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""Nikad ne idi utabanom stazom jer

vodi tamo gde su drugi vec bili"

(Alexander Graham Bell)
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APSTRAKT

Askorbinska kiselina (vitamin C) je izuzetno vaZan i organizmu neophodan
vitamin. Ima ulogu reduktanta slobodnih radikala ¢ime smanjuje oSteenja nastala
oksidativnim stresom koji je uzrok ili pratilac mnogih bolesti. U organizmu se ne skladisti i
vrlo brzo se iz njega izlucuje. Problem se sastoji u tome da se askorbinska kiselina lako
dekonponuje u bioloski neaktivna jedinjenja ¢ime je upotreba askorbinske kiseline na polju
medicine, farmakologije, kozmetologije veoma limitirana. Kopolimer poli(DL-laktid-ko-
glikolid) (DLPLG") se, pored ostalog, koristi za izradu sistema za kontrolisanu dostavu
terapeutska sredstva. Polimerne cCestice DLPLG-a dozvoljavaju inkapsulaciju
medikamenata unutar polimerne matrice a za njihovo kontrolisano i ravnomerno otpustanje
unutar organizma osnovni je zahtev idealna sferi¢nost Cestica kao i uska raspodela njihovih
veli¢ina. Inkapsulacijom askorbinske kiseline u polimernu matricu poli(DL-laktid-ko-
glikolida) (DLPLG) bilo bi potencijalno moguce prevazi¢i hemijsku nestabilnost vitamina
C kao i posti¢i njegovu visu, efikasniju i ravnomerniju raspodelu u organizmu, tokom

duZeg perioda vremena.

U ovoj disertaciji je opisano dobijanje poli(DL-laktid-ko-glikolid) nanosfera
koriS¢enjem fizickohemijske metode rastvara¢/nerastvaraé i tehnike centrifugalnog
procesiranja. Ispitan je uticaj razliCitih stabilizatora (polivinil alkohola, polivinil
pirolidona) na morfoloske karakteristike cestica DLPLG-a sa i bez inkapsulirane
askorbinske kiseline. U polimernu matrica DLPLG-a su inkapsulirane razlicite
koncentracije askorbinske kiseline homogenizacijom vodene i organske faze. Nanocestice
DLPLG-a sa razlicitim sadrZajem askorbinske kiseline imaju razli¢ite morfoloske
karakteristike, razli¢it stepen uniformnosti, sferi¢nosti, aglomeracije kao i razlicite veli€ine.
Izracunat je prinos Cestica DLPLG-a sa i bez vitamina kao i efikasnost inkapsulacije
vitamina u polimernu matricu DLPLG-a. Proces degradacije cCestica DLPLG-a bez i sa
askorbinskom kiselinom kao i otpuStanje askorbinske kiseline iz polimerne matrice
DLPLG-a tokom degradacije je ispitivano u in vitro uslovima u razli¢itim degradacionim

medijumima (fiziloSkom rastvoru i fosfatnom pufer rastvoru uz prisustvo azida).

' U literaturi se za poli(DL-laktid-ko-glikolid) &esto koristi i skra¢enica PLGA
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Karakterizacija uzoraka je radjena metodama infracrvene spektroskopije (IR),
ultravioletne spektrofotometrije (UV-VIS), diferencijalne skaniraju¢e kalorimetrije (DSC),

skenirajuce elektronske mikroskopije (SEM) a radjena je i detaljna stereoloSka analiza.
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ABSTRACT

Ascorbic acid (vitamin C) is essential for preserving optimal health and it is used
by the body for many purposes. Ascorbic acid acts as a reductant for many free radicals,
thereby minimising the damage caused by oxidative stress which is a root cause of, or at
least associated with, many diseases. Ascorbic acid is water soluble vitamin, which cannot
be synthesised and stored in the body.The problem is that ascorbic acid easily decomposes
into biologically inactive compounds making its use very limited in the field of
pharmaceuticals, dermatologicals and cosmetics. Copolymer poly(DL-lactide-co-glycolide)
(DLPLG) is among other things used for the controlled delivery of the various classes of
medicaments. Under medicaments we assume drugs and other therapeutically applications.
DLPLG polymer particles allow the encapsulation of the medicament within the polymer
matrix, where the principle requirement for the controlled and balanced release of the
medicament in the body is its ideal spherical shape and narrow particle size distribution. By
encapsulating the ascorbic acid into the polymeric matrix it is assumed that its chemical
instability can be overcame as well as higher, more efficient and equally distributed

concentration throughout extended period of time can be achieved.

This disertation is describing the process of obtaining poly(DL-lactide-co-
glycolide) (DLPLG) nanospheres using physico-chemical method with solvent/non-solvent
systems where obtained solutions have been centrifuged. The influence of the different
stabilizers (polyvinyl alcohol (PVA), polyvinyl pyrrolidone (PVP)) on the morphological
characteristics of DLPLG particles with and without ascorbic acid has been examined. The
encapsulation of the ascorbic acid in the polymer matrix is performed by homogenization
of water and organic phases. Nanoparticles of the copolymer DLPLG with the different
content of the ascorbic acid have different morphological characteristics, i.e. variable
degree of uniformity, agglomeration, sizes and spherical shaping. The particle yield of
DLPLG with and without ascorbic acid has been calculated as well as the loading
efficiency of the ascorbic acid into the polymer matrix DLPLG. The degradation of the
nanospheres of DLPLG, DLPLG/ascorbic acid nanoparticles and release rate of the
ascorbic acid were studied for eight weeks in different degradation medium (physiological

solution (0.9% sodium chloride in water) and phosphate buffered saline).
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The samples have been characterized by Infrared Spectroscopy (IR), Ultraviolet
Spectroscopy (UV), Differential Scanning Calorimetry (DSC), Scanning Electron
Microscopy (SEM) and Stereological analysis.
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1 Teorijski deo

17



Univerzitet u Beogradu, Fakultet za fizicku hemiju Magdalena Stevanovi¢, doktorska disertacija

1.1 Nanotehnologija i nanomedicina

Nanotehnologija je Siroka interdisciplinarna oblast istrazivanja koja se eksplozivno
razvija poslednjih godina [1]. Proizvodnja nanomaterijala kao §to su klasteri, nanocestice,
nanozice, nanotube, tanki filmovi, itd. je klju¢na komponenta uspe$nog razvoja
nanotehnologije zahvaljujué¢i njihovim neobi¢nim i izvanrednim fizickim i hemijskim
osobinama koje su rezultat efekta nano veli¢ine [2-4]. Nanotehnologija, pored ostalog, ima
veliki znaaj i potencijal na polju biomaterijala, biomedicinskih istraZivanja, klinicke
primene jer nanoobjekti su generalno sli¢nih dimenzija kao i bioloski entiteti, npr. éelija,
organela, DNK, itd. [5-8]. Prednosti posebnih osobina nanostrukture povecavaju efikasnost
i preciznost medicinske dijagnostike, opservacije i terapije na nivou pojedina¢nih molekula
ili molekulskih struktura [8]. Metode konvencionalne medicine pokuSavaju da "loSe" ¢elije
uklone secenjem (hirurgija), da ih "sprze" (radioterapija) ili
ih "otruju" pre nego "dobre" Ccelije (hemoterapija).
Nanomedicina pokusava da ili otkloni odredene ¢elije ili ih
reparira ¢eliju po celiju [10]. Pojedinacan celijski tretman
moZe biti npr. baziran na molekulskoj biosenzorskoj
informaciji na osnovu koje se kontroliSe isporuka

odgovarajuce koli¢ine leka u odredenu celiju.

Slika 1.1-1 Nanorobot [11]

Na pocetku 21. veka, pola veka nakon otkri¢a strukture dezoksiribonukleinske
kiseline (DNK) (Francis Crick i James Watson, Nobelova nagrada iz medicine 1962.
godine), svet nauke je suofen sa znac¢ajnim napretkom u brojnim disciplinama narocito na
polju molekularne biologije i manipulisanju molekulima nukleinskih kiselina, hemije,
fizitke hemije, fizike, itd.. Brojne tehnike molekularne biologije su uspe$no primenjene u
biologiji, biotehnologiji, medicinskoj nauci, dijagnostici, forenzi¢kim disciplinama i
brojnim drugim. Uvodenje metodologije lancane reakcije polimeraze (polymerase chain
reaction, PCR) je rezultiralo u unapredenju starih i dizajniranju novih laboratorijskih
sredstava i aparature za PCR amplifikaciju i analizu amplificiranih DNK-a fragmenata
[12]. Paralelno sa ovim napretkom, priroda DNK-a molekula, njihova grada i struktura je
znacajno zainteresovala brojne istraZivac¢e. Osim toga, postoji veliki broj istraZivanja u
kojima se podraZzava grada i funkcija Zivih sistema, kao i razvoj i konstrukcija artificijelnih

nanosredstava, kao $to su biomolekularni senzori, zatim primena u genskoj terapiji, tkivni i
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¢elijski inZenjering, ukljuCuju¢i i buduéi razvoj nanorobota (slika 1.1-1) [11].
Biomedicinske i biotehnoloske primene nanocestica su predmet posebnog interesovanja u
istrazivaCkim 1 razvojnim projektima sa potencijalnom primenom, koja ukljucuje
kori$¢enje nanocestica kao nosaca za medikamente ili DNK-a, zatim kao komponenti u
medicinskim dijagnosti¢kim setovima, kao biosenzora i membrana za bioloske separacije,

itd..

Veoma vazna oblast ovog naucnog polja je i razvoj sredstava za kontrolisanu
dostavu medikamenata u Zivim sistemima. Nanocestice se razvijaju kao znacajna strategija
za unoSenje i prenos lekova, terapeutskih sredstava, rekombinantnih proteina, vakcina i u
poslednje vreme nukleotida. Nanocestice i drugi koloidni sistemi za unoSenje i prenos
lekova znacajno modifikuju kinetiku, raspodelu u organizmu, kao i eliminaciju lekova, pri
¢emu se znacajno isti¢e 1 smanjena pojava neZeljenih efekata, zahvaljujuéi kontrolisanom
oslobadanju aktivne supstance [13]. Stoga nanocCestice u sektoru farmaceutske
biotehnologije unapreduju terapeutski indeks i omogucuju reSenja za probleme unosenja i
prenosa nove klase biotehnoloskih lekova, uklju¢uju¢i rekombinantne proteine i

oligonukleotide.

Osnovni cilj razvoja i dizajniranja sistema za kontrolisanu dostavu terapeutskih
sredstava je ciljana terapija i dostavljanje lekova do specifi¢nih obolelih tkiva i organa na
mestu gde je farmakolosko dejstvo Zeljeno, ¢ime se druga tkiva Stede, odnosno ne oStecuju
primenjenom terapijom [14]. Koncept "magi¢nog metka" koji je postulirao Ehrlich (Paul
Ehrilch, Nobelova nagrada iz medicine 1908. god. [15]) pocetkom 20. veka, sada je
zamenjen konceptom "Carobnog Stapica”, u vidu sistema za ciljanu terapiju [16]. Ovaj
koncept je zasnovan na specifi¢nim ciljnim ligandima koji su vodi¢i za nosace lekova do
molekularnih meta, bilo da su to molekuli na povrSini ¢elija ili na jedarnoj membrani.
Nanosistemi, ukljucujuéi i sisteme za prenos lekova (< 1000 nm), kao Sto su micele,
lipozomi, dendrimeri, polimerne micele, nanokristali i polimerne nanocestice, predstavljaju
prve i najznacajnije predstavnike ovog polja nauke koje se stalno razvija (tabela 1.1.1).
Ciljana primena lekova na specifi¢nim lokacijama u organizmu i odrZavanje farmakoloski
relevantnih doza tokom celokupnog perioda u kojem je neophodno dejstvo leka su glavni
ciljevi koje nanosistemi omogucuju [17, 18]. Odredeni izazovi za dalji razvoj i
unapredivanje nanosistema za unoSenje i prenos lekova nalaze se u savladavanju bioloSkih

barijera. Trendovi koji ukazuju da se ove prepreke mogu donekle savladati jesu direktna
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primena kori§¢enjem katetera ili koriS¢éenjem spoljas$njih vodi€a (magnetna polja ili

ultrazvuk), kao i ispitivanje i kori§¢enje pristupacnih meta na endotelu krvnih sudova.

Tabela 1.1-1 Primeri nanoproizvoda i polje njihove, najéesce, primene [4]

tip proizvoda broj primena %
nanocestice 160 medicina i farmacija 30
nanotube 55 hemikalije i materijali 29
informatika i
nanoporozni materijali 22 21
telekomunikacije
fulereni 21 energetika 10
kvantne tacke 19 automobilska industrija 5
) o svemirski programi i
nanostrukturni materijali 16 2
aerodinamika
nanovlakna 9 tekstilna industrija 2
nanokapsule 8 poljoprivreda 1
nanoZzice 6 - >1
dendrimeri 5 medicina i farmacija >1
ukupno 321

1.1.1 Micele u nanomedicini

Micele su agregati molekula u vodi, sa nepolarnim delovima u unutrasnjosti i
polarnim na povrsini koja je izloZena vodi. PovrSinski aktivne supstance formiraju micele
na kriticnoj micelarnoj koncentraciji (KMK). Kriticna micelarna koncentracija je
koncentracija na kojoj dolazi do nagle promene fizickih osobina micelarnih sistema.
Lipozomi su micelarni sistem od posebnog interesa u medicini, farmakologiji i koriste se za

kontrolisanu dostavu medikamenata, itd.
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1.1.2 Lipozomi u nanomedicini

Lipozomi su zatvoreni mehuri koji se formiraju hidratacijom suvih fosfolipida
iznad njihove tranzicione temperature [6]. U zavisnosti od naelektrisanja lipozomi se dele
na nenaelektrisane (lecitin-holesterol), negativho naelektrisane (lecitin-holesterol-
fosfatidinska kiselina-dicetil fosfat) i pozitivno naelektrisane (lecitin-holesterol-
stearilamin) [19-22]. Klasifikuju se u nekoliko grupa na osnovu veli¢ine i broja dvoslojeva.
Multilaminarni mehur se sastoji od nekoliko lipidnih dvoslojeva koji su medusobno
razdvojeni vodom. Veli¢ina lipozoma se kre¢e od nekoliko stotina do nekoliko hiljada
nanometara. Mala veliina Cestice znaci veliku relativnu povrSinu. Ovo moZe stvoriti
probleme aglomeracije primarnih nanocestica u bioloSkoj sredini, $to onda uti¢e na
efektivnu veli¢inu nanocestica i njihovu kinetiku uklanjanja iz organizma. Na primer
poznato je da dendrimeri i kvantne tacke aglomeri§u u biolo$koj sredini a drugi primer je
interakcija izmedu nanosistema na bazi lipida i lipoproteina, §to moZe indukovati drasti¢nu
promenu veli¢ine Cestice [6]. Molekuli medikamenta se zarobe ili u vodi ili se interkaliraju
u lipidni dvosloj lipozoma , zavisno od osobina medikamenta koji se prenosi unutar
organizma. Primena lipozoma je limitirana usled problema kao $to su mala efikasnost
inkapsulacije, rapidan gubitak u vodi-rastvornih medikamenata u prisustvu krvnih
komponenata kao i niska stabilnost prilikom skladiStenja [7]. Polimerne nanocestice imaju
niz prednosti u odnosu na lipozome i tu svakako spadaju povecanje stabilnosti
inkorporiranog leka/proteina mogucnost lakSeg modelovanja povrSine polimerne Cestice,

veli¢ine Cestice, lakSe skladiStenje, itd.
1.1.3 Dendrimeri u nanomedicini

Dendrimeri predstavljaju vrlo razgranate molekule pri ¢emu grananje pocinje od
centra ka spoljasnosti [23-26]. Dendrimer je sfernog oblika i strukture koja podseca na
kro$nju drveta, sa mnoStvom krajnjih grupa [27]. Rast
polimera pocinje od centralnog molekula i odvija se radijalno
nizom reakcija polimerizacije [28, 29]. Kontrola veli¢ine se
moZe posti¢i u zavisnosti od nivoa polimerizacije. Krajevi

dendrimera se mogu kovalentno povezati sa terapeutskim ili

dijagnosti¢kim agensima.

Slika 1.1-2 Prikaz dendrimera [29]
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1.1.4 Polimerne micele

Kopolimeri sa amfiliénim karakterom, koji imaju veliku razliku u rastvorljivosti
hidrofilnih i hidrofobnih segmenata formiraju u vodenoj sredini polimerne micele sa
veli¢inama koje mogu biti 1 nekoliko nanometara [30-32]. Ovakve micele imaju prilicno
usku raspodelu veli¢ina a karakteriSe ih i jedinstven omotac ("core-shell" pa se iz tog
razloga vrlo ¢esto u literaturi pominju kao "core-shell" nanocestice) kod koga su hidrofobni
segmenti odvojeni od rastvora i formiraju jedan unutrasnji omotac. U poredenju sa drugim
micelama, polimerne micele su daleko stabilnije, karakteriSe ih znaajno niZa kriticna
micelarna koncentracija (KMK), sporije se razlaZzu c¢ime prolongiraju oslobadanje
medikamenta i njegovu eventualno vecu koncentraciju na mestu gde je njegovo dejstvo

Zeljeno [33, 34].

oo

»  hidrofilni segment
—»
hidrofobni segment
=
lek

Slika 1.1-3 Polimerna micela

1.1.5 Polimerne nanocestice

Kao $to im i samo ime kaZe polimerne nanocestice su nanocestice sintetizovane od
polimera. Medikament moze biti inkapsuliran, imobilisan ili "zakacen" za nanocesticu i u
zavisnosti od nacina sinteze mogu se dobiti nanokapsule, nanosfere ili nanocestice [35-38].

Nanokapsule su Suplji sistemi u kojima je medikament okruZen polimernom membranom,
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dok je u slu¢aju nanosfere medikament fizicki i uniformno dispergovan u polimernoj
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Slika 1.1-4 Polimerne nanocestice

Poslednjih godina, polimerne nanocestice su privukle veliku paZnju istraZivaca kao
materijali za dobijanje sistema za kontrolisanu dostavu medikamenata [39,40]. Uprkos
razvoju mnogih sinteti¢kih i polusinteti¢kih polimera i dalje se za kontrolisanu dostavu
lekova koriste i prirodni polimeri kao $to su hitozan (chitosan), razne smole, Zelatin,
albumin, itd. Polimeri kori§¢eni u kontrolisanoj dostavi medikamenata moraju biti hemijski
inertni, netoksi¢ni, biokompatabilni, laki za sterilizaciju, bez neZeljenih produkata
degradacije, itd [41]. Polimeri koji su se ranijih godina koristili u najrazli¢itije ne-bioloske
svrhe su se pokazali i kao materijali koji se mogu koristiti i za prenos bioaktivnih agenasa i
za druge farmaceutske, medicinske i bioloske potrebe a u njih spadaju celuloza, poli(2-
hidroksi etil metakrilat), poli(N-vinil-pirolidon), poli(metil-metakrilat), poli(vinil alkohol),
poli(akrilna kiselina), poliakrilamid, poli(etilen-ko-vinil acetat), poli(etilen glikol),
poli(metakrilna kiselina). Poslednjih godina polimerni materijali se dizajniraju specijalno
za medicinske 1 farmakoloske potrebe i u njih spadaju poli(laktid), poli(glikolid),
poli(laktid-ko-glikolid), poli(DL-laktid-ko-glikolid), polianhidridi, poliortoestri,
policianoakrilati, poli(kaprolakton) [42, 43].
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1.2 Polimerni biomaterijali

Biomaterijali su materijali koji se Koriste za zamenu i reparaciju Zivog tkiva i
organa kako iz zdravstvenih tako i iz estetskih razloga. Na godi$njem nivou se u svetu
izdvoje ogromne sume novca za proizvodnju biomaterijala kao §to su veStacki kuk ili
koleno, intraokularna sociva, kontaktna sociva, implanti, itd. Svi biomaterijali, bez obzira
na vrstu, moraju zadovoljiti uslove biokompatibilnosti, netoksi¢nosti i ne izazivanja bilo
koje vrste negativnog imunoloskog odgovora organizma [44]. Podele biomaterijala su
brojne i raznovrsne po razli¢itim kriterijumima. Prema mestu krajnje upotrebe biomaterijali
mogu biti: ortopedski, dentalni, oftalmoloski, kardiovaskularni, dermatoloski, pomo¢ni itd.
Na osnovu nacina aplikacije biomaterijali se mogu koristiti kao prah, blok, cement,
funkcionalno — gradijentni, tanak sloj ili prevlaka, itd.. Prema tipu odgovora implant —
tkivo, biomaterijali mogu biti bioinertni, bioaktivni i biresorbilni [44,45]. Najc¢eS¢a podela
biomaterijala je, ipak, po hemijskom sastavu i to na metalne, polimerne, keramicke,

prirodne i kompozitne [46].

Hiljadama godina ljudi su koristili ili pokuSavali da koriste jedinjenja prisutna u
prirodi, pravec¢i od najrazli€itijih supstanci materijale za dobijanje alata i raznih sredstava
od prakti¢nog interesa. Kao rezultat toga jedinjenja biljnog, Zivotinjskog i neorganskog
porekla su eksploatisana u svojstvu materijala. U sledefen stupnju ljudi su otkrili kako da
kreiraju jedinjenja kako bi dobili nove materijale [47]. Sa vremenom, legure, keramike i
hemijski modifikovani biopolimeri su se pojavili u svojstvu materijala zahvaljuju¢i hemiji,
fizici, fizickoj hemiji i nauci o materijalima. Sinteticki polimeri su poznati kao takvi ve¢
duZi niz godina. Danas, sve oblasti ljudske aktivnosti iskoriS¢avaju prednosti jedinjenja i
sistema baziranih na sintetickim polimerima, ¢esto kao zamenu za biopolimerne materijale
(drvo, krzno, celulozu, itd). Organska hemija je izvor velikog broja monomera "blokova za
gradenje" polimera, omogucéavajuci tako stvaranje mnoStva materijala sa odgovaraju¢im
osobinama. U ovoj oblasti saznanja se sticu, sa jedne strane, izu¢avanjem biopolimera i
njihovih kompleksnih struktura i aktivnosti. Ovakav prilaz je teZak iz razloga razli€itosti
ponavljajuéih jedinica (monomera) kao i kompleksnosti struktura koje reZira sama priroda.
Sa druge strane, saznanja se sticu istraZivanjem mnogo jednostavnijih sinteti¢kih polimera
posto su i najkompleksniji sinteticki polimeri obi¢no bazirani na dve ili tri konstitutivne
ponavljaju¢e jedinice. Trenutno, polimerni hemicari su jo§ uvek jako daleko od

posedovanja savrSene kontrole nad veli¢inom i organizacijom makromolekula koji Cine
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sinteticke polimerne sisteme i materijale. Biomedicinski sektor je od posebnog znacaja za
istraZivaCe jer zahteva materijale izuzetno kompleksnih struktura u cilju zadovoljenja
mnogobrojnih zahteva najrazlicitijih aplikacija. U svakom slucaju, u ovoj oblasti
istraZivanja su u pravcu dobijanja, eksploatisanja materijala sa osobinama koje se mogu
modifikovati, tj. modelovati i kontrolisati u skladu sa potrebama. Prilazi istraZivanja
moraju uzeti u obzir i kompleksnost bioloskih sistema i procesa koji su jo$ uvek nedovoljni
razjaSnjeni. Danas primena polimera je esencijalna u hirurgiji (konci za uSivanje organa i
rana, najrazlicitiji implanti) u farmakologiji (kontrolisana dostava lekova), itd. [48]. U
sinteticke polimere koji su dosta kori$¢eni u medicini spadaju: poli(metil metakrilat) (za
izradu tvrdih kontaktnih sociva, intra-okularna so€iva), polimerna jedinjenja bazirana na
metil metakrilatu (akrilni cementi u ortopediji, facijalne proteze, veStacki zglobovi,...),
poli(2-hidroksietil metakrilat) (meka kontaktna sociva, u plasti¢noj hirurgiji...), poliamidi
(konci za uSivanje rana), poli(vinil hlorid) (kateteri), poli(etilen terftalat) (vaskularne
proteze, sréani zalisci,...), poli(tetrafluoroetilen) (ortopedija), poliuretani (katetera, sréanih
pumpi,...), silikoni (plasti¢na hirurgija, tube, ...), itd. [49-53]. Upotreba sintetickih
polimera u biomedicinske svrhe neretko je samo prilagodavanje ve¢ postojecih i veé
kori$éenih, u neke druge svrhe, polimera. Na primer, ne postoji neka fundamentalna razlika
izmedu polimernog tekstilnog vlakna i biomedicinskog vlakna u vaskularnoj hirurgiji, bar
ne sa stanovista nauke o polimerima. Oba tipa su napravljena od poli(etilen terftalata). Sa
hemijskog stanoviSta, razlika izmedu akrilnog cementa kori§¢enog u ortopediji i
stomatologiji i poli(metil metakrilata) u industriji stakala, zaptivnih smola i lepaka, je
relativno mala. Inicijalni monomeri i odgovaraju¢a hemija su veoma bliski, ali je glavna
razlika u sintezi, obradi i uslovima tokom sinteze. Danas, inovacije na polju polimera
kori$¢enih u terapeutske svrhe se baziraju na mnogo specifi¢nijim strategijama, mada je
unapredivanje klasi¢nih polimera kori§¢enih u medicinske svrhe jo§ uvek neophodno. Ova
oblast zahteva nova jedinjenja prilagodena veoma specifi¢nim i/ili vremenski-ograni¢enim
aplikacijama, "vodena" regeneracija tkiva, inZenjerstvo tkiva, sistemi za kontrolisanu
dostavu medikamenata, genska terapija,...Hemija polimera ima klju¢nu ulogu i zahteva sve
funkcinalizovanije monomere koji se mogu kombinovati kopolimerizacijom u cilju
generisanja makromolekulskih sistema koji sluze kao izvor rastvornih, disperzibilnih ili
¢vrstih jedinjenja. Na svojstva polimera uti¢e niz faktora kao Sto su sastav osnovnih i
bo¢nih grupa, struktura lanca (na koju utice izbor rastvaraca koji se koriste u sintezi
polimera, dinamika suSenja itd), i molska masa (na koju utice rekristalizacija monomera,

koncentracija inicijatora, nivo vakuma u procesu suSenja polimera itd). U poslednje vreme,
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upotreba tzv. biodegradabilnih terapeutskih sredstava sve viSe zamenjuje upotrebu
bionedegradabilnih (dugotrajnih) materijala. U toku istraZivanja vazno je voditi raCuna o
fizioloskim uslovima koji uti€u na fizi¢ke, hemijske i bioloSke osobine polimernih
materijala unetih u organizam [54]. U ove uslove spadaju npr. pH (u organizmu je
uglavnom pH=~7.4), osmolaritet (0.9% NaCl), temperatura (=37°C), prisustvo mnogih
anjona i katjona, viSe ili manje naelektrisanih makrokolekulskih sistema kao Sto su
polisaharidi, proteini, ¢elijske memrane, itd [55]. Polimerni biomaterijali moraju
zadovoljiti uslove biokompatibilnosti (da su netoksi¢ni, da ne izazivaju imuni odgovor
organizma, da ne dovode do mutacija, itd.) i biofunkcionalnosti (da poseduju odgovarajuce
hemijske, fizicke, fizicko-hemijske, termalne i bioloSke osobine, da su laki za upotrebu, da

su laki za sterilizaciju, stabilani prilikom skladiStenja, itd.).
1.2.1 Primena polimernih biomaterijala u medicini

Polimerni biomaterijali se dosta koriste u najrazlicitije medicinske svrhe.

HIH

Slika 1.2-1 Polimeri u medicini [56]

Polimeri mogu pokazivati visokoelasti¢ne osobine sli¢ne onima kod prirodne kosti
i iz tog ali i mnogih drugih razloga se polimerni biomaterijali esto koriste u ortopedske
svrhe, za zamenu koStanog tkiva, podsticanje koStanog rasta, izradu proteza, itd. [57,58].
Veliki napori se ulazu u istraZivanjima kako bi se prevazisao ili bar donekle ublaZio
hemijski, fizicki, biohemijski uticaj na implant od polimernog materijala u organizmu. Dok
funcionalne osobine polimernog dela proteze zavise od makrokolekulskih karakteristika,

biokompatibilnost zavisi primarno od povrSinskih osobina polimernog biomaterijala
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(implanta, cestice u kontrolisanoj dostavi medikamenata) ukoliko nisu prisutni toksi¢ni
delovi unutar polimerne mase. Postoji mnogo nacina modifikacije povrSine polimernog
biomaterijala npr. koriS¢enjem protein-odbijajuéeg ("protein repulsive") povrSinskog
modifikatora kao §to je poli(etilen glikol) (PEG) u cilju izbegavanja komplementske
aktivacije, adhezije krvnih plocica i tromboze [59,60]. Posebna paZnja se posvecuje i
kompozitnim sistemima npr. kompozitima polimera sa trikalcijum fosfatom ili
hidroksiapatitom u cilju imitiranja prirodne kosti (HAp/PLGA, BCP/PLGA) [61-65]. Poli
(o-hidroksilne kiseline) dobijene od enantiomera glikolne i mlec¢ne kiseline se koriste u
hirurgiji kao konci za uSivanje organa i rana, izradu membrana, filmova, fiksaciju kostanih

fraktura, itd.
1.2.2 Primena polimernih biomaterijala u farmakologiji

Najpre su u farmakologiji koriS¢eni bioneresorbilni polimerni materijali u cilju
produZenja vremena dostave lekova u organizmu ali su ih vrlo brzo u tome zamenili
degradabilni polimeri. Degradabilni polimerni materijali za kontrolisanu dostavu
medikamenata mogu biti mikroCestice, nanocestice, micele, viSemolekulski agregati,
amfilicni polimerni sistemi, itd.. Posebna paZnja se posvecuje i polielektrolitskim
sistemima koji ukljucuju gene za Celijsku transfekciju i upotrebi polimernih nosaca kako bi
se prevaziSlo odbacivanje Cestica od strane imunog sistema organizma [66]. Medu
najsofisticiranijim sistemima za prenos medikamenta u organizmu su polimerne Cestice u
kojima je medikament hemijski vezan ili fizicki prisutan [67]. Hemijski ili fizicki umreZeni
hidrogelovi se koriste za prenos proteina i hormona. Mnogi polikatjoni su testirani za
prenos polinukleotida (osetljivih oligonukleotida, gena, segmenata DNK-a). U
farmakologiji polimerne Cestice se koriste radi postizanja odgovarajuc¢e bioaktivnosti,
distribucije, farmakokinetike i odgovarajucih terepautskih efekata odredenog terapeutskog
sredstva [68-69]. U istraZivanjima se koriste najrazli€itiji polimeri (polianhidridi, poli
(propilen-ko-fumarat) (PPF), poli (a-hidroksi estri) kao §to je poli (laktid) (PLA), poli
(glikolid) (PGA), poli (laktid-ko-glikolid) (PLGA), poli(DL-laktid-ko-glikolid)
(DLPLG)...) u cilju dobijanja odgovarajuéeg sistema za Kkontrolisanu dostavu

medikamenata [70].
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1.2.3 Primena polimernih biomaterijala u inZenjerstvu tkiva

Polimerni biomaterijali se koriste i u inZenjerstvu tkiva, grani biomedicine koja
izmedu ostalog, izuc¢ava i rast ¢elija na resorbujucoj podlozi izvan tela [72]. Takva podloga
sa tkivom se ugraduje u organizam na obolelo mesto, vremenom se resorbuje i omoguéva
novonastalom Zivom tkivu da je zameni. Ovakvim pristupom bi se potencijalno prevazisli
problemi nedostatka donora tkiva, problemi vezani za donor-primalac kompatabilnost, itd..
Polimerne podloge u inZenjerstvu tkiva, tzv. polimerni skafoldi (eng scafold-mreza, skela)
mogu biti razli¢ite poroznosti, veli¢ina i oblika, razli€itth povrSinskih osobina,
omogucavajuci time razliCitu proliferaciju i diferencijaciju ¢elija [73-88]. U inZenjerstvu
tkiva jedan od vaznih uslova je bioresorbilnost polimera. Aplikacija na polju inZenjerstva
tkiva je limitirana nedostatkom odgovarajuce vaskularizacije u fazi konstruisanja implanata
kao u fazi njihove integracije u organizam [89]. Podloge u inZenjerstvu tkiva od
bioaktivnih polimernih materijala otpustaju kontrolisanom brzinom produkte disocijacije ili
faktore rasta kao Sto su morfogenski proteini kosti i na taj nacin aktiviraju celije i
promovisu obnovu tkiva. U polimere koji se ispituju i koriste kao nosaci u inZenjerstvu
tkiva spadaju i poli (a-hidroksi estri) kao $to je poli (laktid) (PLA), poli (glikolid) (PGA)
kao i kopolimer poli (laktid-ko-glikolid) (PLGA) [89].
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1.3 Degradabilni polimeri

Degradabilni polimeri mogu biti prirodni, modifikovani prirodni i sinteticki
polimeri. Prirodni polimeri su uvek biodegradabilni. Celuloza, kolagen, fibrin (slika 1.3-2),
albumin i polisaharidi su primeri prirodnih polimera [91, 92]. Kolagen se npr. koristi za
kontrolisanu dostavu medikamenata na bazi proteina.
Modifikovani prirodni polimeri su izmenjeni prirodni
polimeri u cilju zadovoljenja odredenih potreba.
Modifikacije se, najceS¢e, rade u cilju smanjenja
perioda degradacije, koje je cesto veoma dugo u
slu¢aju prirodnih polimera, i ovaj problem se
najceS¢e reSava dodavanjem polarnih grupa [93].

Polarne grupe su nestabilnije 1 pospeSuju degradaciju

polimera.
Slika 1.3-1 Fibrin i crvena krvna zrnca [92]

Sinteti¢ki polimeri su narocito atraktivni za primenu u svojstvu biomaterijala i
njihova prednost u odnosu na prirodne je Sto su '
pogodniji za obradu, modelovanje i dobijanje
materijala razli¢itih oblika, veli¢ina, poroznosti (slika
1.3-1), odredenih morfoloskih i drugih odgovarajuéih
osobina [94, 95]. Mnogi autori naglaSavaju razliku
izmedu degradacije (proces kod koga dolazi do
kidanja veza usled hidrolize ili oksidacije) i

biodegradacije (kidanje veza je uz posredovanje

¢elija ("cell-mediated"), enzima, itd.).
Slika 1.3-2 Porozne polimerne ¢estice [95]

Degradabilni sinteti¢ki polimeri kao Sto su poli(glikolid), poli(laktid) i njihovi
kopolimeri, poli(p-dioxanon), i kopolimer trimetilen karbonata i glikolida imaju Siroku
primenu u medici, famaciji, kozmetologiji, kao polimeri za dobijanje konaca za uSivanje
rana, izradu sistema za kontrolisano otpustanje medikamenata, nosaca u inZenjerstvu tkiva,
fiksaciju koStanih fraktura, itd. Najatraktivniji i najcesce koriS¢eni biodegradabilni polimeri

su poliestri kao Sto su poli(laktid), poli(laktid-ko-glikolid), poli(e-kaprolakton) (tabela
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1.3.1) [96]. Ovi materijali su komercijalno dostupni razli¢itih sastava i molekulskih masa
Sto omoguéava njihovo ispitivanje i kontrolisanje degradacije [97]. Degradacija je
postignuta sintezom polimera koji u osnovi imaju hidroliticki nestabilne veze [98].
Hemijska jedinjenja sa ovakvim karakteristikama su estri, anhidridi, ortoestri i amidi [99-
103]. Poliestri mogu biti na primer homopolimeri sastavljeni od jedne vrste monomera ili
kopolimeri sastavljeni od raznovrsnih monomera npr. od laktida i glikolida. Krajnji
produkti razgradnje PLA-a, PLG-a, PLGA-a se nesmetano ukljucuju u metabolizam dajuci
pri tome netoksi¢ne produkte. Dosta su prisutni i kopolimeri trimetil karbonata i -

kaprolaktona, kao i poli(dioxana) [104].

Termin degradacija opisuje proces kidanja polimernih lanaca §to dovodi do
smanjenja molekulske mase polimera. Degradacija indukuje eroziju materijala koja je,
takode, definisana gubitkom mase materijala usled kidanja polimernih lanaca [98]. Smatra
se da prvo dolazi do razgradnje u amorfnim podru¢jima polimera, odnosno da amorfna
podru¢ja polimera predstavljaju centre u kojima zapolinje biodegradacija i hidroliza.
Tokom procesa biodegradacije dolazi do smanjenja pH okoline, molekulske mase, modula
i jacine na kidanje, povecanja kristalini¢nosti, itd. U in vivo uslovima polimer bi trebalo da
brze degradira jer dolazi u dodir sa razli¢itim enzimima, odnosno, dolazi do enzimski
katalizovane degradacije [105-106]. Na degradaciju uticu hemijska struktura polimera,
hemijski sastav, raspodela i ponovljivost jedinica u polimeru, prisustvo jonskih grupa,
prisustvo defakata u lancu, konfiguracija, molekulska masa, raspodela molekulskih masa,
morfologija, odnos amorfnosti i kristalinicnosti, mikrostruktura, uslovi procesiranja,
sterilizacija, skladiStenje, oblik, fizickohemijski faktori (jonska izmena, pH, difuzioni

kojeficijent...), mehanizam hidrolize [107-110].
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Tabela 1.3-1 Hemijska struktura bidegradabilnih polimera [96]

Tip Struktura primer

Poliestri . {:Ha 0 cH o poli(laktid)

|l [

H+0—CH— C —O0—CH— C—OH

— m
poli(laktid-ko-
CH, 0O o o
| || | glikolid)
H{0—CH— C —10—CH;—C—OH
m M
0 poli(e-kaprolakton)
1 \
R——C—+CHz}—0—{-H
5 m
o hH o 5CHOOC C 00C,Hs politartarat
Il L] Il
OH C—C—C—=C —'?—Cli—O
0. .0 H H
<
H,C CH,
Polianhidridi polisebacinska kis.
Il Il Il Il
H—0—7-C—R;7C—0—C—R7C—0——H R;=-(CH,);
m polifumarna kis.
R,;=-CH=CH
(I:IJ (l:l) (l:l) El:lj R2=_[CH3:]E
H—O—-C—R;-C—0 ) C—Rz-C—0——H N\ .' -. =
" R=— J—o—CHo—
\ _,-" \ L] N/,

poli[1,3-bis-(p-karboksifenoksi)propan-ko-

sebacinska kis.]
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Kod degradabilnih polimera dva tipa erozionog procesa su moguca i to su erozija
iz mase polimera ("bulk" erozija) i povrSinska erozija [98]. Polimeri koji degradiraju "bulk"
erozijom degradiraju duZ celog popre¢nog preseka jer voda penetrira u polimernu masu

brze od samog degradiranja polimera.

U slucaju polimera kod kojih je zastupljena povrSinska degradacija proces
degradacije je brzi od procesa penetriranja vode u polimernu masu pa kao posledica toga
polimerna Cestica erodira najpre na povrSini. Kod veéine polimera, ipak, zastupljena su oba
mehanizma erodiranja. Erozija materijala, odnosno polimerne Ccestice, omogucava
otpustanje medikamenta i moZe se deSavati kao difuzija, bubrenje ("swelling") i
kontrolisana erozija. Polimerni materijali mogu otpuS$tati medikament pomocu sva tri
mehanizma ali Ce, ipak, najbrzi dominirati. U slucaju biodegradabilnih poliestara koji su
sastavljeni od monomera povezanih estarskim vezama, degradacija pocinje nakon
prodiranja vode u polimer a zatim nasumi¢nim kidanjem hidroliti¢ki nestabilnih veza
[111]. Na hidrolizu uticu molekulska masa, odnos homopolimernih komponenata u
kopolimeru, polidisperznost, stepen kristalinicnosti, itd. Poli(e-kaprolakton), izrazito
hidrofoban i kristalini¢an poliester veoma sporo degradira u poredenju sa manje
hidrofobnim i amorfnim poli(laktid-ko-glikolidom) [112]. U zavisnosti od razli¢itih faktora
vreme degradacije moZe iznositi od nekoliko nedelja do ¢ak nekoliko godina. Svi poliestri

imaju hidroliticki osetljive grupe locirane u polimernom lancu [112].

Nova klasa biodegradabilnih polimera, baziranih na tartarnoj kiselini (tartaric
acid), koji sadrze estarske veze u osnovnom lancu i ketalne veze u bocnim lancima, tzv.,
poli(tartarati) se takode mogu u odredenim slucajevima Kkoristiti za izradu sistema za

kontrolisanu dostavu medikamenata ali joS uvek nisu u komercijalnoj upotrebi [113].

U biodegradabilne polimere spadaju i poli(ortoestri) (POE) koji se mogu svrstati u
Cetiri grupe. Polimeri prve i druge grupe, POE 11 POE II, su kristalni materijali dok su POE
IIT i POE IV semikristalni. U poli(ortoestre) se mogu inkapsulirati terapeutski agensi i
aditivi jednostavnim meSanjem, bez upotrebe rastvaraca i poviSenih temperatura §to je

prednost u odnosu na druge biodegradabilne polimere [115,116].

U biodegradabilne polimere spadaju i polianhidridi [117]. NajviSe ispitivani su
p(CPP-SA) i p(FA-SA). Prvi polimer je kopolimer sebacinske kiseline (sebacic acid, SA) i
1,3-bis(karboksiphenoksi)propana (CPP), a drugi je kopolimer sebacinske i fumarne

kiseline (FA). Polianhidridi degradiraju relativno brzo u periodu od nekoliko dana do
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nekoliko nedelja i iz toga razloga se mogu koristiti za kratkoro¢nu dostavu biaktivnih
agenasa [117]. Na vreme i brzinu degradacije utice broj hidrofobnih i hidrofilnih

komponenti u kopolimeru .

Tirozin-bazirani polikarbonati su degradabilni polimeri koji se Cesto koriste u
ortopediji. Ovi polimeri poseduju tri potencijalno hidrofilne veze i to su amidna,
karbonatna i estarska [118]. Studije pokazuju da karbonatna grupa moze, potencijalno, brze
hidrolizovati nego estarska kao i da amidna veza nije labilna u in vitro uslovima. Posto
hidrolizom karbonatnih grupa nastaju alkoholi i ugljen dioksid to je problem kiselosti

rastvora koji se javlja u slucaju poliestara, prevaziden.

Poliuretani (PU) predstavljaju veliku klasu sinteti¢kih elastomera koji se koriste za
mehanicke osobine i dobru biokompatibilnost. Koriste se za izradu pejsmejkera i
vaskularnih kalemova. Poliuretani mogu biti dizajnirani tako da imaju hemijske veze koje
su degradabilne u fizioloSkom okruZenju [119]. Degradabilni poliuretani se u poslednje
vreme ispituju kao nosaci u inZenjerstvu tkiva [119] ali je veliki problem u moguéim
toksicnim produktima degradacije, uglavnom onim koji poticu od komponenata
disocijacije.

Polifosfazene €ini nekoliko stotina razlicitih polimera koji su uglavnom biostabilni
(bionedegradabilni) ali, ipak, inkorporiranjem specificnih bo¢nih grupa kao §to su amino
kiseline, laktati, imidazolne jedinice, polifosfazeni postaju biodegradabilni. Povecanje npr.
broja imidazolnih bo¢nih grupa polifosfazena dovodi do pojacane degradacije polimera

[105].
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Tabela 1.3-2 Primeri biodegradabilnih polimera, njihove termalne i mehanicke osobine,

aproksimativno degradaciono vreme i produkti degradacije [105]

: Termalne i mehanicke osobine R
Polimer Temperatura | Temperatura Modul Ag;;)i({;é;n;gl\:go Produkti Biokompatibilnost
topljenja staklastog savijanja vreme (meseci) degradacije i bidegradacija
(°C) prelaza (°C) (GPa)
Poliestri
Poli(glikolid) 225-230 3540 7 6do 12 glikoina gigg;’;gggg}g“
Poli(laktid) 173-178 60-65 2.7 >24 I-laktidna kis. | ovih polimera
Poli(DL-laktid) | amorfan 55-60 19 12do 16 d’l'lili‘;ldna ‘:I‘;‘g‘r’l‘;;iz
Poli(DL-laktid- d.llaktidna i molekulske mase,
ko-glikolid) amorfan 50-55 2 5do6 % . promene
85/15 glikolna kis. | pehanickin
Poli(DL-laktid- . | osobina, jacine na
ko-glikolid) amorfan 50-55 2 4dos dl-aktidna i | kiganje, itd.
75125 glikolna kis. | Krajnii produkti
Poli(DL-laktid- dLlaktidna i degradacije se
ko-glikolid) amorfan 45-50 2 3do4 »oaxtidnat | uklanjaju iz
65/35 glikolna kis. | organizma
Poli(DL-laktid- A laktidna i klasi¢nim
ko-glikolid) amorfan 45-55 2 1do2 " ¢ metabolickim
50/50 glikolna kis. | putevima.
kaprolonska Getni:(ratlvn(.) ki
Poli(kaprolakton) 58-63 -125 04 >24 kis. (caproic 1221?1 S‘:‘t‘)‘.ll tivno
acid) npatabrint
polimeri
Zavisno od
procesa sinteze fumarna kis,
nekoliko propilen
Poli(propilen 2-30 meseci na glikol, i
fumarat) B B (MPa) osnovu poli(akrilna-
podataka in ko-fumarna
vitro kiselina)
istrazivanja
Polianhidridi, polikarbonati, poliuretani, polifosfazeni
Polianhidridi su
biokompatibilni i
imaju dobro
: : definisane
Poli(1,6-bi
(karboxifenoksi) 1.3Mpa o Dikarboksilne | POdukie
heksan - - (Yungov 12 (in vitro) Kiseline degradacije.
(polianhidrid) modul) Degradiraju
kidanjem
anhidridnih veza
(povrsinska
degradacija)
Dovoljna Veoma spora Tirozin, Biokompatibilni ,
Tirozin-bazirani mehanicka | degradacija (in ugljen podsticu rast kosti
likarbonat - - snaga za vitro) dioksid, in vivo
po kotane alkoholi
fiksacije
8-40Mpa 1do2 Lizin, Bez negativnih
Poliuretani B ) sila glikolna i tkivnih odgovora
istezanja kaprolna
kiselina
- >1 (in vitro) Fosfati i drugi | Biokompatibilan i
Etilglicin produkti u potpomaze
polifosfazen ) ) zavisnosti od | osteogenezu Celija
bocnih grupa
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1.4 Biodegradacija i biokompatibilnost poli(laktid-ko-glikolida)

Poli(laktid-ko-glikolid) (PLGA) je kopolimer laktida i glikolida registrovan od
strane Americke organizacije za kontrolu hrane i lekova (Food and Drug Administration,
FDA) kao materijal koji se moZe koristiti u medicini i farmaciji i spada u klasu
biodegradabilnih i biokompatibilnih polimera [120]. Biokompatibilnost je svojstvo
materijala da ne izaziva negativne odgovore organizma (alergijske reakcije, negativni
imunoloski odgovor organizma, ne dovodi do zapaljenskih procesa, itd.) [121].
Biokompatibilnost treba posmatrati kao "dvosmerni put" sa materijalom koji uti¢e na
organizam sistemski ili lokalno ali i organizam uti¢e na degradaciju materijala. U tkivnom
inZenjerstvu npr. biokompatibilnost se opisuje kao sposobnost materijala tj. skafolda,
matrice, membrane da podrZzi ¢elijsku aktivnost u cilju optimizacije regeneracije tkiva bez

neZeljenih Stetnih efekata na same ¢elije 1 organizam bilo lokalno ili sistemski [122].
PLGA je sintetizovan nasumi¢nom ko-polimerizacijom glikolida i laktida (slika
1.4-1). Laktid je cikli¢ni dimer mlecne kiseline i u prirodi postoji u obliku dva opticka

izomera i to kao d- i I-laktid, dok je dl-laktid sintetic¢ki spoj d-laktida i 1-laktida.

o)
mlecna Kiselina
CH, CH-
0
2 OH — o _
HO laktid
0
o)
O

glikolna kiselina

z/YH

FAAL

CH, ©
poli(laktid-ko-glikolid) b A poli(laklid) PLA

Slika 1.4-1 Sinteza PLGA-a i PLA-a
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Najces¢i katalizatori koji se koriste prilikom sinteze PLGA-a uklju€uju tin(II)2-
etilhexanoat, tin(Il)alkoksid ili aluminium izopropoksid. Tokom polimerizacije, sukcesivne
monomerne jedinice (glikolida ili laktida) se vezuju u PLGA estarskim vezama, pri ¢emu
se dobija linearni, alifati¢ni poliestar. U zavisnosti od odnosa laktida i glikolida dobijaju se
razli¢ite forme poli(laktid-ko-glikolida) koje mogu biti visoko kristalini¢ne (npr. poli(L-
laktid)) do potpuno amorfnih (poli(DL-laktid-ko-glikolid) [123]. Kopolimer PLGA je ceSce
amorfan nego kristalinican i ima temperaturu staklastog prelaza izmdu 40 i 60°C. Za
razliku od laktida (polilaktida) i glikolida (poliglikolida) koji pokazuju slabu rastvorljivost
u vecini rastvaraca, PLGA je rastvoran u Sirokom opsegu rastvaraca kao npr. u acetonu, etil
acetatu, tetrahidrofuranu, itd. PLGA degradira hidrolizom estarskih veza u prisustvu vode
[124-128]. Vreme potrebno za potpunu degradaciju je u korelaciji sa odnosom
homopolimera u kopolimeru tj. Sto je veéi udeo glikolida u kopolimeru to ¢e vreme
degradacije biti krace. Izuzetak je kopolimer sa odnosom homopolimernih komponenata
50:50. Kopolimer sa 50% glikolida i 50% dl-laktida degradira brZze nego oba
homopolimera. Kopolimer l-laktida sa 25-75% glikolida je amorfan zbog poremecaja

pravilnosti polimernog lanca drugim monomerom.

Degradacija alifaticnih poliestara se proucava od strane mnogih autora. Generalno
je prihvaceno da kopolimer PLGA i homopolimeri polilaktid (PLA) i poliglikolid (PGA)
degradiraju hidrolizom estarskih veza (slika 1.4-2) [120].

0
on HO OH OH
HO [ Y +
HO HO
n n-m "
CH
3 CH, CH5
0
(n-1)H,0
OH
— N Ho
CH,

Slika 1.4-2 Shemaski prikaz hidrolize polilaktida u monomerne jedinice

Produkti degradacije su monomeri a krajnji produkti degradacije su ugljen dioksid
i voda koji se otklanjaju iz organizma klasi¢nim metabolickim putevima (Krebsov ciklus).
Na degradaciju kopolimera utiCu razni fizickohemijski faktori kao Sto su pH sredine,

jonska jacina, temperatura medijuma u kome polimer degradira, odnos homopolimernih
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komponenata u kopolimeru, molekulska masa, stepen kristalini¢nosti, itd. Na degradaciju
polimera svakako uti¢e i prisustvo aditiva (kiseline, baze, monomeri, rastvarac, itd.).
Morfologija (veli¢ina i oblik) Cestica je izuzetno vaZan faktor koji uti¢e na mehanizam
degradacije kopolimera. Vert i saradnici [129,130] su ispitivali uticaj veli¢ine Cestica na
brzinu degradacije polimera baziranih na laktidu i glikolidu. Njihova in vitro i in vivo
studija je ustanovila heterogeni mehanizam degradacije polimernih uzoraka sa vecéim
Cesticama. Heterogenu degradaciju polimera karakteri§e brZza degradacija polimerne mase
(jezgra) nego povrSine. Za razliku od uzoraka sa veéim dimenzijama cCestica, uzorci
PLA/GA sa mikrosferama manjim od 300um u pre¢niku homogeno degradiraju, odnosno

brzina degradacije mase je priblizna brzini degradacije povrSine [131].

Sa generalne tacke gledista dva fenomena su razmatrana. Prvi je da degradacija
uzrokuje povecanje broja krajnjih karboksilnih grupa koje zatim autokatalizuju hidrolizu
estarskih veza [132]. Drugi fenomen je da sa vremenom degradacije raste koli¢ina
oligomera u polimernoj matrici i rastvorni oligomeri mogu "pobeéi" iz mase polimera. Kod
polimernih uzoraka sa ve¢im dimenzijama Cestica samo rastvorni oligomeri locirani blizu
povrsine mogu difundovati iz matrice pre nego $to u potpunosti degradiraju, dok oligomeri
smesSteni dublje u masi polimera ostaju zarobljeni i povecavaju kiselost same matrice.
Zarobljeni oligomeri povecavaju koncentraciju estarskih i karboksilnih veza Sto rezultuje u
povecanju brzine degradacije i autokatalize. Ovaj difuziono-reakcioni fenomen [134,135]
dovodi do diferencijacije povrSine i unutraS$njosti ve¢ih polimernih uzoraka prilikom

degradacije [135].

Do sada, ipak, degradacioni proces nije u potpunosti razja$njen i upravo njime se

mnoga istraZivanja bave.
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1.5 Kontrolisana dostava medikamenata

Dizajniranje, projektovanje i potencijana primena sistema za kontrolisanu dostavu
medikamenata poslednjih godina doZivljava pravu ekspanziju i1 predstavlja oblast
interesovanja mnogih istraZivaca [137,138]. Pod medikamentima se podrazumevaju
antikancerogeni agensi, antihipertenzivni agensi, imunomodulatori, hormoni, vitamini i
makromolekuli kao Sto je nukleinska kiselina, proteini, peptidi, antitela, itd.. Polimerni
materijali se intenzivno proucavaju kao materijali za izradu sistema za kontrolisanu
dostavu medikamenata. Kontrolisana dostava medikamenata podrazumeva da je polimer,
bilo prirodni ili sinteti¢ki, na odreden nacin ukombinovan sa medikamentom tako da se
oslobadanje (otpuStanje) medikamenta odigrava na predvidljiv nacin [139-144].
Oslobadanje medikamenta tokom vremena moZe se odigravati konstantno, periodi¢no ili
biti potencirano tj. izazvano nekim od okolnih, spoljasnjih faktora (pH sredine,
temperatura, prisustvo enzima, itd.). Krajnji cilj kontrolisane dostave medikamenta jeste
postizanje ravnomernije, efikasnije koncentracije medikamenta tokom duZeg perioda
vremena, smanjenje sporednih, neZeljenih, efekata, eliminisanje potencijalne predoziranosti
kao i prevazilaZenje nedovoljne, tj. neefikasne koncentracije medikamenta. OdrZavanjem
koncentracije medikamenta na odredenom nivou izbegava se njegovo Cesto apliciranje i
time se pove¢ava komfornost pacijenata. Potencijalna ne-biokompatibilnost upotrebljenih
materijala, nepoZeljni produkti degradacije, hiruski zahtev za uklanjanjem implanta, visa

cena sistema za kontrolisanu dostavu su mane kontrolisane dostave medikamenata.

Sistemi za kontrolisanu dostavu medikamenata mogu biti od izuzetnog znacaja
kada se medikamenti iz nekog razloga ne mogu adekvatno uneti i administrirati u
organizam na standardan, konvencionalan, nacin. To je npr. u situacijama koje zahtevaju
sporo oslobadanje u vodi rastvornih medikamenata, brzo oslobadanje slabo rastvornih
medikamenata, dostavu medikamenta do tacno odredenog mesta u organizmu, dostavu dva
ili vise terapeutskih sredstava sline formulacije, sistemi koji se mogu rastvoriti ili
degradirati i ukloniti iz organizma klasi¢nim metaboli¢kim putevima [145]. Idealan sistem
za kontrolisanu dostavu bi trebalo da bude inertan, biokompatibilan, odredenih mehanickih
osobina, da njegovo apliciranje bude dovoljno komforno za pacijenta, da je efikasnost
inkapsulacije odnosno imobilizacije medikamenta unutar Cestice (polimerne matrice)
zadovoljavajuca, da je jednostavan za administraciju i uklanjanje kao i da je lak za sintezu i

sterilizaciju.
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Za razliku od standardnih, konvencionalnih metoda gde nakon unoSenja
medikamenta u organizam koncentracija medikamenta dostiZze maksimalni efektivni nivo
(koji u odredenim slu¢ajevima moZe biti i toksi¢an) a zatim njegova koncentracija opada
do ispod minimalnog efektivnog nivoa sa sistemom za kontrolisanu dostavu medikamenta
postize se konstantna i ravnomerna koncentracija medikamenta (sa vredno$¢u izmedu
minimalne i maksimalne vrednosti) u organizmu tokom duZeg perioda vremena. Ovaj

vremenski period moZe biti od nekoliko dana do nekoliko godina [146].

nivo leka nivo leka

S

T doza T doza T doza doza
aj I:t
— max nivo VTEME NTEMIE
— min efekiivni nivo

Slika 1.5-1 Nivo leka u krvi: a) konvencionalna i b) kontrolisana dostava

Poslednjih godina, sistemi za kontrolisanu dostavu i polimerni materijali koriS¢eni
za izradu ovih sistema, postaju znatno sofisticiraniji, i mnogo vise od sistema za iskljucivo
prolongiranje otpuStanja medikamenta u organizmu. Na primer, sadasSnji sistemi mogu
reagovati na promene u bioloSkom okruZenju otpustanjem medikamenta ili zaustavljanjem
otpustanja u zavisnosti od tipa promena. Osim toga, sa sistemom za kontrolisanu dostavu bi
bilo moguce dostaviti medikament do ta¢no odredene ¢elije, tkiva ili organa. Sistemi za
kontrolisanu dostavu medikamenata se mogu podeliti na sisteme sa ciljanim otpustanjem
medikamenta (target drug delivery, otpuStanje medikamenta zapocinje kada se sistem nade
na tatno odredenom mestu), sisteme sa zakljuanim otpuStanjem (triggered release,
otpustanje pocinje na odredenoj temperaturi, pH sredine, itd.) i sisteme sa neprekidnim
otpustanjem (sustained release, postize se dugotrajniji efektivni nivo aktivnog agensa)

[147].

Sirok opseg materijala se koristi za izradu sistema za kontrolisanu dostavu
medikamenata. Prvobitno kori§¢eni polimerni materijali su najpre bili koriS¢eni u druge,

ne-bioloske svrhe ali su kasnije odabrani zbog svojih fzi¢kih osobina npr: poli(uretani)
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zbog elastiCnosti, poli(siloksani) ili silikoni zbog izolacionih  sposobnosti,
poli(metilmetakrilati) mehanickih osobina i transparentnosti, polivinil alkohol zbog
hidrofilnosti i snage, poli(etileni) zbog tvrdoce i nedostatka oticanja, polivinil pirolidon
zbog suspenzionih sposobnosti [91]. Neki od materijala koji se trenutno koriste i istrazuju u
cilju kontrolisane dostave medikamenata su poli(2-hidroxi etil metakrilat), poli(N-vinil
pirolidon), poli(metil metakrilat), polivinil alkohol, poli(akrilna kiselina), poli(etilen
glikol), poli(metakrilna kiselina). Poslednjih godina polimerni materijali, inicijelno
koriS¢eni i u druge medicinske svrhe, se intenzivno istraZuju za kontrolisanu dostavu
medikamenata i naroCito su interesantni zbog sposobnosti degradacije a u njih spadaju
polilaktidi, poliglikolidi, poli(laktid-ko-glikolid), polianhidridi i poliortoestri. Jedna od
glavnih prednosti ovih polimernih materijala je u tome $to kao produkte degradacije daju
molekule koji se nesmetano mogu uklju¢iti u metabolizam i ukloniti iz organizma

regularnim metabolickim putevima.

Postoje tri primarna mehanizma otpuStanja medikamenta iz sistema za
kontrolisanu dostavu i to su difuzija, degradacija i bubrenje praceno difuzijom [148-152].
U odredenom sistemu mogu biti zastupljeni i dominantni jedan ili viSe mehanizama.
Medikament moze biti biti na razliite nacine inkorporiran u polimernom materijalu i to
inkapsuliran pri ¢emu se dobija tzv. rezervoar sistem (slika 1.5-2 a) ili imobilisan odnosno
dispergovan u polimernoj matrici pri ¢emu se dobija matrica sistem (slika 1.5-2 b).
Rezvoar sistem je onaj kod koga bioaktivni agens (medikament) formira jezgro oko koga je
polimerna membrana koja predstavlja inertnu difuzionu barijeru. Takvi sistemi su kapsule,
mikrokapsule, lipozomi, Suplje sfere, itd.. Difuzija se deSava kada aktivni agens prode
polimernu membranu odnosno kada polimerna memrana postane porozna medikament ¢e
difundovati kroz pore (makroskopski nivo), ili prolaskom medikamenta izmedu polimernih
lanaca (molekulski nivo). U matrica sistemu difuzija se deSava kada medikament prelazi iz

polimerne matrice u spoljasnje okruZenje [153].
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Slika 1.5-2 Oslobadanje leka iz a) rezervoar sistema i b) matrica sistema

U slucaju sistema napravljenih od biodgradabilnih polimera otpuStanje
medikamenata se odigrava zahvalju¢i degradaciji polimera nakon hidrolize i kidanja
polimernih lanaca usled ¢ega nastaju produkti degradacije koji se ukljucuju u metabolizam
i uklanjaju iz organizma bez hiruskih zahvata. Degradacija se moZe odigravati kao
povrsinska erozija materijala (homogena erozija) ili erozija polimerne mase (heterogena

erozija) (slika 1.5-3) ili kombinacijom i jednog i drugog mehanizma.
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Slika 1.5-3 Degradacija polimera homogenom i heterogenom erozijom polimerne mase

o

Ukoliko je medikament dispergovan u polimernoj matrici uniformno, slicno kao
kod matrica sistema, u skladu sa tim kako polimer erodira tako ¢e se medikament
oslobadati. Ukoliko je medikament hemijski kovalentno vezan unutar polimera (ne samo
fizicki dispergovan) otpusStanje medikamenta ¢e se deSavati nakon raskidanja veza pod
dejstvom vode ili enzima. U sistemima zavisnim od upotrebljenog rastvaraca (solvent-
controlled sistem) kada rastvor (npr. fizioloSki rastvor) penetrira u polimernu matricu,
polimer bubri pri ¢emu je i njegova temperatura ostakljivanja niZza od temperature

okruZenja i tada dolazi do difuzije medikamenta iz polimera u okolinu [153].

Poli(laktid-ko-glikolid) je degradabilni polimer koji se intenzivno istrazuje u cilju

dobijanja sistema za kontrolisanu dostavu medikamenata.
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1.6 Dobijanje Cestica poli(laktid-ko-glikolida) i njihova primena

kao sistema za kontrolisanu dostavu medikamenata

Polimerne nanocestice sintetizovane bilo od prirodnih ili sintetiCkih polimera su
postale veoma vazna oblast istraZivanja na polju kontrolisane dostave medikamenata jer
omogucavaju dostavu Sirokog spektra lekova u razli¢ite delove organizma i tokom
produZenog perioda vremena. Upotreba prirodnih polimera (npr. proteina i polisaharida) u
cilju kontrolisane dostave lekova ipak nije Siroko rasprostranjena zbog variranja njihove
Cistoce kao i Cesto potrebnog umreZavanja koje moZe denaturisati inkorporirani lek.
Sinteticki polimeri privlaée mnogo vise pazZnje i interesovanja u ovoj oblasti a medu njima
su najcesS¢e koriS¢eni polilaktid (PLA), poliglikolid (PGA), kopolimer poli(laktid-ko-
glikolid) (PLGA), poli(DL-laktid-ko-glikolid) (DLPLG). Cestice DLPLG-a omoguéavaju
inkapsulaciju ili imobilizaciju medikamenta unutar polimerne matrice pri ¢emu je osnovni
zahtev za kontrolisano i ravnomerno oslobadanje medikamenta unutar organizma, idealna

sferi¢nost Cestica i uniformna raspodela njihovih velicina.

Slika 1.6-1 Komercijalne granule poli(DL-laktid-ko-glikolida) i poli(L-laktid-ko-glikolida)

U zavisnosti od prirode i matrice izabranog materijala metode za dobijanje
polimernih Cestica se mogu generalno podeliti u tri grupe i to: polimerizaciona metoda,
koacervacija ili jonsko struktuiranje i disperzija polimernog rastvora. [45, 158]. Metode
kao Sto su superkriti¢na fluidna tehnika [154, 155] i kopiranje estica u suvim Sablonima
(particle replication in non-weting templates (PRINT)) su takode opisane u literaturi [7]. U
svom radu Park i saradnici opisuju dobijanje mikrocestica poli(laktid-ko-glikolida)
metodom mikromodelovanja tj, ispunjavanjem mikromodli polimernim rastvorom na

sobnoj temperaturi kako bi se dobila mikrostruktura sastavljena od viSe materijala tj. od
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polimera 1 inkorporiranog medikamenta Polimerne mikrocestice su bile sa veli¢inama od 1

do 30um i to od PLA, PGA ili PLGA polimera [156].

Na veli¢inu kao i oblik Cestice uticu metoda dobijanja Cestica, izbor rastvaraca,
stabilizator Cestica, medikament koji se inkorporira, uslovi prilikom sinteze, itd. U
polimerizacionoj metodi se monomeri polimerizuju i formiraju ¢estice u vodenom rastvoru.
Koacervacija ili jonsko struktuiranje je metoda koja se najCeSce koristi za formiranje
biodegradabilnih Cestica (najceSce hitozana (CS)) a sastoji se od dve vodene faze, pri cemu
je jedna sa polimerom, etilen oksidom i propilen oksidom, a druga sa polianjon natrijum
tripolifosfatom (TPP) [45]. U literaturi su opisane razli¢ite metode dobijanja polimernih
nanocCestica PLGA-a a najzastupljenija je metoda disperzije polimernog rastvora. U metodu
disperzije polimernog rastvora spadaju metoda uparavanja i emulziona metoda i njihove
varijacije [157]. NajceS$¢e koriS¢ena metoda za dobijanje PLGA-a Cestica je emulziono-
rastvaraC-uparavanje metoda (emulsification/solvent/evaporation method) [159]. Ova
metoda je posebno dobra za inkapsulaciju hidrofobnih medikamenata ali daje loSe rezultate
prilikom inkorporiranja  bioaktivnih  agenasa  hidrofilne  prirode. = Ukratko,
rastvara¢/uparavanje metoda se sastoji u rastvaranju polimera i medikamenta u organskom
rastvaracu (najces¢e u dihlormetanu ili metilen hloridu) i zatim pravljenju emulzije
dodavanjem vode [160]. U mnogim slu¢ajevima formiranje polimernih kapljica
nanometarskih veli¢ina je indukovano sonifikacijom ili homogenizacijom nakon Cega se
organski rastvara¢ uklanja uparavanjem. Modifikacije ove metode omogucavaju i
poboljsavaju uslove za inkapsulaciju hidrofilnih jedinjenja i proteina [161]. Upotreba
toksi¢nih hloridnih rastvaraca (kao Sto je metilen hlorid) moze dovesti do razgradnje
odredenih medikamenata i proteina tokom procesa sinteze pa su iz tog razloga uloZeni
napori u razvoj i drugih tehnika dobijanja polimernih nanocestica kao $to je emulziono-
difuziona metoda u kojoj se kao rastvaraci koriste npr. aceton ili propilen karbonat. Polimer
i bioaktivno jedinjenje se rastvaraju u rastvaracu a zatim emulzificiraju u vodenoj fazi koja
sadrZi stabilizator. Stabilizator spreava agregaciju emulzionih kapljica. Rastvor se meSa
kako bi doslo do nanoprecipitacije Cestica. Rastvara¢ se moze ukloniti dijalizacionom

metodom ili centrifugiranjem.

Emulzionim procesom su dobijene PLGA sfere u opsegu od 150-200um, 45um i
30um [45]. Modifikovanom emulzionom metodom se dimenzije dobijenih Cd{estica
smanjuju i iznose do 10um [45]. Suvim rasprSivanjem dobijene su mikrosfere PLGA sa

veli¢inama od 1 do 8um u kojima je inkapsuliran anticancer agens (paclitaxel)) [162].
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Daljim modifikacijama procesa sinteze Cestica tj. emulziono rastvara¢ uparavanje metodom
dobijaju se Cestice sa veli¢inama na nanometarskoj skali 570-970nm, 244-260nm [45].
Fizicko hemijskom metodom su dobijene cestice kopolimera DLPLG sa veli¢inama 150-
230nm [163]. NanocCestice se mogu sintetizovati i nanoprecipitacionom metodom [164].
Polimer i lek su rastvoreni u acetonu i zatim dodati u vodeni rastvor sa stabilizatorom
pluronic F68. Aceton je uklonjen uparavanjem pod redukovanim pritiskom i dobijena je
suspenzija nanocestica sa veli¢inama od 110 do 208nm . Suvim rasprSivanjem su dobijene
Cestice sa srednjim veli¢inama od 100 do 250nm [165]. Jin i saradnici su ispitivali
fizickohemijske karakteristike Cestica kao $to su efikasnost inkapsulacije, morfologija i
oslobadanje u in vitro uslovima paclitaxela, etanidazola i paclitaxel+etanidazola iz
nanocestica PLGA dobijenih metodom o/w i w/o/w tj emulziono —rastvara¢ uparavanje
metodom (emulsification-solvent evaporation method) [166]. Veli¢ine Cestica u iznosile od
80 do 150 nm.. Emulziono uparavanjem metodom sa SDS-om (sodium dodecil sulfate) kao

surfaktantom su dobijene Cestice sa veli¢inama od 38.6 do 67.1nm [167].

Velicina Cestica kao i raspodela njihovih veli¢ina su vazne karakteristike Cestice
koje utiCu na njihovu in vivo distribuciju, bioloSki odgovor organizma, toksi¢nost,
mogucnosti  ciljane dostave, efikasnost inkapsulacije, koli¢inu inkapsuliranog

medikamenta, oslobadanje leka, stabilnost sistema za kontrolisanu dostavu, itd. [168,169].

Mnoga istraZzivanja su ukazala na to da polimerne Cestice submikronskih veli¢ina
imaju niz prednosti u odnosu na mikrocestice kao sisteme za kontrolisanu dostavu.
Nanocestice imaju bolju interakciju i adheziju sa ¢elijama ("intracellular uptake") (slika
1.6-2) u odnosu na mikrocestice i S$iri opseg bioloSkih ciljeva zahvalju¢i malim

dimenzijama i relativnoj mobilnosti [170-172].

Slika 1.6-2 Slika, adhezije ¢elija na Cesticama poli(DL-laktid-ko-glikolida), dobijena A) optickim i B)

skenirajuc¢im elektronskim mikroskopom [170]
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Cirkulaciono vreme poli(laktid-ko-glikolid) ¢estica u in vivo uslovima je odredeno
fizickohemijskim karakteristikama Cestice naro¢ito njenom veli¢inom, povrSinskim
afinitetima, povrSinskim naelektrisanjem, itd.. Na veli¢inu Cestica moZe uticati i vrsta
upotrebljenog rastvaraca [173]. U razli¢itim metodama se koriste razli¢iti rastvaraci i to
najces¢e aceton, dihlormetan, trihidro furan, i propilen karbonat u rasvara¢/difuzionoj
metodi, metilen karbonat i acetat u metodi izmene rastvaraca, aceton i acetonitril u
nanoprecipitaciji, dihlormetan i metilen karbonat u rastvara¢/uparavanje metodi, etil acetat,
metilen hlorid, dihlor metan, i aceton u viSestrukoj emulzionoj metodi, aceton u
interfacijalnoj depoziciji, metilen hlorid u faznoj inverzionoj inkapsulaciji [174]. U radu
Bilati i saradnika [164] je pokazano da veli¢ina i raspodela PLGA-a Cestica zavisi i od vrste
upotrebljenog nerastvaraca kao i od odnosa rastvaraca i nerastvaraca [45]. Kada je kao
nerastvara¢ koriS¢en alkohol, srednja veli¢ina Cestica PLGA je najmanja kada je u

eksperimentu upotrebljen metanol pa etanol i najveéa kada je upotrebljen propanol.

Mnoga istraZivanja su posvecena dobijanju i primeni cestica poli(DL-laktid-ko-
glikolida) pri ¢emu se u okviru tih istraZivanja posebno stavlja akcenat na ispitivanje
uticaja razlicitih faktora na povrSinske osobine Cestice tj. zeta potencijal i permeabilnost
[7]. Prilikom dobijanja ¢estica PLGA-a razliciti stabilizatori se koriste kako bi se postiglo
odredeno povrsinsko naelektrisanje Cestice tj. specifian zeta potencijal ¢ime se sprecava
njihova aglomeracija. Tip i koncentracija stabilizatora mogu uticati i na veli¢inu Cestice a
samim tim i na kinetiku oslobadanja medikamenta, biodistribuciju, itd. [175]. Kao
stabilizatori Cestica se mogu Koristiti poli(vinil alkohol) (PVA), fosfolipidi, holesterol,
vitamin E (TPGS), poli(vinil pirolidon) (PVP), itd. [176]. U radu Feczko i saradnika je
ispitan uticaj razliitih stabilizatora na osobine Cestica PLGA-a dobijenih viSestrukom
voda/ulje/voda emulziono rastvara¢ uparavanje metodom. Dobar prinos cestica kao i
efikasnost inkapsulacije (>90%) je postignuta kada je kao stabilizator Cestica koriS¢en

poli(vinil alkohol) [177].

U literaturi su opisane razli¢ite metode inkorporiranja lekova u polimernu esticu i
u zavisnosti od metode npr. lek moze biti imobilisan u polimernoj matrici, inkapsuliran kao
polimerno jezgro, obloZen polimernom membranom, hemijski konjugovan ili adsorbovan
na povrsini polimera. Cestice poli(laktid-ko-glikoliada) se koriste za prenos najrazli¢itijih
klasa medikamenata: antikancer agenasa, hormona, polipeptida, proteina, antigena,
vakcina, antibiotika, dezoksiribonukleinske kiseline, itd. [178-209]. Idealno, "uspeSan"

sistem za kontrolisanu dostavu medikamenata bi trebalo da ima veliku efikasnost
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inkapsulacije 1 da omogucava inkorporiranje odgovarajuc¢e koli¢ine medikamenta. U
literaturi su opisane dve metode inkorporiranja medikamenta u PLGA-a i to: inkorporiranje
medikamenta tokom sinteze Cestica i absorbcijom medikamenta nakon formiranja Cestica
Sto se postize inkubacijom cestica u koncentrovanom rastvoru sa medikamentom.
Metodom rastvara¢/uparavanje su dobijene Cestice PLGA-a u koje je inkapsuliran
dexametazon i karakterisana je njihova veli€ina, koli¢ina inkapsuliranog medikamenta i
njegovo oslobadanje u in vitro uslovima [210]. Koli¢ina inkapsuliranog dexametazona je
iznosila ~13% dok je u in vitro uslovima otpuSten priblizno 90% u prvih dve nedelje
eksperimenta [210]. Poli(laktid-ko-glikolid) mikrosfere se mogu Kkoristiti i u cilju
otklanjanja bilirubina kod hiperbilirubinemi¢nih pacova i to je opisano u radu Ahmad i
saradnika. Vezivanje bilirubina za mikrosfere PLGA-a je postignuto inkapsulacijom

albumina (rat serum albumin, RSA) i stvaranjem kompleksa bilirubin-albumin [211].

Jedan od potencijalnih problema u kontrolisanoj dostavi medikamenata jeste
postizanje konstantnog i tacno odredenog nivoa otpustanja medikamenta iz polimerne
matrice PLGA-a. U slu¢aju mnogih medikamenata, prilikom degradacije Cestica PLGA-a,
dolazi najpre do njihovog naglog oslobadanja ("initial burst"). Matsumoto i saradnici su se
bavili moguénoséu prevazilaZzenja naglog oslobadanja medikamenta iz polimerne matrice
tako Sto su sintetizovali multi-rezervoar mikrosfere jedinstvene strukture koja se sastojala u
tome da je u malim dispezionim kapljicama unutar mikrosfere PLGA-a lokalizovan

medikament [212, 213].

Kada se nanocestice DLPLG-a administriraju npr. intravenozno one se lako
prepoznaju od strane imunog sistema organizma i uklanjaju se iz cirkulacije fagocitozom
[214]. Pored velicine Cestice na to uti¢u i povrSinske osobine Cestice odredene i koli¢inom
adsorbovanih krvnih komponenata, uglavnom proteina, opsonina [215, 216]. Sve ovo utice
na in vivo distribuciju i degradaciju Cestica. Ve¢ina komercijalno dostupnih polimera pa i
poli(laktid-ko-glikolid) imaju inertnu prirodu povrsine i iz tog razloga se moraju povrsinski
funkcionalizovati pri¢vrS¢ivanjem bioaktivnih jedinjenja [217-220]. Slede¢i korak je
optimizacija tehnike funkcionalizovanja povrSine u cilju postizanja odgovarajuceg tipa i
kvantiteta reaktivnih funkcionalnih grupa. Bioaktivna jedinjenja mogu biti prirodna ili
sinteticka i definiSu se kao jedinjenja koja katalizuju ili menjaju specifi¢ni odgovor
bioloskog sistema na polimerni materijal. Glavne metode imobilizacije bioaktivnih
jedinjenja na povrsini polimera je adsorpcija elektrostatiCkim interakcijama, vezivanje po

principu ligand-receptor ili vezivanje kovalentnim vezama [221]. Bioloska jedinjenja za
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funkcionalizaciju povrSine PLGA-a mogu biti enzimi, peptidi, polisaharidi, fosfolipidi,
antitela, poli(etilen glikol) (PEG), itd. [222]. Polimerne mikrosfere se mogu modifikovati
specifi¢nim ligandima kako bi se postigla ciljana kontrolisana dostava (targeted controlled
delivery) [223]. Oblaganje sfera Zelatinom ili humanim serum albuminom mozZe pospesiti
njihovu biokompatibilnost. ObloZene Cestice imaju vecu stabilnost i selektivnost. U radu
Wang i saradnika je opisano oblaganje mikrosfera PLGA-a fibroinom (silk fibroin) pri
¢emu je debljina sloja bila heterogena i proseCne debljine Ipm. Ovakve sfere su se
pokazale stabilnijim na degradaciju dok je vreme otpuStanja medikamenta prolongirano
[224]. U cilju kontrolisane dostave lekova do kostiju (bone —targeted drug delivery) u radu
Choi 1 saradnika je opisano modifikovanje povrSine nanocestica poli(DL-laktid-ko-
glikolida) alendronitom (tip bisfosfonata, AL) zbog lake konjugacije AL sa PLGA
karboimidnom hemijom. Modifikovane Cestice su se pokazale, potencijalno, pogodnijim za
kontrolisanu dostavu lekova u cilju tretiranja koStanih obolenja [225]. U radu Fischer i
saradnika je opisana modifikacija povrSine cestica, poli(laktid-ko-glikolida) dobijenih
rastvarac/ekstrakcija metodom i ulje/voda disperzionom metodom bez Kkoris¢enja
surfaktanata, prevlaenjem polielektrolita hitozana preko povrSine Cestica, koji je pogodan
za kovalentno vezivanje bioaktivnih liganada. Velicine Cestica su iznosile od 1 do 10 um
[226]. Modifikacija cestica PLGA je postignuta elektrostatickim interakcijama izmedu
negativno naeletrisanih Cestica PLGA-a i pozitvno naelektrisanog hitozana. Ispitana je i
konjugacija dva model liganda (fluorescamina i NHS-PEG-biotina) na primarne amino

grupe hitozana i pokazano je da su oba liganda ostala funkcionalna.

Adsorpcija plazma proteina na mikro- i nanosferama PLGA-a je jedan od vaznih
orgrani¢avajucih faktora njihove upotrebe. Poli(L-lizin)-g-poli(etilen glikol) (PLL-g-PEG)
se pokazao u istraZivanjima kao materijal koji dovodi do supresije proteinske adsorpcije pa
je cilj istraZivanja Muller i saradnika bio povrSinska modifikacija PLGA-a sa PLL-g-PEG-
om i ispitivanje efikasnosti smanjenja proteinske adsorpcije na povrsini PLGA [227]. Na
povrSini modifikovanih sfera u odnosu na nemodifikovane je doSlo do znacajno manje

adsorpcije proteina.

PovrSinsku modifikaciju PLGA-a kombinacijom kiseonik plazma tretmana sa
katjonskim Zelatinom kako bi se pospesio afinitet Cestica prema Celijama su ispitivali Shen
i saradnici [228]. I u radu Khorasani i saradnika je opisano modifikovanje povrS§ine PLGA-
a kiseonik plazma tretmanom i, takode, je pokazano da je afinitet ¢elija prema ovakvim

Cesticama veci [229].
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PLA, PGA i PLGA su polimeri poznati po dobroj biokompatibilnosti i
biodegradabilnosti [230]. Variranjem odnosa polilaktida i poliglikolida u kopolimeru
poli(laktid-ko-glikolidu) moZe se uticati na brzinu i mehanizam degradacije a samim tim i
na kinetiku otpustanja medikamenta iz polimerne matrice [231-233]. Poveéavanjem odnosa
PLA-a postize se vefa hidrofobi¢nost dok se povecanjem PGA-a postize veca
hidrofilicnost PLGA-a [234]. Kopolimer PLGA-a sa ve¢im udelom PGA-a ¢e brze
degradirati. Mnogi autori su se u svojim istrazivanjima bavili ispitivanjem in vitro i in vivo
degradacije poli(laktid-ko-glikolida) kao i ispitivanjem razlicitih faktora na degradaciju kao
Sto su pH [235-236], temperatura degradacionog medijuma, razli¢iti medijumi [237], uticaj
porogena, prisustvo enzima u degradacionom medijumu, uticajem veli¢ine Cestica, itd.
[238-244]. Alonso i saradnici su razvili sistem za kontrolisanu dostavu vakcine protiv
tetanusa. PLGA sa odnosom laktida i glikolida 50/50 je upotrebljen za pravljenje
mikrosfera u kojima je inkorporiran medikament . In vitro studija je pokazala profil
oslobadanja medikamenta (vakcine) sa povecanjem brzine oslobadanja nakon 15 dana
[245]. Ispitivanjem procesa degradacije cCestica PLGA-a dobijenih metodom suvog
rasprSivanja su se bavili Blanco i saradnici [246] i u svom radu su opisali degradaciju
Cestica kroz dva stupnja. U pocetku je degradacija Cestica sporija dok kasnije dolazi do
intenzivnije degradacije i gubitka mase PLGA-a sa povefanjem koncentracije laktida u
medijumu. Efekat tipa inkorporiranog medikamenta na proces degradacije poli(DL-laktid-
ko-glikolida) su ispitali Siegel i saradnici [247]. Uporedivanjem kinetike otpusStanja Sest
razli¢itih medikamenata (haloperidola, hidrohlorotiozida, kortikosterona, ibuprofena,
aspirina i tiotixena) pri ¢emu su svi medikamenti bili uneti u istoj koli¢inu (20% wt)
pokazano je da se prilikom dizajniranja biodegradabilnih polimernih ¢estica mora uzeti u
obzir i uticaj medikamenta, koji se inkapsulira, na polimernu degradaciju i otpuStanje
medikamenta. Haloperidol je otusten u roku od 38 dana dok je za otpuStanje aspirina bilo
potrebno 13 dana [247]. Na degradaciju PLGA utice i pH degradacionog medijuma.
Dodavanjem aditiva, npr. baznih soli (npr Mg(OH),) se povecava pH vrednost rastvora i
time usporava proces degradacije polimera [248]. Jedan od vaZnih faktora koji uti¢e na
proces degradacije Cestica poli(laktid-ko-glikolida) jeste i stepen njihove poroznosti.
Porozne cestice PLGA dobijene rastvara¢/ekstrakcija/uparavanje metodom sa
inkorporiranim medikamentom su suspendovane u fosfatnom pufer rastvoru na pH 7.4 i
ispitivana je njihova degradacija kao i otpuStanje medikamenta. Nasuprot ne-poroznim
Cesticama identi¢ne kompozicije, relativno otpustanje medikamenta opada sa pove¢anjem

veli¢ine Cestica. Gravimetrijska analiza je pokazala da brzina degradacije polimera raste sa
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porastom dimenzije mikrocestice ukazujué¢i na to da autokataliticki efekat igra znacajnu
ulogu ¢ak i kod malih i visokoporoznih PLGA-a mikrocestica. Ipak, ovaj efekat je mnogo
manje izraZzen nego kod ne-poroznog sistema. VaZno je napomenuti da je ovo
kompenzovano poveéanjem difuzionog efekta sa povecanjem dimezija sistema. Inicijalna
visoka poroznost Cestica dovodi do povecane mobilnosti medikamenta ali i uti¢e na
mehanizam degradacije [249]. Generalno, otpuStanje medikamenta ¢e biti brze kod
porogenih cestica. Vrlo Cesto se kao porogen koristi NaCl [250] ali su zastupljeni i drugi
porogeni kao $to je pluronic f127. Kim i saradnici su opisali dobijanje poroznih mikrosfera
PLGA-a emulzionom metodom pri ¢emu je koris$¢en pluronic f127 kao porogen (slika 1.6-
2) .U porozne mikrosfere PLGA-a je inkapsuliran humani hormon rasta (thGH) a zatim su
Cestice tretirane 40% etanolom ili acetronitrilom ili tetrahidrofuranom kao rastvarac¢em koji
dovode do zatvaranja pora. Etanol kao rastvara¢ za zatvaranje pora (pore-closing solvent)
se nije pokazao dovoljno efektnim dok je tretiranje PLGA/rhGH Ccestica sa 20%
acetonitrilom rezultiralo u zatvaranju pora na povr$ini dok su unutra$nji slojevi ostali

izolovani [251].

- ﬁ"i&c-

Slika 1.6-3 Shematski prikaz oslobadanja rhGH iz mikrosfera PLGA-a sa zatvorenim porama

nakon tretiranja etanolom [251]
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Prilikom inkapsulacije proteina u polimernu matricu PLGA-a usled hidrolize
polimera koja dovodi do akumuliranja monomera, laktidne i glikolne kiseline §to rezultuje i
u znacajnom sniZavanju pH okoline, moZe do¢i do denaturacije inkapsuliranog proteina
[252-258]. Modifikacija polimera je nacin na koji se mogu poboljSati osobine PLGA-a,
npr. stabilnost inkorporiranog medikamenta, uticati na profil oslobadanja medikamenta,
mehanizam degradacije kao i moguc¢nosti ciljane dostave [259, 260]. Poveéanje stabilnosti
proteina u poli(laktid-ko-glikolidu) se moZe povecati pravljenjem kompleksa proteina i
cinka ili dodavanjem antacidnih dodataka u pufer radi stabilisanja pH. Ipak, mnogi autori
se odlucuju za hibridizaciju PLGA sa drugim jedinjenjom npr. sa alginatom i hitozanom
[261], pektinom [262], poli(propilen fumaratom) [263], poloxamerom i poloxaminom
[264-265], polipirolom [266], Zelatinom [267], polivinil alkoholom [268, 269], PVA-
hitozan-PEG-om 1i poli(orto estrima). Drugi nacin za poboljSanje osobina PLGA-a jeste i
modifikacija samog polimera kako bi se povecéala njegova hidrofilicnost i time povecala
stabilnost proteina u polimernoj matrici a i uticalo na mehanizam degradacije i takvi
modifikovani polimeri su blok kopolimeri sastavljeni od PLGA i npr. poli(etilen oksida)
(PEO), poli(etilen glikola) (PEG) [270-272] ili poli(etilen imina) (PEI) [273]. Posebno
interesovanje postoji i za tri blok kopolimere PLGA-PEG-PLGA kao materijal koris¢en u
genskoj terapiji ili PEG-PLGA-PEG materijal koji se pokazao kao materijal koji pomaZze
kod procesa zaras¢ivanja rana, itd. U svojim istrazivanjima Grzparis i saradnici su ispitivali
aktivnost poli(DL-laktid-ko-glikolid)-metoksi-poli(etilen glikol) (PLGA-mPEG) cestica u
in vitro uslovima i doSli su do zakljucka da cCestice PLGA-mPEG pokazuju nisku
citotoksicnost koja raste sa porastom odnosa PLGA/PEG u kopolimeru [274]. Blok
kopolimer PEO-PLGA je kori$¢en u radu Zveers i saradnika kao materijal u koji je
inkapsuliran dexametazon i rapamicin i ispitivana je njihova degradacija u fosfatnom pufer
rastvoru. Kada su Cestice sintetizovane bez kori§¢enja stabilizatora u eksperimentu lekovi
su otpusteni iz polimernog materijala nakon 5 sati dok je njihovo vreme otpuStanja
znacajno produZeno kada su Cestice nakon inkapsulacije tretirane Zelatinom ili albuminom.

Vreme otustanja dexametazona je iznosilo 17 dana a rapamicina 50 dana [275].
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1.7 Vitamini rastvorni u vodi

Vitamini su organska jedinjenja neophodna organizmu. Veéina vitamina se, u
organizmu, ne moZe sintetizovati kao ni esencijalne aminokiseline, masne kiseline i
minerali ve¢ se mora unositi na druge nacine, npr. hranom. U organizmu, vitamini uti¢u na
rast i razvoj i mogu imati ulogu katalizatora, antioksidanasa, regulatora hemijskih reakcija,
itd. Dele se na vitamine rastvorne u vodi i vitamine rastvorne u mastima. Za razliku od
vitamina rastvornih u vodi koji se iz organizma veoma lako izlu€uju, viSak vitamina
rastvornih u mastima se skladisti u ¢elijama pa je mogu¢ njihov toksi¢an efekat tj. pojava
hipervitaminoze [276]. U vitamine rastvorne u vodi spadaju vitamini B kompleksa i

askorbinska kiselina (vitamin C) [277].

Tiamin (aneurin, vitamin B1) ima vaZnu ulogu u metabolizmu ugljenih hidrata kao
i za normalno funkcionisanje nervnog i kardiovaskularnog sistema. Tiamin u organizmu
deluje u obliku koenzima tiamin pirofosfata. UnoSenje tiamina je u direktnoj vezi sa

unoSenjem ugljenih hidrata [278].

Riboflavin (vitamin B2) je takode potreban u procesima oslobadanja energije iz
ugljenih hidrata, proteina i masti. Ucestvuje u metabolizmu i transportu gvozda u
organizmu i potpomaze proces snabdevanja celija kiseonikom. Aktivni je sastojak dva
koenzima i to: flavin-mononukleotida (FMN, ¢ine ga riboflavin i fosfat) i flavin-adenin-

dinukleotida (FAD, ¢ine ga riboflavin, dva fosfata i adenin).

Vitamin B3 se nalazi u dva oblika i to kao nikotinska kiselina (niacin, vitamin B3)
i kao amid te kiseline (niacinamid, vitamin PP). Vitamin B3 cine derivati piridina.
Nikotinska kiselina i nikotinamid funkcioniSu u organizmu nakon prevodenja u
nikotinamid-adenin-dinukleotid (NAD) ili nikotinamid-adenin-dinukleotid-fosfat (NADP).
NAD i NADP su koenzimi brojnih enzima ukljucenih u ciklus trikarbonskih kiselina, ATP,
itd..

Piridoksin (vitamin B6) je neophodan za metabolizam proteina. Kao koenzim
ucestvuje u prevodenju glikogena u glukozu, proizvodnji Zucnih kiselina i nezasi¢enih

masnih kiselina.

Folna kiselina (vitamin B9) je izuzetno vaZna za sintezu DNK-a. Esencijalna je za

normalnu ¢elijsku deobu i nastajanje crvenih krvnih zrnaca. Nedostatak moze dovesti do
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megaloblastne anemije. Folna kiselina je pteroilglutaminska kiselina. U prirodi se nalazi u

obliku poliglutamata.

Kobalamin (vitamin B12) ima brojne fizioloske uloge: koenzim je u sintezi DNK-
a i RNK-a, epitelnih celija i mijelinske ovojnice nerava. Veoma je vaZan u sintezi

eritrocita.

U vitamine B kompleksa spadaju i pantotenska kiselina (B5, sastavni deo

koenzima A) i biotin (B7, koenzim karboksilacije).
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1.8 Askorbinska kiselina

Askorbinska kiselina (vitamin C, L-ascorbic acid) je izuzetno znacajan i
organizmu neophodan vitamin (slika 1.8-1). Spada u grupu u vodi rastvornih vitamina i ne-

enzimskih antioksidanasa [279].

T
.nl.l'l'llllﬂ

/’ o

HO

HO OH
Slika 1.8-1 Vitamin C

Ima vaZnu biolosku, farmakolosku, dermatolosku funciju. U€estvuje u formiranju
kolagena, proteina koji u€estvuje u gradi kostiju, hrskavice, krvnih sudova i miSic¢a [280,
281]. Askorbinska kiselina je jak reduktant slobodnih radikala ¢ime smanjuje oStecenja
nastala oksidativnim stresom koji je uzrok ili pratioc mnogih bolesti.Vitamin C podstice
proizvodnju kortizona koji ucestvuje u zarastanju povreda i u borbi protiv stresa.
PotpomaZe imunitet stimuliSuéi nastajanje belih krvnih zrnaca ¢ime ucestvuje u borbi
protiv virusnih, gljivicnih i bakterijskih infekcija. U veéim dozama moZe povecati
proizvodnju interferona i aktivirati imunolo$ki odgovor na viruse [282]. Takode smanjuje
proizvodnju histamina i smanjuje alergijski efekat. Podsti¢e normalizovanje krvnog
pritisaka, smanjenje holesterola i Stiti od arteroskleroze i drugih oblika sréanih bolesti.
Deluje preventivno od kancerogenih obolenja jer spreCava stvaranje slobodnih radikala,
koji uc€estvuju u nastajanju bolesti. Koristi se i kao pomo¢ kod odvikavanja od droga i
alkohola, kao i nikotina, kofeina pa Cak i Sefera. Visoke doze mogu ublaZiti simptome
asptinencije, povecati apetit i popraviti opSte stanje. Kod nedostatka gvozdja pomaZze
njegovu apsorbciju a kod dijabetesa popravlja iskoristivost Se¢era u krvi i time smanjuje

Stetne efekte [283].

Askorbinska kiselina je ketolakton sa Sest ugljenikovih atoma pa je po strukturi
jako sli¢na glukozi. U organizmu se reverzibino oksiduje do dehidroksiaskorbinske kiseline
koja poseduje potpunu vitaminsku aktivnost (slika 1.8-2) [284, 285]. To je i jedan od

najnestabilnijih vitamina [286]. U organizmu se ne moZe znacajno skladistiti i vrlo brzo se
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izluCuje. Aproksimativno, oko 73% unete koli¢ine vitamina C u organizam se izluci za
manje od jednog dana [279]. Vitamin C je veoma nestabilan na vazduhu, svetlosti, toploti,
pod uticajem vlage, kiseonika, pri ¢emu lako dekomponuje na bioloSki neaktivne
komponente kao $to su 2,3-diketo-L—gulonska kiselina (2,3-diketo-L-gulonic acid), oksalna
kiselina (oxalic acid), L-treonska kiselina (L-threonic acid), L-ksilonska kiselina (L-xilonic
acid) i L-liksonska kiselina (L-Lyxonic acid) [287]. Apliciranje vitamina C na polju
kozmetike, dermatologije i farmaceutike je iz tih razloga limitirano uprkos njegovoj veoma

korisnoj funkciji [288].

oxidation process
HO
HO e
Qg =0
—
-y

Slika 1.8-2 Oksidacija vitamina C

Kako bi se prevazisla hemijska nestabilnost vitamina C mnoga istraZivanja su
posveéena upravo inkapsulaciji ili imobilizaciji vitamina C [289-293]. Uglavnom su u
istraZivanjima korisc¢eni lipozomi, mikroemulzije ili tecni kristali [289-292]. U radu Chen i
saradnika je opisano imobilisanje tj interkalacija vitamina C u neorganskim slojevima
materijala baziranog na silicijumu i aluminijumu (MMT, montmorillonite). Sa porastom
pH vrednosti materijala od 3 do 10 dolazi do penetracije molekula askorbinske kiseline u

gornje slojeve materijala [293].

Potencijalno, inkapsulacijom askorbinske kiseline u polimernu matricu bi se
znacajno povecala njena efikasnost u organizmu. DLPLG-a nanosfere se mogu koristiti i za
transdermalni prenos medikamenata u organizam [294] pored ostalog i antioksidanasa

[295].
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1.9 Poli(laktid-ko-glikolid) u kontrolisanoj dostavi vitamina

Poli(laktid-ko-glikolid) je kopolimerni materijal koji se moZe koristiti i u cilju
dobijanja sistema za kontrolisanu dostavu vitamina. U organizmu veoma cesto postoji
deficit vitamina koji su izuzetno znacajni za njegovo pravilno metaboli¢ko funcionisanje.
Dobijanje poli(DL-laktid-ko-glikolid) mikrosfera, rastvara¢/uparavanje metodom, za
kontrolisanu dostavu vitamin A palmitata (RAP) je opisano u radu Martinez-Sancho i
saradnika. U mikrosfere su inkorporirane razli¢ite koli¢ine vitamina A (10-80mg) a zatim
je prac¢eno njihovo otpustanje u in vitro uslovima. Otpustanje vitamina A iz mikrosfera je
trajalo 49 dana. Mikrosfere su bile sa srednjim veli¢inama od 21.79um [296]. Vitamin Ks
ima ulogu koagulanta u jetri. PLGA je modifikovan sa 2-imino-2-metoksietil-
tiogalaktozidima (Gal-PLGA) u cilju kontrolisane dostave vitamina Ks in vivo. Vitamin Ks
konjugovan sa Gal-PLGA-om je pokazivao koagulacionu aktivnost sve vreme merenja
nakon intravenozne aplikacije dok je slobodni Ks pokazivao aktivnost do 4 sata nakon
administracije [297]. U radu Feng i saradnika je opisano koriS¢enje vitamina E kao
surfaktanta ¢estica PLGA-a ili matrica materijala kada je hibridizovan sa polimerom u cilju
kontrolisane dostave paklitaksela (antikancer agensa) pri ¢emu je zakljuceno da vitamin E
ima niz prednosti prilikom dobijanja PLGA cestica koje se manifestuju u visokoj
efikasnosti inkapsulacije (=100%) i kontrolisanoj kinetici otpuStanja leka [298, 299].
Velicina Cestica poli(laktid-ko-glikolida) emulzificiranih vitaminom E je iznosila od 300 do
800nm [300]. Vitamin B12 je u vodi rastvoran vitamin koji se takode moze inkorporirati u
matrici PLGA. Fine cestice vitamina B12 (0.2g) prose¢nih dimenzija oko 3 pm i
kopolimera PLGA molekulske mase 10.000 a sa odnosom laktida i glikolida 50/50 (1.8 g)
su rastvorene u metilen hloridu a zatim je radena sonifikacija kako bi se dobila homogena
disperzija koja je kasnije upotrebljena kao uljna faza. Kao stabilizator Cestica je koriS¢en
polivinil alkohol [301]. Folna kiselina (vitamin By) je izetno vazan vitamin i Cesto se
nedovoljno unosi hranom. Cestice PLGA se mogu koristiti i kao sistem za kontrolisanu
dostavu folne kiseline [302]. Dobijanje Cestica poli(laktid-ko-glikolida) za kontrolisanu
dostavu aspirina i folne kiseline emulzionom metodom (o/w ili w/o/w) su opisane u radu
Kanthamneni i saradnika. Razliite koncentracije folne kiseline i aspirina (20, 40 ili 60%)
su dodavane u polimerni rastvor. Efikasnost inkapsulacije aspirina i folne kiseline je
iznosila od 83 do 91% wt [303]. Folat se dosta istrazuje kao ligand za ciljano navodenje

Cestica sa antikacer agensima kako bi se izbeglo njihovo nespecifi¢no dejstvo na normalne
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¢elije ali i povecao unos agensa u ciljane ¢elije pa je shodno tome u mnogim istraZivanjima

opisana konjugacija Cestica PLGA-a sa folnom kiselinom [304].
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2 Cilj istrazZivanja
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Askorbinska kiselina (vitamin C) je veoma znacajan i organizmu neophodan
vitamin. Problem je u tome S$to je askorbinska kiselina izuzetno hemijski nestabilna pod
uticajem vlage, toplote, svetlosti itd. pri ¢emu se razlaZe u bioloski neaktivne oblike kakve
su 2,3-di-keto-L-gulonska kiselina, treonska kiselina, oksalna itd., kao i u tome §to se

askorbinska kiselina uneta u organizam velikim delom i veoma brzo iz njega izlu¢i.

Biodegradabilne polimerne mikro- i nanosfere kopolimera poli(D,L-laktid-ko-
glikolid) (DLPLG) se koriste za izradu sistema za ciljanu i kontrolisanu dostavu
medikamenata u organizmu. Od morfoloSkih osobina Cestica, odnosno, od veli¢ine, oblika,
uniformnosti zavise i interakcije Cestica sa celijom odnosno dinamika otpusStanja
medikamenta (brzina i koli¢ina). Veli¢ina Cestica je posebno vaZna jer manje Cestice imaju
veéu specificnu povrsinu tj. ve¢a im je povrSina kontakta, takode, kod manjih Cestica
degradacija je sporija pa je samim tim i sporije otpuStanje medikamenta. U zavisnosti od
toga i Sta je Zeljeni cilj odnosno da li se prenos medikamenta unutar organizma vrsi

transdermalno, oralno, intravenski zavisi i veli¢ina i oblik potrebnih Cestica.
Cilj istrazivanja su Cinili:
* Dobijanje praha poli(DL-laktid-ko-glikolida) (DLPLG) od komercijalnih granula
na jednostavan nacin tj. fizickohemijskom precipitacionom rastvarac¢/nerastvarac

metodom i tehnikom centrifugalnog procesiranja (sovent/non-solvent method) sa

¢esticama submikronskih veli¢ina

¢ Inkapsulacija razli¢itih koncentracija askorbinske kiseline (vitamin C) u cestice
poli(DL-laktid-ko-glikolida)

e Ispitivanje strukturnih i morfoloskih osobina Cestica poli(DL-laktid-ko-glikolida)

bez i sa razli¢itim sadrZajem askorbinske kiseline

e [spitivanje uticaja razliCitih stabilizatora tokom sinteze na morfoloske osobine
Cestica DLPLG-a bez i sa razli¢itim koncentracijama inkapsulirane askorbinske

kiseline

e Ispitivanje procesa degradacije Cestica DLPLG-a bez i sa razli¢itim sadrZajem
inkapsulirane askorbinske kiseline kao i procesa otpustanja askorbinske kiseline iz

Cestica DLPLG-a u fizioloSkom rastvoru kao degradacionom medijumu

e [spitivanje procesa degradacije Cestica DLPLG-a bez i sa razli¢itim sadrzajem

inkapsulirane askorbinske kiseline kao i ispitivanje procesa otpustanja askorbinske
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kiseline iz cCestica DLPLG-a u PBS-u (fosfathom pufer rastvoru) kao

degradacionom medijumu uz prisustvo azida

e Ispitivanje morfoloskih promena Cestica DLPLG-a bez i sa razli¢itim sadrzajem
askorbinske kiseline tokom degradacionog procesa u fizioloSkom rastvoru kao

degradacionom medijumu

e Ispitivanje morfoloskih promena Cestica DLPLG-a bez i sa razli¢itim sadrZajem
askorbinske kiseline tokom degradacionog procesa u PBS-u kao degradacionom

medijumu

Ispitivanje strukturnih i morfoloskih osobina praha DLPLG-a bez i sa razli¢itim
sadrzajem inkapsulirane askorbinske kiseline je radeno metodama infracrvene
spektroskopije (IR), diferencijalne skaniraju¢e kalorimetrije (DSC), ultravioletne
spektrofotometrije (UV-VIS), skenirajuce elektronske mikroskopije (SEM) i stereoloske

analize.
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3 Eksperimentalni deo
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3.1 Eksperimentalne metode

3.1.1 Metoda centrifugalnog procesiranja

Centrifugalno procesiranje je metoda kojom se vr§i razdvajanje i analiza Celija,
organela i bioloskih makromolekula. Cestica koja se kre¢e u krugu polupreénika r
ugaonom brzinom o pod uticajem je centrifugalnog polja 2r. Centrifugalna sila Fc, koja
deluje na ovu &esticu jednaka je umnosku efektivne mase estice m’ i centrifugalnog polja:
Fc= m’02r=m(1-kp) w2r. Efektivna masa je manja od stvarne mase jer istisnuta te¢nost
stvara suprotnu silu. Faktor uzgona jednak je (1-kp) gde je k parcijalni volumen Cestice a p
gustina te¢nosti u kojoj se estica nalazi. Cestica se u polju kreée konstantnom brzinom v,
koja je proporcionalna centrifugalnoj sili, pri ¢emu je f koeficijent trenja Cestice: v=Fc/f.
Brzina taloZenja tj. brzina sedimentacije Cestice zavisi od nekoliko faktora: a) mase Cestice-
teZe Cestice se uvek taloZe brZze nego one lakSe, istog oblika i gustine b) oblika cestice-
koeficijent trenja kompaktne Cestice je manji nego onaj u slucaju izduZene Cestice iste
mase. IzduZene Cestice se taloZe mnogo sporije od onih sferi¢nih iste mase. c) gustine
Cestice-gusce Cestice se kre¢u mnogo brZe od onih manje gustine d) gustine rastvora u kojoj
se Cestica nalazi- Cestica tone kada je kp<1, pluta kada je kp>1 i ne pomera se kada je

kp=1.

Analiziranje dobijenih uzoraka je radjeno metodama infracrvene spektroskopije
(IR), diferencijalne skanirajuce kalorimetrije (DSC), ultravioletne spektrofotometrije (UV-
VIS), skenirajuce elektronske mikroskopije (SEM), a radjena su i detaljna stereoloska

ispitivanja.
3.1.2 Infracrvena spektroskopija

Infracrveni (IR) spektri sadrZe informacije o vibracijama atoma u molekulu
[305,306]. Svaki molekul poseduje sebi svojstven spektar u IR oblasti pa se primenom IR
spektrometrije moZe izvrSiti identifikacija jedinjenja (deo od 4000 do 600 cm-1 naziva se
oblast otisaka prstiju za hemijska jedinjenja) [305]. MozZe se izvrSiti i kvantitativna i
kvalitativna analiza. Vibracioni spektri sadrze podatke o strukturi molekula (kristala),
globalnoj geometriji i detalje o nacinu vezivanja atoma u molekulu. Na osnovu vibracionih
spektara mogu se dobiti podaci o mehanizmu odvijanja procesa, faznim transformacijama,

dinamici protona i protonskih vrsta u razli¢itim materijalima, termodinamickim veli¢inama
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itd [305]. Analiziranje uzoraka radeno je infracrvenom spektroskopijom pomocu uredjaja
Perkin-Elmer 983G Infracrvenog Spektrofotometra, koriS¢enjem KBr tehnike (fino
spraSeni KBr i fino spraSeni uzorak), u intervalu od 250-4000 cm-1. Na slici 3.1-1 je

prikazan IR spektar askorbinske kiseline preuzet iz literature [307].
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Slika 3.1-1 IR spektar askorbinske kiseline [307]
3.1.3 UV-VIS spektrofotometrija

UV-VIS spektrofotometrija je fizickohemijska metoda na osnovu koje se moze
uraditi i kvalitativna i kvantitativna analiza uzoraka, odnosno, moZe se uraditi identifikacija
jedinjenja (aktivnog u UV-VIS oblasti (200-400nm, 400-800nm)) kao i odrediti njegova
koncentracija. UV-VIS spektrofotometrija se zasniva na prelazima izmedu elektronskih
nivoa i najcesc¢e se Kkoristi za odredivanje koncentracije makromolekula u rastvorima kao i
za odredivanje opti¢kih svojstava materijala. Hromofore su dobro definisane atomske
strukture u velikim molekulima koje zbog svoje specificne apsorpcije daju boju

molekulima.

Analiziranje uzoraka radeno je ultraviolentnom spektrofotometrijom koris¢enjem

Perkin-Elmer Lambda 35 UV-Vis spektrofotometra u intervalu od 200 do 400nm.
3.1.4 Skenirajuca elektronska mikroskopija

Elektronski mikroskop sluZi za dobijanje uveéane slike objekta difrakcijom visoko
energetskih elektrona, a istovremeno to je metoda ispitivanja topografije povrSina Cvrstih,
neisparljivih materijala, direktnim posmatranjem ili proucavanjem fotografski snimljenih
objekata [305,306]. Uzorci za SEM moraju biti neisparljivi, da bi se unutar mikroskopa

mogao odrzati visoki vakum, zatim obavezno je da uzorci budu elektroprovodni.
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Neprovodni uzorci sa upadnim snopom elektrona staticki elektri§u, zbog ¢ega elektronski
snop "bezi" sa mesta koje se posmatra, $to onemogucuje posmatranje [305]. Za
karakterizaciju uzoraka skeniraju¢om elektronskom mikroskopijom koriS¢en je elektronski
mikroskop marke JEOL-JSM-6460LV Japan, sa energijom elektrona od 10 do 50 KeV-a.
Uzorci su najpre pripremljeni naparavanjem zlatom pomocu uredaja za naparavanje 3AL-

TEC SCDO005, strujom od 30mA sa udaljenosti od 50mm tokom 180s.

3.1.5 Stereoloska analiza

Veli¢ine Cestica i njihova morfologija su ispitivane metodom merenja povrSina
koriS¢enjem poluautomatskog analizatora slike (semi-automatic image analyzer, Leica
Q500MC sa Qwin softverom) dobijene skenirajuéim elektronskim mikroskopom (SEM).
Merena je povrSina projekcije preseka cestice po maksimalnom pre¢niku. Sa SEM
fotografija su analizirane Cestice i to od 200 do 300 cestica po fotografiji a zatim su
odredjivani parametri koji karakteriSu veli¢inu (popre¢ni presek-A,, obim-L,, maksimalni
dijametar Cestice-Dy,y, feret x (projekcija Cestice na x osu), feret y (projekcija Cestice na y
osu)) i oblik Cestica (perimetar form factor-fy) (slika 3.1-1). Za sve merene parametre

odredjene su minimalna, maximalna i srednja vrednost. [308,309]

feret x

povrsina \

feret y

form factor

Slika 3.1-2 Grafic¢ki prikaz pojedinih stereoloskih parametara: a) povrsina ekvatorijalnog preseka,

b) obim, c) feret x i feret y, d) maksimalni dijametar ¢estice, e)faktor oblika
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3.1.6 Diferencijalna skanirajuca kalorimetrija

Diferencijalnom skanirajuéom kalorimetrijom (DSC) se na osnovu razlike
toplotnog fluksa ka uzorku i ka etalonu prilikom njihovog istovremenog zagrevanja ispituju
termijske osobine supstanci [305]. Metoda DSC je odgovarajua za kvantitativna
odredjivanja promene entalpije [309, 310]. Kada u uzorku po¢ne proces pra¢en promenom
entalpije pojavljuje se temperaturska razlika izmedju uzorka i etalona koja izaziva pojavu
EMS izmedju dva izvoda od hromela [305]. Zaostajanje temperature uzorka u odnosu na
etalon (zbog endotermnog procesa) pojacava fluks toplote ka uzorku, a prednjacenje (zbog
egzotermnog procesa) ga smanjuje [305,306]. Temperaturska razlika izmedju uzorka i
etalona prikazuje se jedinicama toplotnog fluksa dQ/dT u funkciji temperature. Promene
toplotnog kapaciteta u toku zagrevanja odrazavaju se otklonom od bazne linije, a
egzotermni i endotermni procesi kao pikovi na odgovarajucoj strani od bazne linije.
Povrsina pika DSC krive direktno je srazmerna odgovarajucoj promeni entalpije. DSC
merenja izvrSena su na Perkin Elmer Model DSC-2 diferencijalnom skanirajuem
kalorimetru opremljenom sistemom za dobijanje podataka. Toplotni kapacitet je meren u
mcal/s (koje su kasnije pretvorene u J/s (1mcal=0,0041398 J)), a temperatura je merena u
K. Opseg temperature u kome je vrSeno merenje je iznosio od 320K do 540K. Brzina

grejanja je iznosila 20 K/min
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3.2 Eksperimentalni rad

3.2.1 Dobijanje nanosfera kopolimera poli(DL-laktid-ko-glikolida)

Sferne cestice praha kopolimera poli(DL-laktid-ko-glikolida-a) (DLPLG-a) su
dobijene fizickohemijskom metodom rastvarac¢/nerastvarac (solvent/nonsolvent method) uz
koriS¢enje tehnike centrifugalnog procesiranja (slika 3.2-1) [45,163]. Komercijalne granule
DLPLG-a (0.05g) (DLPLG, laktid:glikolid 50:50, Durect, Lactel, Adsorbable Polymers
International, molska masa 40000-50000g/mol.) su najpre rastvorene u acetonu (1.5ml).
Rastvaranje je trajalo dva sata. Nakon rastvaranja je radjena precipitacija alkoholom
metanolom (2 ml). Polimerna suspenzija je nakon toga polako ukapavana u vodeni rastvor
stabilizatora (polivinil alkohola (PVP) ili polivinil pirolidona (PVP)) uz konstantno
meSanje na magnetnoj mesalici. KoriS¢enjem stabilizatora stvara se "zeta" potencijal ¢ime
se sprecava aglomeracija i uz meSanje na magnetnoj meSalici (1200rpm) pod uticajem
ugaone brzine i strujne frekvence formiraju se Cestice. Nakon toga polimerna suspenzija je
centrifugirana (CENTRIKA, Ependorf) pri ¢emu se oblik i dimenzije ¢estica finalizuju pod
uticajem centrifugalne sile. Posle centrifugiranja rastvori su dekantovani a uzorci suSeni na
vazduhu i sobnoj temperaturi. Na sferi€nost Cestica i njihovu veli¢inu veliki uticaj imaju
molekulska masa polimera, odnos rastvara¢/nerastvarac¢, vreme starenja sa nerastvaracem,
vrsta upotrebljenog stabilizatora, brzina meSanja, vreme i brzina centrifugiranja [163,311].
Sferne Cestice praha DLPLG-a najmanjih dimenzija a najvece uniformnosti su dobijene u
eksperimentu sa najkra¢im vremenom starenja sa nerastvaraem i najve¢om brzinom i
vremenom centrifugalnog procesiranja [45] (tabela 3.2.1) i ovi uslovi su koriS¢eni u daljim

eksperimentima.

Tabela 3.2-1 Eksperimentalni uslovi prilikom dobijanja praha DLPLG-a [45]

prah DLPLG (serija) Vreme starenja sa Vreme centrifugiranja Brzina centrifugiranja
nerastvaracem (min) (rpm)
(min)

1 10 15 1500
2 30 30 3000
3 90 60 4000
4 5 60 4000
5 5 120 4000
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komercijalne granule DLPLG-a SEM slika nanopraha DLPLG-a
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dekantovanje I[: suSenje

izdvajanje sfernih ¢estica DLPLG-a

pod uticajem centrifugalne sile

SEM fotografija estica praha DLPLG-a

dobijenih u eksperimentu

Slika 3.2-1 Shematski prikaz dobijanja nanocestica poli(DL-laktid-ko-glikolida) fizickohemijskom

metodom rastvara¢/nerastvarac¢ uz koriS¢enje tehnike centrifugalnog procesiranja
3.2.2 Ispitivanje uticaja razlicitih stabilizatora

U eksperimentima su kao stabilizatori Cestica kori§¢eni polivinil alkohol (PVA,
Merck Alkaloid ) ili polivinil pirolidon (PVP, Merck k-25). Polimerna suspenzija (dobijena
na nacin opisan u tekstu 3.2.1) je vrlo lagano ukapavana u (0.02%- 0.05%) rastvor PVA ili
PVP-a uz konstantno mesanje na magnetnoj mesalici (1200rpm). PVA (ili PVP) se koristi
kao stabilizator koji stvara negativno naelektrisanje Cestica DLPLG-a tj. stvara odredeni
zeta potencijal [312]. PVA stvaranjem odredjenog zeta potencijala dovodi do smanjenja

stepena aglomeracije jer se istoimeno naelektrisane Cestice medjusobno ne privlace.
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Koncentracija PVA, odnosno PVP-a, je optimizovana kako bi se dobile najmanje dimenzije
Cestica za ovu metodu kao i da bi njihova aglomeracija bila svedena na minimum [312]. Iz
literature je poznato da problemi koji se mogu javiti prilikom upotrebe stabilizatora Cestica
jeste njegovo tesko uklanjanje iz sistema [313]. Zaostali stabilizator ¢esto modifikuje
povrSinske karakteristike Cestice na takav nain da to dovodi do promena u brzini
degradacije, distribucije u organizmu, otpusStanju medikamenta i biokompatibilnosti. 1z tog
razloga je u eksperimentu kori§¢ena koncentracija stabilizatora od samo 0.02 do 0.05%. U
ovoj koncentraciji su i PVA i PVP bezbedni za ljudski upotrebu (The Physical and
Theoretical Chemistry Laboratory Oxford University-Chemical and Other Safety

Information, USA Food and Drug Administration)

3.2.3 Inkapsulacija askorbinske kiseline u polimernu matricu poli(DL-

laktid-ko-glikolida)

U eksperimentu je koriS¢ena askorbinska kiselina molske mase 176,13g/mol
(Microvit™, Adisseo). Inkapsulacija askorbinske kiseline u polimernu matricu je radena
homogenizacijom vodene i organske faze (slika 3.2-2) [314,315]. Vodeni rastvor sa
razli¢itim koncentracijama askorbinske kiseline je dodavan u rastvor polimera DLPLG-a u
acetonu. 50mg komercijalnih granula DLPLG-a je rastvoreno u 1.5ml acetona. Rastvaranje
je trajalo dva sata. Nakon toga, vodeni rastvor askorbinske kiseline je dodavan u rastvor
polimera uz konstantno meSanje na magnetnoj meSalici na 200rpm-a tokom 30 minuta.
Koncentracija askorbinske kiseline je varirana kako bi se dobile Cestice sa razliCitim
sadrZzajem DLPLG-a i askorbinske kiseline i to: DLPLG/askorbinska kiselina 85/15% wt,
DLPLG/askorbinska kiselina 70/30% wt, DLPLG/askorbinska kiselina 50/50% wt i
DLPLG/askorbinska kiselina 30/70% wt. U skladu sa tim masa askorbinske kiseline u 2ml
vode je iznosila 8.80mg, 21.42mg i 50.00mg i 116.7mg. Nakon toga je radena precipitacija
metanolom (2ml). Ovako dobijene suspenzije su vrlo polako ukapavane u 20 ml vodenog
rastvora stabilizatora (polivinil aklkohola (PVA) ili polivinil pirolidona (PVP) (0.02%-
0.05% w/w)) uz konstantno meSanje na 1200 rpm. Suspenzije su zatim centrifugirane
(4000rpm tokom 120min) i dekantovane. Supernatant je skladiSten za analizu UV-VIS
spektrofotometrijskom metodom kako bi se izracunala efikasnost inkapsulacije askorbinske
kiseline unutar polimernih destica. Precipitat DLPLG/askorbinska kiselina dobijen u

eksperimentu je susen na sobnoj temperaturi.
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Slika 3.2-2 Shematski prikaz dobijanja ¢estica DLPLG/askorbinska kiselina
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3.2.4 Izra¢unavanje prinosa inkapsulacije

Precipitati poli(DL-laktid-ko-glikolida) bez i sa razli¢itim sadrZajem askorbinske
kiseline, dobijeni u eksperimentu, su suseni na sobnoj temperaturi a zatim mereni kako bi
se izracunao prinos Cestica u eksperimentu. Prinos je izraZen u procentima i izracunat je na

osnovu jednacine:

Prinos= [(M,.) / (Mpo1.+M. )] x100

[316]
M, -masa dobijenog precipitata DLPLG/askorbinska kiselina
M,,1.-polazna masa polimera

M,  -polazna masa askorbinske kiseline

Prinos je racunat za Cestice DLPLG-a sa i bez askorbinske kiseline dobijene u
eksperimentu u kome je kao stabilizator ¢estica kori§¢en PVA kao i u eksperimentu u kome

je kao stabilizator Cestica koris¢en PVP [317].

3.2.5 Izra¢unavanje mase inkapsulirane askorbinske kiseline i efikasnost

inkapsulacije

Za izraunavanje mase inkapsulirane askorbinske kiseline u polimernoj matrici
DLPLG-a (loading amount) i efikasnosti inkapsulacije (loading efficiency) kori§¢ena je
indirektna metoda opisana od strane Liu i saradnika [318]. Oba pristupa, direktni
(rastvaranje dobijenih nanoCestica 1 merenje koli¢ine medikamenta na osnovu
apsorbancije) i indirektni (kvantificiranjem ne-inkapsuliranog medikamenta u supernatantu
dobijenom u procesu sinteze a zatim izracunavanjem inkapsuliranog medikamenta), se
koriste od strane razlicitih autora za izraCunavanje efikasnosti inkapsulacije [319].
Vrednosti dobijene indirektnom metodom odgovaraju vrednostima dobijenim direktnom

metodom [318].

Koli¢ina inkapsulirane askorbinske kiseline tokom procesa sinteze nanocestica
DLPLG/askorbinska kiselina je izracunata na slede¢i nacin [317]. Askorbinska kiselina
apsorbuje svetlost u ultravioletnoj oblasti na karakteristicnoj talasnoj duZini 264nm. Na

osnovu merenja apsorbancije na talasnoj duZzini maksimuma apsorpcije, Am.x=264nm,
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vodenog rastvora sa poznatim koncentracijama askorbinske kiseline (slika 3.2-3), je
napravljena kalibraciona kriva (slika 3.2-4). Linearna zavisnost izmedu apsorbancije na
264 nm i koncentracije je data Berovim zakonom: A=abc (gde je a apsorptivnost (g dm’
*em™), b debljina sloja (cm), i ¢ je koncentracija uzorka, u ovom slu¢aju koncentracija
askorbinske kiseline (gdm’S)). Supernatant dobijen tokom procesa sinteze je analiziran UV
spektrofotometrijski i koncentracija askorbinske kiseline u supernatantu je odredivana
primenom kalibracione krive. Koncentracija neinkapsulirane askorbinske kiseline je
izratunata na osnovu apsorbancije supernatanta i celokupne zapremine supernatanta.
Poznavaju¢i inicijalnu koli¢inu askorbinske kiseline upotrebljenu u sintezi Cestica
DLPLG/askorbinska kiselina (My) i1 koncentraciju, odnosno masu neinkapsulirane
askorbinske kiseline (Meink) izraunata je masa inkapsulirane askorbinske kiseline (Minkap.)
a zatim je izracunata i efikasnost inkapsulacije. Masa inkapsulirane askorbinske kiseline i

efikasnost inkapsulacije su izracunate na osnovu jednacina 1 i 2, respektivno :

(1) Minkap =Muk . ~Mieink.

(2) Efikasnost inkapsulacije (%)=[Minkap./Mu.] x 100 [318]

7.5
7.0 -
6.5 - ——0.014 mg
b —— 0.167 mg
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Slika 3.2-3 UV spektri vodenog rastvora askorbinske kiseline (vitamina C)
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Slika 3.2-4 Kalibraciona kriva askorbinske Kkiseline

3.2.6 Eksperiment pracenja degradacije nanosfera poli(DL-laktid-ko-
glikolida) bez i sa razli¢itim sadrzajem askorbinske kiseline u fizioloSkom

rastvoru kao degradacionom medijumu

Vreme potpune resorpcije kopolimera poli(DL-laktid-ko-glikolida-a) u organizmu
je od 4 do 8 nedelja. Askorbinska kiselina uneta u organizam se velikim delom iz
organizma izlu¢i. Inkapsulirana askorbinska kiselina unutar polimerne matrice bi,
potencijalno, trebalo da ima znatno vecu efikasnost. Poli(DL-laktid-ko-glikolid) degradira
u organizmu hidrolizom i postupno, tokom odredenog vremenskog perioda otpusta
askorbinsku kiselinu tako da se u organizmu postiZe ravnomerna koncentracija vitamina C
tokom duZeg vremenskog perioda. Cestice poli(DL-laktid-ko-glikolida) bez i sa razligitim
koncentracijama inkapsulirane askorbinske kiseline (DLPLG/askorbinska kiselina 85/15%,
70/30% 1 50/50%) su tokom dva meseca (8 nedelja) suspendovane u fizioloskom rastvoru

(0.9% NaCl) na temperaturi od 37°C+1°C (Vaciotem P-Selecta) [317].
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Joni Na+ i CI- su joni koji dominiraju u ekstracelularnoj te¢nosti. Ukupni volumen
ekstracelularne tec¢nosti stoji u direktnoj korelaciji sa ukupnom koli¢inom Na u organizmu.
Serumska koncentracija Na i osmolaritet seruma su merilo za balans vode. Osmotski
pritisak zavisi od broja molekula ili jona rastvorenih u te¢nosti. Kod telesnih tecnosti
(ekstra- ili intracelularnih) osmotski pritisak se kre¢e izmedu 282-303mOsm/L. PribliZzno
80% osmolarnosti plazme 1 meducelijske te¢nosti potice od jona Na+ i Cl-. Obzirom da
fizioloski rastvor sadrZzi 154mM Na+ i 154mM Cl-, idealna osmolarnost ovog rastvora
iznosila bi 308mOsm/L, $to je prakticno jednako osmolarnosti plazme ili meducelijske

te¢nosti tj. ovakav rastvor je izotonican.

Uzorci, mase 2.5mg, su suspendovani u fizioloSkom rastvoru. Tokom perioda
degradacije (dva meseca) rastvor iznad taloga je odvajan u proseku svakih nedelju dana i
analiziran UV spektrofotometrijski. Analiziranje uzoraka je radeno na Perkin-Elmer
Lambda 35 UV-VIS spektrofotometru u oblasti od 200nm do 400nm. Kao referentni
rastvor je koriS¢en fizioloSki rastvor. Tokom eksperimenta su pracene i promene vrednosti
pH rastvora a deo taloga je odvajan i radi ispitivanja procesa degradacije metodom

skenirajuce elektronske mikroskopije nakon ¢ega je radena i detaljna stereoloSka analiza.

3.2.7 Eksperiment pracenja degradacije nanosfera poli(DL-laktid-ko-
glikolida) bez i sa razli¢itim sadrzajem askorbinske kiseline u PBS-u kao

degradacionom medijumu uz prisustvo azida

Eksperiment pracenja degradacije nanosfera poli (DL-laktid-ko-glikolida) bez i sa
razli¢itim sadrzajem askorbinske kiseline je raden i u fosfatnom pufer rastvoru (PBS,
phosphate buffered saline, Sigma-Aldrich) kao degradacionom medijumu. Fosfatni pufer
rastvor (PBS) je rastvor Cesto koris¢en u biohemiji iz razloga jer je izotoni¢an i netoksi¢an

za celije. SadrZi natrijum hlorid, natrijum fosfat i kalijum fosfat.

U rastvor PBS-a je dodato po 110 pl azida (Sigma-Aldrich Fluka (Biochemica),
sodium azide, 0.1M solution natriumazid NaN3) radi spreavanja bakterijskog delovanja.
Azidi se Cesto koriste u biohemiji i biomedicini jer imaju ulogu konzervansa [320].
Eksperiment je raden u vodenom kupatilu (VIMS elektrik, SCG) na temperaturi
36.8C+0.5°C tokom 60 dana.

Eksperiment degradacije kopolimera DLPLG-a bez i sa razli¢itim sadrZajem

askorbinske kiseline u PBS-u je vremenski trajao duZe nego $to je to bilo u slucaju
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eksperimenta degradacije u fizioloSkom rastvoru. Ovo je ciljano uradeno i radi potvrde
materijalnog bilansa prethodnog eksperimenta. Uzorci su snimani periodi¢no u priblizno
istim vremenskim intervalima kako bi rezultati mogli biti uporedjivani sa rezultatima
prethodnog eksperimenta. Snimanje je radjeno na Perkin-Elmer Lambda 35 UV-VIS
spektrofotometru u oblasti 200-400nm i tokom procesa degradacije je praceno i
oslobadanje vitamina C na osnovu povecanja koncentracije vitamina u rastvoru. Kao
referentni rastvor je koriS¢en rastvor PBS-a sa 110 ul azida. Tokom eksperimenta su
pracene i promene vrednosti pH rastvora a deo uzoraka je odvajan i radi ispitivanja procesa

degradacije metodom skenirajuée elektronske mikroskopije.
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4 Rezultati
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4.1 Prinos cestica DLPLG i DLPLG/askorbinska Kiselina

Prinos cestica je racunat za Cestice dobijene u eksperimentu u kome su kao
stabilizatori Cestica koriS¢eni PVA i PVP. Rezultati odredivanja prinosa za Cestice sa
razli¢itim odnosom kopolimerne komponente tj. DLPLG-a i askorbinske kiseline su sli¢ni i
veci od 50%. Takode su i rezultati za prinos Cestica dobijenih uz koriris¢enje PVA ili PVP-
a kao stabilizatora slic¢ni i za sve uslove ve¢i od 50%. Ipak, pokazano je da je prinos Cestica
u slucaju uzoraka DLPLG/askorbinska kiselina 85/15%, DLPLG/askorbinska kiselina
70/30% 1 DLPLG/askorbinska kiselina 50/50% ve¢i kada je kao stabilizator Cestica

koriS¢en PVP i to za =2%.

Tabela 4.1-1 Prinos cestica dobijenih u eksperimentu u kome je kao stabilizator cestica koriSéen
polivinil pirolidon (PVP) i polivinil alkohol (PVA)

Prinos (%) Prinos (%)
DLPLG/askorbinska kiselina (%)

(PVP) (PVA)
100/0 51.04 50.20
85/15 52.10 50.31
70/30 56.41 54.20
50/50 52.80 50.60
30/70 53.23 59.30

(vrednosti su date kao srednje vrednosti izracunate na osnovu podataka dobijenih iz nekoliko

merenja tj. eksperimenata)
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4.2 Efikasnost inkapsulacije i masa inkapsulirane askorbinske

kiseline

Na osnovu prethodno opisane procedure, supernatant dobijen u sintezi Cestica
DLPLG/askorbinska kiselina je analiziran UV spektrofotometrijski kako bi se odredila
masa inkapsulirane askorbinske kiseline u Cesticama (slike 4.2-1 i 4.2-2). Rezultati su
prikazani u tabeli 4.2.1 i u tabeli 4.2.2. Koli¢ina askorbinske kiseline u supernatantu je
racunata na osnovu apsorbancije za askorbinsku kiselinu na talasnoj duZini maksimuma
apsorpcije A=264nm i ukupne zapremine supernatanta (25.5ml). Uz pretpostavku da je sva
askorbinska kiselina koja nije prisutna u supernatantu inkapsulirana u DLPLG cesticama,
efikasnost inkapsulacije je izracunata da je veca od 90% za sve odnose kopolimera
DLPLG-a i askorbinske kiseline. Efikasnost inkapsulacije je veéa od 90% u slucaju
dobijanja Cestica kada je kao stabilizator Cestica koriS¢en PVA kao i u slucaju kada je

koriS¢en PVP.

supernatant DLPLG/askorbinska kis. 85/15%
1 —— supernatant DLPLG/askorbinska kis. 70/30%
0.8 supernatant DLPLG/askorbinska kis. 50/50%

Apsorbancija (a.u.)

T T T

T T
250 300 350 400
Talasna duzina (nm)

Slika 4.2-1 UV spektri askorbinske Kkiseline iz supernatanta (PVA kao stabilizator)
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Tabela 4.2-1 Efikasnost inkapsulacije i masa inkapsulirane askorbinske Kkiseline u

DLPLG/askorbinska Kkiselina ¢esticama (PVA stabilizator ¢estica)

apsorbancija masa askorbinske efikasnost masa inkapsulirane
supernatanta na kiseline u inkapsulacije askorbinske
A=264nm supernatantu (mg) (%) kiseline (mg)
DLPLG/askorbinska
0.1280 0.528 94.0 8.272
kiselina 85/15%
DLPLG/askorbinska
0.2091 0.836 96.1 20.584
kiselina 70/30%
DLPLG/askorbinska
0.9161 3.450 93.1 46.550
kiselina 50/50%
0.8 1
4 supernatant DLPLG/askorbinska kis. 85/15%
supernatant DLPLG/askorbinska kis. 70/30%
0.7 1 supernatant DLPLG/askorbinska kis. 50/50%
0.6 1

Apsorbancija (a.u.)
o
S
1

T T T
250 300 350 400

Talasna duzina (nm)

Slika 4.2-2 UV spektri askorbinske Kkiseline iz supernatanta (PVP kao stabilizator)
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Tabela 4.2-2 Efikasnost inkapsulacije i masa inkapsulirane askorbinske Kkiseline u

DLPLG/askorbinska kiselina ¢esticama (PVP stabilizator ¢estica)

apsorbancija masa askorbinske efikasnost masa inkapsulirane
supernatanta na kiseline u inkapsulacije askorbinske
A=264nm supernatantu (mg) (%) kiseline (mg)
DLPLG/askorbinska
0.0394 0.1581 98.2 8.641
kiselina 85/15%
DLPLG/askorbinska
0.1534 0.6214 97.1 20.799
kiselina 70/30%
DLPLG/askorbinska
0.7758 3.1000 93.8 46.900
kiselina 50/50%
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4.3 Infracrvena spektroskopija

Kvalitativna analiza uzoraka poli(DL-laktid-ko-glikolida) sa i bez inkapsulirane
askorbinske kiseline radena je metodom infracrvene spektroskopije (IR). IR
spektroskopijom analizirani su uzorci kopolimera DLPLG-a dobijenog u eksperimentu u
kome je kao stabilizator estica koriS¢en polivinil alkohol (PVA) kao i uzorci DLPLG-a
dobijenog u eksperimentu u kome je kao stabilizator Cestica koriS¢en polivinil pirolidon

(PVP) [312].

IR spektar na slici 4.3-1. sadrzi sve karakteristicne grupe kopolimera poli(DL-
laktid-ko-glikolida). Na IR spektru se mogu uogiti trake na talasnim brojevima 2994 cm’,
2946 cm™, 2840 cm” (C-H isteZuée vibracije CH; i CH, grupe), 1769 cm™ (isteZuéa
vibracija C=0 grupe), 1460 cm, 1424 cm” (C-H deformacione vibracije CH, i CHj
grupe), 1371 cm™ (C-H simetri¢na deformaciona vibracija CH; grupe), 1150 cm™ (C-O
asimetri¢na istezuca vibracija (estarska)), 1069 cm’ (C-O simetri¢na istezuca vibracija
(estarska)), 984cm’ (C-0), 732 1 509 cm-1 (C-H) dok Ssiroka traka na 3100-3600 cm’
odgovara OH grupi molekula vode [321,322].

transparencija (a.u.)

poli(DL-laktid-ko-glikolid) 5({9
1069
0.4 ~
X
984

T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
talasni broj (cm™)

Slika 4.3-1 IR spektar nanosfera DLPLG-a dobijenih koriS¢enjem PVA-a kao stabilizatora ¢estica
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Uporedivanjem IR spektra uzorka DLPLG/askorbinska kiselina (slika 4.3-2) [315]
sa karakteristicnim IR spektrom za askorbinsku kiselinu datom u literaturi [307,323]
potvrdeno je da se dobijene nanocestice sastoje od poli(DL-laktid-ko-glikolida) i
askorbinske kiseline. Pored karakteristicnih grupa za DLPLG spektar sadrZi i trake na
3528, 3411, 3317 3217 cm’ koje poti¢u od Getiri O-H vibracije askorbinske kiseline.
Spektar takode sadrzi trake koje poti¢u od CH, ili CH grupe askorbinske kiseline na 2720
cm’'. Spektar jasno pokazuje traku koja odgovara C-H vezi na 2916 cm™. Traka koja se
nalazi na talasnom broju 1754 cm™ odgovara C=0 grupi, 1673 cm™' C=C dok traka na 1020
cm’' odgovara C-O grupi [307].

poli(DL-laktid-ko-glikolid)/askorbinska kiselina

1.2
3
8 ™~
© 0.8 I 2720
2 2916 \
s ™~ 1673 1020
o 1 7 NN Ta2i7
2 3528 \ 3317 1754
g 3411

0.4 1

T T T T T T T T T T T T T T

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
talasni broj (cm™)

Slika 4.3-2 IR spektar nanosfera DLPLG/askorbinska kiselina 85/15% wt (PVA kao stabilizator)
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Uzorak poli(DL-laktid-ko-glikolida) dobijen u eksperimentu u kome je kao
stabilizator Cestica korisS¢en polivinil pirolidon (PVP) je, takode, karakterisan metodom IR
spektroskopije (slika 4.3-3). IR spektar sadrZzi grupe za poli(DL-laktid-ko-glikolid) na
2961, 2943, 2841 (C-H istezuce vibracije CH; i CH, grupe), 1760 (istezuca vibracija C=0
grupe), 1440, 1420 (C-H deformacione vibracije CH, i CH; grupe), 1310 (C-H simetri¢na
deformaciona vibracija CH; grupe), 1139 (C-O asimetri¢na isteZuca vibracija (estarska)),
1060 (C-O simetri¢na istezuca vibracija (estarska)), 978 (C-O istezuca), 768, 506 (CH-
veza) cm’'. Spektar sadrZi i §iroku traku na 3100-3600 cm ' OH grupe molekula vode

[312].

A
2961 2;9\43

transparencija (a.u.)

7 poli(DL-laktid-ko-glikolid) ~

T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
talasni broj (cm™)

Slika 4.3-3 IR spektar nanosfera DLPLG-a dobijenih koriS¢en PVP-a kao stabilizatora Cestica
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I kvalitativna analiza uzorka DLPLG/askorbinska kiselina dobijenog u
eksperimentu gde je kao stabilizator Cestica koriS¢en polivinil pirolidon je radena IR
spektroskopijom i takode je potvrdeno da se Cestice sastoje od kopolimera DLPLG-a i
askorbinske kiseline (slika 4.3-4). Pored traka koje odgovaraju kopolimeru DLPLG spektar
sadrZi Cetiri trake O-H vibracija askorbinske kiseline na 3529, 3420, 3316, 3215 cm'l, traku
na 2720 cm” koja poti¢e od CH, ili CH grupe, na 2916 cm” od C-H grupe. Traka na
talasnoj duZini od 1750 cm™ pripada C=0 grupi, 1672 cm™ C=C dok traka na 1021 cm™
pripada C-O grupi [315].

poli(DL-laktid-ko-glikolid)/askorbinska kiselina

? 4

s ]

:§~ | N

& 2720

m -

2 _ ‘\‘\ 2916 ‘QD \021
s 3215

£ 13520 N\ a6 N

3420

T T T T T T T T T T T T T

T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
talasni broj (cm™)

Slika 4.3-4 IR spektar nanosfera DLPLG/askorbinska kiselina 85/15% wt (PVP kao stabilizator)
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4.4 Diferencijalna skanirajuca kalorimetrija

Metodom diferencijalne skanirajuée kalorimetrije (DSC) su Kkarakterisane
nanocCestice poli(DL-laktid-ko-glikolida) dobijene kori§¢enjem polivinil alkohola kao
stabilizatora Cestica kao i Cestice dobijene koriS¢enjem polivinil pirolidona. Merenja su

radena u opsegu temperatura od 320K do 540K sa brzinom grejanja od 20 K/min.

Na slikama 4.4-1 i 4.4-2 su prikazane DSC krive dobijene u eksperimentu u kome
je kao stabilizator koriS¢en PVA i PVP, respektivno. Na DSC krivama uocava se jedino pik
staklastog prelaza, jer je kopolimer DLPLG amorfan. Pik ostakljivanja cestica DLPLG-a
dobijenih sa PVA kao stabilizatorom je na temperaturi 327.91 K dok je pik Cestica
DLPLG-a dobijenih sa PVP kao stabilizatorom na temperaturi 326.81 K.

1.0
0.8 -
327.91
. 0864
w
o
S5 4
o
= 044
°
4 poli(DL-laktid-ko-glikolid) dobijen
sa PVA kao stabilizatorom cestica
0.2 4
0.0 4 O N VL W DV
| . I ¥ I i 1 L
320 340 360 380 400
T(K)

Slika 4.4-1 DSC kriva nanocestica DLPLG-a dobijenih sa PVA kao stabilizatorom
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Slika 4.4-2 DSC kriva nanocestica DLPLG-a dobijenih sa PVP-om kao stabilizatorom
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4.5 Ispitivanje uticaja stabilizatora na morfoloSke karakteristike
cestica DLPLG-a bez i sa razliitim sadrZzajem askorbinske

kiseline
4.5.1 Rezultati skenirajuce elektronske mikroskopije

Morfoloske karakteristike cestica DLPLG-a bez i sa razlicitim sadrZajem
askorbinske kiseline su ispitivane skeniraju¢om elektronskom mikroskopijom [312, 315].
Na osnovu SEM fotografija nanocestica DLPLG-a bez askorbinske kiseline (slika 4.5-1 a)
vidi se da su Cestice sfernih oblika, glatkih povrSina, neaglomerisane i izuzetno uniformne
(unifomnije nego u sluaju drugih wuzoraka). Sa SEM fotografija cestica
DLPLG/askorbinska kiselina 85/15% (slika 4.5-1 b) vidi se da su Cestice takode sfernih
oblika Sto znaci da inicijalna sferi€nost Cestica nije naruSena. I u slucaju uzorka
DLPLG/askorbinska kiselina 85/15% &estice su, takode, veoma unifomne. Cestice
DLPLG/askorbinska kiselina 70/30% (slika 4.5-1 c) su sfernih oblika ali vec¢ih dimenzija.
U slucaju Cestica DLPLG/askorbinska kiselina 50/50% (slika 4.5-1 d) vidi se da je
uniformnost Cestica znacajno naruSena, Cestice imaju sferne ali i nepravilne oblike i

prili¢no su aglomerisane. U slu¢aju uzorka DLPLG/askorbinska kiselina 30/70% cestice su

aglomerisane tako da u njihovom sluc¢aju nije mogla biti radena stereoloska analiza.
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Slika 4.5-1 SEM fotografije a) nanosfera DLPLG-a b) ¢estica DLPLG/askorbinska kiselina 85/15 %
¢) DLPLG/askorbinska Kiselina 70/30% d) DLPLG/askorbinska Kiselina 50/50 % e)
DLPLG/askorbinska kiselina 30/70%; dobijenih koriS¢enjem polivinil alkohola (PVA) kao

stabilizatora Cestica

Na slici 4.5-1 su cestice DLPLG-a bez i sa razli¢itim sadrZzajem askorbinske
kiseline dobijene koris¢enjem polivinil alkohola kao stabilizatora cCestica. Na osnovu SEM
snimaka, ocigledno je da su upotrebom PVA kao stabilizatora dobijene sferne, uniformne,
neaglomerisane (DLPLG, DLPLG/askorbinska kiselina 85/15%, DLPLG/askorbinska
kiselina 70/30%) cestice submikronskih veli¢ina (DLPLG, DLPLG/askorbinska kiselina
85/15%).

Na osnovu SEM fotografija cestica DLPLG-a bez askorbinske kiseline dobijenih u
eksperimentu u kome je kao stabilizator kori§¢en polivinil pirolidon (slika 4.5-2 a) vidi se
da su cestice takode sfernih oblika, velike uniformnosti i da je njihova veli¢ina ¢ak manja
nego u slu¢aju DLPLG-a dobijenog sa PVA. Cestica DLPLG/askorbinska kiselina 85/15%
(slika 4.5-2 b) su sferne, uniformne i sa veli¢inama na submikronskoj skali. Inkapsulacijom
askorbinske kiseline do 15% zadrZava se inicijalni oblik DLPLG Ccestica. U slu¢aju uzorka
DLPLG/askorbinska kiselina 70/30% cestice imaju sferne oblike, manje su uniformne a

ve¢ih su dimenzija (slika 4.5-2 c). Cestice DLPLG/askorbinska kiselina 50/50% su
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mikronskih veli¢ina i priliéno aglomerisane (slika 4.5-2 d). Kao i u slu¢aju uzorka

DLPLG/askorbinska kiselina 30/70% dobijenog sa PVA i uzorak dobijen sa PVP je u

velikoj meri aglomerisan i nije mogla biti radena stereoloska analiza.

Slika 4.5-2 SEM fotografije a) nanosfera DLPLG-a b) ¢estica DLPLG/askorbinska kiselina 85/15 %
¢) DLPLG/askorbinska kiselina 70/30% d) DLPLG/askorbinska kiselina 50/50% e)
DLPLG/askorbinska Kiselina 30/70 % ; dobijenih koriS¢enjem polivinil pirolidona (PVP) kao

stabilizatora Cestica
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4.5.2 Rezultati stereoloske analize

Imajuéi u vidu da je idealna sferi¢nost Cestica kao i uska raspodela njihovih
veli¢ina od fundamentalnog znacaja u kontrolisanoj dostavi medikamenata radena je i
detaljna stereoloska analiza Cestica. Od veli¢ine, oblika, uniformnosti Cestica zavisi i
njihova interakcija sa celijom odnosno dinamika otpuStanja medikamenta (brzina i
koli¢ina). U zavisnosti od toga Sta je Zeljeni cilj odnosno da li se prenos medikamenta
unutar organizma vr$i transdermalno, oralno, intravenski, zavisi i veli¢ina i oblik potrebnih
gestica. Cestice nanometarskih veli¢ina imaju veéu povriinu kontakta, razli¢it mehanizam

degradacije, itd.

Na osnovu stereoloske analize su odredeni parametri koji karakteriSu veli¢inu
Cestice (poprecni presek Cestice-A,, maksimalni precnik Cestice Dy, feret X (projekcija
Cestice na x osu), feret Y (projekcija Cestice na y osu) kao i parametar koji karakteriSe oblik
Cestice (perimeter form factor-fi)). StereoloSkom analizom su karakterisane Cestice
DLPLG-a bez i sa razli¢itim sadrzajem askorbinske kiseline i za sve parametre je odredena

minimalna, maksimalna i srednja vrednost.

Na slici 4.5-3 su dati uporedno rezultati stereoloskih ispitivanja nanosfera
DLPLG-a dobijenih sa polivinil alkoholom i polivinil pirolidonom kao stabilizatorom
Cestica. Rezultati su prikazani kao kumulativna kriva (kumulativni sadrzaj ¢estica u odnosu
na odredeni stereoloski parametar (slika 4.5-3 a-e)) ili kao relativna kriva (relativni udeo
Cestica u odnosu na odredeni stereoloski parametar (slika 4.5-3 f)). Na osnovu dobijenih
rezultata se vidi da su Cestice DLPLG-a (PVA) uniformne i da njihova srednja veli¢ina
iznosi od 150 do 230 nm u zavisnosti od toga koji se stereoloski parametar posmatra Dy,
feret X ili feret Y (slika 4.5-3 c.d,e; tabela 4.5.1 ). Maksimalni prec¢nik ¢estica DLPLG-a
dobijenih sa PVA je u opsegu od 90 nm do 390 nm sa srednjom vredno$¢u 230 nm (tabela
4.5.1, slika 4.5-3 c). Veli¢ina Cestica DLPLG-a dobijenih sa PVP-om iznosi od 110 do 170
nm u zavisnosti od toga koji se stereoloski parametar posmatra Dy, feret X ili feret Y
(slika 4.5-3 c; tabela 4.5.1). Maksimalni precnik ¢estica DLPLG-a dobijenih sa PVP je u
opsegu od 90 do 340 nm sa srednjom vrednoséu 170 nm. Na osnovu ovih rezultata
pokazano je da su cestice DLPLG-a dobijene sa PVP-om kao stabilizatorom manjih
veli¢ina. Sa slike 4.5-3 vidi se da Cestice dobijene sa PVP-om imaju manji poprecni presek
(minimalna vrednost za A, je 0.01 um’ dok maksimalna vrednost iznosi 0.06 pm?), manji

im je obim (minimalna vrednost za L, je 0.32 pm, maksimalna vrednost 0.98 pum dok
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srednja iznosi 0.60 pm) kao i viSa vrednost perimetar form faktora (srednja vrednost je
0.90, slika 4.5-3 f, tabela 4.5.1).
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Slika 4.5-3 Uporedni rezultati stereoloskih ispitivanja nanosfera DLPLG-a dobijenih sa polivinil
alkoholom (PVA) i polivinil pirolidonom (PVP) kao stabilizatorom ¢estica bazirano na stereoloSkom
parametru a) A, (poprecni presek ¢estice); b) L, (obim ); ¢) D,,,x (maksimalni preé¢nik cestice); d)
feret X (projekcija ¢estice na x osu); e) feret Y (projekcija cestice na y osu); i f) perimetar form

faktoru f, (faktor oblika);
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Slika 4.5-4 Rezultati stereoloskih ispitivanja za odnos L/A, u slu¢aju nanosfera DLPLG-a

dobijenog sa a) polivinil alkoholom i b) polivinil pirolidonom kao stabilizatorom ¢estica
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Tabela 4.5-1 Rezultati stereoloskih ispitivanja nanosfera DLPLG-a dobijenih sa polivinil alkoholom

i polivinil pirolidonom kao stabilizatorom ¢estica

DLPLG DLPLG dobijen sa PVA | DLPLG dobijen sa PVP
min 0.19 0.32
L, (um) max 1.12 0.98
mean 0.81 0.60
min 0.02 0.01
A, (um®) | max 0.08 0.06
mean 0.03 0.02
min 0.09 0.09
Dppax (um) max 0.39 0.34
mean 0.23 0.17
min 0.09 0.07
feret X (um) | max 0.25 0.22
mean 0.15 0.12
min 0.09 0.05
feret Y (um) | max 0.28 0.26
mean 0.19 0.11
min 0.49 0.65
fL max 0.91 0.97
mean 0.89 0.90
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Cestice DLPLG-a sa razli¢itim sadrzajem inkapsulirane askorbinske kiseline su,
takode, ispitivane stereoloSkom metodom. Za sve Cestice su odredeni parametri A,, Ly,
Dpax. feret X, feret Y i perimetar form faktor fp (slika 4.5-5, tabela 4.5.2 ). Na osnovu
dobijenih rezulata stereolosih ispitivanja Cestica DLPLG/askorbinska kiselina 85/15% vidi
se da su veoma uniformne. Srednja veli¢ina ¢estica DLPLG/askorbinska kiselina 85/15% je
u opsegu od 130 do 200 nm u zavisnosti od toga koji se steroloski parametar posmatra
(feret X, feret Y ili Dyy,x). Vrednosti za maksimalni precnik Cestice, Dy, su od 90 nm do
490 nm sa srednjom vredno$¢u 200 nm (slika 4.5-5 c, tabela 4.5.2 ). Perimetar form faktor
koji karakteriSe oblik Cestice u slucaju DLPLG/askorbinska kiselina 85/15% Ccestica ima

srednju vrednost 0.87 (4.5-5 f).

Vrednosti za Dmax u slucaju Cestica DLPLG/askorbinska kiselina 70/30% su u
opsegu od 300nm do 2590nm sa srednjom vrednoS¢u 670nm, ukazujuéi na to da sa
povecanjem sadrzaja askorbinske kiseline dolazi i do povecanja Cestica (slika 4.5-5c, tabela
4.5.2 ). Srednja vrednost perimetar form faktora za DLPLG/askorbinska kiselina 70/30%
Cestice je 0.77 (4.5-5 1).

U slucaju Cestica DLPLG/askorbinska kiselina 50/50% vrednost za D, iznose od
280 nm do 4510 nm dok je njihova srednja vrednost 1600 nm (4.5-5 f). Uniformnost
Cestica DLPLG/askorbinska kiselina 50/50% je naruSena a srednja vrednost perimetar form

faktora je 0.74.

Uzorak DLPLG/askorbinska kiselina 30/70% je u velikoj meri aglomerisan tako

da nije bilo moguce uraditi stereolosku analizu.
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Slika 4.5-5 Rezultati stereoloskih ispitivanja ¢estica DLPLG-a sa razli¢itim sadrZajem askorbinske

kiseline dobijenih u eksperimentu u kome je kao stabilizator ¢estica koriS¢en PVA a) A, b) L, ¢)

D,ax d) feret X e) feret Y i f) perimetar form faktor, f;,
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Tabela 4.5-2 Rezultati stereoloskih ispitivanja ¢estica DLPLG-a sa razli¢itim sadrZajem askorbinske

kiseline dobijenih u eksperimentu sa PVA kao stabilizatorom

DLPLG/ask(:)iI;:ska kiselina B3 % | 70130 % | S050% | 30770°%
min 0.37 0.95 1.62 -
L, (um) max 1.39 8.92 14.23 -
mean 0.7 24 5.86 -
min 0.01 0.06 0.2 -
A, (um)? max 0.14 4.63 13.25 -
mean 0.03 0.41 23 -
min 0.09 0.3 0.28 -
Djpax (Mm) max 0.49 2.59 4.51 -
mean 0.2 0.67 1.6 -
min 0.05 0.17 0.21 -
feret X (um) max 0.43 2.19 4.13 -
mean 0.15 0.46 1.13 -
min 0.03 0.17 0.15 -
feret Y (um) max 0.26 1.65 3.1 -
mean 0.13 0.48 1.09 -
min 0.57 0.48 0.35 -
i max 1 0.92 0.97 -
mean 0.87 0.77 0.74 -
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Stereoloska ispitivanja su radena i na Cesticama DLPLG/askorbinska kiselina
85/15%, DLPLG/askorbinska kiselina 70/30%, DLPLG/askorbinska kiselina 50/50%
dobijenim sa PVP kao stabilizatorom. I u njihovom slu¢aju je potvrdeno da morfoloske
karakteristike cCestica zavise od koli¢ine inkapsulirane askorbinske kiseline.
DLPLG/askorbinska kiselina 85/15% &estice su sa srednjim veli¢inama od 200 do 310 nm
bazirano na rezultatima dobijenim za feret X, feret Y ili Dy, (slika 4.5-6, tabela 4.5.3).
Vrednosti za maksimalni precnik Cestice, Dy, su od 130 nm do 640 nm sa srednjom
vredno$¢u 310 nm (slika 4.5-6 c, tabela 4.5.3) dok srednja vrednost perimetar form faktora

iznosi 0.84 (4.5-6 f).

Srednja velic¢ina Cestica DLPLG/askorbinska kiselina 70/30% je u opsegu 380 nm
do 550 nm na osnovu feret X, feret Y ili D (4.5-6, tabela 4.5.3). Cestice
DLPLG/askorbinska kiselina 70/30% imaju vrednosti za maksimalni precnik Cestice, Dy,
od 170 nm do 1330 nm sa srednjom vredno$éu 550 nm (slika 4.5-6 c, tabela 4.5.3 ) dok

srednja vrednost perimetar form faktora iznosi 0.83 (4.5-6 f).

DLPLG/askorbinska kiselina 50/50% cestice imaju vrednosti za Dy, od 240 nm
do 4520 nm sa srednjom vredno$¢u 1560 nm (slika 4.5-6 c, tabela 4.5.3) dok srednja

vrednost perimetar form faktora iznosi 0.76 (4.5-6 f).

StereoloSka analiza DLPLG/askorbinska kiselina 30/70% uzorka nije radena jer je

uzorak aglomerisan.
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Slika 4.5-6 Rezultati stereoloskih ispitivanja ¢estica DLPLG-a sa razli¢itim sadrZajem askorbinske

kiseline dobijenih u eksperimentu u kome je kao stabilizator ¢estica kori$¢en

PVPa) A, b)L, ¢

D,ax d) feret X e) feret Y i f) perimetar form faktor, f;,
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Tabela 4.5-3 Rezultati stereoloskih ispitivanja ¢estica DLPLG-a sa razli¢itim sadrzZajem askorbinske

kiseline dobijenih u eksperimentu sa PVP-om kao stabilizatorom

Odnos

DLPLG / askorbinska kisalina BYN5 % | TOR0 % | 3050 % | 3070 %

min 0.73 0.78 1.6 -

L, (um) max 2.42 3.88 15.01 -

mean 1.17 2.05 5.89 -

min 0.04 0.04 0.18 -

A, (um)? max 0.34 1.07 13.27 -

mean 0.09 0.33 2.28 -

min 0.13 0.17 0.24 -

Djjax (MM) max 0.64 1.33 4.52 -

mean 0.31 0.55 1.56 -

min 0.09 0.1 0.25 -

feret X (um) max 0.46 0.87 4.17 -

mean 0.2 0.38 1.24 -

min 0.1 0.14 0.17 -

feret Y (um) max 0.43 0.9 32 -

mean 0.23 04 1.1 -

min 0.59 0.69 0.34 -

i max 1 0.93 0.98 -

mean 0.84 0.83 0.76 -
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4.6 Degradacija nanosfera poli(DL-laktid-ko-glikolida) bez i sa
razli¢itim sadrzajem askorbinske Kiseline u fizioloSkom

rastvoru kao degradacionom medijumu

Proces degradacije nanoCestica DLPLG-a bez i sa inkapsuliranom askorbinskom
kiselinom kao i proces otpuStanja askorbinske kiseline iz polimerne matrice DLPLG-a
tokom procesa degradacije (je analiziran metodom ultravioletne spektrofotometrije (UV
VIS) [317]. Degradacija DLPLG-a i oslobadanje askorbinske kiseline je praceno na osnovu
merenja apsorbancije na talasnoj duZini maksimuma trake, An., Kkoji je u korelaciji sa
polimernom komponentom i askorbinskom kiselinom u rastvoru. Na slici 4.6-1 su
prikazani UV spektri rastvora iznad taloga nanosfera DLPLG-a nakon razli¢itih perioda
degradacije u fizioloSkom rastvoru kao degradacionom medijumu. Spektri su snimani

nakon dva, 11, 17, 24, 31, 39, 46 1 55 dana.

1

—— DLPLG posle dva dana degradacije
—— DLPLG posle 11 dana degradacije
DLPLG posle 17 dana degradacije
—— DLPLG posle 24 dana degradacije
DLPLG posle 31 dana degradacije
—— DLPLG posle 39 dana degradacije
DLPLG posle 46 dana degradacije
—— DLPLG posle 55 dana degradacije

I
|
l
]

Apsorbancija (a.u.)

W

T T T T T — T T T T
200 250 264 300 350 400 450

Talasna duzina (nm)

Slika 4.6-1 UV spektri rastvora iznad taloga nanosfera DLPLG-a nakon razli¢itih perioda

degradacije u fizioloSkom rastvoru kao degradacionom medijumu
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Apsorpcioni maksimum rastvora iznad taloga nanosfera DLPLG-a je na talasnoj
duzini A>270 nm $to je u skladu sa literaturom [324] ali je apsorbancija rastvora iznad
taloga DLPLG-a posmatrana i na karakteristi¢noj talasnoj duZini za askorbinsku kiselinu,
Amax=264 nm, koja raste sa vremenom degradacije i to od vrednosti 0.0127 a.u. nakon dva

dana do vrednosti 0.3400 a.u. nakon 55 dana degradacije (slika 4.6-1).

Na slici 4.6-2 su prikazani UV spektri rastvora iznad taloga nanocestica
DLPLG/askorbinska kiselina 85/15% nakon razli¢itih perioda degradacije u fizioloSkom

rastvoru kao degradacionom medijumu

—— DLPLG/askorbinska kis. 85/15% posle dva dana degradacije
—— DLPLG/askorbinska kis. 85/15% posle 11 dana degradacije
DLPLG/askorbinska kis. 85/15% posle 17 dana degradacije
—— DLPLG/askorbinska kis. 85/15% posle 24 dana degradacije
DLPLG/askorbinska kis. 85/15% posle 31 dana degradacije
—— DLPLG/askorbinska kis. 85/15% posle 39 dana degradacije
DLPLG/askorbinska kis. 85/15% posle 46 dana degradacije
—— DLPLG/askorbinska kis. 85/15% posle 55 dana degradacije

N
|

Apsorbancija (a.u.)

1
1 ! 1 1
250 264 nm 300 350

Talasna duzina (nm)

T
400

Slika 4.6-2 UV spektri rastvora iznad taloga nanosfera DLPLG/askorbinska Kiselina 85/15% nakon

razli¢itih perioda degradacije u fizioloSkom rastvoru kao degradacionom medijumu

Apsorbancija, na talasnoj duZini A,,=264nm, na spektrima rastvora iznad taloga
nanosfera DLPLG/askorbinska kiselina 85/15% raste sa vremenom degradacije i to od

vrednosti 0.0108 a.u. nakon dva dana do vrednosti 1.6038 a.u. nakon 55 dana (slika 4.6-2)

Sa spektara rastvora iznad taloga DLPLG/askorbinska kiselina 70/30% (slika 4.6-
3) se, takode, vidi da apsorbancija A,=264nm raste sa vremenom degradacije i to od

vrednosti 0.3963 a.u. nakon dva dana do vrednosti 2.2880 a.u. nakon 55 dana dok je u
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slu¢aju uzorka DLPLG/askorbinska kiselina 50/50% (slika 4.6-4) apsorbancija porastla od

vrednosti 0.4974 a.u. nakon dva dana do vrednosti 3.0110 a.u.

Na slici 4.6-3 su prikazani UV  spektri

DLPLG/askorbinska kiselina 70/30% nakon razliitih perioda degradacije u fizioloSkom

rastvoru kao degradacionom medijumu

rastvora

nakon 55 dana.
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Slika 4.6-3 UV spektri rastvora iznad taloga ¢estica DLPLG/askorbinska kiselina 70/30 % nakon

razli¢itih perioda degradacije u fizioloSkom rastvoru kao degradacionom medijumu
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Na slici 4.6-4 su prikazani UV spektri rastvora iznad taloga Ccestica
DLPLG/askorbinska kiselina 70/30% nakon razliitih perioda degradacije u fizioloSkom

rastvoru kao degradacionom medijumu

—— DLPLG/askorbinska kis. 50/50% posle dva dana degradacije
—— DLPLG/askorbinska kis. 50/50% posle 11 dana degradacije
DLPLG/askorbinska kis. 50/50% posle 17 dana degradacije
—— DLPLG/askorbinska kis. 50/50% posle 24 dana degradacije
4 — DLPLG/askorbinska kis. 50/50% posle 31 dana degradacije
—— DLPLG/askorbinska kis. 50/50% posle 39 dana degradacije
DLPLG/askorbinska kis. 50/50% posle 46 dana degradacije
—— DLPLG/askorbinska kis. 50/50% posle 55 dana degradacije
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Slika 4.6-4 UV spektri rastvora iznad taloga ¢estica DLPLG/askorbinska kiselina 50/50 % nakon
razli¢itih perioda degradacije u fizioloSkom rastvoru kao degradacionom medijumu
Metodom UV spektrofotometrije je prac¢eno i analizirano otpuStanje askorbinske
kiseline iz polimerne matrice DLPLG-a. Najpre su snimani spektri rastvora sa poznatim
koncentracijama vitamina C i na osnovu karakteristiénog apsorpcionog maksimuma za
askorbinsku kiselinu na A,,,=264nm je napravljena kalibraciona kriva. Apsorbancija
vitamina, na 264nm, sa spektara snimljenih nakon dva, 11, 17, 24, 31, 39, 46 i 55 dana je
korigovana za odgovarajucu apsorbanciju polimera na istoj talasnoj duZini a zatim je na
osnovu ove apsorbancije sa kalibracione krive odredivana masa otpuStenog vitamina.
Prilikom izracunavanja procenata otpusStenog vitamina iz Cestica DLPLG-a, tokom
degradacije, u obzir je uzimana i efikasnost inkapsulacije askorbinske kiseline u Cestice

DLPLG-a.
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Na slici 4.6-5 je data kumulativna kriva i relativni prikaz oslobadanja askorbinske

kiseline iz nanocestica DLPLG/askorbinska kiselina 85/15% izraZeno u procentima.
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Slika 4.6-5 Oslobadanje askorbinske kiseline u procentima iz nanocestica DLPLG/askorbinska

kiselina 85/15% tokom vremena a) kumulativna kriva i b) relativni prikaz
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Na slici 4.6-6 je data kumulativna kriva i relativni prikaz oslobadanja askorbinske

kiseline iz Cestica DLPLG/askorbinska kis 70/30% izrazeno u procentima.

100
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Kumulativno oslobadjanje askorbinske kis. (%)
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Vreme (dani)

a)

DLPLG/askorbinska kis. 70/30 %

b)

Slika 4.6-6 Oslobadanje askorbinske kiseline u procentima iz ¢estica DLPLG/askorbinska kiselina

70/30% tokom vremena a) kumulativna kriva i b) relativni prikaz
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Na slici 4.6-7 je data kumulativna kriva i relativni prikaz oslobadanja askorbinske

kiseline iz Cestica DLPLG/askorbinska kis 50/50% izrazeno u procentima.
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Slika 4.6-7 Oslobadanje askorbinske Kiseline u procentima iz ¢estica DLPLG/askorbinska kiselina

50/50% tokom vremena a) kumulativna kriva i b) relativni prikaz
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Poli(DL-laktid-ko-glikolid) je kopolimer D,L laktida i glikolida (u ovom slucaju
odnos DL-laktida i glikolida je 50/50). Krajnji produkti degradacije su mlec¢na i glikolna
kiselina ali prethodno nastaju i oligomeri, trimeri, dimeri. Kopolimer DLPLG pokazuje
apsorpcioni maksimum na A~227 nm dok glikolid ima apsorpcioni maksimum na A~270
nm i u skladu sa time, porast sadrZaja glikolida, kao jednog od proizvoda degradacije
kopolimera, vodi batahomromnom pomeranju apsorpcionog maksimuma spektra rastvora u
kome je kopolimer degradirao [324]. DLPLG-a ima estarske veze a estri imaju
apsorbanciju na 220 nm dok aldehidi i ketoni imaju apsorbanciju na >260nm. Krajnje
grupe lanca su oksidovane u aldehidnu ili keto strukturu. Kidanje lanaca poli(laktida)

uzrokuje stvaranje ketona a kidanje lanaca poli(glikolida) nastajanje aldehida.

Do kraja eksperimenta, odnosno do 55 dana, kopolimer DLPLG je u potpunosti
degradirao. Uzorak (talog) nije prisutan u kiveti. Uzimajuéi u obzir da su krajnji produkti
degradacije kopolimera DLPLG-a mlecna i glikolna kiselina napravljena je kalibraciona
kriva za mle¢nu kiselinu (slike 4.6-8 i 4.6-9) i sa spektara snimanih u 55-tom danu je
odredivana apsorbancija na talasnoj duZini 220 nm na osnovu koje je odredena masa

mlecne kiseline prisutna u fizioloSkom rastvoru (tabela 4.6.1).

45 .
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4.0 1 —0.181mg
J 0.244mg
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Slika 4.6-8 UV spektri vodenih rastvora mle¢ne Kiseline
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Slika 4.6-9 Kalibraciona kriva mle¢ne Kiseline

Tabela 4.6-1 Masa mle¢ne Kiseline izra¢unata na osnovu apsorbancije na talasnoj duzini
maksimuma apsorpcije od 220nm sa spektara snimanih u 55-tom danu degradacije i kalibracione

krive za mle¢nu kiselinu

DLPLG/askorbinska kiselina % Apsorbancija na 220nm Masa (mg)
100/0% 0.617 1.230
85/15% 0.523 1.054
70/30% 0.445 0.870
50/50% 0.310 0.610

pH vrednost fizioloSkog rastvora je merena kori§¢enjem pH indikatorskih traka
(pH indicator strips Merck (KGaA, Germany)) tokom razlic¢itih perioda degradacije kako bi

se pratila promena pH vrednosti, odnosno kiselost degradacionog medijuma sa vremenom.
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Na slici 4.6-10 je data promena pH vrednosti fizioloSkog rastvora sa vremenom
tokom procesa degradacije Cestica DLPLG-a bez i sa razli¢itim sadrZajem askorbinske
kiseline. pH vrednost rastvora po€inje da opada nakon dva dana degradacije. Tokom 55
dana degradacije pH vrednost fizioloSkog rastvora je sniZena od vrednosti 7.0 do vrednosti
3.6 u slucaju nanocestica DLPLG-a bez askorbinske kiseline, od pH vrednosti 7.0 do 2.6 u
slu¢aju nanosfera DLPLG/askorbinska kiselina 85/15%, od pH 7.0 do 2.3 u slucaju
DLPLG/askorbinska kiselina 70/30%, i od pH 7.0 do 1.8 u slu¢aju DLPLG/askorbinska
kiselina 50/50%.

DLPLG degradira kidanjem hidroliti¢ki nestabilnih veza ("bulk" erozijom) i
produkti degradacije su oligomeri, trimeri, dimeri, monomeri, laktidna i glikolna kiselina.
Ocekuje se da brze degradiraju frakcije, prisutne u kopolimeru, manjih molekulskih masa
pri ¢emu dolazi do povecanja kiselosti rastvora tj. pada pH vrednosti, ¢ime se ubrzava
hidroliza delova kopolimera veée molekulske mase. Drugim re¢ima, kada se akumulira
kiselina u rastvoru usled degradacije kopolimera to sniZava pH vrednost rastvora i tada
dolazi do ubrzane (katalizovane) degradacije samog kopolimera. U slu¢aju ¢estica DLPLG-
a sa askorbinskom kiselinom tokom procesa degradacije dolazi i do otpustanja askorbinske

kiseline pa je opadanje pH vrednosti rastvora i time dodatno i znac¢ajno indukovano.
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Slika 4.6-10 Promena pH vrednosti fizioloSkog rastvora sa vremenom tokom procesa degradacije

¢estica DLPLG-a bez i sa razli¢itim sadrZajem askorbinske Kiseline
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4.7 Morfoloske promene tokom degradacije DLPLG i
DLPLG/askorbinska kiselina ¢estica u fizioloSkom rastvoru kao

degradacionom medijumu

MorfoloSke promene cestica DLPLG-a sa i bez askorbinske kiseline nastale tokom
procesa degradacije u in vitro uslovima ispitivane su metodom skenirajuce elektronske
mikroskopije [325]. Uzorci su odvajani nakon dva, 24 i 39 dana degradacije, suSeni i
analizirani. Sa SEM fotografija nanocestica DLPLG-a bez askorbinske kiseline se vidi da
su Cestice u pocetnoj fazi degradacije i dalje uniformne, sfernih oblika i submikronskih
veli¢ina, nakon 24 dana degradacije Cestice su prilicno aglomerisane dok se sa SEM
fotografija Cestica nakon 39 dana vidi da su Cestice potpuno aglomerisane formirajuéi film

(slika 4.7-1).

U slucaju cestica DLPLG/askorbinska kiselina 85/15% sa SEM fotografija nakon
dva dana degradacije, takode se vidi da su Cestice zadrZale svoj inicijalni oblik, sfericnost i
unifomnost, ¢ak se mozZe zapaziti i smanjenje veliCine Cestica. Nakon 24 dana je doslo do
aglomeracije Cestica a zatim do pravljenja poroznog filma pri ¢emu se moZe pretpostaviti

da stepen poroznosti raste do kraja degradacije (slika 4.7-2).

Sa SEM fotografija ¢estica DLPLG/askorbinska kiselina 70/30% se vidi da sli¢no
prethodnim uzorcima, u pocetku degradacije dolazi do zadrZavanja sferi¢nosti Cestica,
smanjenja veliCine Cestica, nakon 24 dana degradacije Cestice su se aglomerisale, dok je

nakon 39 dana formiran porozan film (slika 4.7-3).

U slucaju uzorka DLPLG/askorbinska kiselina 50/50% cestice su nakon dva dana
degradacije manjih dimenzija i viSe sfernih oblika, nakon 24 dana degradacije su

aglomerisane a nakon 39 dana je formiran porozan film (slika 4.7-4).

Tokom procesa degradacije uzorak nije meSan a i Cestice su u bliskom kontaktu pa
se pretpostavlja da iz tog razloga dolazi do njihove aglomeracije i kasnije pravljenja

poroznog filma pri ¢emu stepen poroznosti raste do potpune degradacije uzorka.

111



Univerzitet u Beogradu, Fakultet za fizicku hemiju Magdalena Stevanovié¢, doktorska disertacija

nakon dva dana

24 dana

39 dana

)

Slika 4.7-1 SEM slike nanosfera DLPLG nakon a) dva dana, b) 24 dana i ¢) 39 dana degradacije u

fizioloSkom rastvoru
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nakon dva dana

39 dana

)

Slika 4.7-2 SEM slike nanocestica DLPLG/askorbinska Kiselina 85/15 % nakon a) dva dana, b) 24

dana i ¢) 39 dana degradacije u fizioloSkom rastvoru
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nakon dva dana

24 dana

39 dana

Slika 4.7-3 SEM slike ¢estica DLPLG/askorbinska kiselina 70/30% nakon a) dva dana, b) 24 dana i

¢) 39 dana degradacije u fizioloSkom rastvoru
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nakon dva dana

24 dana

)

Slika 4.7-4 SEM slike ¢estica DLPLG/askorbinska kiselina 50/50% nakon a) dva dana, b) 24 dana i

¢) 39 dana degradacije u fizioloSkom rastvoru
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4.8 Steroloska analiza cestica DLPLG-a bez i sa razlic¢itim
sadrZajem askorbinske Kiseline tokom degradacionog procesa u

fizioloSkom rastvoru kao degradacionom medijumu

Cestice DLPLG-a bez i sa razli¢itim sadrZajem askorbinske kiseline, nakon dva
dana degradacije u fizioloSkom rastvoru, su ispitane stereoloSkom analizom radi dobijanja
kvantitativnih informacija o morfoloskim promenama ¢estica tokom procesa degradacije
[325]. Za sve uzorke su odredeni parametri: poprecni presek cestice-A, maksimalni precnik
Cestice Dy, feret X, feret Y, i perimetar form faktor-fi. Na slici 4.8-1 su prikazani
rezultati DLPLG-a, na
DLPLG/askorbinska kiselina 85/15 %, na slici 4.8-3 ¢estica DLPLG/askorbinska kiselina
70/30 %, na slici 4.8-4 cCestica DLPLG/askorbinska kiselina 50/50 %, nakon dva dana

stereoloSke analize nanosfera slici 4.8-2 nanocestica

degradacije u fizioloSkom rastvoru. U slucaju Cestica DLPLG-a bez askorbinske kiseline
dolazi do povec¢anja njihovih dimenzija i sferi¢nosti dok kod ¢estica DLPLG-a sa razli¢itim

sadrzajem askorbinske kiseline dolazi do smanjenja dimenzija a povecanja sferi¢nosti.
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fizioloSkom rastvoru

124



Univerzitet u Beogradu, Fakultet za fizicku hemiju Magdalena Stevanovi¢, doktorska disertacija

4.9 Degradacija nanosfera poli(DL-laktid-ko-glikolida) bez i sa
razli¢itim sadrZzajem askorbinske Kkiseline u PBS-u kao

degradacionom medijumu

Metodom UV spektrofotometrije je pra¢ena degradacija Cestica DLPLG-a i
otpustanje askorbinske kiseline iz polimerne matrice DLPLG-a tokom degradacije u PBS-u
i to nakon dva, 10, 17, 24, 28, 39, 46, 55, 57 i 63 dana. Na slici 4.9-1 su prikazani UV
spektri rastvora iznad taloga nanosfera DLPLG-a nakon razli¢itih perioda degradacije u

PBS-u kao degradacionom medijumu. Apsorbancija raste sa vremenom degradacije.

1.0
0.9 — Degradacija DLPLG-a u PBS-u (uz prisustvo azida) nakon:
2 dana
T ——10 dana
0.8 4 17 dana
——24 dana
. 28 dana
— —39d
5 0.7 26 dana
© 7 ——55dana
o 064 %% dana
g ]
_tés 0.5
5 -
8 0.4 -
< i
0.3 4
0.2
7 A
N M
| |
0.0 : - = =
L) l 264 L) l L) l L) l L)
200 250 300 350 400 450

Talasna duzina (nm)

Slika 4.9-1 UV spektri rastvora iznad taloga nanosfera DLPLG-a nakon razli¢itih perioda

degradacije u PBS-u kao degradacionom medijumu
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Na slici 4.9-2 su prikazani UV spektri rastvora iznad taloga Ccestica
DLPLG/askorbinska kiselina 85/15% nakon razli¢itih perioda degradacije u PBS-u kao

degradacionom medijumu

2.5
Degradacija DLPLG/askorbinska kis. 85/15% u PBS-u nakon :
T dva dana
| —— 10 dana
\ 17 dana
2.0 ! —— 24 dana
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S
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Q.
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0.0 s T . :

) )
200 250 264 300

Talasna duzina (nm)

Slika 4.9-2 UV spektri rastvora iznad taloga nanocestica DLPLG/askorbinska kiselina 85/15 %

nakon razli¢itih perioda degradacije u PBS-u kao degradacionom medijumu
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Na slici 4.9-3 su prikazani UV spektri rastvora iznad taloga Ccestica
DLPLG/askorbinska kiselina 70/30% nakon razli¢itih perioda degradacije u PBS-u kao

degradacionom medijumu

3.0
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Slika 4.9-3 UV spektri rastvora iznad taloga ¢estica DLPLG/askorbinska kiselina 70/30 % nakon

razli¢itih perioda degradacije u PBS-u kao degradacionom medijumu
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Na slici 4.9-4 su prikazani UV spektri rastvora iznad taloga Ccestica
DLPLG/askorbinska kiselina 50/50% nakon razli¢itih perioda degradacije u PBS-u kao

degradacionom medijumu

3.5
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Slika 4.9-4 UV spektri rastvora iznad taloga ¢estica DLPLG/askorbinska kiselina 50/50 % nakon

razli¢itih perioda degradacije u PBS-u kao degradacionom medijumu

Otpustanje askorbinske kiseline iz Cestica DLPLG-a je pra¢eno metodom UV
spektrofotometrije u PBS-u kao degradacionom medijumu tokom 63 dana. U PBS-u je
radjen eksperiment i radi potvrde materijalnog bilansa prethodnog eksperimenta. U toku
priblizno 55 dana otpustena je sva koli¢ina askorbinske kiseline ali se dinamika otpuStanja
blago razlikuje u slucaju fizioloSkog rastvora i PBS-a. To se delom objaSnjava time $to pH
vrednost rastvora opada sporije kod PBS-a nego u slucaju fizioloskog rastvora, a delom
time da su u rastvoru prisutni azidi ¢ime se spre¢ava bilo koja vrsta bioloSke degradacije
(usled prisustva bakterija). PBS bi trebalo da ima stabilniji, odnosno odrziviji pH rastvora

od fizioloSkog rastvora pa je zato otpuStanje vitamina C u pocetku sporije nego kod

fizioloskog, a kasnije brze.
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Na slici 4.9-5 je data kumulativna kriva i relativni prikaz oslobadanja askorbinske

kiseline iz Cestica DLPLG/askorbinska kiselina 85/15% izrazeno u procentima.
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Slika 4.9-5 Oslobadanje askorbinske kiseline u procentima iz nanocestica DLPLG/askorbinska

kiselina 85/15% tokom vremena a) kumulativna kriva i b) relativni prikaz
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Na slici 4.9-6 je data kumulativna kriva i relativni prikaz oslobadanja askorbinske

kiseline iz Cestica DLPLG/askorbinska kis 70/30% izrazeno u procentima.
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Slika 4.9-6 Oslobadanje askorbinske kiseline u procentima iz ¢estica DLPLG/askorbinska kiselina

70/30% tokom vremena a) kumulativna kriva i b) relativni prikaz
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Na slici 4.9-7 je data kumulativna kriva i relativni prikaz oslobadanja askorbinske

kiseline iz Cestica DLPLG/askorbinska kis 50/50% izrazeno u procentima.
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Slika 4.9-7 Oslobadanje askorbinske Kiseline u procentima iz ¢estica DLPLG/askorbinska kiselina

50/50% tokom vremena a) kumulativna kriva i b) relativni prikaz
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Masa mle¢ne kiseline, krajnjeg produkta degradacije DLPLG-a, je u eksperimentu
u kome je kao degradacioni medijum koriS¢en PBS izracunavana sa spektara snimanih u
63-¢em danu a na isti nacin kao i u eksperimentu u kome je kao degradacioni medijum
koriS¢en fizioloski rastvor (tabela 4.9-1).
Tabela 4.9-1 Masa mle¢ne Kiseline izra¢unata na osnovu apsorbancije na talasnoj duzini

maksimuma apsorpcije od 220nm sa spektara snimanih u 63-éem danu degradacije i kalibracione

krive za mle¢nu kiselinu

DLPLG/askorbinska kiselina Apsorbancija na 220nm Masa
(mg)

100/0% 0.590 1.192

85/15% 0.531 1.050

70/30% 0.421 0.810

50/50% 0.317 0.587

I u rastvoru PBS-a je pracena promena pH vrednosti rastvora sa vremenom
degradacije cestica DLPLG-a bez i sa razliitim sadrZajem askorbinske kiseline. Sa

vremenom degradacije dolazi do opadanja pH vrednosti rastvora (slika 4.9-8).
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Slika 4.9-8 Promena pH vrednosti PBS rastvora, sa vremenom, tokom procesa degradacije Cestica

DLPLG-a bez i sa razli¢itim sadrzZajem askorbinske Kiseline
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4.10 MorfoloSke promene tokom degradacije DLPLG i
DLPLG/askorbinska  Kkiselina cestica u PBS-u kao

degradacionom medijumu

Morfoloske promene cestica DLPLG-a sa i bez askorbinske kiseline nastale tokom
in vitro degradacije u PBS-u kao degradacionom medijumu su ispitivane metodom
skenirajuce elektronske mikroskopije. Uzorci su u prethodnom eksperimentu degradacije u
fizioloSkom rastvoru ispitivani nakon dva, 24 i 39 dana dok su tokom degradacije u PBS-u
odvajani nakon 17 i 28 dana degradacije, suSeni i analizirani. Sa SEM fotografija
nanocestica DLPLG-a bez askorbinske kiseline nakon 17 dana dana degradacije (slika
4.10-1 a)) se vidi da su Cestice prilicno aglomerisane dok se sa SEM fotografija Cestica
nakon 28 dana vidi da su Cestice izrazito aglomerisane formirajuci film (slika 4.10-1 b)) Sto
je u skladu sa morfoloskim promenama nastalim prilikom degradacije Cestica u

fizioloSkom rastvoru (slika 4.7-1).

b) &

Slika 4.10-1 SEM slike nanosfera DLPLG-a nakon a) 17 dana i b) 28 dana degradacije u fosfatnom

pufer rastvoru
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Na slici 4.10-2 su prikazane SEM fotografije DLPLG/askorbinska kiselina 85/15%
Cestica nakon 17 dana (4.10-2 a) i 28 dana (4.10-2 b) degradacije u PBS-u. Cestice su se

aglomerisale obrazujuéi film.

Slika 4.10-2 SEM slike nanodestica DLPLG/askorbinska kiselina 85/15% nakon a) 17 dana i b) 28

dana degradacije u fosfatnom pufer rastvoru
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Na slici 4.10-3 su prikazane SEM fotografije DLPLG/askorbinska kiselina 70/30%
Cestica nakon 17 dana (4.10-2 a) i 28 dana (4.10-2 b) degradacije u PBS-u i kao i kod

prethodnih uzoraka je doslo do njihove potpune aglomeracije.

b)

Slika 4.10-3 SEM slike ¢estica DLPLG/askorbinska kiselina 70/30% nakon a) 17 dana i b) 28 dana

degradacije u fosfatnom pufer rastvoru
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Na slici 4.10-4 se vide SEM slike uzorka DLPLG/askorbinska kiselina 50/50%
nakon 17 dana (4.10-2 a) i 28 dana (4.10-2 b) degradacije u PBS-u i kao i kod prethodnih
uzoraka je doSlo do njihove potpune aglomeracije. Na slikama nakon 28 dana degradacije

se jasno vidi i stvaranje porozne strukture filma (4.10-2b).

Univy

<18, BBE

b)

Slika 4.10-4 SEM slike nanocestica DLPLG/askorbinska kiselina 50/50% nakon a) 17 dana i b) 28

dana degradacije u fosfatnom pufer rastvoru
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5 Diskusija
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5.1 Diskusija rezultata

Cestice kopolimera  poli(DL-laktid-ko-glikolida) sa i bez inkapsulirane
askorbinske kiseline su dobijene fizickohemijskom metodom rastvara¢/nerastvara¢ i uz
koriS¢enje centrifugalnog procesiranja. Razli¢ite koncentracije askorbinske kiseline su
inkapsulirane u estice kopolimera homogenizacijom vodene i organske faze. Cestice sa
razli¢itim sadrzajem askorbinske kiseline imaju razli¢ite morfoloske karakteristike,
aglomeraciju, razli¢itu uniformnost, oblike i veli¢ine. Morfoloske karakteristike Cestica
takode zavise i od vrste upotrebljenog stabilizatora. Srednje veli¢ine Cestica DLPLG-a
dobijenih u slucaju kada je kao stabilizator kori§¢en polivinil alkohol iznose od 150 do
230nm dok srednje veli¢ine Cestica DLPLG-a dobijenih u eksperimentu u kome je kao
stabilizator koriS¢en polivinil pirolidon iznose od 110 do 170nm (bazirano na stereoloSkim
parametrima Dy, feret x i feret y). UnoSenjem do 15% askorbinske kiseline u Cestice
DLPLG-a sacuvana je njihova sferi¢nost, veli¢ina i uniformnost. Prinos ¢estica DLPLG-a
sa i bez askorbinske kiseline je ve¢i od 50% dok je efikasnost inkapsulacije askorbinske

kiseline u Cestice DLPLG-a ve¢a od 90%.

Proces degradacije nanocestica DLPLG-a sa i bez inkapsulirane askorbinske
kiseline kao i proces oslobadanja askorbinske kiseline iz ¢estica DLPLG-a je proucavan
metodom UV-VIS spektrofotometrije. Na osnovu dobijenih rezultata je pokazano da
Cestice u periodu od dva meseca u potpunosti degradiraju a da je celokupna koli¢ina
inapsulirane kiseline oslobodena i do kraja ovog perioda vremena talog (Cestice) viSe nije
uocljiv. U prvih 24 dana degradacije DLPLG-a u fizioloskom rastvoru kao degradacionom
medijumu, u slu¢ju svih uzoraka, manje od 10% askorbinske kiseline je otpuSteno u
rastvor. Celokupna koncentracija askorbinske kiseline je otpustena u toku 8 nedelja u
slu¢aju svih DLPLG/askorbinska kiselina uzoraka. Uoceno je da nije doSlo do
dekompozicije askorbinske kiseline. Razli¢ite jonizujuce forme askorbinske kiseline imaju
razlicite redoks osobine, tako da je redoks-hemija askorbinske kiseline visoko pH zavisna.
Askorbinska kiselina se razgraduje u bioloSki neaktivne komponente, auto-oksidacijom
samo na poviSenim pH odnosno u alkalnoj sredini [277, 325, 326]. Na niZim pH
askorbinska kiselina se razlaZe enzimskom oksidacijom. PoSto u rastvoru nisu prisutni
enzimi a polimer degradacijom daje mle¢nu i glikolnu kiselinu, to je i pH vrednost niZa od
neutralne. UV spektri (slika 4.6-2; 4.6-3; 4.6-4)) su karakteristi¢ani za askorbinsku kiselinu

dok apsorpcioni maksimumi (koji bi odgovarali 2,3-diketo-L-gulonskoj kiselini (prvom
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produktu razlaganja askorbinske kiseline) nisu uoceni. Na slici 5.1-1 su prikazane
uporedno krive zavisnosti apsorbancije na talasnoj duzini apsorpcionog maksimuma
(A=264nm) od vremena degradacije, u fizioloSkom rastvoru, u slucaju uzoraka DLPLG-a,
DLPLG/askorbinska kiselina 85/15%, DLPLG/askorbinska kiselina 70/30% i
DLPLG/askorbinska kiselina 50/50%. Na slici 5.1-2 su prikazane uporedno kumulativne
krive oslobadanja askorbinske kiseline u procentima tokom vremena degradacije, u
fizioloSkom rastvoru, u slucaju uzoraka DLPLG/askorbinska kiselina 85/15%,

DLPLG/askorbinska kiselina 70/30% 1 DLPLG/askorbinska kiselina 50/50%.
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Slika 5.1-1 Uporedne Kkrive zavisnosti apsorbancije na talasnoj duzini apsorpcionog maksimuma
(A=264nm) od vremena degradacije, u fizioloSkom rastvoru, u slu¢aju uzoraka DLPLG-a,
DLPLG/askorbinska kiselina 85/15 %, DLPLG/askorbinska kiselina 70/30 % i DLPLG/askorbinska
kiselina 50/50 %.
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Slika 5.1-2 Kumulativne krive oslobadanja askorbinske kiseline u procentima tokom vremena
degradacije, u fizioloSkom rastvoru, u slu¢aju uzoraka DLPLG/askorbinska kiselina 85/15 %,

DLPLG/askorbinska kiselina 70/30 % i DLPLG/askorbinska kiselina 50/50%.

Pracenje procesa degradacije Cestica DLPLG-a je kao i pradenje procesa
otpustanja askorbinske kiseline iz ¢estica DLPLG-a radeno i u fosfatnom pufer rastvoru
(PBS) uz prisustvo azida. Azidi su prisutni u degradacionom medijumu kako bi se sprecilo
bakterijsko delovanje. Eksperiment je raden radi potvrde materijalnog bilansa prethodnog
eksperimenta kao i radi ispitivanja uticaja degradacionog medijuma na sam proces
degradacije. Uzorci su ispitivani periodi¢no u pribliZno istim vremenskim intervalima kako
bi rezultati mogli biti uporedjivani sa rezultatima prethodnog eksperimenta. U PBS-u je
trajanje eksperimenta produZeno i nakon 55 dana koliko je prethodni eksperiment
degradacije u fizioloSkom rastvoru trajao a gde je uofeno da je polimer u ovom
vremenskom periodu u potpunosti degradirao a da je sav vitamin otpuSten. To je i
potvrdjeno u eksperimentu sa PBS-om. Apsorbancija rastvora vitamina C na Amy,,=264nm
raste tokom vremena degradacije i to do 55 dana a nakon toga (57 i 63 dana) ostaje ista,

nepromenjena. Dinamika otpuStanja vitamina C je neSto drugacija u slu¢aju degradacije
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Cestica u PBS-u, odnosno, vitamin C se u pocetku sporije otpusSta, Sto se objaSnjava
sporijom promenom pH rastvora kao i prisustvom azida. Na slici 5.1-3 su prikazane
uporedno krive zavisnosti absorpcionog maksimuma od vremena degradacije, u PBS-u kao
degradacionom medijumu, u slucaju uzoraka DLPLG-a, DLPLG/askorbinska kiselina
85/15%, DLPLG/askorbinska kiselina 70/30% 1 DLPLG/askorbinska kiselina 50/50%. Na
slici 5.1-4 su prikazane uporedno kumulativne krive oslobadanja askorbinske kiseline u
procentima tokom vremena degradacije, u PBS-u, u sluc¢aju uzoraka DLPLG/askorbinska
kiselina 85/15%, DLPLG/askorbinska kiselina 70/30% 1 DLPLG/askorbinska kiselina
50/50%.
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Slika 5.1-3 Uporedne krive zavisnosti apsorbancije na talasnoj duZini apsorpcionog maksimuma
(A=264nm) od vremena degradacije, u PBS-u, u slu¢aju uzoraka DLPLG-a, DLPLG/askorbinska
kiselina 85/15 %, DLPLG/askorbinska kiselina 70/30 % i DLPLG/askorbinska Kiselina 50/50 %.
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Slika 5.1-4 Kumulativne Kkrive oslobadanja askorbinske Kkiseline u procentima tokom vremena
degradacije, u PBS-u, u slu¢aju uzoraka DLPLG/askorbinska kiselina 85/15 %,
DLPLG/askorbinska kiselina 70/30 % i DLPLG/askorbinska kiselina 50/50 %.

Na osnovu SEM fotografija uzorka DLPLG-a i uzoraka DLPLG/askorbinska
kiselina 85/15%; 70/30% i 50/50% snimanih nakon dva dana degradacije u fizioloSkom
rastvoru je uradena stereoloska analiza (tabela 5.1-1, slike 5.1-5; 5.1-6; 5.1-7; 5.1-8; 5.1-9;
5.1-10 ) i na osnovu rezultata je potvrdeno da u sluc¢aju praha DLPLG-a bez inkapsulirane
askorbinske kiseline inicijalno dolazi do povecanja dimenzija Cestica ali i do povecanja
sferi¢nosti Cestica dok u slucaju uzoraka sa razli¢itim sadrZajem askorbinske kiseline dolazi

do smanjenja dimenzija Cestica ali i kod njih je povecana sferi¢nost.

Na osnovu SEM fotografija kao i stereolo$kih rezultata mehanizam procesa
degradacije bi bio sledeci: U pocetku degradacije dolazi do difuzije fizioloskog rastvora u
polimernu Cesticu pri ¢emu dolazi do bubrenja Cestice (povecanje ¢estica samog DLPLG-a)
ali i istovremenog laganog otpustanja askorbinske kiseline u slucaju uzoraka koji sadrZze

askorbinsku kiselinu (smanjenje Cestica). Nakon dva dana degradacije Cestice i dalje imaju
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sferican oblik ¢ak je i perimeter form factor koji karakteriSe oblik cestice bliZi jedinici $to
znaci da je sferi¢nost povecana. Nakon toga dolazi do usporavanja otpustanja askorbinske
kiseline jer dolazi do aglomeracije Cestica koje su u vrlo bliskom kontaktu. S obzirom da
uzorak nije meSan, polazne Cestice koje su bile u bliskom kontaktu, su nadalje povecavale
svoju kontaktnu povrSinu, doslo je do njihovog slepljivanja (sinterovanja) i stvaranja filma
(koji se moze posmatrati i kao jedna velika besporozna zona). Kako polimer nakon 24 dana
degradira tako se na filmu javljaju pore i ponovo dolazi do naglijeg oslobadanja
askorbinske kiseline. Sa vremenom degradacije stepen poroznosti se povecava do potpune

degradacije uzoraka odnosno do potpunog oslobanjanja askorbinske kiseline u rastvor.

Tabela 5.1-1 Rezultati stereoloske analize pre i nakon dva dana degradacije u fizioloSkom rastvoru
za slu¢aj DLPLG, DLPLG/askorbinska kiselina 85/15 %, DLPLG/askorbinska kiselina 70/30 %,
DLPLG/askorbinska kiselina 50/50%. U tabeli su prikazane srednje vrednosti stereoloskih

parametara.
Odnos DLPLG/askorbinska L, (um) | Ay (um) | Dpax (um) | feret X (um) | feret Y (um) fL
kiselina (mean) (mean) (mean) (mean) (mean) (mean)
100/0% (pre) 0.60 0.02 0.17 0.12 0.11 0.90
100/0 % (nakon dva dana degradacije) 0.79 0.05 0.21 0.10 0.15 0.97
85/15% (pre) 1.17 0.09 0.31 0.20 0.23 0.84
85/15% (nakon dva dana degradacije) 1.00 0.08 0.24 0.18 0.17 0.99
70/30% (pre) 2.05 0.33 0.55 0.38 0.40 0.83
70/30% (nakon dva dana degradacije) 1.72 0.27 0.45 0.29 0.34 0.97
50/50% (pre) 5.89 228 1.56 1.24 1.10 0.76
50/50% (nakon dva dana degradacije) 1.84 1.20 0.47 0.31 0.36 0.92
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Slika 5.1-5 Uporedni rezultati stereoloskih ispitivanja cestica DLPLG-a bez i sa askorbinskom
kiselinom pre i nakon dva dana degradacije, u fizioloSkom rastvoru, na osnovu popre¢nog preseka
Cestice -A,

DLPLG
pre i nakon dva dana degradacije
DLPLG/askorbinska kis. 85/15%

1 pre i nakon dva dana degradacije
100 < IJ!,%’%;%{Q DLPLG/askorbinska kis. 70/30% -V
rg i ngkon dva dana degradacije
80 + DLPLG/askorbinska kis. 50/50%
pre i naken dva dana degradacije
R 60
o
[0} 4
E
L
£ 40
=
O .
20
0 <
T 34 T E T Y T ! T 1 T ! T 4 T ! 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Lp (um)

Slika 5.1-6 Uporedni rezultati stereoloskih ispitivanja ¢estica DLPLG-a bez i sa askorbinskom

kiselinom pre i nakon dva dana degradacije, u fizioloSkom rastvoru, na osnovu obima ¢estice -L,
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Slika 5.1-7 Uporedni rezultati stereoloskih ispitivanja ¢estica DLPLG-a bez i sa askorbinskom
kiselinom pre i nakon dva dana degradacije, u fizioloSkom rastvoru, na osnovu maksimalnog

precnika Cestice -Dax
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Slika 5.1-8 Uporedni rezultati stereoloskih ispitivanja ¢estica DLPLG-a bez i sa askorbinskom

kiselinom pre i nakon dva dana degradacije, u fizioloSkom rastvoru, na osnovu feret X
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Slika 5.1-9 Uporedni rezultati stereoloskih ispitivanja ¢estica DLPLG-a bez i sa askorbinskom

kiselinom pre i nakon dva dana degradacije, u fizioloSkom rastvoru, na osnovu feret Y

Na slici 5.1-10 su prikazani uporedni rezultati stereoloskih ispitivanja pre i nakon
dva dana degradacije u fizioloSkom rastvoru za wuzorak nanosfera DLPLG-a
DLPLG/askorbinska kiselina 85/15 %, DLPLG/askorbinska kiselina 70/30 % i
DLPLG/askorbinska kiselina 50/50 % cestica; bazirano na perimetar form farkoru, f;, na
osnovu kojih se jasno vidi da je do$lo do povecanja sferinosti Cestica nakon dva dana
degradacije. Proces pracenja degradacije i otpuStanja askorbinske kiseline je radjen u

statickim uslovima (uzorak nije meSan).

U slucaju eksperimenta prac¢enja degradacije polimera DLPLG-a bez i sa razli¢itim
sadrzajem askorbinske kiseline i procesa otpuStanja askorbinske kiseline iz polimerne
matrice u PBS-u kao degradacionom medijumu uzorci su analizirani skeniraju¢om
elektronskom mikroskopijom nakon 17 i 28 dana kada je ve¢ doSlo do njihove

aglomeracije te stoga nije radena njihova stereoloska analiza.
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Slika 5.1-10 Uporedni rezultati stereoloskih ispitivanja pre i nakon dva dana degradacije u
fizioloSkom rastvoru za uzorak aa’) nanosfera DLPLG-a bb’) DLPLG/askorbinska Kiselina 85/15
% cc’) DLPLG/askorbinska Kkiselina 70/30 %3 dd’) DLPLG/askorbinska kiselina 50/50 % cestica;

bazirano na perimetar form farkoru, f;,
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6 Zakljucak
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e Rastvara¢/nerastvara¢ fizickohemijskom metodom i uz KkoriS¢enje tehnike
centrifugalnog procesiranja su dobijene sferne, uniformne, neaglomerisane
nanocestice kopolimera poli(DL-laktid-ko-glikolida) (DLPLG-a) koje potencijalno

mogu biti kori$¢ene za kontrolisanu dostavu medikamenata.

e Razlicite koncentracije askorbinske kiseline (vitamina C) su novom metodom
inkapsulirane u nanocestice DLPLG-a pri ¢emu su dobijene Cestice razli¢itih
morfoloskih karakteristika. Nanocestice DLPLG-a mogu imati potencijalnu
upotrebu u transdermalnim sistemima za kontrolisanu dostavu vitamina C. U
nanocestice DLPLG-a su inkapsulirane razlic¢ite koncentracije askorbinske kiseline
i dobijene su nanosfere DLPLG/askorbinska kiselina 85/15%, DLPLG/askorbinska
kiselina 70/30% i DLPLG/askorbinska kiselina 50/50%. Cestice DLPLG-a u koje
je dodavana askorbinska kiselina za odnos 30/70% su aglomerisane i dalja

istraZivanja sa njima nisu radena.

e [spitan je uticaj razli¢itih stabilizatora na morfoloske karakteristike Cestica i to
polivinil alkohola (PVA) i polivinil pirolidona (PVP). Srednje veli¢ine Cestica
DLPLG-a dobijenih u eksperimentima u kojima je kao stabilizator koriS¢en
polivinil alkohol iznose od 150 do 230nm dok srednje veli¢ine ¢estica DLPLG-a
dobijenih u eksperimentima u kojima je kao stabilizator koriS§¢en polivinil
pirolidon iznose od 110 do 170nm (bazirano na stereoloskim parametrima feret X,

feret Y 1 Dpay)-

e [zracunat je prinos Cestica DLPLG-a sa i bez inkapsulirane askorbinske kiseline.
Prinosi za Cestice sa razli¢itim odnosom kopolimerne komponente tj. DLPLG-a i
askorbinske kiseline su sli¢ni i ve¢i od 50%. Takode su i rezultati za prinos Cestica
dobijenih uz koris¢enje PVA ili PVP-a kao stabilizatora Cestica za sve uslove
procesiranja ve¢i od 50%. Prinos Cestica u slucaju uzoraka DLPLG/askorbinska
kiselina 85/15%, DLPLG/askorbinska kiselina 70/30% i1 DLPLG/askorbinska

kiselina 50/50% je ve¢i kada je kao stabilizator ¢estica kori§¢en PVP i to za =2%.
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Efikasnost inkapsulacije je ve¢a od 90% u slucaju dobijanja Cestica kada je kao

stabilizator Cestica kori§¢en PVA kao i u sluc¢aju kada je koriS¢en PVP.

Kvalitativna  analiza  uzoraka  nanoCestica =~ DLPLG-a i  nanosfera
DLPLG/askorbinska kiselina 85/15% je wuradena metodom infracrvene
spektroskopije (IR). IR spektar dobijenih nanocestica DLPLG-a sadrzi sve
karakteristicne trake za DLPLG dok IR spektar nanosfera DLPLG/askorbinska
kiselina 85/15% pored traka karakteristicnih za DLPLG sadrZi i sve trake
askorbinske kiseline. Na DSC dijagramima nanocestica DLPLG-a, dobijenih u
eksperimentu u kome je kao stabilizator Cestica koriS¢en PVA kao i dobijenih u
eksperimentu u kome je kao stabilizator Cestica kori§¢en PVP, uocava se jedino
pik ostakljivanja jer je kopolimer DLPLG amorfan. Na osnovu analize uzoraka
skenirajuéom  elektronskom mikroskopijom je pokazano da Cestice
DLPLG/askorbinska kiselina sa manjim udelom askorbinske kiseline imaju vecu
uniformnost, manje su aglomerisane, veli¢ine su im manje a sferi¢nost izraZenija.
Efikasnost inkapsulacije je ve¢a kod ({estica dobijenih sa PVP-om kao
stabilizatorom Cestica pa su nanosfere DLPLG/askorbinska kiselina 85/15%
dobijene u eksperimentu sa PVP-om srednjih veli¢ina od 200 do 310nm dok
nanosfere DLPLG/askorbinska kiselina 85/15% dobijene u eksperimentu sa PVA
imaju srednje veli¢ine od 130 do 200nm (bazirano na stereoloskom parametru

feret X, feret Y i D).

Proces degradacije Cestica DLPLG-a bez i sa razli¢itim sadrZajem askorbinske
kiseline kao i otpuStanje askorbinske kiseline iz polimerne matrice je ispitan in
vitro u razli¢itim degradacionim medijumima tj. u fizioloSkom rastvoru i
fosfatnom pufer rastvoru uz prisustvo azida. Degradacija nanocestica DLPLG-a
bez i sa askorbinskom kiselinom je pracena u fizioloSkom rastvoru tokom osam
nedelja i utvrdeno je da do kraja ovog perioda vremena cestice u potpunosti
degradiraju a da je celokupna koli¢ina inkapsulirane askorbinske kiseline
otpuStena. U prvih 24 dana degradacije, uzorci sporije degradiraju dok se nakon

toga proces degradacije i otpuStanja vitamina C intezivira. pH rastvora sa
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vremenom degradacije opada usled akumuliranja mlecne, glikolne (krajnjih

produkata degradacije DLPLG-a) i askorbinske kiseline.

¢ Morfoloske promene nastale tokom in vitro degradacije DLPLG cestica bez i sa
razlic¢itim sadrzajem askorbinske kiseline su ispitane skeniraju¢om elektronskom
mikroskopijom. Inicijalno, veli¢ine nanocestica DLPLG-a bez askorbinske
kiseline se povecavaju dok se u sluCaju cestica DLPLG-a sa askorbinskom
kiselinom smanjuju. Na pocetku degradacionog procesa, i kod estica DLPLG-a
bez askorbinske kiseline kao i kod onih sa razliCitim sadrZajem askorbinske
kiseline, dolazi do povecanja sferi¢nosti Cestica, ali nakon, aproksimativno, 24
dana dolazi do njihove aglomeracije, stvaranja poroznog filma pri ¢emu stepen

poroznosti raste do potpune degradacije uzorka.

e U eksperimentu prac¢enja procesa degradacije nanocestica DLPLG-a i otpuStanja
askorbinske kiseline iz polimerne matrice, u fosfatnom pufer rastvoru uz prisustvo
azida, a koji je ciljano vremenski trajao duZe od eksperimenta degradacije u
fizioloskom rastvoru je potvrden materijalni bilans prethodnog eksperimenta kao i

da to Sto uzorak nije sterilisan nije imalo znacajnijeg uticaja.
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Mpunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBY

Motnucanu-a Marpanena CtesaHoBuh

6poj nHaekca Tesa je ogbpaneHa 2007. roanHe

UsjaBrbyjem
[0a je OOKTOpCKa ancepTtauuja nog HacroBoMm

CuHTe3a, KapakTepusaumnja n gerpagaumja HaHocdepa
nonu(QJ1-nakTna-Ko-rnmKkonmaa) Koje cagpxe acCKopouHcKy
KUCESIUHY

® pe3yntat CoOnCTBeHOr UCTpaKnBadkor pana,

e [a npensioXkeHa guceprauuja y UeNvHU HU y AenoBMMa Huje Guna npeanoxeHa
3a pobujake OWNo koje AunnoMe npema CTyaujCKUM nporpaMvMmaAapyrux
BMCOKOLLIKOJICKMX YCTaHOBA,

¢ [a Cy pe3ylnTtatu KOPeKTHO HaBeEeHUN U

e [a HuCaM KpLiMo/nma ayTopcka npaBa M KOPUCTUO WHTENEKTyanHy CBOjUHY
Apyrux nuua.

/ / 7 ) L, 2
L lagc CM(‘ oL (/ /‘(”. Veet))<
/ 7

[/

MoTnuc pokropaHaa

Y beorpagy, 06. 11. 2013.




Mpunor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHuBepautetcky 6ubnuoteky ,Csetosap Mapkosuh® ga y OurutanHu
penosutopujym YHusepsuteta y beorpagy yHece MoOjy OOKTOpPCKY AucepTtauujy nopg
HacrnoBowMm:

CuHTe3a, KapakTepusaumja wun perpagaumja HaHocdepa
nonu(AJ1-nakTna-Ko-rnMKkonupa) Koje cagapXxe acKopOUHCKY
KUCernuHy

Koja je Moje ayTopcKo geno.

OucepTaumjy ca cBuM npunosmma npegao/na cam y enekTpoHcKoM hopmaty norogHom
3a TpajHO apxMBUpamE.

Mojy OOKTOpCKy AucepTaumjy noxpaweHy y durutanHn penosvtopujym YHuBepsuteTa
y beorpagy mory ga kopucte CBW Koju nowtyjy ogpende cagpxaHe y ogabpaHom tuny
nuueHue KpeaTtusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oany4mo/na.

1. AyTopcTBO

2. AyTOpCTBO - HEKoOMepLMjarHo

3. AyTopcTBO — HekomepuwmjanHo — 6e3 npepage

4. AyTOpCTBO — HEKOMEpPLMjanHo — AenIMT Nog UCTUM ycnoBuma
5. AytopcTtBo — 6e3 npepage
6. AyTOopCcTBO — OenuTu nog UCTUM yCrioBumMma

(Monnmo ga 3aokpyxuTe camo jedHy oA LecCT MOHyheHuX nuueHuun, KpaTak onmc
nueHumM 4ar je Ha nonefuHu nucra).

MoTnuc pokropaHaa
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Y Beorpaay, 06. 11. 2013.
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1. AyTtopcTBo - [lo3BorbaBaTe yMHOXaBawe, AUCTPMOYLUM)Y U jaBHO caomnliTaBake
Jena, n npepaje, ako ce HaBefe VMMe ayTopa Ha HaduvH ogpefheH of cTpaHe ayTopa
nUnu gaesaoua nuueHue, Yak u 'y komepuujanHe cepxe. OBO je HajcnoboaHuja of CBUX
nULEHUMN.

2. AyTopcTBO — HEekomepLuujanHo. [Jo3BorbaBaTe YMHOXaBawe, QUCTPUBbYLMjy 1 jaBHO
caonwTtaBawe fena, v npepage, ako ce HaBefe Mme aytopa Ha HayuH ogpeheH of
CTpaHe aytopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHUa He [03BOSfbaBa KoMepuwujanHy
ynotpeby gena.

3. AyTOpCcTBO - HekomepuujanHo — 6e3 npepage. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBake,
onctpmbyumjy M jaBHO caonwTaBawe fena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBaka WNu
ynoTpebe gena y cBOM [Jeny, ako ce HaBede MMe ayTtopa Ha HavvH oapeheH o
CcTpaHe ayTopa vnu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He 003BOSfbaBa KomepuwujarnHy
ynoTpeby Aena. Y ogHoOCy Ha cBe ocTane nuvueHue, OBOM FMUEHLIOM Ce orpaHuyaBsa
Hajsehun o6mm npaBa Kopuwhewa gena.

4. AyTOpCcTBO - HekomepuujanHo — Aenutu NoA WUcTUMm ycrioBuma. [losBorbaBaTe
yMHOXaBak€e, AUCTpubyumjy 1 jaBHO caonwiTaBake Aena, U npepane, ako ce HaBeae
MMe ayTopa Ha HauvH ogpeheH oA cTpaHe ayTopa WUnu gaBaola NuueHLe M ako ce
npepaga AuCTpuOyupa nog WCTOM UMM cndYHOM nuueHuom. OBa nuueHua He
[03BOrbaBa koMmepuujanHy ynoTpeby Aena u npepaga.

5. AytopctBo — 6e3 npepage. [lo3BorbaBate yMHOXaBawe, OMCTPUOyUMjy U jaBHO
caonwTaBake gena, 6e3 npomeHa, npeobnvkoBarwa Unu ynotpebe gena y cBom geny,
aKko ce HaBede MMe ayTopa Ha HadvH ogpeheH o CTpaHe ayTopa unu gaBaola
nunueHue. OBa nuueHua Jo3BoSbaBa komepumjanHy ynotpeby gena.

6. AyTtopcTBO - OenuTu nog WUCTUM ycnoBuma. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBakbe,
ancTpubyumjy u jaBHO caonwiTaBawe Aena, u npepage, ako ce HaBede nMme aytopa Ha
HauuH oapefeH o4 cTpaHe ayTopa WM [aBaoua IuvueHue M ako ce rnpepaja
anctpubympa nog UCTOM unu crnvdHOM  nuueHuom. OBa nuueHua [A03BOSbaBa
KomepuujanHy ynotpeby gena un npepaga. CnnyHa je codpTBEPCKMM nuMuUeHLama,
O HOCHO InnueHuama oTBOPEeHOr Koaa.
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