnem mediju.165,205 Pri pH 9,5 se je poliHIPE PAsp-ko-POrn raztopil, kar 
nakazuje na razpad disulfidnih vezi cistinskega zamreževalca, k razpadu monolita pa lahko 
pripomore tudi neenakomerna kemijska sestava monolita kot posledica različne 
reaktivnosti in tako neenakomernega vgrajevanja NCA-monomerov v strukturo. 
Polipeptidni poliHIPE-materiali, zamreženi s cistinom, so občutljivi na razgradnjo v bazičnem 
mediju. Nasprotno pa so se izkazali kot primerni za uporabo v nevtralnem mediju, npr. za 
rast celic. Stabilni so tudi v kislem mediju, saj smo reakcijo odščite zaščitenih funkcionalnih 
skupin izvajali v močni kislini. Poleg tega so po odstranitvi zaščitnih skupin monoliti ohranili 
poliHIPE-morfologijo in ostali mehansko obstojni, kar je velikokrat težko zagotoviti pri 
popolimerizacijskih modifikacijah poliHIPE-monolitov.6  

4.3.2.3 Razširitev nabora zamreževalcev 

Kot obstojnejšo alternativo Cys NCA-zamreževalcu smo pripravili L-homocistin (Hcys) NCA, 
pri katerem v bazičnih pogojih ne prihaja do β-eliminacije. Najprej smo na α-aminsko 
skupino Hcys uvedli Boc-zaščito, ki izboljša topnost α-aminokisline, nato pa smo (Boc-Hcys-
OH)2 ciklizirali s trifosgenom v Hcys NCA. Strukturo obeh produktov smo preverili z 1H NMR-
spektroskopijo, ki potrjuje učinkovitost obeh korakov sinteze (slika 4-51). 
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Slika 4-51: 1H NMR-spektra (Boc-Hcys-OH)2 (A) in Hcys NCA (B). 

Pripravili smo poliHIPE PBLA-ko-PZLOHcys (BLA : ZLO : Hcys v molskem razmerju 
47,5 : 47,5 : 5,0, 2,4 M raztopina v DMSO, 0,3 mol % TFA, 5 mas. % Me-F127, 80 vol. % PB, 
1,5 mol % Et3N), ki izkazuje tipično poliHIPE-morfologijo (slika 4-52). PoliHIPE smo nato 
odščitili s kislinsko hidrolizo s TFA/HBr, ki hkrati odstrani estrsko in karbamatno skupino. Za 
razliko od PBLA-ko-PZLO, zamreženega s cistinom, je PBLA-ko-PZLOHcys med odščito 
razpadel na majhne koščke. Razpad monolita pripisujemo neenakomerni premreženosti 
polipeptida, ki je posledica večje reaktivnosti Hcys NCA, kar smo jo potrdili z 1H NMR-
spektroskopijo reakcijske zmesi, saj se je Hcys NCA porabil že po 30 min, medtem ko sta v 
reakcijski zmesi ostala nezreagirana BLA NCA in ZLO NCA. 
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Slika 4-52: SEM-mikrograf poliHIPE-a PBLA-ko-PZLOHcys. 

Podobna reaktivnost vseh uporabljenih NCA-monomerov je bistvenega pomena za pripravo 
obstojnega polipeptidnega poliHIPE-materiala. Kot zamreževalec, ki bi po reaktivnosti bil 
bolj podoben ZLL/ZLO NCA in BLG/BLA NCA, smo v nadaljevanju sintetizirali NCA na osnovi 
izodipeptida med glutaminsko kislino in lizinom (Glu-Lys NCA). Zaradi slabe topnosti 
izhodnega H-Glu(H-Lys-OH)-OH smo najprej z Boc zaščitili α-aminski skupini, Boc-Glu(Boc-
Lys-OH)-OH pa nato ciklizirali s trifosgenom v Glu-Lys NCA. Med reakcijo je prihajalo do 
delne odščite Boc-skupine kljub dodatku α-pinena, zaradi česar se je odščiten izodipeptid 
izoboril iz raztopine. Posledično ni prišlo do ciklizacije v NCA-obroč na vseh aminokislinskih 
mestih. 1H NMR-spekter topnega produkta kaže prisotnost dveh vrst NCA (glutaminskega 
konca na 4,47 ppm in lizinskega konca na 4,43 ppm), ki sta v razmerju 7 : 2 namesto 1 : 1 
(slika 4-53).  



Porozni polimeri, pripravljeni s polimerizacijo z odpiranjem obroča v emulzijah  

96 

 

 

Slika 4-53: 1H NMR-spektra Boc-Glu(Boc-Lys-OH)-OH (A) in Glu-Lys NCA (B). 

Možnost priprave NCA na osnovi Glu-Lys izodipeptida nakazuje na potencial za razširitev 
nabora NCA-zamreževalcev iz raznolikih di-aminokislin. Pokazali smo, da je pri 
kopolimerizaciji NCA v HIPE-u bistvenega pomena podobna reaktivnost uporabljenih 
monomerov in zamreževalca. S sintezo novih NCA-zamreževalcev bi lahko pripravili 
knjižnico različno reaktivnih NCA-monomerov, tako da bi za poljuben monomer lahko izbrali 
zamreževalec ustrezne reaktivnosti. Pri tem nismo omejeni na naravne di-aminokisline, kot 
je cistin, temveč lahko preko reaktivnih stranskih skupin združimo različne α-aminokisline in 
nato iz njih tvorimo di-NCA-zamreževalce. Naš pristop priprave poliHIPE-ov z ROP NCA 
obeta sintezo različnih polipeptidnih makroporoznih materialov, katerih funkcionalnost 
lahko enostavno prilagajamo z izborom NCA-monomerov.  
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5 Zaključek 

V raziskovalnem delu smo potrdili hipotezo, da lahko kljub občutljivosti ROP heterociklične 
monomere polimeriziramo v zvezni fazi HIPE-a in pripravimo obstojne poliHIPE-materiale. 
ROP je občutljiva na prisotnost vode, saj le-ta lahko deluje kot iniciator polimerizacije, zato 
smo polimerizacije izvedli v brezvodnih emulzijah, vrste o/o. Emulzije smo stabilizirali s 
polimernim PEG-b-PPG-b-PEG surfaktantom, katerega končne hidroksilne skupine smo 
predhodno metilirali in se tako izognili možnosti, da bi delovale kot iniciatorji ROP. Zaradi 
termodinamske nestabilnosti HIPE-ov smo za ROP uporabili organske katalizatorje, ki 
omogočajo izvedbo ROP pri relativno nizkih temperaturah in primerni hitrosti 
polimerizacije. Hitrost ROP se je izkazala kot izredno pomemben parameter, saj mora 
zvezna faza emulzije želirati v času stabilnosti emulzije, obenem pa mora biti viskoznost 
emulzije primerna za zadovoljivo mešanje in prenos HIPE-a v primerne modele. ROP v 
HIPE-u smo izvedli na primeru dveh vrst monomerov; z laktonom, ki po polimerizaciji tvori 
poliester, in z različnimi NCA-monomeri, iz katerih pripravimo sintetične polipeptide 
različne funkcionalnosti. 

V prvem delu smo v HIPE-u polimerizirali CL in bis-laktonski zamreževalec BOD. CL je tekoč 
monomer, zato smo ga neposredno uporabili kot zvezno fazo HIPE-a, brez dodanega topila. 
HIPE smo polimerizirali z uporabo organokatalizatorja DPP pri temperaturi 50 °C, ki je nad 
temperaturo tališča nastalega PCL. Pripravili smo poliHIPE na osnovi PCL, zamreženega s 
5,0 mol % in 7,5 mol % zamreževalca BOD. S stopnjo zamreženosti smo vplivali na 
termomehanske lastnosti poliHIPE-materiala, ki smo jih okarakterizirali z DSC in DMA. Tako 
PCL-5,0 kot PCL-7,5 sta semikristalinična polimera. Temperaturi taljenja in kristalizacije ter 
delež kristaliničnosti so v primeru PCL-5,0 višji, zaradi česar je njegova hidrolitska razgradnja 
počasnejša. Oba poliHIPE-a izkazujeta oblikovni spomin z odlično fiksacijo začasne oblike in 
odlično povrnitvijo v prvotno obliko. Stisnjen poliHIPE PCL-5,0 lahko fiksiramo že pri sobni 
temperaturi, v prvotno obliko pa se povrne pri segrevanju na temperaturo 40 °C. To odpira 
možnosti uporabe biološko združljivega in razgradljivega PCL poliHIPE-materiala v 
biomedicinske namene, saj stisnjen poliHIPE lahko z manj invazivnim posegom vstavimo na 
mesto poškodbe, tam pa bi pa se med segrevanjem tik nad telesno temperaturo razširil in 
zavzel obliko deformacije.  

V drugem sklopu doktorskega dela na tematiki ROP v HIPE-u smo metodo razširili na 
različne vrste NCA-monomerov ter kot prvi pripravili poliHIPE-materiale iz sintetičnih 
polipeptidov. NCA so trdni monomeri, zato smo za zvezno fazo HIPE-a uporabili raztopino 
NCA-monomerov v DMF ali DMSO. DMSO tvori s PB sicer stabilnejše emulzije, vendar sproži 
nastanek zwitterionskih zvrsti, ki vodijo v predčasno polimerizacijo. Ugotovili smo, da lahko 
neželeno predčasno polimerizacijo zatremo z dodatkom TFA, nato pa nadzorovano 
polimerizacijo NCA-monomerov sprožimo z dodatkom terciarnega amina. Hitrost 
polimerizacije se je, kot v primeru poliestrov, izkazala kot izredno pomemben parameter za 
uspešno pripravo poliHIPE sintetičnih polipeptidov. Hitrost ROP NCA-monomerov mora biti 
primerna, da emulzija želira pred pojavom fazne separacije, hkrati pa omogoči nadzorovano 
izhajanje plinastega CO2, ki se sprošča med ROP NCA. V nasprotnem primeru se mehurčki 
ujamejo v strukturo materiala, kar vodi do neželenih večjih praznin v monolitu. Metoda, ki 
smo jo razvili, omogoča sintezo poliHIPE-ov na osnovi polipeptidov različne kemijske 
sestave, pri čemer je zaradi razlik v reaktivnosti NCA-monomerov za vsak sistem reaktantov 
potrebno prilagoditi eksperimentalne pogoje sinteze, kot so koncentracija monomerov, 
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količina katalizatorja, količina surfaktanta in vrsta topila. Vzpostavili smo relacije med 
sintezo, strukturo in lastnostmi sintetiziranih poliHIPE-ov ter postavili temelje za 
načrtovanje in pripravo različno funkcionaliziranih polipeptidnih poliHIPE-materialov. 
Pripravili in okarakterizirali smo polipeptidne poliHIPE-e na osnovi PBLG, zamreženega s 
cistinom. Pokazali smo, da lahko z deležem interne faze in količino surfaktanta prilagajamo 
morfologijo poliHIPE-a, ki igra pomembno vlogo pri uporabi materiala v namen gojenja 
celic. Na izbranem PBLG poliHIPE-u smo potrdili, da material ni toksičen za mišje 
fibrosarkoma celice L929 ter da omogoča njihovo rast in proliferacijo. PBLG poliHIPE tako 
predstavlja potencialen material za gojenje celic in tkivno inženirstvo. V nadaljevanju smo 
pokazali, da je razvita metoda primerna tudi za pripravo poliHIPE-polimerov na osnovi 
drugih polipeptidov, kot sta PZLL in PBLA, kot tudi kopolipeptidov. Možnost 
kopolimerizacije različnih NCA-monomerov odpira možnost priprave polipeptidnih 
poliHIPE-ov, ki v strukturi vsebujejo specifične prepoznavne sekvence, kot je npr. RGD-
motiv, vendar je za uspešno pripravo obstojnega materiala potrebno upoštevati reaktivnost 
monomerov in zamreževalca. Iz tega razloga smo nabor zamreževalcev razširili, da bi 
omogočili pripravo kopolipeptidnih poliHIPE-ov iz različnih NCA-monomerov. Na primeru 
PBLA-ko-PZLO smo pokazali tudi, da lahko z odščito zaščitenih stranskih skupin polipeptida 
pripravimo poliHIPE hidrogel PAsp-ko-POrn, ki omogoča nadaljnje popolimerizacijske 
modifikacije. Nenazadnje smo v tem delu pokazali, da opisan pristop k pripravi 
polipeptidnih poliHIPE-ov obeta načrtovanje in pripravo polipeptidnih makroporoznih 
materialov različne kemijske sestave, katerih funkcionalnost lahko enostavno prilagajamo z 
izborom NCA-monomerov. 
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