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Teza se sastoji iz sedam celina. Prvo poglavlje pruza uvid u teorijske osnove
biodegradabilnih polimera, alifati¢nih poliestara, poli(e-kaprolaktona) kao njihovog predstavnika,
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he scientist does not study nature because it is useful to do so. He studies it because he takes

pleasure in it, and he takes pleasure in it because it is beautiful. If nature were not beautiful it

would not be worth knowing, and life would not be worth living. I am not speaking, of course, of
the beauty which strikes the senses, of the beauty of qualities and appearances. I am far from despising
this, but it has nothing to do with science. What I mean is that more intimate beauty which comes from
the harmonious order of its parts, and which a pure intelligence can grasp.

Jules Henri Poincaré - Science and Method (1908)
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APSTRAKT

Poli(e-kaprolakton) (PCL) je biokompatibilan i biodegradabilan poliestar, koji se koristi za
razliCite biomedicinske primene, kao Sto je kontrolisana dostava lekova, tkivno inZenjerstvo,
fiksacija koStanih fraktura i druge. Jedan od osnovnih uslova za primenu PCL polimera na polju
kontrolisane dostave medikamenata, jesu odgovaraju¢e morfoloSke osobine Cestica, tj. njihova
sferi¢nost i velika uniformnost.

Liofilizacija se koristi u farmaceutskoj industriji prilikom dobijanja najrazli¢itijih
medikamenata, a predstavlja postupak suSenja pri redukovanom pritisku i pri vrlo niskim
temperaturama. lako omogucuje dobijanje Cestica dovoljne stabilnosti za distribuciju i skladistenje,
ovaj proces generiSe izvesne negativne uticaje na strukturu samih formulacija. U cilju prevazilazenja
ovakvih nezgoda, formulaciji se dodaju krioprotektanti, supstance koje Stite cestice tokom
zamrzavanja. Odabir krioprotektanta ni malo nije lak zadatak. Radi obezbedivanja maksimalne
protekcije Cestica, potrebno je odabrati pravi tip krioprotektanta i optimizovati njegovu
koncentraciju.

U radu je opisana sinteza mikrosfera PCL-a fizickohemijskom rastvarac/nerastvarac
metodom i data je komparacija morfoloSkih karakteristika cestica susSenih u liofilizatoru, uz
koriséenje razli¢itih krioprotektanata: poli(L-glutaminske kiseline) (PGA), poli(vinil alkohola)
(PVA), saharoze ili glukoze. Uzorci su karakterisani metodama infracrvene spektroskopije sa
Fourierovom transformacijom (FT-IR), skenirajuée elektronske mikroskopije (SEM) kao i metodom
analize difrakcije laserske svetlosti na Cesticama (DLS). U analizi svojstava materijala koji je
procesiran u cilju potencijalne primene u oblasti biomedicine, veoma je vaZno ispitati njegovu
citokompatibilnost, odnosno meru u kojoj je materijal podesan da koegzistira u prisustvu ¢elija, tako
da ne utice na njihov prirodni Zivotni proces, u smislu podsticanja procesa degeneracije i umiranja.
Takode, veoma je vazno ispitati i uticaj materijala na prekomerno obrazovanje reaktivnih
kiseoni¢nih vrsta (reactive oxygen species - ROS) i nastanak oksidativnog stresa, koji se dovodi u
vezu sa mnogim oboljenjima. Citokompatibilnost uzoraka je ispitana MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazolijum bromid) testom, dok je ROS efekat ispitan DCFH-DA (2'-7'-
dihlorodihidrofluorescein diacetat) testom.

Klju¢ne reci: poli(e-kaprolakton), kontrolisana dostava, liofilizacija, krioprotektant, FTIR, SEM,
MTT, ROS.



ABSTRACT

Poly(e-caprolactone) (PCL) is a biocompatible and biodegradable polyester, extensively
investigated for applications in controlled drug delivery, tissue engineering, bone fracture fixation
etc. One of the crucial conditions for the application of polymers in controlled drug delivery are
morphological characteristics of the particles, their sphericity and a high uniformity.

Freeze drying, also termed lyophilization, is a process of drying in conditions of reduced
pressure and very low temperatures. Although this technique was considered as a good method to
conserve the integrity of particulate systems, various stresses are generated during the process. To
protect nanoparticles from stresses and subsequent aggregation, a cryoprotectant or lyoprotectant
is generally used. The selection of a proper cryoprotectant is not straightforward. In some cases,
increasing cryoprotectant concentration to a certain level may eventually reach a limit of
stabilization or even destabilize nanoparticles. In general, the type of cryoprotectant must be
selected and its concentration must be optimized to ensure a maximum stabilization of
nanoparticles.

The aim of this study was to produce PCL spherical particles using physico-chemical
solvent/nonsolvent method, and to evaluate different cryoprotective excipients that were used in
order to increase stability of the particles and protect them from freezing stress. Sugars, such as
glucose and sucrose, and polymers (PVA and PGA), were added to the formulation to test the effects
on the outcome of freeze-dried poly(e-caprolactone) micro- and nanospheres. Samples were
characterized using Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR), Scanning Electron
Microscopy (SEM) and Dynamic Light Scattering method (DLS). In the analysis of properties of
materials processed for applications in biomedicine, it is of crucial importance to test its
cytocompatibility, the extent at which the material is able to coexist in the presence of cells without
interrupting their living process in terms of promoting degeneration and death. Furthermore, it is
very important to investigate the effects on excessive production of reactive oxygen species (ROS)
and the oxidative stress, which is responsible for many diseases. In vitro studies used, include MTT
assay (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide), testing cytotoxicity as the
quality of being toxic to cells, and DCFH-DA assay (2’,7’-dichlordihydrofluorescein-diacetate),
testing the possible increase in ROS levels.

Key words: poly(e-caprolactone), controlled release, drug delivery, lyophilization, freeze drying,
cryoprotectant, SEM, FTIR, MTT, ROS
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1.1 UVOD

eliki broj klasa materijala je obuhvacen pojmom "biomaterijali”, a neke od njih su: metalni

biomaterijali, keramicki i staklasti biomaterijali, sinteticki nedegradabilni i degradabilni

polimeri, kompozitni biomaterijali, bioderivatni polimeri i tkiva, kao i pasivne i bioaktivne
prevlake [1]. Sinteticki polimeri su veoma atraktivni i korisni u oblasti biomaterijala, zbog
prilagodljive hemijske strukture i fizickih osobina. Regulisanjem strukturnih parametara polimera i
njegove morfologije na razli¢itim skalama velic¢ina, postizu se kontrolisane fizicke osobine u cilju
zadovoljavanja raznovrsnih klini¢kih potreba i regulisanja ponasanja ¢éelija [2]. Pored toga Sto se
mogu spajati sa drugim polimerima, polimerni biomaterijali se mogu praviti u sistemima zajedno sa
prirodnim materijalima ili neorganskim nanocesticama, radi dobijanja novih, unikatnih, sinergijskih
osobina i bolje primene [3].

Revolucionaran je koncept uvodenja polimera sposobnih da degradiraju unutar ljudskog
tela, nakon Sto su posluzili kao strukturna potpora, kao matrice za kontrolisanu dostavu lekova ili
kao zamena za vancelijski matriks pri indukciji regeneracije tkiva [4]. Klasican prilaz u dizajniranju
degradabilnih polimera je da im se pripoje hemijske veze, koje su raskidive pod fizioloSkim
uslovima. Raskidanje veza moZe nastati usled hidrolize (npr. u poliestrima), uticaja enzima ili preko
drugih mehanizama, poput redoks reakcija (npr. kod disulfidne veze) [5]. Kidanje veza rezultira
polimernim fragmentima rastvornim u vodi, koji se izlu¢uju iz organizma metaboli¢kim putevima,
Cime se izbegava potreba za jos jednim hirurskim zahvatom [6]. [ako je ve¢ nekoliko decenija razvoj
medicinskih implanta, baziranih na biodegradabilnim polimerima, postao obecavajuca strategija za
medicinsku industriju, pun potencijal trziSta joS uvek nije ostvaren za primenjive biodegradabilne
polimere. Trenutno, degradabilni materijali obuhvataju samo mali procenat svih biomaterijala u
upotrebi. Jedan od razloga S$to velina ovakvih materijala jo§ uvek nije stigla do faze klinickih
ispitivanja ili odobrenja za sigurnu klinicku upotrebu, jeste Cinjenica da je predvidanje dugotrajnih
ucinaka polimera in vivo, veoma izazovan posao [4].

Alifati¢ni poliestri su medu najvaznijim biokompatibilnim, biodegradabilnim materijalima
pa se sve viSe paZnje usmerava ka njima. Njihova konvencionalna primena u poljoprivredi, industriji
za izradu ambalaZze i u biomedicini (u tkivhom inZenjerstvu i kontrolisanoj dostavi lekova),
poslednjih godina je u ogromnom porastu [7]. Veci broj degradabilnih polimera je od interesa za
pomenute primene, sa stanoviSta biokompatibilnosti, degradacije, bioaktivnosti i resorptivnosti.
Medu njima se posebno izdvaja poli(e-kaprolakton) (PCL), koji ima Siroku primenu, ukljuc¢ujuci
sisteme za dostavu lekova, medicinske Savove i u tkivnom inZenjerstvu [8].

Poli(e-kaprolakton) je jedan od najranije sintetisanih polimera i to 1930-ih godina. MoZe se
sintetisati ili polimerizacijom otvaranja prstena e-kaprolaktona, koriS¢enjem razli¢itih anjonskih,
katjonskih ili koordinativnih katalizatora ili polimerizacijom 2-metilen-1,3-dioksepana, otvaranjem
prstena slobodnim radikalom [9, 10]. PCL je hidrofoban i semikristalan polimer. Neke od prednosti
primene ovog polimera u biomedicinske svrhe Cine i njegova dobra rastvorljivost, niska tacka
topljenja (59 - 64 °C), dobra permeabilnost za mnoge lekove i izuzetna kompatibilnost pri mesanju
sa drugim polimerima [11]. Sedamdesetih i osamdesetih godina dvadesetog veka, PCL i njegovi
kopolimeri su dosta istrazivani u sistemima za dostavu lekova, zbog njegovih zapaZenih prednosti u
odnosu na prirodne polimere. Ove prednosti podrazumevaju kontrolisanu kinetiku degradacije i
mehaniCke osobine, poput lakoce oblikovanja, dobijanja porozne strukture i otpustanja lekova iz
unutras$njosti polimerne matrice. lako je ovaj polimer izazvao znatna interesovanja, tih godina se
paznja preusmerila na polimere koji degradiraju u relativno kratkom roku, od nekoliko dana ili



nedelja. Za primene u sistemima kontrolisane dostave, polilaktidi i poliglikolidi su tada bili u zizi
istrazivanja [12]. IstraZivaci na poljima biomedicinskih implanata i sistema za dostavu, smatrali su
da polimeri koji se brZe resorbuju, imaju vece prednosti od onih koji degradiraju duze. Zbog ovog,
PCL je gotovo zaboravljen naredne dve decenije. Ponovni nalet interesovanja za PCL javlja se 1990-
ih i 2000-ih, razvitkom polja tkivnog inZzenjerstva [9]. UocCeno je da PCL ima mnogo bolje reoloske i
viskoelasticne osobine u odnosu na ostale resorptivne polimere. Jo$ jedna od prednosti jeste
relativno jeftinija proizvodnja, za razliku od ostalih alifati¢nih poliestara.

Farmaceutska istrazivanja su uglavnom fokusirana na sintetisanju i testiranju novih lekova,
ali ne, u tolikoj meri, i na krajnju formu doziranja istih. Lekovi se skoro isklju¢ivo primenjuju oralno
ili intravenozno, ¢esto na mestu udaljenom od ciljanog tkiva [13]. Komercijalni farmaceutski sistemi
imaju dosta mana, kao Sto su: visok stepen neZeljenih efekata, fluktuacija nivoa leka u telu, mala
efikasnost leka i nemoguénost kontrolisanja koncentracije, trajanja i bioloSke aktivnosti leka. U cilju
poboljsanja farmaceutskih sistema, osmisljena je tehnologija ciljanog i kontrolisanog otpustanja
lekova. Sistemi za dostavu lekova, koji Cesto podrazumevaju makromolekule kao nosace lekova,
imaju brojne prednosti u odnosu na pomenute konvencionalne forme doziranja [14]. Glavne mane
hemoterapije su kratak in vivo polu Zivot i Cesto ponavljanje doza, ali i velika toksi¢nost, kao i mnogi
drugi sporedni efekti [13]. Osnovna ideja sistema za dostavu lekova jeste da se terapeutski aktivni
molekuli transportuju u odgovarajucoj koncentraciji do mesta gde je njegovo dejstvo potrebno, u
odredeno vreme. Jedan od primera ovih sistema predstavlja ugradivanje terapeutsih agenasa u
biodegradabilne polimerne Cestice, iz kojih ¢e se lek oslobadati na kontrolisan nacin i tokom duZeg
vremenskog perioda [15].

Prednosti primene mikro- i nanocCestica na polju farmacije su brojne, ali ipak, Sira primena
tih ¢estica moZe biti ograni¢ena problemima kao npr. odrZanje integriteta teCne suspenzije tokom
duzeg vremenskog perioda [16]. PovrSinski aktivni agensi se obi¢no dodaju radi stabiizacije
suspenzije, direktnom adsorpciom na povrsinu cestica. Medutim, Cesto je primeéena aglomeracija
tokom skladistenja. U prilog poboljSanju fizicke stabilnosti, i hemijska stabilnost polimernog
materijala, od kojeg su nanocestice, treba da se uzme u obzir. Stoga, poboljSanje stabilnosti
nanocestica predstavlja veoma vazan zadatak pri razvoju ovakvih nosaca lekova. Liofilizacija je
jedan od najpogodnijih metoda stabilizacije i olakSava rukovanje koloidnim sistemima, koji bi kao
suspenzija tokom skladiStenja pretrpeli izmene u relativno kratkom roku [17].

Liofilizacija je industrijski proces suSenja, zamrzavanjem i sublimacijom leda. Koristi se za
konverziju rastvora labilnih materijala u cvrsto stanje dovoljne stabilnosti za distribuciju i
skladistenje. Smatra se dobrom tehnikom za ocuvanje integriteta koloidalnih Cestica. Zamrzavanje je
najvazniji, a i najagresivniji korak pri procesu liofilizacije [18, 19]. U ovom koraku moZe do¢i do
aglomeracije ili destrukcije nanocestica. Radi sprec¢avanja ovakvih uticaja, formulacijama se dodaju
razlic¢ite supstance - krio- i lioprotektanti. U mnogim radovima, Siroko je diskutovana primena
liofilizacije na lipozome [16, 20, 21]. Medutim, kada su u pitanju polimerne nanocestice, istraZivanja
nisu toliko brojna. Takode, neka od istrazivanja se ¢ak i suprotstavljaju [18]. Stoga, veoma je korisno
sistematski istrazivati ovaj proces i fokusirati se na optimizaciju liofilizacije mikro- i nanocestica.
Mnogi smatraju da su aditivi neophodni, u formi protektanata, i od njih se najceS¢e koriste ugljeni
hidrati. Ovaj rad se bazira na ispitivanju cetiri potencijalna krioprotektanta - poli(vinil alkohola),
poli(e, v, L-glutaminske kiseline), saharoze i glukoze.



1.2 BIODEGRADABILNI POLIMERNI MATERIJALI

Biodegradabilni polimeri imaju veoma Siroku primenu, ali je poslednjih godina najviSe
razvijena primena u biomedicinske svrhe. Primenjuju se na polju farmakologije, kao mehanicka
potpora ili barijera, u razvitku vestackih tkiva/organa, dostavi lekova itd [22]. Naravno, u ove svrhe
se mogu primeniti i nedegradabilni ("stabilni") polimeri, ali kao takvi bi ostali u tkivu i za njihovo
uklanjanje bi bio potreban naknadan hirurski zahvat. Najvazniji kriterijum primene ovakvih
biomaterijala u pomenute svrhe, jeste toksikoloSki profil. Polimer, kao ni njegovi produkati
degradacije, ne smeju izazvati nikakve nepoZeljne toksi¢ne ili imunoloSke odgovore.
Biodegradabilni polimeri mogu biti prirodni ili sinteticki. Generalno, sinteticki polimeri pruzaju vise
prednosti u odnosu na prirodne, iz razloga Sto se mogu krojiti sa velikim brojem mogu¢nosti i sa
razliC¢itim karakteristikama [23, 24]. Osobina polimera koja je privukla najviSe paZnje jeste
mogucénost kopolimerizacije, tj. dobijanja usrednjenih karakteristika dva ili viSe polimera, ¢ime se
sintetiSu polimeri sa Zeljanim karakteristikama.

Pri izboru polimera za odredene biomedicinske svrhe, potrebno je obratiti paznju i na
mehanicku jac¢inu polimera, vreme biodegradacije, povrsSinske osobine, fizicko-hemijske parametre,
biokompatibilnost, stepen kopolimerizacije, prisistvo funkcionalnih grupa za modifikovanje,
mogucnost izrade u kompleksnim oblicima sa pogodnom poroznos¢u, sposobnosti da potpomaze
¢elijsku proliferaciju itd [25, 26, 27]. Biodegradabilni sinteti¢ki polimeri se primenjuju u vise
klinickih sistema, ukljucujuéi izradu resorptivnih Savova, sistemima za kontrolisanu dostavu
medikamenata, ortopedskih fiksacionih uredaja i u tkivnom inZenjerstvu uopsSte. Njihova uloga
moZe biti npr [12]:

e da zamene tkiva, koja su obolela ili na drugi nacin postala nefunkcionalna, kao zamena za
zglobove, vestacki srcani zalisci i arterije, rekonstrukcije zuba i o¢na sociva

e da potpomognu obnovu tkiva, ukljucujuci Savove, ali i plo¢e pri lomu kostiju i implante za
tetive i ligamente

e da zamene deo ili sve funkcije glavnih organa, ukljucuju¢i hemodijalizu (zamenjuje funkciju
bubrega), oksigenaciju (pluéa), levu komoru ili celo srce, jetru ili gusteracu

o za kontrolisanu dostavu lekova na odredena mesta u teluy, tj. na ciljana mesta (npr. tkivo
tumora) ili kao sistemi za dostavu medikamenta na duZi vremenski period (npr. u slucaju
insulina, pilokarpina, kontraceptiva)

U tkivnom inZenjerstvu, velika pogodnost sintetickih polimera lezi u tome Sto se mogu
izradivati u razli¢itim oblicima sa razli¢itim morfoloskim strukturama, porama, pogodnim za
urastanje tkiva. U prilog tome, mogu se dizajnirati polimeri sa hemijskim funkcionalnim grupama
koje promoviSu urastanje tkiva [22]. Kriterijumi koje polimeri moraju da ispune u primeni u
tkivnom inZenjerstvu variraju, od sposobnosti da pruze mehanicku potporu u toku rasta tkiva i
postepene degradacije u biokompatibilne produkte, sve do zahtevnijih kriterijuma, poput
sposobnosti da stvori pogodne uslove za prisvajanje celija, faktora rasta itd. Izbor dimenzija
odredenog implanta nije jednostavan zadatak. Deblji slojevi implanta pruZaju vecu pocetnu snagu u
odnosu na tanji, ali takode i degradiraju brze. Ovo komplikovano ponasSanje daje poteSkoce u
optimizaciji dizajna biodegradabilnog implanta. Tipi¢no vreme degradacije implanta moZe biti i po
nekoliko meseci, stoga, pristup probe i greske je dosta tesSko primeniti. Kompjuterski potpomognut
pristup bi bio idealan za prevazilaZenje ovakve poteSkoce [28]. U kontrolisanoj dostavi
medikamenata, na primer, idealno bi bilo da je kineticki profil polimera nultog reda. Smatra se da
povrsinski erodirajuéi polimeri prate kinetiku prvog reda, medutim, takvi polimeri imaju prili¢no



labilne veze, pa ih to ne ¢ini pogodnim kandidatima za sisteme dostave. Poliestri mogu da zadrze
medikamente prilicno dugo, dobro su istrazeni na planu klinicke sigurnosti, pa se stoga najceSce
koriste u razvoju sistema za dostavu [29].

Pre upotrebe u biomedicinske svrhe, veoma je vazno prvo ispitati degradacioni profil
polimera. Obicno, polimerna matrica degradira hidroliticki ili pod dejstvom enzima. Potrebno je
napomenuti da su biodegradacija i bioerozija dva odvojena pojma [23]. Degradacija podrazumeva
razdvajanje polimernih lanaca, nakon ¢ega se polimer raspada na oligomere i monomere. Sa druge
strane, erozija je gubitak materijala koji se manifestije smanjenjem mase polimera. Erozija zavisi od
nekoliko procesa, uklju¢uju¢i brzinu degradacije, poroznost i lako¢u difuzije oligomera i monomera
sa polimerne matrice. Kada je rec¢ o difuziji vode u polimernu matricu, proces degradacije se moZze
podeliti na povrSinsku i zapreminsku eroziju (slika 1.2.1). U zapreminskoj, gubitak mase polimera je
uniforman duZ polimerne matrice i brzina erozije zavisi viSe od zapremine nego od debljine
polimera. Nasuprot tome, povrSinska degradacija se manifestuje u gubitku materijala od spoljasnje
strane ka unutras$njoj strani matrice, pa je brzina erozije zavisna od debljine polimernog diska [29].

Biodegradacija polimera u organizmu je proces koji se sastoji od dve faze [28]. Prva,
hemijska hidroliza polimernog lanca i druga, aktivni metabolizam. Tokom prve faze, voda difunduje
u biodegradabilni implant, preferencijalno interaguju¢i sa estarskim vezama amorfne faze i
obrazuju¢i od duZih polimernih lanaca krace, u vodi rastvorne fragmente (oligomere). U drugoj fazi,
enzimi iz belih krvnih ¢elija uticu i dovode do dalje degradacije polimera do monomerne Kkiseline,
kao npr. laktidne kiseline u slucaju polilaktida. Ove kiseline ulaze u ciklus limunske kiseline i
izluCuju se u obliku vode i ugljen dioksida. Drugi faktor, koji komplikuje biodegradaciju je taj sto se
nivo kristali¢nosti Cesto povecava tokom degradacije. Kako molekuli vode prodiru unutar amorfne
faze, uzrokojuci kidanje polimernih lanaca, mobilnost tih lanaca se povecava, Sto ubrzava proces
kristalizacije amorfne faze.

Biodegradabilni
polimer

PovrSinska
erozija

(b)

Zapreminska
erozija

SLIKA 1.2.1 DOSTAVA LEKA IZ BIODEGRADABILNOG SISTEMA. (A) POVRSINSKA EROZIJA, (B)
ZAPREMINSKA EROZIJA SISTEMA [23]



Uopsteno, faktori koji uti¢u na degradaciju polimera su [29]:

e hemijska priroda: tip veze izmedu monomera

e rastvorljivost u vodi i propustljivost polimera: hidirofilan/hidrofoban
e princip kidanja lanca: hidroliticki/enzimski

e mehanizam hidrolize: nekatalizovana/pH katalizovana/autokatalizovana
e rastvorljivost produkata degradacije u vodi

o molekulska masa i polidisperznost

e struktura: kristalna/amorfna

e temperatura staklastog prelaza

o morfologija: veli¢ina/oblik/dimenzije/odnos povrSine i zapremine

e poroznost

e aditivi: lek/modifikatori/stabilizatori

e metod sterilizacije: temperatura/vlaznost/ozracivanje

e mesto primene

Svi ovi faktori uticu na ukupnu brzinu degradacije i srednji Zivot polimera. Medutim,
preovladujuci faktor je hemijska priroda polimernog lanca, kao i njegova hidrofilnost/hidrofobnost.
Na vreme degradacije najvise uti¢e hidrofilnost polimera i njegovog lanca. Sto je hidrofilniji polimer,
degradacija je brZa, pri konstantnim ostalim faktorima. Rastvorljivost proizvoda degradacije je
takode vazan faktor u njihovom otklanjanju iz tela. Manja molekulska masa oligomera i njihova
dobra rastvorljivost dovode do brZe degradacije i uklanjanja iz organizma.

Kataliticke efekte uzrokuju produkti degradacije, koji menjaju pH mikrookruZenja, Sto
dovodi ili do kisele ili do bazne katalize. Obrazovanje slobodnih radikala takode katalizuje kidanje
polimernog lanca. Povecanje molekulske mase je obitno indirektno proporcionalno brzini
degradacije. Sa druge strane, povecanje u raspodeli molekulske mase moze povecati brzinu
degradacije, poSto postoji viSe grupa za reakciju kidanja lanaca, i ako su slobodne grupe hidrofilne,
dovode viSe vode u sistem, pa se time povecava degradacija. Samo se nekoliko polimera javlja u
potpuno kristalnoj formi, mada dok su amorfni, temperatura ostakljivanja (Tg) diktira degradaciono
ponasanje. Polimeri sa veéom Tg, obi¢no imaju i ve¢u molekulsku masu, pa ¢e im time trebati i vise
vremena da degradiraju. Uticaji oblika ili faktora koji povecavaju odnos povrSine i zapremine,
takode variraju. Aditivi, ukljucuju¢i i lekove, mogu da ¢ine polimer vise hidrofobnim ili hidrofilnim, a
time i da menjaju brzinu degradacije. Primenom toplotne energije, pritiska i sterilizacije, moguce je
uticati na fizicke i hemijske osobine sistema, a time i na brzinu degradacije. Konacno, mesto primene
sistema u telu uti¢e na degradaciju sekundarnim efektima, kao $to su: tok krvi, pomeranje samog
sistema, ¢vrstina tkiva i slicno [29].

Najobimnije ispitani sinteticki degradabilni polimeri su alifaticni poliestri. Oni su
predstavnici sintetickih biodegradabilnih polimera [30]. NajceS¢e su koriS¢eni poli(e-kaprolakton),
poli(laktidna kiselina) i poli(laktid-ko-glikolidna kiselina). Ova tri polimera su najce$¢éi predmeti
ispitivanja zbog njihovih jedinstvenih karakteristika biodegradacije, biokompatibilnosti i
neteksi¢nih efekata, pa su odobreni od strane americke Agencije za kontrolu hrane i lekova (Food
and drug administration - FDA). Oni su se primenjivali kao konci za uSivanje organa i rana, jos 1960-
ih godina. Ovi polimeri pokazuju zapreminsku eroziju, jer je brzina difuzija vode u polimer veca od
brzine hidrolize [12]. Poliestri pruzaju mnoge moguénosti u dizajniranju polimera kombinacijama
razlicitth monomera u cilju postizanja osobina koje zadovoljavaju kriterijume primene u
biomedicini [22].



1.3 ALIFATICNI POLIESTRI

Alifati¢ni poliestri, zbog pogodnih osobina biodegradacije i biokompatibilnosti, predstavljaju
jednu od veoma vaZznih klasa sintetickih biodegradabilnih polimera i danas su komercijalno
dostupni u razli¢itim oblicima [31]. Ovo je klasa polimera koji sadrze alifaticnu estarsku grupu u
svom glavnom lancu. Iako je ve¢i broj poliestara komercijalno dostupan, i svi su teoretski
degradabilni, hidroliticki stabilna priroda estarske veze znaci da samo poliestri sa relativno kratkim
alifaticnim lancima mogu biti iskoriS¢eni kao degradabilni polimeri u biomedicini. Iako su ovi
polimeri cesto blago hidrofobni, stabilnost estarskih veza omogucéava da podlezu zapreminskoj
eroziji. Zbog relativne lakoce njihove sinteze (preko kondenzacione polimerizacije ili polimerizacije
otvaranjem prstena) i komercijalne dostupnosti, njihove bioresorptivnosti i citokompatibilnosti,
poli(a-estri) su najvise istrazeni degradabilni biomaterijali do danas [32].

Poliestri u biomedicinkoj primeni uglavnom poti¢u od glokolida, laktida, e-kaprolaktona
(slika 1.3.1), B-butirolaktona, 1,5 dioksepandiona i trimetilkarbonata. Postoje tri glavna nacina
sinteze alifati¢nih poliestara [33]. Prvi tip je polikondenzacija hidroksi kiseline ili meSavine diola i
bikiselina. Medutim, ovaj metod ima odredene mane, ukljucuju¢i potrebu za visokim
temperaturama, duge reakcije, nizak stepen polimerizacije (koji rezultuje u maloj molekulskoj teZini
polimera) i nemoguc¢nost sinteze blok kopolimera. Drugi tip je preko polimerizacije otvaranjem
prstena laktona i drugih ciklicnih diestara, poput laktida i glikolida, koja pod odredenim
okolnostima moze rezultirati u poliestrima velikih molekulskih masa. Polimerizacija enzimima je
tre¢i tip kojim se dobijaju poliestri i obavlja se pod blagim uslovima, izbegavaju¢i koriS¢enje
toksi¢nih reagenasa i sa moguc¢noScu recikliranja katalizatora. Osnovna mana ovog tipa sinteze je
mala molekulska tezina dobijenih polimera.

Kada su alifaticni poliestri u pitanju, kontrola njihove brzine degradacije, adhezije,
temperature staklastog prelaza i kristali¢nosti, osobine su od posebnog znacaja, a zavise od
dostupnosti pogodnih sintetickih procesa [34]. Voda se mora ukloniti iz polimerizacionog medijuma
da bi se povecala konverzija i molekulska masa, Sto se postiZe azeotropnom destilacijom rastvaraca
sa visokom tackom kljucanja. Medutim, koriS¢enje organskih rastvara¢a sa visokom tackom
kljucanja ne ide u prilog sintezi polimera koji na kraju ostaje bez rastvaraca, jer ga je jako tesko
ukloniti isparavanjem.

Sto se katalizatora tice, postoje anjonski, katjonski i kooordinativni. Generalno govoredi,
jonski katalizatori su mnogo reaktivniji. U slu€aju poliestara, oni su odgovorni za reakcije inter- i
intramolekulske transesterifikacije, smanjuju¢i molekulsku teZinu polimera. Neki organometali
sluZe kao katalizatori, kada aktiviraju monomer kompleksiranjem sa karbonilnom grupom.
Polimerizacija je tada zapoceta bilo kojim nukleofilom (voda ili alkohol), prisutnim u
polimerizacionom medijumu. A kada organometali igraju ulogu inicijatora, polimerizacija nastupa
preko mehanizma insertacija - koordinacija. Metalni alkoksidi su tipi¢ni inicijatori, koji prvo
koordiniSu karbonilnu grupu monomera, Sto je dalje pra¢eno kidanjem acil - kiseonik veze
monomera i simultanom insertacijom u vezu metal alkoksida [30, 34].

Degradacija alifaticnih poliestara se generalno odvija hidrolizom glavnog lanca estarskih
veza, a brzina i obim degradacije zavise od karaktera polimera (na primer, hidrofilnosti i
kristalicnosti) [33]. lako se alifaticni poliestri koriste ve¢ dosta godina u biomedicinske i
farmaceutske svrhe, i dalje postoji potreba za unapredenjima. PCL je ekstenzivno ispitivan u cilju
razvoja za primenu kao biomedicinski implant i skafold u tkivnom inZenjerstvu. Njegova spora



degradacija (2 - 4 godina) i unutrasnja hidrofobnost su glavne mane primene u tkivnom
inZenjerstvu, dok je u nekim slucajevima to prednost. U familiji poliestara, PCL zauzima jedinstveno
mesto, u isto vreme je biodegradabilan i mesljiv sa raznim vrstama polimera i lako kristaliSe.
Odsutnost toksi¢nosti i velika permeabilnost su veoma bitne prednosti koris¢enja PCL u medicini
[35].
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SLIKA 1.3.1 HEMIJSKE STRUKTURE NEKIH POLIESTARA [6]

Jedan od najceSce koriséenih katalizatora za polimerizaciju laktona i laktida je kalaj(II) 2-
etilheksanoat (Sn(Oct);). Medutim, mehanizam polimerizacije laktona sa Sn(Oct);je Cesto predmet
rasprave. U seriji studija o mehanizmu polimerizacije laktona i laktida ovim katalizatorom, istraZena
je kinetika polimerizacije Kkaprolaktona u prisustvu 2,6-di-tert-butilpiridina ili 1,8-
bis(dimetilamino)naftalena, koji su poznati kao protonski trapovi ili protonski sunderi [30].
Polimerizacije koje ukljuc¢uju katjonska jedinjenja tebalo bi da su usporene ometaju¢im aminima.
Zapravo, polimerizacija nije zaustavljena niti usporena, pa su iz tih studija zakljucili da protoni ili
produZene vodoni¢ne veze nisu aktivno ukljuCeni u rast lanca poliestra u prisustvu Sn(Oct)..
Polimerizacija laktona je obi¢no ispitana anjonskim ili koordinativnim jedinjenjima kao
katalizatorima, dok se malo primenjuju katjonski katalizatori. Odredene studije pokazuju prakti¢ni
pristup koriS¢enjem skandijum trifluorometansulfonata (Sc(OTf);) kao katalizatora. Jednim
reaktivnim Sc(OTf); molekulom dobija se veliki broj molekula polimera.



1.4 PCL U BIOMEDICINI

PCL je semikristalan hidrofobni polimer sa relativno polarnom estarskom grupom i pet
nepolarnih metilenskih grupa u ponavljajucoj jedinici. Tokom poslednjih par decenija, privukao je
veliku paZnju kao pogodan materijal za medicinske primene, posebno iz razloga $to ga karakteriSe
visoka propustljivost za veliki broj lekova i odsutnost toksi¢nosti. NajceS¢e se sintetiSe preko
polimerizacije otvaranjem prstena od e-kaprolaktonskih monomera. Medutim, zbog velikog stepena
kristali¢nosti i hidrofobnosti, PCL degradira dosta sporo i manje biokompatibilno sa mekim tkivom,
Sto ograni¢ava neke klini¢cke primene [36]. Kristalicnost PCL varira sa molekulskom teZinom, i
generalno, kristalicnost se pove¢ava smanjenjem molekulske tezine. Pored toga $to je otporniji na
hemijsku hidrolizu, on je i ahiralan (karakteristika koja ograni¢ava moguc¢nost modulacije osobina
preko strukture polimernog lanca). In vivo studije pokazuju da se degradacija PCL mnogo brZze
odvija nego Sto je to slucaj in vitro, zbog prisustva enzima lipaze [37].

Temperatura staklastog prelaza ovog polimera je na -60°C, dok je tacka topljenja izmedu 59 i
64 °C, u zavisnosti od kristalne prirode. Prose¢na molekulska teZina uzoraka PCL varira od 10000 do
42500. PCL se rastvara u hloroformu, dihlormetanu, benzenu, ugljen-tetrahloridu, toluenu i
cikloheksanolu na sobnoj temperaturi. Ima slabu rastvorljivost u acetonu, 2-butanonu, etil-acetatu i
dimetil-formamidu. Nerastvoran je u alkoholima i dietil-etru. PCL se moZe meSati sa drugim
polimerima, u cilju poboljSanja otpornosti na stres, sposobnosti obelezavanja i adhezije [38].
Polikaprolakton je kombinovan sa polimerima kao $to je celulozni propionat, hitozan, celulozni
acetat-butirat, polilaktidna kiselina, polilaktid-ko-glikolid i drugi, u cilju kontrolisanja brzine
otpustanja leka i degradacije [39, 40, 41].

Degradacija PCL, u odnosu na ostale predstavnike poliestara, dosta je sporija, $to omogucava
primenu u dugotrajnoj dostavi lekova i to viSe od jedne godine. Biodegradacija ovog polimera moZe
biti kontrolisana kopolimerizacijom. Degradacija PCL je zapreminski proces koji se moZe podeliti na
dve faze [38]. Prva je gubitak u molekulskoj masi i do 5000 g/mol, zbog kidanja lanaca. Druga faza je
intenziviranje gubitka molekulske teZine. Degradacija je autokatalizovana. Kineticki profil
degradacije PCL konzistentan je sa autokatalitickim procesom, gde oslobodene grupe karboksilne
kiseline katalizuju hidrolizu, na primer, dodatnim kidanjem estarskih grupa.

—COOR -HOOC — +H,0 — 2C00H + ROH

COOH = k(COOH), (estar)
1 = 1o exp(—akt)
M,, = M2 exp(—kt)
n=KMg

Ova jednacCina predstavlja eksponencijalni pad unutrasnje viskoznosti (1) i prosecne molekulske
mase (M;). Druga faza degradacije polimera je okarakterisana smanjenjem brzine fragmentacije
lanaca i nastupom intenzivnijeg gubitka mase. Ovakav gubitak mase se pridodaje povecanoj
verovatnoci da ¢e kidanje lanaca polimera dati dovoljno male fragmente da difunduju van polimerne
matrice, Sto prati povecanje verovatnoCe procesa fagocitoze. Smanjenje brzine fragmentacije
polimernih lanaca se dovodi u vezu sa povecanjem kristalicnosti, zbog toga Sto se kidanje
polimernog lanca prvenstveno odvija u amorfnoj fazi polimera.



Pri degradaciji, fagocitoza segmentiranih i difundovanih fragmenata odvija se istovremeno
sa ukljuc¢ivanjem produkata u ciklus limunske kiseline. 1z studija o degradaciji, moZe se zakljuciti da
lipaze ubrzavaju degradaciju PCL-a i to se deSava tokom trece i Cetvrte nedelje degradacije. U
odsustvu lipaze, degradacija moze biti odloZena cak i nakon devet nedelja [42]. Kao Sto je ranije
napomenuto, biodegradacija polimernih formulacija zavisi od prirode polimernog lanca,
hidrofobic¢nosti, kristalicnosti, duzine polimera, prisutnosti enzima, parametara produkata poput
veli¢ine Cestica, poroznosti povrSine, procesa fabrikacije i geometrije. Degradacioni mehanizmi
polimera bilo koje formulacije indirektno uticu i menjaju profile otpustanja lekova. Liofilni lekovi su
generalno uniformno rasporedeni u polimernoj matrici, dok hidrofilni lekovi teze ka povrsini i
ostaju na povrsini PCL-a, u adsorbovanom stanju. Iz literature o PCL-u, moze se zakljuciti da je
difuzija jedini mogu¢ mehanizam kojim se liofilni lekovi otpustaju iz PCL materijala. Stoga, materijali
bazirani na PCL-u otpuStaju lekove po dvofaznom Sablonu, gde je otpuStanje mnogo vele za
hidrofilne nego za liofilne lekove [43].

1.4.1 KONTROLISANA DOSTAVA LEKOVA

Kontrolisana dostava medikamenata
podrazumeva da je polimer na odreden nacin
ukombinovan sa medikamentom, tako da se
oslobadanje (otpusStanje) medikamenta odigrava na
predvidljiv nacin. 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 duzZeg perioda
vremena, smanjenje sporednih, nezeljenih efekata,
eliminisanje  potencijalno  predoziranje kao i
prevazilazenje nedovoljne, tj. neefikasne koncentracije
medikamenta. Odrzavanjem koncentracije
medikamenta na odredenom nivou, izbegava se
njegovo Cesto unoSenje u organizam i time se povecava
komfornost pacijenata.

SLIKA 1.4.1 SKENIRAJUCA ELEKTRONSKA
MIKROGRAFIJA CESTICA PCL, PRIPREMLJENIH
FIZICKOHEMIJSKOM METODOM [79]

Za kontrolisano i ravnomerno otpustanje leka unutar organizma osnovni je zahtev idealna
sferi¢nost Cestica kao i uska raspodela njihovih veli¢ina. Veli¢ina i oblik Cestica igraju klju¢nu ulogu
u njihovoj adheziji i interakciji sa ¢elijom. Dinamika otpustanja lekova (brzina i koli¢ina) zavisi od
morfologije, odnosno strukture polimera. Hemijska struktura, molekulska masa, sastav kao i uslovi
dobijanja su parametri koji uticu na krajnju morfologiju polimera. Ispitivanje degradacije
polimernih Cestica je takodje od esencijalnog znacaja.

Jedan od glavnih problema, suocavaju¢i se sa hemoterapijom pri leCenju tumora, jeste
dostizanje cirkulacijom odgovarajuce koncentracije leka na mestu tumora, u okviru poZzeljnog
vremenskog perioda i bez uzrokovanja nepozeljnih efekata na druga tkiva [37]. Da bi se prevazisli
sporedni efekti leka i da bi se povecala koncentracija na mestu tumora, lek bi mogao da se
inkorporira u nosace poput polimernih mikro- ili nanocestica, koji bi pruzili bolje nacine dostave u
smislu poboljsane internalizacije od strane tumora i poviSene lokalne koncentracije leka na mestima



receptora. Vaskulatura tumora je propustljiva i poseduje povetanu sposobnost internalizacije
Cesti¢nih nosaca lekova, u odnosu na normalne krvne sudove. Ako bi nosac koji sadrzi lek mogao da
prevazide pomenutu barijeru, takav sistem bi ostao u tumoru duZe vreme, oslobadajuci lek iz
nosaca, internalizovanog u citoplazmi.

Poboljsani sistemi dostave lekova malih molekulskih masa, kao i makromolekula poput
proteina, peptida ili gena, bazirani na sintetickim polimerima, generalno podrazumevaju mikro- i
nanocestice, nanokapsule, micele, implante (ukljucujuéi hidrogelove) i vlakna. Lek je rastvoren,
inkorporiran, zakacen ili adsorbovan na polimerni materijal, da bi se napravio sistem kontrolisane i
lokalizovane dostave [44]. Submikronske veliine Cestica imaju dosta prednosti u odnosu na
mikronske cestice. NanocCestice generalno imaju veci stepen internalizacije u odnosu na mikronske
Cestice. Efikasnost internalizacije nanocestice od 1 - 100 nm, je 15 - 250 puta veca nego Sto je to
slucaj sa Cesticama veli¢ine 1 - 10 pm [45]. U studiji sa miSevima, pronadeno je da nanocestice
prolaze kroz mukozni sloj, dok se mikrocestice predominantno lokalizuju u epitelnoj postavi. Druge
studije pokazuju da nanocCestice u nekim slucajevima prevazilaze krv - mozak barijeru, prateci
otvaranje uskih ¢vori¢a preko hiperosmotskog manitola [36]. Ovakva strategija bi mogla da pruZi
dostavu terapeutskih agenasa u cilju lecenja nekih tezih oboljenja poput tumora na mozgu.

0d sintetickih polimera koji se koriste u sistemima za dostavu, biodegradabilni poliestri kao
poli(e-kaprolakton) (PCL), poli(laktidna kiselina) (PLA), poli(glikolidna kiselina) (PGA) i njihovi
kopolimeri, oni su koji se najvise izucavaju.

U odredenim studijama, proces in vivo degradacije je istrazen obelezavanjem poli(e-
kaprolaktona) male molekulske tezine sa 14C u miSevima i merenjem distribucije radioaktivnosti u
telesnim te¢nostima i radioaktivnosti na samom mestu implanta [38]. Primeceno je da je apsorpcija
kompletna u roku od 60 dana, iako je samo 60% radioaktivnosti registrovano, i samo 9+4% od
prvobitne radioaktivnosti ostalo nakon 120 dana. Jedini detektovani metaboliti su radioaktivna
voda (sa tritiumom) i e-hidroksikaproi¢na Kiselina, nastala od potpune hidrolize polimera. Ovo
pruZa uvid u prisutnost polimernih Cestica unutar ¢elije i ulogu fagocitoze u finalnoj fazi degradacije
polimera.

Prednost PCL je u njegovoj visokoj permeabilnosti za male molekule, u tome $to ne smanjuje
pH vrednost sredine pri degradaciji (u suprotnosti sa polilaktidima i glikolidima), odli¢noj
sposobnosti za formiranje kopolimera sa drugim polimerima i smanjenoj brzini degradacije, ¢ime se
omogucavaju dobre primene u sistemima za dugotrajnu dostavu lekova.

1.4.2 TKIVNO INZENJERSTVO

Tkivno inZenjerstvo je multidisciplinarno polje istrazivanja, koje se fokusira na razvoj i
primenu znanja iz hemije, fizike, inZenjerstva, Zivota i klinickih nauka, na reSenja kriti¢nih
mediciniskih problema, kao Sto je gubitak tkiva ili nefunkcionisanje organa. Podrazumeva
fundamentalno razumevanje odnosa struktura - funkcija, u normalnom i patoloSkom tkivu i razvoj
bioloskih zamena, koje obanvljaju, odrzavaju i poboljSavaju funkciju tkiva. Jedan od najkriti¢nijih
problema u tkivhom inZenjerstvu je realizacija skafolda sa specifi¢cnim fizickim, mehanickim i
bioloskim osobinama. Skafoldi se ponaSaju kao supstrati za rast Celija, proliferaciju i potporu za
formiranje novog tkiva. Biomaterijali i tehnologija fabrikacije igraju glavnu ulogu u tkivnom
inZenjerstvu [46].



SLIKA 1.4.2 SEM MIKROGRAFIJE UREDNO OBRAZOVANIH PCL VLAKANA ELEKTROSPINING METODOM (A) I
PCL VLAKANA ISPUNJENIH SA 1% CNF [46]

Materijali koji se koriste u tkivnom inZenjerstvu moraju se dizajnriati tako da stimuliSu
specifi¢ni ¢elijski odgovor, na molekularnom nivou. Oni bi trebalo da izmame specifi¢ne interakcije
sa cCelijama i tako usmere celijsku adheziju, proliferaciju, diferencijaciju, obrazovanje vancelijskog
matriksa i ogranizaciju. Fundamentalni zahtev biomaterijala za upotrebu u tkivnom inzenjerstvu je
biokompatibilna povrsina i pogodne mehanicke osobine. Osnovne funkcionalne podjedinice celija i
tkiva su definisane na nanoskali, stoga razumevanja nanobiologije i primene nanotehnologije
predstavlja novi pravac u tkivnom inZenjerstvu. Nanotehnologija omoguc¢ava razvoj novih sistema
koji imitiraju kompleksnu hijerarhijsku strukturu prirodnog tkiva [47].

Generalno, polimerni nanokompoziti su rezultat kombinacije polimera i
neorganskog/organskog umetka na nanometarskoj skali. Interakcije izmedu nanostruktura i
polimerne matrice je osnova za poboljSanje mehanickih i funkcionalnih osobina nanokompozita u
odnosu na konvencionalne mikrokompozite. Mehani¢ke osobine dostupnih polimernih poroznih
skafolda pokazuju nedovoljnu ¢vrstocu i kompresivnu snagu u odnosu na ljudsku kost, pa je
moguénost koriSéenja neorganskih/organskih nanostruktura u uklju¢ivanju biodegradabilnog
polimera vaZzna moguénost poboljSanja i modulacije mehanickih, elektricnih i degradacionih
osobina.

Polimeri su primarni materijali za fabrikaciju skafolda u tkivnom inZenjerstvu i mnogi tipovi
biodegradabilnih polimernih materijala su ve¢ u upotrebi. Mnoge prednosti i mane karakterisu
polimerne biomaterijale. Sinteticki polimeri imaju relativno dobru mehanicku snagu i njihov oblik i
brzina degradacije se mogu lako modifikovati, ali njihove povrsine su hidrofobne i karakterisu se
odsustvom signala koji bi ¢elije prepoznale. Prirodni polimeri imaju potencijalnu prednost
bioloSkog prepoznavanja, koje pozitivno potpomaZze Celijsku adheziju i funkciju, ali ti polimeri imaju
slabe mehanicke osobine. Mnogi od njih se teSko dobijaju, i stoga mogu biti dosta skupi, dok se
sinteticki polimeri mogu proizvoditi na veliko, pod kontrolisanim uslovima, sa predvidivim i
reproducibilnim mehani¢kim osobinama, brzinom degradacije i mirkostrukturom.

PCL je ranijih godina najvise koriS¢en kao materijal za medicinske konce, mada se poslednjih
decenija dokazao i kao ozbiljan kandidat u tkivnom inZenjerstvu kostiju, jer pokazuje odgovarajuce
mehanicke osobine da posluZi kao skafold gde fizicke osobine moraju da se odrze najmanje Sest
meseci [48]. Zbog spore in vivo degradacije i visoke permeabilnosti za lekove, dosta se koristi kao
dugotrajni implant. Capronor® je komercijalni kontraceptiv PCL produkt sposoban za dostavu
levonorgestrola in vivo tokom viSe od jedne godine i na trzistu je viSe od 25 godina [32]. PCL ima
malu vrednost ¢vrstoce zatezanja (oko 23 MPa), ali veoma veliku vrednost elongacije do pucanja, Sto



ga Cini dobrim elasticnim biomaterijalom. PCL i kompoziti sa PCL-om se koriste u tkivnom
inZenjerstvu za regeneraciju kostiju, ligamenata, hrskavice, koZe, nervnog i vaskularnog tkiva itd.

1.4.3 FORMULACIJE

Polikaprolakton se primenjuje u kontrolisanoj dostavi i tkivnom inZenjerstvu u obliku nekoliko
formulacija (slika 1.4.3).

SLIKA 1.4.3 RAZLICITE STRUKTURE OD PCL POLIMERA. NANOSFERE (A, B). NANOVLAKNA (C, D). PENE (E,
F). ISPLETENE TEKSTURE (G, H, I). SKAFOLD SINTEROVAN LASEROM (J-0). SPOJENI, ISPREPLETENI
SKAFOLDI (P-U) [9]

1.4.3.1 PCL MIKROSFERE

Ovo su sferne Cestice veli¢ine preko 1um, u koje lek moze biti ili fizicki inkorporiran
(imobilisan ili inkapsuliran) ili hemijski vezan [42]. Lekovi se u najvecoj meri oslobadaju erozijom
polimerne matrice, mada kineticki profil otpustanja zavisi od vrste polimera i njegovih osobina.
Sferne mikrocestice imaju prednost usled velikog odnosa povrsSine i zapremine i rigidnosti oblika.

Polimerizacija dispergovanih monomera, postiZe se mnogim metodama ukljucujuéi tehnike
emulzije, suspenzije i disperzije [9]. Emulzije se obi¢no koriste radi formiranja uniformnih sfera na
nanometarskoj skali (10 - 100 nm). Disperziona polimerizacija rezultuje u mikrosferama veli¢ine od
0.5 do 10 um. Reagensi (uklju¢ujué¢i monomer, inicijator i stabilizator), rastvaraju se u organskom
medijumu i s obzirom da je inicijator rastvorljiv u monomeru, polimerizacija nastupa unutar
kapljica monomera. Polimerne granule, nerastvorljive u organskom rastvaracu precipitiraju, dok



stabilizator sprecava njihovu flokulaciju. Poslednjih godina, dosta je radeno na disperzionoj
polimerizaciji u superkriticnom CO, Sto moZe biti od velikog znacaja za primenu u medicini, jer ne
podrazumeva koriS¢enje toksi¢nih rastvaraca. Suspenzionom polimerizacijom obicno se dobijaju
mikrosfere veli¢ine od 50 do 500 um. U ovakvoj polimerizaciji monomer se disperguje u vodenoj
fazi sa stabilizatorom. Inicjator je rastvorljiv u fazi monomera, gde nastaje polimerizacija. Veli¢ina i
koli¢ina Cestica odreduje se veli¢inom i koli¢cinom dispergovanih monomernih kapljica i brzinom
mehanickog meSanja. Tehnika isparavanja rastvaraca (takode poznata i kao tehnika duple emulzije)
i tehnika suSenja rasprsivanjem (eng. Spray drying), ustanovljene su kao standardne za dobijanje
mikrosfera iz linearnih polimera. Ukratko, mikrosfere se dobijaju isparavanjem organskog
rastvaraca iz dispergovanih Kkapljica ulja koje sadrZe polimer i biomolekul. Cesto, tehnika duple
emulzije vrsi se tako Sto se biomolekul prvo rastvara u vodi, ovakva vodena faza se rastvara u
organskom rastvaracu koji sadrZi degradabilni polimer i formira se prva voda/ulje emulzija.
Disperzija prve emulzije u stabilisanom vodenom medijumu, formira finalnu ulje/voda emulziju.
Mikrosfere se dobijaju isparavanjem organskog rastvaraca i polimer ocvr$¢ava, zahvatajuci lek.
Pored mnogih drugih, velika poteSkoca prilikom inkapsulacije lekova u polimernu matricu jeste
ostvarivanje dobrog prinosa (yield in preparation). Dosta je teSko dobiti i visok procenat
inkorporiranog leka (encapsulation efficiency) zbog rizika gubitka prevelike koli¢ine leka tokom
procesa sinteze, Sto je dosta skupo. Iznenadujuce je koliko se malo detalja iznosi u mnogim
studijama koje ispituju metode kvantifikacije efikasnosti inkapsuliranih lekova.

Metoda isparavanja voda/ulje rastvaraca je najjednostavnija i najpogodnija metoda za
inkapsuliranje liofilnih lekova, dok je voda/ulje/voda dobra za inkapsulaciju lekova rastvornih i u
ulju i u vodi. Ove metode imaju nedostatak koji se ogleda u zaostalom organskom rastvaracu u
finalnom produktu. Da bi se ovo izbeglo, koristi se tehnika topljenja i liofilizacija. Raspodela leka
unutar mikrosfera zavisi od koeficijenta raspodele, na primer, liofilni lekovi se rasporeduju
ravnomerno unutar polimerne matrice, dok su hidrofilni lekovi viSe zastupljeni pri povrsini.

Razlicite vrste lekova su do sada inkorporirane u PCL mikrosfere, radi njihovog efikasnijeg
dostavljanja. Mikrosfere se mogu pripremiti ili samo sa PCL-om ili u mesavini sa drugim polimera
(blok polimeri, kopolimeri itd.) radi dobijanja Zeljanih osobina otpustanja. Studije pokazuju da PCL
ima dobru propustljivost za proteine, i pored toga Sto ne stvara kiselu sredinu (Sto bi nepovoljno
uticalo na efikasnost vakcina), pa se stoga moZe koristiti kao nosa¢ vakcina [49]. In vitro studije su
pokazale inicijalno otpuStanje 10 - 12% proteina za vreme od 6 meseci, oko 60.5% proteina je
otpusteno. Nije primecéena razlika pH pufera inkubiranog sa PCL mikrosferama, za vreme od 6
meseci, Sto ukazuje da inkapsulacija nije uticala na antigenost. U literaturi su opisane in vitro studije
koje pokazuju da je brzina oslobadanja leka iz mikrosfera dobijenih preparacionom tehnikom
inkapsulacije rastopom, sporije u poredujuéi sa oslobadanjem iz mirkosfera dobijenih tehnikama
isparavanja rastvaraca. Pokazano je da su mikrosfere otporne na simuliranu Zeludacnu tec¢nost, pa
stoga mogu da pruze zastitu antigena od proteoliticke destrukcije u stomaku, omoguéavajuéi
inkorporiranom leku da prode netaknut u digestivnom sistemu. In vitro studije su pokazale da je
25% leka oslobodeno tokom Sest nedelja. Pokazano je da taksol osloboden iz mikrosfera indukuje
vaskularnu regresiju i inhibira angeogenezu [50].

U jednoj studiji, PCL mikrosfere sa ciklosporinom su sintetisane metodom isparavanja rastvaraca.
Pokazano je da su brzina meSanja i zapremina organske faze jedini parametri koji znacajno uticu na
veli¢inu mikrosfera. Utvrdeno je da se veli¢ina mikrosfera smanjuje ili poveéanjem zapremine
unutrasnje faze ili brzine mesSanja. Nakon 12 meseci skladistenja na temperaturi od 8°C ili na sobnoj
temperaturi, PCL mikrosfere ostaju stabilne, mada je kristalicnost povecana za 35% na obe



temperature. Ovo pruza moguénost administracije ciklosporina preko razli¢itih formulacija [51].
PCL mikrosfere sa insluinom su razvijene u cilju odrZavanja konstante koncentracije leka u plazmi
tokom duzeg vremenskog perioda za efektivnu kontrolu nivoa §eéera u krvi. Ova studija pokazuje da
su biodegradabilne PCL mikrosfere kontrolisale oslobadanje leka i nivo Secera efikasnije neko
obic¢na insulinska injekcija [52].

1.4.3.2 PCL NANOSFERE

Nanomedicina podrazumeva primenu nanomaterijala u medicinske svrhe. Nanotehnologija,
pored ostalog, ima veliki znacaj i potencijal na polju medicine i farmacije, jer su nanoobjekti
generalno slicnih dimenzija kao i bioloSki entiteti, npr. ¢elija, organela, DNK i drugi. Prednosti
posebnih osobina nanostrukture povecavaju efikasnost i preciznost medicinske dijagnostike,
observacije i terapije na nivou pojedina¢nih molekula ili molekulskih struktura. Veli¢ina Cestica,
funkcionalizovana povrSina, moguénost ravnomernog otpustanja leka, poboljsana provodljivost,
viSefunkcionalnost poput ciljane dostave lekova, stabilizacija leka i produzeno zadrzavanje u
cirkulaciji krvi, ¢ine polimerne nanocestice unikatnim medu formulacijama za dostavu lekova.
Razlic¢ite metode su prihvacene za obrazovanje polimernih nanocestica, ali se najviSe primenjuju
metoda isparavanja rastvaraca, zamenjivanja rastvaraca, polimerna dispozicija, dijaliza i emulzija-
rastvarac difuziona tehnika. Osobine nanocestica zavise od sastava polimera i koriS¢enog organskog
rastvaraca.

Nanosfere su koloidni sistemi za dostavu lekova, koji imaju ulogu transportovanja lekova, ili
drugih aktivnih molekula veli¢ine izmedu 10 i 1000 nm [39]. Molekuli lekova mogu biti
inkapsulirani, dispergovani ili apsorbovani u nanosfere. Nanosfere se mogu koristiti za selektivno
dopremanje lekova preko retikulo-endotelnog sistema do jetre i do ¢elija koje su aktivne u procesu
fagocitoze. Veli¢ina nanosfera omogucava intravenoznu administraciju, preko injekcija, za razliku od
mnogih drugih koloidnih sistema. Injektibilni nanocesti¢ni nosaci imaju dobru primenu u specifi¢noj
dostavi lekova i imidzingu u medicini. Da bi se prevaziSao problem brze eliminacije nanocestica
nakon intravenozne injekcije od strane retikulo-endotelnog sistema, razvijaju se monodispergovane
biodegradabilne nanosfere od amfifilicnih polimera. Efikasnost ovakvih koloidnih cestica, kao
nosaca lekova, u bliskoj je vezi sa njihovom interakcijom sa proteinima i enzimima u razli¢itim
telesnim te¢nostima.

PCL nanosfere su u raznim studijama kombinovane sa razli¢itim tipovima lekova. Odredene
grupe istrazivale su sposobnost razli¢itih nosaca lekova da poboljsaju okularnu biodostupnost
lekova kod zecCeva. Rezultati pokazuju da su tri razli¢ita nanosistema, nanokapsule, nanocestice i
emulzija, povecale koncentraciju indometacina vise od tri puta, u roznjaci nakon trideset minuta i
jednog sata od usadivanja. Stavie, okularna biodostupnost indometacina je bila 300% nakon
usadivanja ovakvog nanosistema, u poredenju sa vrednostima dobijenim primenom komercijalnog
rastvora. PCL nanoS$estice i nanokapsule, kao i emulzije pokazale su se kao dosta dobri nosaci za
dostavu lekova do roznjace oka i predstavljaju veoma koristan pristup za povecanje okularne
biodostupnosti lekova. Pokazano je da je koli¢ina inkapsuliranog indometacina koja je prosla do
roznjace, viSe za oko tri puta od one komercijalnim kapima za o¢i [54].

PCL nanosfere primenjene u okularnoj dostavi, testirane su i za povecanje i produzavanje
penetracije leka do roznjace od strane epitelnih ¢éelija u roznjaci, bez ostecenja membrane. Osnovni
cilj je bio oslobadanje flurbiprofena iz nanosfera. Ove studije pokazuju karakteristi¢an bifazni trend
u oslobadanju sa brzim oslobadanjem u pocetku ("burst" efekat), i dosta sporijim oslobadanjem leka



u kasnijoj fazi. Prvo brZe oslobadanje se manifestuje oslobadanjem leka sa povrsine i difuzijom leka
pri povrsini, dok je drugo, sporije, zbog difuzije leka iz unutra$njosti nanosfere [54].

Biodegradabilne PCL nanoclestice sa inkapsuliranim tamoksifenom u jednoj studiji su
ispitivane kao antikancerogeni sistem. Rezultati pokazuju da je veliki deo primenjenih nanocestica
internalizovan od strane MCF-7 ¢elija preko ne-specificne endocitoze. Nanocestice su pronadene u
perinuklearnoj regiji nakon jednog ¢asa [55].

1.4.3.3 PCL SKAFOLDI I KOMPOZITI

Skafoldi su biodegradabilne polimerne porozne strukture odredenog oblika i uglavnom se
koriste u tkivnom inZenjerstvu. Ovi skafoldi se koriste u in vivo sistemima za reparaciju ili zamenu
oStecenog tkiva u telu, ali takode, pruzaju i mehanic¢ku potporu. Mogu se Koristiti kao nosaci faktora
rasta ili antibiotika radi potpomaganja rasta tkiva i zaceljenja ili radi prevencije infekcije. Parametri
koji ocenjuju korisnost skafolda su morfologija, poroznost, mehanicke osobine, profil otpustanja
leka, citokompatibilnost i celijski rast. Danas, skafoldi sa PCL-om Kkoriste se u 3D celijskim
kulturama. Ovakve 3D kulture oponasaju Celijsko okruzZenje i koriste se za bolje razumevanje
ponasanja obolelih ¢elija i patogeneze. Ovakva primena in vivo za tkivno inZenjerstvo i dostavu
lekova je obecavajuca, zbog sposobnosti odrZavanja strukturnog integriteta tokom vremena preko
mesec dana.

1.4.3.4 PCL VLAKNA

Vlakna su polimerne strukture obrazovane koris¢enjem biodegradabilnih polimera u cilju
primene u medicini za hirurSke Savove, baze za rast tkiva i dostavu lekova. Vlakna ispunjena
lekovima su namenjena ravnomernoj dostavi tih lekova na odredeno mesto, po odredenom
principu. Razlicita PCL vlakna sa razlic¢itim lekovima, napravljena iz rastvora suspenzije i emulzije,
pokazuju da se PCL vlakna mogu koristiti u ciljanoj dostavi bilo koje vrste lekova [25].

1.4.3.5 PCL FILM

Polimerni filmovi (filmovi od 200 nm do 1 um) poZeljni su zbog spore degradacije. Za
ovakve strukture, bitna je debljina, povrSinska morfologija, stepen bubrenja, degradaciono
ponasanje otpustanja leka i terapeutski efekat. Nekoliko studija je pokazalo efekat dugotrajnog
otpustanja lekova i primenjljivost u inZzenjeringu vaskularnog tkiva [42].

1.4.3.6 PCL MICELE I HIDROGELOVI

Polimerne micele su Cestice nanoveli¢ine, od 200 nm do 0.5 pm, formirane privlacnim i
odbojnim silama polarnih i nepolarnih krajeva amfifilicnog polimera u monofaznoj ili bifaznoj
teCnosti. Micele se formiraju kao rezultat hidrofobnih interakcija izmedu polimernih segmenata.
Amfifilni polimeri, kada se me$aju u vodenom rastvoru, formiraju hidrofobno jezgro, grupisanih
liofilnih delova. Ovo je najjednostavniji pristup dizajniranja nanonosaca za dostavu. PCL hidrogelovi
su polimerne vlaknaste strukture u koje mogu da se postave lekovi, i koji se otpustaju apsorpcijom
velike koli¢ine vode, nakon suspendovanja u vodeni medijum. Rast ovih gelova vodi do porozne
mrezaste strukture koja zahvata lek. Veli¢ina pora zavisi od stepena umreZavanja, hemijske
strukture polimera i okruZenja u koji je hidrogel postavljen. Hidrogelovi se koriste uglavnom za
dostavu lekova osetljivih na okruZenje (uticaji temperature, pH, koncentracije glukoze, elektricnog
signala, svetlosti, pritiska, koncentracije jona i antigena).



1.4.3.7 OSTALE FORMULACIJE

Osim najviSe istrazenih gore opisanih formulacija, ispitane su i neke druge PCL formulacije
poput pena, vezikula itd.

PCL je jedan od najviSe istraZenih sintetickih biodegradabilnih polimera u razli¢itim
formulacijama za dostavu lekova i tkivno inZenjerstvo. Medutim, ovakva istrazivanja su ogranicena
na eksperimente i nisu jo$ uvek u Sirokoj komercijalnoj upotrebi. Hidrofobnost je glavna mana koja
ovo ogranicava. Do sada, PCL je pronasao primenu najviSe u tkivnhom inZenjerstvu i neke od
komercijalno dostupnih formulacija su: Osteoplug®, Teoplug®, Artelon Sportmesh®, Relison®, 3D
Biotek 3D Insert® [42].

1.4.4 BIODEGRADACIJA PCL

Biodegradabilni polimeri mogu biti prirodni ili vestacki (sinteticki). U osnovi, sinteticki
polimeri imaju prednost nad prirodnim jer ih je mogu¢e modelovati i dobiti Siri opseg odredenih,
Zeljenih, predvidljivih i ponovljivih osobina. Postoji mnogo razloga zbog kojih je vazno da materijal
degradira, ali jedan od glavnih je postojanje teZnje da se napravi implant koji nakon ugradnje ne
zahteva joS jedan hiruski zahvat radi njegovog uklanjanja. Biodegradacija je postignuta sintezom
polimera koji u osnovi imaju hidroliticki nestabilne veze. Hemijska jedinjenja sa ovakvim
karakteristikama su estri, anhidridi, ortoestri i amidi. Kada se govori o polimerima, vazno je imati u
vidu da kada je polimer biodegradabilan, ne znaci automatski da je i bioresorptivan [9]. Ovo znaci da
kada degradira i udaljava se od mesta implantacije in vivo, nije podrazumevano uklonjen iz tela.
Bioresorptivnost podrazumeva potpuno uklanjanje kako pocetnog stranog materijala, tako i
njegovih produkata degradacije, bez rezidualnih Stetnih efekata.

Neke studije sa PCL polimerom u razli¢itim in vitro i in vivo uslovima, pokazuju da su brzine
hidroliticke degradacije veoma sli¢ne u oba slucaja, pa se zakljucuje da enzimska degradacija u prvoj
fazi (0 - 12 meseci) nije od velikog uticaja u procesu ukupne degradacije. Iz studija o degradaciji
opisanim u literaturi, moze se zakljuciti da PCL podleze procesu degradacije iz dve faze: prva,
neenzimsko hidroliticko kidanje estarskih grupa i druga, kada polimer postaje viSe kristalan i manje
molekulske tezine (manje od 3000g/mol), podleze unutarcelijskoj degradaciji, Sto je dokazano
posmatranjem internalizacije fragmenata PCL od strane makrofaga i velikih ¢elija u fibroblastima.
Druga faza dovodi do formiranja e-kaprolaktona (ciklicnog monomera) kao rezultat
depolimerizacije. Ova faza podupire teoriju da se PCL u potpunosti resorbuje i degradira
unutarcelijskim mehanizmima kada se molekulska masa redukuje na 3000 ili manje. Takode,
primeceno je da je u prvoj fazi brzina degradacije identi¢na in vitro hidrolizi na 40°C i prati kinetiku
prvog reda. ZakljuCeno je da se mehanizam degradacije PCL moZe pripisati arbitrarnom
hidrolitickom raskidanju estarskih veza, Sto uzrokuje smanjenje molekulske tezine [9, 14, 25, 27]. U
dobro poznatoj studiju o PCL polimeru [9], navedeno je da je HO- radikal najverovatniji inicijator
degradacije PCL-a u implantima. Takode se spominje da fizicki oblik PCL formulacije nema
oCiglednog uticaja na brzinu degradacije, Sto sugeriSe da homogenost degradacije dominira u
celokupnom procesu.

Studija o unutarcelijskoj i in vivo degradaciji PCL, ukazuje na degradaciju koja se prvo
odigrava bez uticaja enzima, a zbog zapreminske hidrolize. U ovoj studiji, uoCen je prolazan
inflamatorni odgovor u toku prve dve nedelje. Nakon devet meseci, samo kada se molekulska masa
redukovala na oko 5000 g/mol, nastao je gubitak mase nakon Cega su se PCL implanti fragmentisali.



Slika 1.5.1 opisuje uzajamno dejstvo gubitka mase i molekulske tezine kod tipi¢nog resorptivnog
polimernog skafolda in vivo [9]. Navedeno je da je PCL prah potpuno degradirao i u celosti je
apsorbovan u roku od 13 meseci u fagozomima makrofaga i velikih Celija i da je jedini metabolit 6-
hidroksi-kaproicna Kkiselina. Slika isutruje mehanizam kojim PCL hidroliticki degradira.
Intermedijeri degradacije 6-hidroksi-kaproi¢na kiselina i acetil koenzim A, formiraju se, a potom
ulaze u ciklus limunske Kkiseline, ¢ime se eliminisSu iz tela (slika 1.5.2).
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SLIKA 1.5.1 GRAFICKA ILUSTRACIJA GUBITKA MASE I MOLEKULSKE MASE TOKOM VREMENA, ZA
RESORPTIVNI POLIMER POPUT PCL. POCETNA HIDRATACIJA (0 - 6 MESECI), PREKO DEGRADACIJE I
GUBITKA MASE (6 - 12 MESECI), RESORPCIJE (NAKON 12 MESECI) I METABOLIZMA (NAKON 18 MESECI) [9].
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SLIKA 1.5.2 DEGRADACIJA PCL POLIMERA PREKO INTERMEDIJERA HIDROLIZE, 6-HIDROKSIKAPROICNE
KISELINE I ACETIL KOENZIMA A, KOJI SU, POTOM, ELIMINISANI IZ TELA CIKLUSOM LIMUNSKE KISELINE

[9].



1.4.5 BIOKOMPATIBILNOST

Biokompatabilnost je svojstvo materijala da ne izaziva negativne odgovore organizma
(alergijske reakcije, negativni imunoloSki odgovor organizma, ne dovodi do zapaljenskih procesa i
drugi). Biokompatabilnost treba posmatrati kao "dvosmerni put” sa materijalom koji utice na
organizam, sistemski ili lokalno, ali i organizam utice na degradaciju materijala. U tkivnom
inZenjerstvu npr. biokompatabilnost se opisuje kao sposobnost materijala tj. skafolda, matrice ili
membrane da podrzi ¢elijsku aktivnost u cilju optimizacije regeneracije tkiva, bez nezeljenih i
Stetnih efekata na same celije i organizam, bilo lokalno ili sistemski.

In vitro biokompatibilnost, ili citotoksi¢nost, obi¢no se ispituje preko razlicitih ¢éelijskih
kultura. Kada je rec¢ o in vivo istrazivanjima, rade se ispitivanja histopatologije implanta i odgovora
domacina (imunogeni, karcinogeni i trombogeni odgovori). Kompleksnost ovih odgovora su rezultat
razliitih vremenskih i prostornih procesa, ukljucujuéi brojne usko povezane mehanizme materijal -
tkivo interakcija. Ove reakcije kontroliSu konacno dejstvo i funkcionisanje materijala unutar tela.
Ako se radi sa bionedegradabilnim materijalima ili trajnim implantima, primarni cilj je
minimalizovanje i podeSavanje materijal - tkivo interakcija [56]. Interakcije bioloSkog okruzenja i
materijala bi trebalo da budu prihvatljive i stabilne na duzi vremenski period. Suprotno tome, na
polju biodegradabilnih i bioresorptivnih polimera, situacija je obrnuta, sa dodatnom kompleksnos$¢u
koja potice od degradacionih i resorpcionih produkata implanata, koji u velikoj meri interaguju sa
bioloskim sistemom [9]. Sa ove tacke gledista, biodegradabilni i bioresorptivni polimeri bi trebalo
da se dodatno i viSe ispitaju sa farmakoloSke strane, pored ispitivanja sa strane nauke o
materijalima. Stoga, biokompatibilnost je jedan od najvaznijih faktora koji se mora uzeti u obzir pri
odabiru biodegradabilnog polimera za primenu u medicinskim implantima ili sistemima za
kontrolisanu dostavu lekova.

Generalno, biolosko tkivo dobro toleriSe bioresorptivne polimere. Izdvajanje nekih
produkata degradacije iz bioresorptivnih polimera koji su kiselog karaktera, nekada u velikoj meri
doprinosi inflamatornim reakcijama. Jedan od faktora koji uti¢e na pojavu inflamacionog odgovora
jeste mesto implantacije. Ako je kapacitet okolnog tkiva za eliminisanje ovakvih produkata mali,
usled slabe vaskularizacije i male metaboli¢ke aktivnosti, hemijski sastav produkata moZe dovesti
do lokalnih kratkotrajnih poremecaja. Jedan od primera jeste povecanje osmotskog pritiska ili
promena u pH vrednosti, koji se manifestuyju u akumulaciji lokalnih fluida. Problemi
biokompatibilnosti polimera, kao u sluc¢aju kod alifati¢nih poliestara, nesumljivo su povezani sa
biodegradacijom i bioresorpcijom.

Odredivanje brzine degradacije polimera je vazno za odredivanje Kkoncentracije
degradacionih produkata prisutnih u tkivu, kao i rezultujuceg tkivnog odgovora. U jednoj od studija,
ispitan je inflamatorni odgovor kopolimera PCL i PLA, nakon implantacije u pacovima [57]. Injekcija
mikrosfera unutar tela rezultovala je u aktivaciji neutrofila i izazvala slabu lokalizovanu inflamaciju.
Ova brza aktivacija neutrofila od strane PCL mikrosfera je potvrdena merenjem stvaranja anjon
superoksida merenog hemiluminescencijom. Aktivacija neutrofila oslobodila je odredene faktore
koji dovode do masivnog transporta neutrofila na mesto implantacije, Sto je izazvalo inflamaciju.
Fagocitoza polimernih mikrosfera sa inkapsuliranim lekom od strane belih krvnih ¢elija, glavni je
mehanizam kojim se ovi materijali eliminiSe iz tela. Inflamatorne reakcije u kostima su slabije

.....

veca koli¢ina implantovanog materijala.



U drugoj studiji, reakcija tkiva na PCL mikrosfere, sintetisane metodom isparavanja
rastvaraca, implantovane su u moZdano tkivo pacova [9]. Nije primecena nekroza, implicirajuéi
dobru biokompatibilnost mikrosfera unutar moZdanog tkiva. U cilju sprefavanja fagocitoze
mikrosfera, mogu se vrsiti modifikacije povrSine tih mikrosfera sternom stabilizacijom. Rezultati te
studije pokazuju da su PCL mikrosfere, prociS¢ene razliCitim nacinima pokazale razli¢ite
citokompatibilnosti, gde dobro prociSéene imaju najbolju citokompatibilnost.

Veoma je vazno ispitati biokompatibilnost ne samo na kratak vremenski period, vec i
dugoroc¢no. Na Zalost, vecina in vivo studija na polju tkivnog inZenjerstva ne uklju¢uje pomenuto, iz
razloga Sto se studije okoncavaju i pre nego Sto se PCL skafold ukloni sa mesta implantacije, radi
dobijanja histolo$kih i mehani¢kih podataka. Cinjenica je da je dobijanje dugotrajnih in vivo
podataka dosta skupo, ali ovo ne negira potrebu da se dobiju informacije koje se odnose na
dugotrajnu degradaciju, biokompatibilnost, mehanicke osobine, odnos skafold/novo tkivo i krajnji
ishod implantacije nakon vise meseci, pa ¢ak i godina. Postoje brojne studije koje podrazumevaju
biokompatibilnost PCL polimera i njegovih kompozita bez Stetnih efekata u periodu od 15 nedelja
paido 2 godine.



1.5 LIOFILIZACIJA

Glavna prepreka koja ograniCava koriS¢enje nanocestica je njihova fizicka nesabilnost
(aglomeracija/agregacija Cestica) i/ili hemijska nestabilnost (hidroliza polimernog materijala koji
saCinjava nanocesticu, otpusStanje leka iz nanocCestica i hemijska reaktivnost leka tokom
skladiStenja), koje se narocito uocavaju prilikom skladiStenja suspenzija nanocestica tokom duzeg
vremenskog perioda [58].

U cilju poboljsanja fizicke i hemijske stabilnosti ovih sistema, potrebno je ukloniti vodu iz
sistema, tj. materijala. Uobicajeni proces koji se na polju farmacije koristi za konverziju rastvora ili
suspenzija u C¢vrstu fazu dovoljne stabilnosti za distribuciju i skladisStenje, jeste liofilizacija.
Liofilizacija (engl. Freeze Drying) je proces koji podrazumeva uklanjanje vode iz zamrznutog uzorka
procesom sublimacije i desorpcije, pod vakuumom [59]. Uprkos tome, ovaj proces uzrokuje razli¢ite
stresove tokom koraka zamrzavanja i susenja. Stoga, obi¢tno se u formulaciju dodaju protektanti, u
cilju zastite nanocestica od ovih tipova stresa [58, 59, 60]. Najcesce, istraZivanja nanocCestica u
procesu liofilizacije vrsi se metodom probe i greske, bez proucavanja naucnih principa ovog
kompleksnog procesa. Kada se uzmu u obzir fizicki, hemijski i inZenjerski principi, liofilizacija
koloidnih sistema moZe biti kontrolisana.

Da bi se poboljsale osobine nanocestica, potrebno je postici:

e jednostavnu liofilizaciju i brzo rekonstituciono vreme suspenzije

e konverziju fizicko-hemijskih karakteristika liofiziranog produkta (mala ili nemodifikovana
veli¢ina Cestica i nemodifikovana efikasnost inkapsulacije lekova)

e nizak stepen vlaZnosti, manji od 2%

e dobru, odnosno, dugotrajnu stabilnost formulacije

1.5.1 STABILNOST NANOCESTICA

1.5.1.1 FIZICKA STABILNOST

Mnogi faktori mogu uticati na stabilnost nanocestica. Generalno, Cestice koloidnih dimenzija
poseduju odredenu kineti¢ku energiju koja omogucava Braunovo kretanje takvih ¢éestica i njihovu
difuziju [61]. Ovakvo kretanje se karakteriSe haoti¢nim, kontinualnim menjanjem pravca koloidnih
Cestica, usled brojnih sudara sa drugim Cesticama, zidom suda i molekulima disperzionog sredstva,
odnosno rastvaraca. Brzina kretanja koloidnih Cestica je mala u odnosu na brzinu kretanja molekula
rastvaraca. Kao rezultat termalnog kretanja, koloidne Cestice difunduju iz oblasti viSe koncentracije
u oblast nize koncentracije, dok se koncentracije uniformno ne izjednace. Braunovo Kkretanje
koloidnih cestica je jedan od razloga koji sprecava njihovo taloZenje pod dejstvom sile zemljine teze
i omogucava njihovu ravnomernu raspodelu u koloidnom rastvoru. Gravitaciona sila, koja uzrokuje
sedimentaciju Cestica, i Braunovo kretanje (difuzione sile), suprotstavljaju se jedna drugoj. Obe ove
sile su u vezi sa veli¢inom Cestica. Koloidi su opsega velic¢ina pri kojima Braunove sile dominiraju
gravitacionim silama, pa stoga teze da ostanu suspendovane. U cilju izbegavanja aglomeracije, mogu
se upotrebiti pogodni stabilizatori u formulaciju. Medutim, koloidne cesti¢ne suspenzije mogu biti i
destabilisane dodatkom nekih komponenata.



1.5.1.2 HEMIJSKA STABILNOST

Hemijska stabilnost koloidnih polimernih nosaca zavisi od uslova skladistenja, temperature i
pH vrednosti sredine, ali i od tacnog sastava skladiStene formulacije (tip i molekulska teZina
polimera). Stoga, za svaku specificnu formulaciju, potrebno je izvrsiti pojedinacnu studiju o
stabilnosti radi kvaliteta produkta.

1.5.1.2.1 EFEKAT TIPA POLIMERA

Poznato je da nanocestice od hidroliticki degradabilnih polimera, degradiraju tokom
vremena (slabije pri kontrolisanoj temperaturi i pH). Studije pokazuju da stabilnost nanocestica
zavisi od tipa polimera, i to po slede¢em redu povecéavanja polimerne stabilnosti: poli(d, I laktid-ko-
glikolid) (50% laktidne kiseline, 50% glikolidne kiseline) < poli(d, 1 - laktid-ko-glikolid) (75%
laktidne kiseline, 25% glikolidne kiseline) < poli(d, 1 laktid) = poli(s-kaprolakton) [62]. Stavise, u
istoj studiji je pokayano da kod PCL polimera, pocetna molekulska teZina polimera nije uticala na
degradacioni profil.

1.5.1.2.2 HEMIJSKA STABILNOST INKAPSULIRANIH LEKOVA

Hemijski integritet lekova inkapsuliranih u nanocesticama jos jedan je od fundamentalnih
aspekta istrazivanja ukupne stabilnosti ovakvih formulacija. Studije su pokazale da ako polimer sa
inkapsuliranim lekom degradira u vodenom rastvoru, vreme kontakta sa vodom ¢e uticati na
koli¢inu inkorporiranog leka u nanocesticama [58]. S obzirom da mnogima od ovih sistema
degradacioni profil zavisi od pH, portebno je striktno kontrolisati ovu vrednost. Procedura
proizvodnje bi trebalo da minimalizuje vreme tokom koga moze zapoceti degradacija. Odreden broj
lekova je fotosenzitivan, pa se stoga i ovaj uticaj mora minimalizovati.

1.5.1.2.3 EFEKAT TEMPERATURE SKLADISTEN]JA

Temperatura skladiStenja ima krucijalni uticaj na dugotrajnu stabilnost nanocestica. Na
primer, kada se nanocestice poli(d, 1 laktida) i poli(e-kaprolaktona) skladiste 350 dana na 5°C,
uoCene su minimalne promene u molekulskoj tezini polimera i veli¢ini nanocestica [58]. Na 37°C,
medutim, dogada se brza degradacija oba polimera, u disperziji. Studije pokazuju da se PCL
nanocestice mogu drzati na 4°C i na sobnoj temperaturi tokom jedne godine, dok se nanocestice
poli(laktid-ko-glikolida) moraju drzati na 4°C.

1.5.2 PROCES LIOFILIZACIJE

Liofilizacija je Siroko koris¢éen proces za suSenje i poboljSanje stabilnosti razli¢itih
farmaceutskih produkata, ukljucujuc¢i viruse, vakcine, peptide, proteine ili koloidne nosace:
lipozome, nanocestice, nanoemulzije. Ovaj proces je relativno spor i skup. Ciklus liofilizacije se moZe
podeliti na tri koraka: zamrzavanje (solidifikacija), glavno suSenje (sublimacija leda) i finalno
suSenje (desorpcija nesmrznute vode).
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SLIKA 1.5.1 EKSPERIMENTALANA APARATURA LIOFILIZATORA [59]

Tipi¢na konstrukcija liofilizatora podrazumeva postojanje komore za suSenje, koja sadrzi
police na kojima se kontroliSe temperatura i koje su ventilima povezane za kondenzatorsku komoru
(slika 1.5.1). Komora sa kondenzatorom sadrzi seriju ploca sposobnih za odrZavanje na veoma
niskim temperaturama (manjim od -50°C). Jedna ili serija vakuumskih pumpi, veZe se za
kondenzatorsku komoru, da bi se dostigli pritisci u opsegu od 4 do 40 Pa, u celom sistemu tokom
operacije.

1.5.2.1 KORAK ZAMRZAVANJA

Zamrzavanje je prvi korak u procesu liofilizacije. Tokom ovog koraka, tetna suspenzija je
ohladena i formiraju se kristali Ciste vode. Kako proces napreduje, sve vise i viSe vode u ukupnoj
teCnosti biva zamrznuto. Ovo rezultira u povecanju koncentracije preostale tecnosti. Dok teCna
suspenzija postaje koncentrovanija, njena viskoznost se povecava, indukujuéi inhibiciju dalje
Kkristalizacije. Ova visoko koncentrovana i viskozna tecnost ocvrscava, daju¢i amorfnu Kristalnu ili
kombinovano amofrnu i kristalnu fazu. Mali procenat vode koji ostaje u te¢nom stanju, i koji ne
smrzava, naziva se vezana voda. Razumevanje procesa zamrzavanja olakSava fazni dijagram
binarnog sistema voda - saharoza (slika 1.5.2) [58]. Ovaj dijagram pokazuje kako se razblaZzenom
rastvoru saharoze povecava koncentracija tokom zamrzavanja, dok temperatura ne dostigne T'g
vrednost (T'g je temperatura staklastog prelaza). U ovoj tacki, koncentacija sahroze je 80% i dalje
hladenje ne menja koncentraciju. Bitno je napomenuti da bi temperatura pri zamrzavanju rastvora
trebalo da bude T'g ili ispod nje.
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SLIKA 1.5.2 FAZNI DIJAGRAM BINARNOG SISTEMA SAHAROZA - VODA [58]
1.5.2.2 KORAK GLAVNOG SUSENJA
Faza glavnog suSenja podrazumeva sublimaciju leda i smrznutog produkta. U ovom procesu:

1) toplota se prenosi sa police do smrznutog rastvora, preko poklopca i bocCice u kojoj se nalazi
uzorak te se sprovodi do sublimacionog fronta,

2) led sublimuje i formirana vodena para prolazi kroz osuSeni deo produkta do povrsSine
uzorka,

3) vodena para se prenosi od povrsine produkta, preko komore, do kondenzatora i

4) vodena para se na tom mestu kondenzuje.

Na kraju sublimacionog koraka, najceS¢e se javljaju pore. Pore predstavljaju prostor koji su
zauzimali kristali leda.

1.5.2.3 FINALNO SUSENJE

Finalno suSenje podrazumeva uklanjanje apsorbovane vode iz produkta. Ovo je voda koja se
nije izdvojila u obliku leda tokom zamrzavanja i koja nije sublimovana.

1.5.3 LIOFILIZACIJA NANOCESTICA

Liofilizirane nanocestice bi trebalo da imaju Zeljane karakteristike, ukljucuju¢i: odrzanje
primarnih fizickih i hemijskih osobina produkta (kratko rekonstituciono vreme, stabilnu suspenziju,
malu ili nemodifikovanu veli¢inu Cestica, usku raspodelu veliCina Cestica u suspenziji i
nepromenjenu aktivnost inkapsuliranog leka), zatim, prihvatljivu relativnu vlaZznost i dugotrajnu
stabilnost. Radi dobijanja produkata visokog kvaliteta, neophodno je obratiti paznju na sledece
stvari: formulaciju, proces liofilizacije i uslove skladiStenja.



1.5.3.1 ZNACAJNOST FORMULACIJE

Mnoge komponente formulacije imaju veoma bitan usticaj na otpornost nanocestica pri
razlic¢itim stresovima tokom liofilizacije, kao Sto je tip ili koncentracija krioprotektanata, priroda
surfaktanta, priroda grupa na povrsini nanocestica ili polimera. U ove svrhe, mudar i paZljiv izbor
svih komponenata formulacije je osnova za dobijanje dobrog produkta tokom liofilizacije.

1.5.3.1.1 KORISCENJE KRIO- I LIOPROTEKTANATA

Liofilizacija moZe izazvati mnoge stresove (freezing stress, drying stress), a to podrazumeva
uticaj koji bi destabilisao koloidne suspenzije nanocestica, posebno tokom zamrzavanja i
dehidratacije. Dobro je poznato da tokom zamrzavanja uzorka, postoji fazna separacija leda i krio-
koncentrovanog rastvora [58]. U slucaju suspenzije nanocestica, krio-koncentrovana faza se sastoji
od nanocestica i drugih supstanci poput surfaktanata, pufera i neinkapsuliranih lekova. Ovako
visoka koncentracija formulacije moZe indukovati aglomeraciju i, u nekim slucajevima, ireverzibilno
slepljivanje nanocestica. Takode, kristalizacija leda moZze izazvati mehanicki pritisak na nanocestice,
koji dalje vodi do destabilizacije. Iz ovih razloga, posebna jedinjenja moraju se dodati suspenziji
nanocestica pre smrzavanja, radi zastite ovako krhkih sistema. Ova jedinjenja se obicno dodaju u
cilju zaStite produkta od nepoZeljnih uticaja zamrzavanja (krioprotektanti) ili suSenja
(lioprotektanti) i mogu da poboljsaju stabilnost tokom skladistenja. Najpopularniji krioprotektanti
opisani u literaturi za liofilizaciju nanocestica su Seceri: trehaloza, saharoza, glukoza i manitol [63,
64]. Poznato je da ovi Seleri prelaze u staklasto stanje na specificnim temperaturama (T'g,
temperatura staklastog prelaza). Imobilizacija nanocCestica staklastim matriksom krioprotektanata,
spre¢ava njihovu aglomeraciju i $titi ih od mehanickog pritiska kristala leda. Generalno,
zamrzavanje se mora obaviti na temperaturama ispod T'g zamrznutog amorfnog uzorka ili Teu
(temperatura eutekticke kristalizacije komponenata kao Sto je meSavina sa ledom, ako je u
kristalnom stanju, u cilju potpune solidifikacije uzorka).

U nekim slucajevima, povecanje koncentracije krioprotektanta do odredenog nivoa moZe
eventualno dostiéi granicu stabilizacije, ili ¢ak destabilizovati nanocCestice. Neki rezultati pokazuju
da Sto je veca koncentracija nanocestica, veca je efikasnost lioprotektanata. Generalno, tip
krioprotektanta, a i njegova koncentracija, moraju se odabrati tako da budu optimalni za
obezbedivanje maksimalne stabilizacije nanocestica.

Da bi se obezbedila maksimalna stabilnost koloidnih Cestica, potreban je paZljiv izbor stabilizatora,
koji bi trebalo da je lokalizovan na povrsini nanocestica. Takvi stabilizatori mogu da poboljsaju
stabilnost nanocestica u suspenziji i sprec¢e njihovu aglomeraciju. Mnogi stabiliSu¢i agensi
zadovoljavaju ove Kkriterijume, kao surfaktanti, modifikovani polimeri i kopolimeri. PVA je jedan od
najc¢eS¢e korisc¢enih stabilizatora i omoguéava obrazovanje stabilnih nanocdestica, jer poboljSava
stabilnost i obrazovanje dovoljno malih Cestica i njihove uzane raspodele. Ovakav polimerni sloj,
formiran na polimernih nanocestica, stabiliSe ih i poboljSava otpornost na zamrzavanje. Mnoga
istraZivanja su pokazala uspeSnost liofilizacije nanocestica sa PVA.

1.5.3.1.2 MEHANIZMI PROTEKCIJE

Postoji viSe hipoteza kojima se objasnjava mehanizam delovanja krioprotektanta. U
zavisnosti od uslova i rezultata eksperimenta, razli¢iti autori navode i promoviSu razli¢ita
objasnjenja. Tri osnovna, opSte prihva¢ena mehanizma ukljucuju: mehanizam prioritetne izolacije
(ekskluzije) cestica, mehanizam vitrifikacije i mehanizam supstitucije vode [63]. Mehanizam



prioritetne izolacije Cestica podrazumeva prisustvo vodene faze, pa nije primenjiv pri krajnjem
procesu suSenja uzoraka. Sa druge strane, dva predloZena mehanizma koja ne podrazumevaju
izolaciju Cestica, mogu se smatrati i kao mehanizmi lioprotekcije.

1.5.3.1.2.1 MEHANIZAM PRIORITETNE EKSKLUZIJE

Kako je opisano za mnoge cCestiCne sisteme, faza zamrzavanja tokom liofilizacije odreduje
strukturu smrznute mase. Dodatak krioprotektivnih agenasa izaziva neregularno pakovanje
molekula u intersticijalnu vitroznu masu, praveci dosta prostora, Sto dovodi do smanjenja gustine u
poredenju sa uredenijom masom sac¢injenom od kristala leda. Ovo ¢ini da se zamrznuta masa ponasa
vise kao teCnost, nego kao Cvsto stanje i pruza bolju mehanicku zastitu Cestica. Zbog toga, izbegava
se aglomeracija Cestica ili bilo koja izmena strukture usled pritiska koji potice od rasta kristala leda.

Krioprotektanti izoluju individualne cestice u nesmrznutu frakciju i time sprecavaju
aglomeraciju i spajanje (slepljivanje) Cestica tokom zamrzavanja. Ovo se jo$ i naziva hipoteza o
izolaciji Cestica. Vitrifikacija nije potrebna za ovaj efekat, vec je prostorna separacija Cestica dovoljna
za ocuvanje integriteta. Prema hipotezi izolacije Cestica, dovoljna koli¢ina bilo kog krioprotektanta
moZe da postigne zadovoljavajuce rezultate. U jednoj studiji, tokom smrzavanja, inicijalna
koncentracija krioprotektanta pri kojoj se moZe uociti protekcija makromolekula, dramati¢no se
menja ako je suspenzija razblazenija. Drugim rec¢ima, nije pocetna koncentracija krioprotektanta ta
koja odreduje nivo protekcije tokom procesa zamrzavanja, ve¢ relativan odnos KkoliCine
krioprotektanta prema koli¢ini makromolekula diktira o¢uvanju €estica.

1.5.3.1.2.2 MEHANIZAM VITRIFIKACIJE

Staklasti prelaz se javlja u amorfnim i semikristalnim polimerima i rezultat je smanjenja
pokretljivosti velikih segmenata molekulskih lanaca, sniZenjem temperature. Tokom hladenja,
staklasti prelaz odgovara postepenoj transformaciji iz gumastog stanja do staklastog stanja, a
tempreatura tog prelaza se naziva temperatura staklastog prelaza. SniZzenjem temperature kod
semikristalnih polimera, kristali¢na oblast kristaliSe, dok amorfna prolazi kroz staklasti prelaz.

Mehanizam vitrifikacije zasniva se na imobilizaciji molekula polimera, pracenoj nastajanjem
staklaste strukture krioprotektanata [65]. Neke studije tvrde da je imobilizacija u staklasti matriks
dovoljna za sprecavanje aglomeracije. Prema tom rezonovanju, formiranje staklastog stanja bi bilo
sasvim dovoljno za odrZanje makromolekulskog integriteta. Poznato je da tokom zamrzavanja,
nastaje separacija faze kristala leda i krio-koncentrovane tec¢nosti. Krio-koncentrovana tecnost
moZe vitrifikovati na odredenim temperaturama T'g (temperatura staklastog prelaza maksimalno
krio-koncentrovanog rastvora). Ugljeni hidrati se Cesto koriste kao krioprotektanti jer su hemijski
neskodljivi i vrlo lako vitrifikuju tokom procesa zamrzavanja. Kada se Cesti¢na disperzija zajedno sa
krioprotektantom zamrzne ispod tacke staklastog prelaza, krioprotektanti formiraju staklast
matriks oko Cestica, Stiteéi ih od razli¢itih uticaja poput mehanickog uticaja kristala leda, a time i
sprecavajuci aglomeraciju. Ako je koncentracija krioprotektanta nedovoljna, dolazi do nepotpunog
presvlacenja Cestica staklastim matriksom, $to ide u prilog aglomeraciji. Stoga se zamrzavanje mora
odviti ispod T'g, da bi se obezbedila potpuno ocvrséavanje uzorka.

1.5.3.1.2.3 MEHANIZAM SUPSTITUCIJE VODE

Supstitucija vode podrazumeva obrazovanje vodoni¢nih veza izmedu krioprotektanta i
polimera, Sto rezultira u ocuvanju integriteta polimernih lanaca. Amorfno stanje daje najbolje
okruzenje za maksimalno vezivanje vodoni¢nih veza izmedu protektanta i Cestica. Jedna od



posledica koncentrovanja formulacije tokom formiranja kristala leda, odnosi se na brzinu hemijskih
reakcija u rezidualnoj fazi. Nasuprot predvidanju Arenijusove kinetike?, brzine se povecavaju obi¢no
za red veliCine, tokom zamrzavanja vodenog rastvora [66].

U vodonic¢noj vezi, ukupna interakcija je dominantno elektrostaticka, Sto dovodi do izrazene
fleksibilnosti u duzini i uglu veze. One se obicno ne pojavljuju kao pojedinacne i izolovane veze, veé
viSe formiraju mreZe. Postoji i moguénost vezivanja viSestruke vodoni¢ne veze, kada donor formira
vezu sa viSe akceptora u isto vreme. Ovo zahteva veliku lokalnu gustinu akceptora. Preko 25% svih
O - H -+ 0 vodonic¢nih veza u ugljenim hidratima su visestruke [66]. Jedna od standardnih metoda za
istrazivanje prisustva vodonic¢nih veza u ¢vrstom stanju je i metoda infracrvene spektroskopije.
Formiranje vodoni¢ne veze uti¢e na vibracione modove grupa na viSe nacina. Nedovoljna
krioprotektivna funkcija nekog Kkrioprotektanta se, prema ovoj hipotezi, moZe objasniti i
nedovoljnom sposobnos¢u da vezuje vodu.

1.5.3.1.2.4 OSTALI MEHANIZMI:

e Krioprotektanti su multi hidroksilne komponente koje mogu da grade eutektik u prisustvu
vode, Sto bi dovelo do obrazovanja amorfnih ili nesavrsSenih kristaloida leda. Obrazovanjem
ovih kristaloida, sprecava se istiskivanje i mehanicka destrukcija mikrocestica tokom
zamrzavanja [67].

e Dodatkom krioprotektanta, viskoznost rastvora se znatno povecava, usled interakcija
hidroksilnih grupa krioprotektanta i molekula vode. Povecanje viskoznosti suspenzije moze
onemoguciti kristalizaciju leda i ograniciti mehanicku Stetu.

e ViSe hidroksilne komponente mogu da odrze prostornu orijentaciju i razmak izmedu Cestica
nakon sublimacije leda. Stoga, Cestice ne formiraju aglomerate.

e [ povrSinski napon ima uticaja. Veliki povrSinski napon rastvora sa krioprotektantom, moze
izazvati koalescenciju suspendovanih Cestica tokom zamrzavanja. Suprotno tome, relativno
mali povrSinski napon koncentrovanih rastvora saharoze i glukoze moZe uticati na Cestice
da ostanu dispergovane u rastvoru Secera, izolovaju¢i ih idividualno i sprecavajudi
aglomeraciju. Potrebno je ista¢i da se viskoznost znatno povecava blize¢i se T'g i
formiranjem staklastog stanja. Kao rezultat, aglomeracija ne moZe da nastupi nakon
vitrifikacije. Stoga se moZe re¢i da je relevantan onaj povrsinski napon kojem neposredno
sledi vitrifikacija (npr. na T'g) [68].

1.5.3.1.3 UTICA] INKAPSULIRANIH LEKOVA

Inkapsulirani medikamenti (lekovi i druga terapeutska sredstva) u nanocesticama mogu, u
nekim sluéajevima, uticati na liofilizaciju tih nanocestica. Sa druge strane, liofilizacija moZe izazvati
otpustanje medikamenta iz nanocestica ili denaturaciju, ako je to slucaj sa proteinima. U literaturi je
opisana liofilizacija PCL nanosfera sa itrakonazolom, pri ¢emu je doSlo do desorpcije leka
adsorbovanog na povrSini nanocestica [69]. Za ovakav efekat odgovorna je kristalizacija
poloksamera, koji je koriS¢en kao nejonski stabilizator. Kristalizacija stabilizatora je dovela do
destabilizacije slabo adsorbovanog leka na povrSini nanosfera, Sto uzrokuje desorpciju leka.

1 Arenijusova jednacina je jednacina koja daje zavisnost konstante brzine hemijske reakcije od temperature i

—Ea
energije aktivacije. Ima sledeci oblik: k = Ae'®rT, gde je: R - univerzalna gasna konstanta, A -
predeksponencijalni faktor, Ea - energija aktivacije i T - temperatura



Zamenjivanjem poloksamera anjonskim surfaktantom, natrijum dezoksiholatom, postignuta je
potpuna stabilizacija nanosfera sa itrakonazolom, nakon liofilizacije, u prisustvu 10% rastvora
saharoze.

U literaturi je opisano i dobijanje polimernih sistema sa inkapsuliranim ciklosporinom pri
cemu je pokazano da je liofilizacija znacajno poboljsala inkapsulaciju ciklosporina. Liofilizacija
poli(laktida) i poli(laktid-ko-glikolida) sa ciklosporinom uzrokovala je blagi porast u veli¢ini Cestica.
Ova modifikacija veli¢ine moze uticati na oralnu farmakokinetiku leka [16].

1.5.3.2 ZNACAJNOST LIOFILIZACIJE

U tipicnom procesu liofilizacije nanocestica, vodena suspenzija sa nanocesticama i razli¢ita
pomagala formulaciji, postavljaju se u staklenu bocicu, a bocica se stavlja na temperaturski
kontrolisane police. Temperatura police se postavi na oko -40°C, da bi se sva voda preobrazila u led.
Neka jedinjenja, kao Sto su puferi soli i manitol, mogu delimi¢no da kristaliSu tokom smrzavanja, ali
vecina krioprotektanata ostaje u amorfnom stanju. Nanocestice i pomenuta jedinjena tipi¢no
prelaze u amorfno staklasto stanje, koje sadrzi velike koli¢ine nesmrznute vode (15 - 30%). Nakon
Sto se sva voda i supstanca koja se rastvara pretvore u Cvrstu fazu, para leda se evakuiSe
vakuumskim pumpama i kontrolom Zeljanog pritiska. Nakon toga, temperatura polica se povecava
radi snabdevanja sistema energijom (potrebnom za poces sublimacije) i time pocinje korak glavnog
susenja. Uklanjanje Kkristala leda sublimacijom, stvara otvorenu mrezu pora, koja omogucava
putanju vodene pare iz dobijenog produkta. Granica led - para, generalno se pomera sa vrha
produkta ka dnu bocice tokom procesa primarnog suSenja. Ovaj proces je obi¢no najduzi deo
procesa liofilizacije. Kada se primeti da je u svim bocicama uklonjen led, temperatura police se
povecava, radi pruZanja visih temperatura produktu, potrebnih za efikasno uklanjanje nesmrznute
vode. Finalno suSenje se obi¢no vrsi na temperaturama polica u opsegu od 25 - 50°C na nekoliko
sati.

Poznato je da su razlicite faze liofilizacije bazirane na veoma ¢vrstim fizi¢ckim, hemijskim i
inZenjerskim principima i da se moZe kontrolisati do te mere, da se ishod procesa odredenog
produkta moZe dosta dobro proceniti. Stabilne liofilizirane nanocestice se mogu dobiti uklapanjem
optimalnih formulacija sa njihovim pridruZenim optimalnim procesom susenja.

Da bi se odradio optimalni proces liofilizacije nanocestica, trebalo bi razumeti kriticne
osobine optimizovanih formulacija i kako primeniti ove informacije u dizajnu procesa. Kriti¢ne
osobine formulacija uklju¢uju temperaturu staklastog prelaza smrznutog uzorka (Tg), temperaturu
kolapsa formulacije (Tc), stabilnost nanocestica i njihovih enkapsuliranih lekova i osobine
koriS¢enih stabilizatora [70]. Temperatura kolapsa je maksimalna dozvoljena temperatura produkta
tokom primarnog suSenja. Liofilizirani produkt gubi makroskopsku strukturu i desava se kolaps
tokom liofilizacije, kada je zagrejam iznad ove temperature (ona je obi¢no dva stepena veéa od Tg ili
jednaka eutektickoj temperaturi).

1.5.3.2.1 KORAK ZAMRZAVANJA

Zamrzavanje je prva faza liofilizacije i to je faza kada se ve¢ina vode uklanja iz nanocesti¢nog
sistema. Sistem je razdvojen na viSe faza i formira se povrSina izmedu leda i nanocestica.
Zamrzavanje Cesto uzrokuje destabilizaciju nanocestica. Ovi uticaju podrazumevaju povecanje
koncentracije nanocestica, Sto poboljSava interakcije izmedu njih, dovode¢i do aglomeracije ili
fuzije. Da bi se obezbedilo totalno ocvr§¢avanje smrznutog uzorka, faza nanocestica bi trebalo da se



ohladi na temperaturu nizu od Tg formulacije ako je amorfna, ili ispod Teu, ako je u kristalnom
stanju, gde je Tg temperatura staklastog prelaza maksimalno krio-koncentrovanog uzorka, a Teu
temperatura eutekticke kristalizacije kristalnog zamrznutog uzorka.

U literaturi koriS¢ene su razliCite metode zamrzavanja, kao Sto je zamrzavanje teCnim
azotom, punjenje bocica na prethodno ohladene plocice ili pojatano hladenje polica [58]. Ove
razliCite metode zamrzavanja daju razlicite efekte superohladenja. Normalno, najvisi efekat
superohladenja postiZze se zamrzavanjem malih zapremina tenim azotom, a najniZi je metod
prethodno ohladenih polica.

TEORIJA ZAMRZAVAN]JA

Kada je vodeni rastvor zamrznut, rastu kristali leda i molekuli rastvorene supstance se
iskljucuju iz sastava kristala [70]. Zbog toga Sto necistoe imaju veoma malu rastvorljivost u
kristalima leda, stvara se koncentracioni gradijent supstance koja se rastvara i krio-koncentracija
ispred fronta leda se povecava. Povecanje koncentracije smanjuje tacku topljenja rastvora, Sto
rezultira u formiranju konstitucione zone superohladenja i kona¢no, ovo prati rast Kristalnih celija
leda. Ovaj fenomen se zove Mulins - Sekerka nestabilnost, prema kom primarni $ablon strukture
leda zavisi od koncentracije destabilizujuce supstance koja se rastvara i povrsinske energije koja se
odupire formiranju celija kristala.

KONTROLISANO ZAMRZAVAN]JE

Razli¢iti uslovi zamrzavanja, ukljuc¢ujuci temperaturu zamrzavanja, koncentraciju supstance,
tipa rastvaraca i smer zamrzavanja mogu imati veliki uticaj na obrazovanje materijala. Kada se
vodeni rastvor zamrzava te¢nim azotom, ekstremno velike temperature zamrzavanja (- 196°C)
teCnog azota rezultiraju u brzom formiranju klica kristala leda i rasta malih ledenih kristala.
Medutim, kada se zamrzavanje odigrava na viSim temperaturama (npr. - 20°C), nukleacija leda je
sporija i klice streme rastu u vece kristale leda, Sto rezultira u velikim i nasumi¢no rasporedenim
porama u materijalu. Smer zamrzavanja ima veliki efekat na morfologiju pora. Kontrolisanjem
smera zamrzavanja, rast Kkristala leda moZe biti orijentisan u jednom pravcu (proces nazvan
usmereno zamrzavanje). Proces se realizuje primenom velikog temperaturskog gradijenta duz
uzorka, gde kristali leda rastu sa kraja gde je temperatura niZza do oblasti gde je viSa. Potom,
uklanjanjem orijentisanih kristala leda suSenjem, stvara se materijal sa usmerenim porama.
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SLIKA 1.5.32 SHEMATSKI PRIKAZ KONZERVATIVNOG CIKLUSA LIOFILIZACIJE. CIKLUS SE MOZE PODELITI
NA TRI FAZE: ZAMRZAVANJE, PRIMARNO I SEKUNDARNO SUSEN]JE.

1.5.3.2.2 KORAK GLAVNOG SUSENJA

Primarno suSenje podrazumeva uklanjanje leda sublimacijom (slika 1.5.3). Temperatura
produkta tokom primarnog suSenja se mora podesiti ispod temperature kolapsa formulacije, stoga
se moraju kontrolisati operacioni uslovi (pritisak i temperatura polica) [58].

1.5.3.2.3 KORAK FINALNOG SUSENJA

Podrazumeva uklanjanje apsorbovane vode iz produkta, koja se nije odvojila kao led tokom
zamrzavanja i nije sublimovana. Nezamrznuta voda moze biti adsorbovana na povrsini kristalnog
produkta ili je u fazi supstance koja se rastvara. Takode, moZe biti kao hidratisana voda u kristalnom
hidratu ili rastvorena u amorfnoj ¢vrstoj fazi. Obicno je prisutna u dovoljnim koli¢cinama da izazove
brzu dekompoziciju produkta kada se skladisti na sobnoj temperaturi. Sekundarno susenje pocinje
lokalno kada se ukloni sav led iz te oblasti. Sadrzaj zaostale vlage u krajnjem produktu obi¢no
diktira duzinu sekundarnog suSenja. Za svrhe farmacije, izgleda da je poZeljan sadrzaj vlage manji
od 1%.

1.5.3.3 FIZICKO-HEMIJSKE KARAKTERIZACIJE LIOFILIZIRANIH PRODUKATA

Veoma je vazno okarakterisati matriks liofilizacije i istraziti odrzanje osobina nanocestica.
Makroskopska vizuelizacija liofiliziranog produkta je direktan nacin da se posmatra mikrostruktura
matriksa, da se dokaZe odrzanje integriteta nanocestica i da se pruzi uvid u eventualne modifikacije
njihove morfologije. U ove svrhe koriste se mnoge visokorezolucione mikroksopske tehnike, kao Sto
su cryo-TEM, TEM, SEM itd.
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oslednjih nekoliko decenija, sve viSe i viSe napora se ulaze u razvoj biodegradabilnih

polimernih materijala (mikro- i nanodestica), pogodnih za primenu u sistemima za

kontrolisanu dostavu lekova i tkivnom inZenjerstvu. Vec¢ina ovih materijala sintetiSe se od
alifaticnih poliestara, kao Sto je poli(e-kaprolakton). Osim biokompatibilnosti, biodegradabilnosti i
odgovarajuc¢ih morfoloSkih karakteristika, i fizicka i hemijska stabilnost Cestica su od izuzetne
vaznosti i klju¢ni su uslovi za komercijalizaciju ovih sistema.

Morfoloske osobine polimernih cestica imaju glavnu ulogu u biodistribuciji i prolasku kroz
bioloske barijere, a stoga i odreduju krajnju efikasnost terapije. Medu ovim osobinama, oblik i
veliCina Cestica su neki od klju¢nih faktora koji uticu na vazne bioloske procese, ukljucujuci adheziju
i internalizaciju od strane celija. Iz studija o uticaju veli¢ine sfernih Cestica na njihov polu Zivot u
cirkulaciji krvi, moze se zakljuciti da Cestice opsega velicina od 20 nm do 1 um izbegavaju vec¢inu
mehanizama uklanjanja iz organizma pa je samim tim i vreme njihovog boravka u cirkulaciji
povecano. Iz literature je poznato i da se polimerne nanocestice sfernog oblika internalizuju mnogo
viSe nego Sto je to slucaj sa cilindri¢nim i Stapi¢astim Cesticama.

Liofilizacija je sloZen proces koji ukljucuje promene u temperaturi i fizickom stanju
materijala, kao i u koncentraciji razli¢itih supstanci u te¢nom okruZenju, Sto lako naruSava
stabilnost Cesticne disperzije. Da bi se Cestice zastitile od razliitih vrsta uticaja tokom liofilizacije,
koriste se krio- ili lioprotektanti. Izbor pogodnog krioprotektanta nije uvek jednostavan zadatak. U
nekim slucajevima, neodgovarajuca koncentracija krioprotektanta moze ¢ak i destabilisati Cestice.

U analizi svojstava materijala koji je procesiran u cilju potencijalne primene u oblasti
biomedicine, veoma je vazno ispitati njegovu citokompatibilnost, odnosno meru u kojoj je materijal
podesan da koegzistira u prisustvu €elija, tako da ne utice na njihov prirodni Zivotni proces, u smislu
podsticanja procesa degeneracije i umiranja. Takode, veoma je vazno ispitati i uticaj materijala na
obrazovanje reaktivnih radikala kiseonika (reactive oxygen species - ROS) i nastanak oksidacionog
stresa, jednog od mehanizama koji dovodi do nastanka mnogih bolesti.

Ciljevi ovog istraZivanja bili su:

e Dobijanje mikro- i nanosfera poli(e-kaprolaktona) (PCL) odgovaraju¢ih morfoloskih
karakteristika, fizickohemijskom rastvara¢/nerastvara¢ metodom.

e Ispitivanje uticaja razlicitih supstanci kao potencijalnih krioprotektanata, prilikom susenja
uzoraka u liofilizatoru. IstraZivanje sposobnosti stabilizacije i protekcije sa: ugljenim
hidratima - glukozom i saharozom i polimerima - poli(vinil alkoholom) i poli(e, y, L-
glutaminskom kiselinom).

e I[spitivanje citotoksi¢nosti mikro- i nanosfera PCL polimera dobijenih uz koriS¢enje razli¢itih
krioprotektanata.

e Ispitivanje uticaja liofiliziranih PCL mikro- i nanosfera na nastanak reaktivnih radikala
kiseonika (reactive oxygen species - ROS).
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3.1 EKSPERIMENTALNI RAD

3.1.1 MATERIJAL

Lactel Absorbable Polymers (Birmingham, Alabama, SAD) je proizvoda¢ poli(e-
kaprolaktona) koriS¢enog u eksperimentima. KoriS¢eni polimer ima srednju molekulsku masu
50000 g/mol i viskoznost od 0.85 dL/g. Poli(L-glutaminska kiselina) (PGA, Mw = 20 - 40 kDa, 99.9%
HPLC purity) je poklon Guilin Peptide Technology Limited (Kina). Saharoza je proizvod firme VWR
BDH Prolabo, Belgija. Glukoza, PVA, rastvarac (hloroform) i nerastvarac (alokohol - etanol), kupljeni
su od Superlaba (Superlab, Srbija). Svi reagensi i hemikalije upotrebljeni u eksperimentalnom radu
bili su analiticke cistoce i koriS¢eni su bez dodatnog preciscavanja. Slede¢e hemikalije su koriS¢ene
za odredivanje potencijalne citotoksi¢nosti i formiranja reaktivnih radikala kiseonika, a poticu iz
firme Sigma Aldrich (St. Louis, USA): EMEM (Eagle’s Minimal Essential Medium),
penicilin/streptomicin, L-glutamin, PBS (phosphate-buffered saline), tripsin, fetalni bovin serum,
rastvor neesencijalnih aminokiselina (100x), MTT, dimetil sulfoksid, tert-butil hidroperoksid i 2,7-
dihlorofluorescein diacetat (DCFH-DA).

3.1.2 SINTEZA

Sinteza Cestica PCL radena je fizickohemijskom rastvarac/nerastvara¢ metodom. Kao Sto je
na shemi (slika 3.1.1) prikazano, 300 mg komercijalnih granula PCL rastvarano je tokom 100
minuta, na sobnoj temperaturi u organskom rastvaracu, hloroformu (5ml, CHCI3). Nakon potpunog
rastvaranja naglo je dodat nerastvara¢ u visku, alkohol etanol (20 ml, C;Hs0H), uz istovremenu
homogenizaciju na magnetnoj mesalici (500rpm), pri ¢emu dolazi do difuzije rastvarata u
nerastvarac i rastvor se boji belicasto. Kao krioprotektanti, u eksperimentima su koris¢ene razlicite
supstance i to: poli(L - glutaminska kiselina) (PGA), saharoza, glukoza ili poli(vinil alkohol) (PVA).
PGA, saharoza, glukoza ili PVA (5ml, 1% vodeni rastvor) ukapavani su u suspenziju, uz istovremenu
homogenizaciju na magnetnoj mesalici, a zatim je dobijena suspenzija izlivena u petrijeve Solje i
ostavljena na temperaturi od -8°C tokom 24h, kako bi hloroform evaporisao, a Cestice PCL-a u
potpunosti precipitovale. Nakon toga cestice PCL-a su susene na redukovanom pritisku (0.30 mbar)
i niskoj temperaturi od -55°C u liofilizatoru (Freeze Dryer Christ Alpha 1-2/ LD plus, main drying t:
8.5h; final drying: 30 min). PGA i PVA su polielektroliti, pa u slu¢aju ovih uzorka, oni imaju dvojaku
ulogu u sistemu, kao stabilizatori i kao krioprotektanti. Stabilizator stvara "zeta" potencijal ¢ime se
dodatno sprecava aglomeracija novo nastalih Cestica.

Uzorci dobijeni fizickohemijskom rastvara¢/nerastvara¢ metodom, liofilizirani i okarakterisani
razli¢itim metodama su:

PCL polimer bez dodatka krioprotektanta,

PCL sa dodatkom 1%-o0g vodenog rastvora PVA,

PCL sa dodatkom 1%-o0g vodenog rastvora PGA,

PCL sa dodatkom 1%-o0g vodenog rastvora glukoze i
PCL sa dodatkom 1%-o0g vodenog rastvora saharoze.

ARSI

Ispitivanje strukturnih i morfoloskih osobina praha PCL-a dobijenog bez i sa razli¢itim
krioprotektantima, radeno je metodama infracrvene spektroskopije sa Fourierovom



transformacijom (FT-IR), skenirajuce elektronske mikroskopije (SEM) i metodom analize difrakcije
laserske svetlosti na ¢esticama (DLS). Citokompatibilnost uzoraka je ispitana MTT testom dok je
ROS efekat ispitan DCFH-DA testom.
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3.2 EKSPERIMENTALNE METODE

3.2.1 LIOFILIZACIJA

Liofilizacijaje uzoraka je radena pri sniZenom pritisku od 0.30 mbar i na temperaturi od -
55°C tokom 9 h (Freeze Dryer Christ Alpha 1-2/ LD plus, main drying t: 8.5 h; final drying: 30 min).

L

SLIKA 3.2.1 LIOFILIZATOR CHRIST ALPHA 1-2/ LD PLUS

Glavni delovi sistema za liofilizaciju (slika 3.2.1) su:

e komora za suSenje, sa policama
e vakuumska pumpa

e sistem za hladenje

e kondenzator

Rastvori uzoraka, nakon delimi¢nog zamrzavanja 24 h u zamrzivacu, postavljeni su u bocice,
koje su zatvorene odredenim propustljivim materijalom, nakon cega se postavljaju u liofilizator.
Uzorci su prvo zamrznuti na dovoljno niskoj temperaturi da bi u potpunosti o¢vrsnuli. Nakon toga,
komora je evakuisana dok pritisak nije dostigao vrednost manju od pritiska pare leda na
temperaturi uzorka (0.3 mbar pri -55°C). Nakon dostizanja ovog pritiska, na police je dovedena
toplota radi pruzanja dovoljno energije potrebne za sublimaciju leda (primarno suSenje na -30°C).
Nakon Sto je odigrana primarna faza suSenja, uzorci su ostavljeni dovoljno dugo za odigravanje
sekundarne faze uklanjanja nezamrznute, adsorbovane i zahvacene vode.

3.2.2 FT INFRACRVENA SPEKTROSKOPIJA (FT-IR)

Infracrvena spektroskopija pruza podatke o vibracijama atoma u molekulu. Pomoc¢u nje se
moZe izvrsiti jednoznac¢na identifikacija Cistih jedinjenja, kao i komponenata jednostavnijih smesSa
(kvalitativna analiza), a potom i kvantitativna analiza [71]. Vibracioni spektri takode sadrze podatke
o strukturi molekula, geometriji i detalje o nac¢inu vezivanja atoma u molekulu. Na osnovu ovih
spektara, mogu se odrediti podaci o mehanizmima odvijanja procesa, faznim transformacijama,
dinamici protona itd. Vibracioni prelazi viSeatomskih molekula mogu se javiti u IC spektru samo
ukoliko je ispunjeno izborno pravilo da se dipolni momenat molekula tokom vibracija, pri promeni



meduatomskog rastojanja, menja po veli¢ini ili pravcu, nezavisno od toga da li molekul u
ravnoteZnoj konfiguraciji ima ili nema permanentni dipolni momenat [72].

Svi FT-IR spektrofotometri uglavnom koriste Majkelsonov interferometar sa dvostrukim
snopom, Sto podrazumeva postojanje izvora, fiksnog i pokretnog ogledala, separatrise, detektora,
dela elektronike: pojacivaca, digitajzera, elektronskih filtera, kojima se signal sa detektora pojacava,
demoduliSe, digitalizuje i Salje na ra¢unar koji vrsi Fourijeovu transformaciju interferograma i daje
spektaruobliku: T = f (v)ilid = f(v).

Modulisana svetlost iz izvora upravlja se na separatrisu, koja oko polovine intenziteta snopa
reflektuje na fiksno ogledalo, a drugu polovinu propusta na pokretno ogledalo. Pokretno ogledalo
reflektuje snop nazad na separatrisu, pa se ponovo deli i mesa: polovina se vraca u izvor, dok druga
polovina pada na uzorak i prolazi do detektora. Kada je rastojanje od separatrise do pokretnog,
odnosno fiksnog ogledala isto (kada je opti¢ka putna razlika dva kraka interferometra) ravno nuli,
javlja se konstruktivna interferencija, pa snop koji napusta separatrisu ima maksimalan intenzitet.
Kada opticko kaSnjenje nije nula, snopovi svetlosti iz oba kraka interferometra mogu da ne budu u
fazi, pa se javlja destruktivna interferencija i dolazi do slabljenja intenziteta. Posle rekombinacije,
svetlosni snop se sistemom sociva fokusira na uzorak, a zatim, drugim sistemom na detektor. Posle
detektora, svetlost se Salje na pojacivac, gde se vrSi demodulacija signala, zatim u digitajzer koji
kontinualni interferogam ili jednu analognu funkciju, prevodi u digitalnu i Salje na raCunar. U
raCunaru se odvija Fourijerova transformacija, dajuc¢i spektar kao transparenciju (T%) ili
apsorbanciju (A%) u funkciji talasnog broja (v/ cm1), odnosno talasne duZine (A/nm).

Kvalitativna analiza uzoraka odradena je opisanom metodom spektroskopije. FT-IR spektri
uzoraka, snimljeni su metodom KBr pastile, u opsegu 400 - 4000 cm-l, Carl Zeiss SPECORD 75
spektrometrom, pri rezoluciji od 4 cml. FT-IR merenja su vrSena u cilju ispitivanja moguéih
interakcija izmedu PCL polimera i razli¢itih krioprotektanata (PVA, PGA, saharoze i glukoze).

3.2.3 SKENIRAJUCA ELEKTRONSKA MIKROSKOPIJA (SEM)

Elektronski mikroskop je tip mikroskopa koji koristi interakciju elektrona sa materijom za
stvaranje slike ispitivanog objekta. Uvecana slika objekta se formira difrakcijom visokoenergetskih
elektrona. Posto se povecanjem energije elektrona njihove De Broljeve talasne duzine mogu uciniti
dosta manjim od talasnih duZina vidljive svetlosti, elektronskim mikroskopom se mogu posmatrati
objekti cija je velicina daleko ispod granice vidljivosti optickim mikroskopom [73]. Skenirajuca
elektronska mikroskopija (SEM) jedna je od najviSe koriséenih metoda u karakterizaciji materijala.
Ako postoji moguénost programiranog Setanja elektronskog snopa (skeniranje) u cilju formiranja
lika objekta na bazi reflektovanog snopa elektrona, tada se radi o skenirajuéoj elektronskoj
mikroskopiji. SEM uredaji rade na uvecanjima od 10 do preko 500.000, a osim morfologije
ispitivanog materijala (topografija) u moguénosti su da pruzZe preciznu informaciju o hemijskom
sastavu materijala u blizini njegove povrsine.



SLIKA 3.2.2 SKENIRAJUCI ELEKTRONSKI MIKROSKOP I RACUNAR KOJI GA KONTROLISE

U tipicnom SEM eksperimentu generiSe se snop primarnih elektrona fokusiran u fini spot
precnika priblizno 5 nm, sa energijama elektrona koje variraju od 100 eV do 50 keV [74]. U slucaju
neelasti¢nog rasejanja primarni elektroni predaju deo svoje energije elektronima u materijalu, ¢cime
se stvaraju uslovi za njihovu emisiju u vidu sekundarnih elektrona koji obi¢no imaju energiju manju
od 50 eV. Deo neelastitno predate energije primarnih elektrona dovodi i do pobudivanja elektrona
iz elektronskih ljuski atoma, a tako pobudeni atomi deeksituju se u osnovno stanje ili emisijom
fotona karakteristicnog X-zracenja ili emisijom OZeovog elektrona. Deo elasti¢no rasejanih
primarnih elektrona vraéa se iz materijala kroz povrSinu kao kontrarasejani elektroni sa
verovatno¢om proporcionalnom atomskom broju regiona materijala razli¢itog sastava [70]. SEM
sistem formira sliku detektovanjem svih pomenutih tipova zracenja koji se javljaju kao rezultat
interakcije primarnog elektronskog snopa sa materijalom. Reflektovani elektroni sa povrSine uzorka
hvataju se elektronskim multiplikatorom, a dobijeni naponski impuls se vodi na reSetku katodne
cevi. Ako tacka povrsine koju pogada elektronski snop dobro reflektuje elektrone, preko pojacivaca
elektronskog multiplikatora izaziva dobru propustljivost reSetke katodne cevi, pa se na
odgovarajucoj tacki ekrana dobija jaCe osvetljenje. Brzim Setanjem elektronskog mlaza na ekranu se
dobija trajna slika povrSine. Dobra ili losa reflektivnost pojedinacnih tacaka povrSine uzorka
odredena je hemijskim sastavom i uglom prema otvoru fotomultiplikatora, pa je formiranje slike
funkcija ova dva faktora.

Mo¢ razlaganja skenirajucih elektronskih mikroskopa zavisi od tri faktora [67]. Prvo, mo¢
razlaganja ne moze prevazic¢i dijametar elektronskog snopa. Drugo, elektronski snop se donekle
rastura po uzorku, ¢ime se njegov efektivni dijametar nesto povecava. Trece, struja snopa mora biti
dovoljna da se na ekranu vidi slika svake tacke uzorka. Uzorci za SEM moraju biti neisparljivi, da bi
se unutar mikroskopa mogao odrZati visoki vakuum. U slu¢aju uzorka sa visokim naponom pare na
sobnoj temperaturi, postoji moguénost snizavanja koris¢enjem drzaca uzorka koji se hladi tecnim
azotom. Obavezno je da uzorci budu elektroprovodni. Neprovodni uzorci se lako mogu uciniti
provodnim, naparavanjem ugljenika ili metala (zlata) u veoma tankom sloju, koji ne naruSava
topologiju uzorka.

MorfoloSke karakteristike uzoraka ispitivane su skenirajuéom elektronskom mikroskopijom
(SEM). 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, pomoc¢u uredaja za naparavanje 3AL-TEC
SCDO005, strujom od 30 mA sa udaljenosti od 50 mm tokom 180s.

3.2.4 MERENJE RASPODELE VELICINA CESTICA (DLS)

racunar

SLIKA 3.2.3 UREDA] ZA LD ANALIZU MASTERSIZER 2000, MALVERN INSTRUMENTS, UK: OPTICKI
INSTRUMENT I MERNE CELIJE SCIROCCO, HYDROS I HYDROMP [75]

Znacajnost merenja raspodele veli¢ina Cestica lezi u tome Sto svojstva disperznih sistema
zavise od veli€ine samih ¢estica i uniformnosti njihove raspodele. Primarna metoda za ispitivanje
raspodele velicina u disperznim sistemima je metoda analize difrakcije laserske svetlosti na
Cesticama [75]. Laserska difraktometrija se bazira na Cinjenici da je prostorni raspored difraktovane
svetlosti funkcija veli¢ine Cestica uzorka koji se analizira. U sustini ona meri intenzitete i rastojanja
difrakcionih prstenova (prostorne uglove i pravac upadne svetlosti). Za razliku od difraktovane
svetlosti koja se prostire pod malim uglovima u odnosu na pravac prostiranja upadne svetlosti,
rasejanje je kompleksnije - svetlost se prostire u svim pravcima. Prostorni raspored rasejane
svetlosti zavisi od odnosa veli¢ine Cestice i talasne duZine upadne svetlosti.

Raspodela veli¢ina cestica PCL sa 1% glukozom kao krioprotektantom, merena je
instrumentom PSA Mastersizer 2000 (Malvern Instruments Ltd., UK), koji ima granicu detekcije od
nekoliko desetina nanometara. Ovaj instrument koristi tehniku rasejanja laserskog snopa. Ovo se
postize merenjem intenziteta rasejane svetlosti po karakteristicnim prostornim uglovima, tokom
prolaska fokusiranog laserskog snopa kroz cesti¢nu disperziju. Ovi podaci se, potom, analiziraju radi
kalkulacije veli¢ina Cestica koje su napravile Sablon rasejanja. Standardan sistem se sastoji od tri
elementa: opticki instrument, jedinice za dispergovanje uzorka i raCunar sa odgovaraju¢im
softverskim paketom. Mastersizer 2000 koristi dva izvora svetlosti: HeNe laser, kao izvor crvene
svetlosti talasne duzine 633 nm i LED, koji emituje plavu svetlost talasne duzine 455 nm. Uzorak
dispergovan u izopropanolu, nakon cega se unosi u mernu zonu instrumenta putem Hydro
disperzione jedinice. Tokom merenja, instrument je belezio oko 2000 snimaka, jedan snimak svaki
milisekund, koji se usrednjavaju u konacan rezultat. Nakon toga, neobradeni podaci su analizirani u
programskom paketu.



3.2.5 ODREDIVANJE CITOTOKSICNOSTI (MTT TEST)

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijum bromid) test je kolorimetrijski test
merenja aktivnosti cCelijskih enzima koji redukuju tetrazolijumsku boju, MTT, do njenog
nerastvorljivog formazana, daju¢i ljubicastu boju. Ovakav test meri ¢elijsku metabolicku aktivnost
preko NAD(P)H zavisnih ¢elijskih enzima, oksidoreduktaza, i moze, pod odredenim okolnostima, da
odraZzava broj ¢elija sposobnih za prezivljavanje i proliferaciju [72]. MTT test se gotovo uvek koristi
u ispitivanju citotoksicnosti ili citostaticke aktivnosti potencijalnih medicinskih agenasa i toksi¢nih
materijala. MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazolijum bromid, Zuti tetrazol), redukuje se
do ljubicastog formazana u Zivim ¢elijama.

CELIJSKA KULTURA

Jetra ima veoma vaznu ulogu u metabolizmu coveka, jer obavlja mnostvo funkcija,
ukljucujuéi detoksifikaciju, odlaganje glikogena i proizvodnju krvnih belancevina. Eksperimentalne
metode ispitivanja citotoksi¢nosti se baziraju, najc¢eSc¢e, na koriS¢enju ljudskih éelija jetre HepG2.
Ove celije su dobijene iz Evropske kolekcije za Celijske kulture (ECACC). Drze se u rastvoru EMEM
(Eagle’s Minimal Essential Medium) sa dodatkom 10% govedeg seruma, 1% rastvora neesencijalnih
aminokiselina, 2 mM L-glutamina i 100 U/ml penicilina sa 100 pg/ml streptomicina, pri 37°C na
vlaznoj atmosferi i 5% CO..

Pri ispitivanju citotoksicnosti uzoraka PCL polimera sa razli¢itim Kkrioprotektantima,
koriS¢ena je pomenuta metoda. HepG2 c¢elije su postavljene na standardnom mikrosudu od 96
otvora (Nunc, Naperville IL, USA), gustine od 40 000 ¢elija po mililitru i inkubirane narednih 20 sati
na temperaturi od 37 °C. Te€nost u kojoj se Celije nalaze je potom zamenjena sveZom tecnos¢u, koja
sadrzi 0, 0.0001, 0.001, 0.01, 0.1 i 1 % (zapreminski) razli¢itih uzoraka PCL cestica (PCL bez
krioprotektanta, PCL sa PGA i PCL sa glukozom kao krioprotektantima) i inkubirani 24 ¢asa. U svaki
eksperiment je ukljuCena i negativna kontrola (¢elije koje nisu tretirane). Potom je dodat MTT
(krajnje koncentracije od 0.5 mg/ml), inkubiran dodatna tri sata, nakon cega je tecnost sa MTT
uklonjena, a formirani kristali formazana su rastvoreni u dimetil sulfoksidu (DMSO). Merena je
opticka gustina na 570 nm (referentni filter 690 nm) koriS¢enjem mikrofluorimetra (Tecan GENios,
Austria). Sposobnost prezivljavanja Celija (engl. viability) odreduje se uporedujuci vrednosti opticke
gustine otvora mikrosuda koji sadrze tretirane celije, sa onim u kojima su netretirane Ccelije.
Odradeno je po pet ponavljanja za svaku tacku koncentracije i po tri nezavisna eksperimenta za
svaki uzorak.

Rezultati su prikazani kao srednja vrednosti tri nezavisna eksperimenta. Radi odredivanja
statisticke znacajnosti (pouzdanosti), odraden je studentov T test izmedu tretiranih i kontrolnih
¢elija. S obzirom da je poznato da ¢e broj Celija opadati, raden je jednosmerni test. Pri vrednostima P
< 0.05 (sa 95% pouzdanosti), rezultati su smatrani znac¢ajnim.

3.2.6 FORMIRANJE REAKTIVNIH RADIKALA KISEONIKA (DCFH-DA TEST)

Reaktivne kiseoni¢ne vrste, (engl. Reactive Oxygen Species - ROS), predstavljaju atome,
molekule ili jone sa jednim ili viSe nesparenih elektrona u svojoj strukturi. Nastaju kao
meduproizvod u toku metabolizma Kiseonika, jako su nestabilne i veoma reaktivne [76]. Ove Cestice,
zbog nesparenih elektrona u spoljnoj orbiti, veoma agresivno "traZe" druge molekule, u nastojanju
da iz njih ukradu njihove elektrone, stvarajuc¢i tako nove radikale, i na taj nacin odrZe oksidativni



ciklus. Reaktivne vrste kiseonika u organizmu ispoljavaju pozitivna i negativna dejstva. Nastale kao
sporedni proizvod normalnog metabolizma kiseonika, oni igraju vaznu ulogu u ¢elijskoj signalizaciji,
leukociti ih koristite kao odbrambeni mehanizam u borbi protiv raznih mikroorganizama itd. Sa
druge strane, izloZenost organizma negativnim uticajima sredine (neki od njih su duvanski dim,
lekovi, nacin ishrane, neka terapijska i okolna zraCenja) moze doprineti povecanju koncentracije
ovih jedinjenja, Sto izaziva obimna oStecenja Celijskih struktura (oksidativni stres). Iako je kolic¢ina
ROS u organizmu jako mala, njeni efekti su razorni, jer lanc¢ana reakcija omoguéava da jedna vrsta
izazove promene na hiljadama molekula. Poremec¢aje koje tom prilikom mogu da izazovu reaktivne
vrste kiseonika u Celiji su: stvaranje bo¢nih veza, preoksidacija lipida, oSteéenje lizozoma, oStecenje
¢elijske membrane i nagomilavanje pigmenata starenja. Poremecaji i bolesti, koje mogu nastati kao
posledica Stetnog delovanja reaktivnih vrsta kisonika su brojne, a samo neke od njih su: prevremeno
starenje, tumori, Se¢arna bolest, ateroskleroza, katarakta, neurodegenerativne bolesti, reumatski
artritis, hipoksija itd.

Obrazovanje unutarcelijskih reaktivnih kiseoni¢nih vrsta mereno je spektrofotometrijski,
kori$¢enjem fluorescentne probe, 2'-7'-dihlorodihidrofluorescein diacetata (DCFH-DA) [77]. Ovaj
relativno nefluorescentan molekul se najcesée koristi pri ispitivanju redoksnog stanja ¢elija. DCFH-
DA lako difunduje kroz ¢elijsku membranu, nakon €ega se hidrolizuje unutaréelijskim esterazama
do nefluorescentnog 2',7'- dihlorodihidrofluoresceina (DCFH2). Peroksidaze, citohrom c i Fe?* su
sposobni da oksiduju DCFH2 do veoma fluorescentnog 2',7'- dihlorofluoresceina (DCF) u prisustvu
vodonik peroksidaza. Akumulacija DCF unutar ¢elija se moZe meriti pove¢anjem fluorescencije na
530 nm, kada se uzorak ekscituje na 485 nm. Intenzitet fluorescencije DCF (meri se proto¢nom
citometrijom) proporcionalan je koli¢ini reaktivnih kiseoni¢nih vrsta formiranih unutar ¢elije. H,0,
je principijalna reaktivna kiseoni¢na vrsta odgovorna za oksidaciju DCFH2 do DCF.

HepG2 celije (ista kultura, gore opisana), postavljene su na crnu mikroposudu sa 96 otvora
za Celije, pri gustini od 75 000 ¢elija po mililitru (Nunc, Naperville IL, USA) u pet ponavljanja za
svaki uzorak. Nakon 20h od inkubacije na 37°C u 5 % COy, Celije su inkubirane sa 20 pM DCFH-DA.
Nakon 30 min, DCFH-DA je uklonjen i ¢elije su tretirane sa 0, 0.0001, 0.001, 0.01, 0.1 i 1 %
(zapreminski) uzorka PCL bez krioprotektanta, PCL sa 1% PGA i PCL sa 1% glukoze, u PBS. U
svakom eksperimentu, ukljuc¢ena je negativna kontrola (netretirane Celije) i pozitivna kontrola (0.5
mM t-BOOH). Radi kinetickih ispitivanja, sudovi su odrZavani na 37°C i intenzitet fluorescencije je
meren na svakih 30 min tokom 5 sati inkubacije, koriS¢enjem spektrofluorimetra (Tecan, Genios,
Austrija) pri talasnoj duzini ekscitacije na 485 nm i emisije na 530 nm.

Za svaki uzorak su radena dva nezavisna eksperimenta sa po pet ponavljanja. Statisticka
znacajnost izmedu tretirane grupe i kontrole, odredena je dvosmernim studentovim T testom,
koriS¢enjem ANOVA. Pri P vrednosti manjoj od grani¢ne (0.05), podaci se statisticki znacajno
razlikuju.



4 REZULTATI




4.1 FT-IR ANALIZA

Metodom infracrvene spektroskopije sa Fourijer-ovom transformacijom, ispitani su svi uzorci.
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SLIKA 4.1.1 FT-IR SPEKTAR PCL POLIMERA LIOFILIZOVANOG BEZ DODATKA KRIOPROTEKTANTA

Posmatraju¢i spektar PCL uzorka liofiliziranog bez dodatka krioprotektanta (slika 4.1.1),
lako se uocava najintenzivnija traka na 1710 cm!, koja predstavlja karakteristicnu istezucu
vibraciju karbonilne grupe (C = O) [78]. Trake slabijeg intenziteta na 1160 cm-1, 1180 cm i 1235
cml, predstavljaju vibracije cele karboksilne grupe (0 = C - 0) [79]. Ve¢i intenzitet pomenutih
apsorpcionih traka u odnosu na ostale u spektru, objasnjava se ¢injenicom da su te grupe polarnije,
jer je aktivnost molekulskih vibracija u IC spektru usko povezana sa osciluju¢im dipolnim
momentom molekula. U delu spektra ka ve¢im talasnim brojevima zapaZza se dublet koji je nastao
usled kuplovanja trake sp3 hibridizovane (C - H) veze, simetri¢ne i asimetri¢ne vibracije, na 2910
cmt i 2925 cml. Pomenuti dublet moze i da potice od Fermijeve rezonancije pomenute trake i
overtona makazaste vibracije CH; grupe sa 1460 cm! [68]. Antisimetri¢na istezu¢a CH; traka, javlja
se na 2855 cm-L. Pikovi koji su na 1100 cm-?, 1040 cm! i 955 cm-! poti¢u od vibracija (C - O) veze,
dok su svi ostali ispod 900 cm-! usled deformacionih (C - H) vibracija [80].

Infracrveni spektri su osetljivi na konformaciju i pakovanje molekulskih lanaca, a ova osetljivost se
dosta upotrebljava u korist karakterizacije semikristalnih polimera, prema stepenu kristali¢nosti. (C
- 0) i (C - C) veze karakteristicne za kristalno stanje, apsorbuju na 1360 cm1i 1290 cm, dok je



pomenuta traka na 1160 cm-! reprezentacija amorfnog stanja [81]. Ovo nije za¢udujuce s obzirom
da je PCL polimer semi-kristalan. CH, deformacione vibracije pokazuju maksimume na 1460 cm-t,
1410 cm1i 1390 cm-L. Siroka oblast sa maksimumom na 3425 cm! ukazuje na kombinaciju traka (C
= 0) overtona i OH grupa vezanih vodoni¢cnom vezom [72]. S obzirom da je traka dosta niskog
intenziteta, moZe se reci da nije ostalo mnogo rezidualne vezane vode u uzorku.
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SLIKA 4.1.2 FT-IR SPEKTAR PCL POLIMERA SA DODATKOM 1%-0G RASTVORA SAHAROZE TOKOM
LIOFILIZACIJE

U spektru PCL cestica liofiliziranih sa dodatkom saharoze kao krioprotektanta (slika 4.1.2),
uocava se isti trend traka kao i kod spektra Cistog PCL polimera. Odredeni maksimumi su pomereni
na stranu manjih talasnih brojeva za priblizno 10 cm1. Prvo $to se uocava je veoma intenzivna traka
valentne (C = O) vibracije na 1710 cm-1. Valentne (C - H) veze su i u ovom spektru prisutne na 2925
cml, dok je traka karakteristi¢na za asimetri¢ne valentne CH; vibracije pomerena za 5 cm-1, na 2850
cml. I deformacione CH; vibracije su pomerene na trake 1460 cm!, 1410 cm? i 1390 cm1[68].
Grupne vibracije (O = C - O) su na talasnim brojevima 1150 cm1i 1210 cm1[78],a (C-C)i (C - 0)
trake karakteristi¢ne za kristalno stanje su za 10 cm-! na manjim maksimumima nego $to je to slucaj
kod cistog PCL. Intenzivnija traka (C - O) veze je u ovom spektru na 1010 cm-! potice od molekula
saharoze [82]. Posmatrajuci intenzitet trake u oblasti od 3200 cm-! do 3600 cm-1, moze se zakljuciti
da je doSlo do znacajnijeg gradenja vodonicnih veza izmedu OH grupa saharoze i PCL polimera i/ili
da ima vecu koli¢ina rezidualne vode u uzorku.
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SLIKA 4.1.3 FT-IR SPEKTAR PCL POLIMERA SA DODATKOM 1%-0G RASTVORA PGA TOKOM LIOFILIZACIJE

I u spektru na slici 4.1.3 (spektar PCL uzorka liofiliziranog sa 1% PGA), primecuje se
najintenzivnija traka na 1710 cm! i odmah uz nju, vibracija na 1730 cm [78]. Ove dve trake
ukazuju na prisustvo oba polimera, PCL i PGA. Trake slabijeg intenziteta koje predstavljaju vibracije
cele karboksilne grupe, kao celine (O = C - 0), nalaze se na neSto manjim talasnim brojevima u
odnosu na one u spektru cistog PCL. U delu spektra ka ve¢im talasnim brojevima zapaza se dublet
koji nije znatno pomeren. Asimetricna istezu¢éa CH traka, javlja se na 2850 cm, dok je
deformaciona na 1465 cm-1, 1400 cm1i 1395 cm-L. (C - 0) i (C - C) veze karakteristi¢ne za kristalno
stanje u ovom spektru ostaju nepromenjene. Ni trake deformacionih (C - H) vibracija ispod 900 cm-!
nisu mnogo promenjene. Jedina uocljiva promena na spektru poti¢e od povecanja intenziteta traka
zasluznih za (C - 0) vibracije, na 1100 cm i 1030 cm, ali i nova traka na 1070 cm! [83]. Uocava se
povelanje intenziteta od 1000 cm! do 1150 cm!, Sto odgovara jakoj, karakteristicnoj (C - N)
vibraciji od PGA polimera.
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SLIKA 4.1.4 FT-IR SPEKTAR PCL POLIMERA SA DODATKOM 1%-0G RASTVORA PVA TOKOM LIOFILIZACIJE

Na spektru liofiliziranih PCL ¢estica 1% poli(vinil alkoholom) (slika 4.1.4), uocava se ista
struktura traka kao i u prethodnim spektrima. Medutim, postoje odredene promene, a najvise u
poziciji maksimuma. IsteZuce vibracije (C = O) veze se nalaze na 1730 cm, i ta traka je
najdominantnija u spektru [72]. sp3 hibridizovana (C - H) veza koja vibrira istezuci se, u ovom
spektru pripada talasnom broju od 2945 cm'!, a u rezonanciji sa njom, na 2868 cm! nalazi se
asimentri¢no istezanje metilenske grupe [78]. Posmatraju¢i spektar ka manjim talasnim brojevima,
zapazaju se trake na 1472 cm' i 1420 cm, koje pripadaju deformacionim vibracijama pomenute
grupe, dok je na 1366 cm i 1294 cm-! reprezentovana valentna vibracija (C - C) i (C - O) veza. Drugi
maksimum po intenzitetu je na 1172 cm, koji se zajedno sa onim na 1240 cm pridodaje
vibracijama cele estarske grupe. Preostale trake u spektru, na manjim talasnim brojevima i manjeg
intenziteta, poticu od valentnih (C - 0) vibracija (1108 cm, 1047 cm® i 962 cml) i od
deformacionih (C - H) vibracija (na 841 cm-!, 732 cm-1, 585 cm1i 453 cm-1). Vedi intenzitet trake na
962 cm'ldovodi se u vezu sa alkilnim grupama PVA polimera [84]. Intenzivna, i donekle oStra, traka
na 3440 cm! ukazuje na znatnu prisutnost vodonicnom vezom vezanih OH grupa. Gradenje
intramolekulskih i intermolekulskih vodoni¢nih veza se i ocekuje izmedu samih lanaca PVA, ali i sa
PCL, zbog njegovih jakih hidrofilnih sila.
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SLIKA 4.1.5 FT-IR SPEKTAR PCL POLIMERA SA DODATKOM 1%-0G RASTVORA GLUKOZE TOKOM
LIOFILIZACIJE

I spektar glukozom liofiliziranih cestica PCL (slika 4.1.5) ima isti trend traka, kao i
prethodni. Primecuje se da su pozicije traka vibracija mnogo sli¢nije onima na spektru PVA. IsteZuce
vibracije (C = O) veze se takode nalaze na 1730 cm [72]. Istezanja metilenske grupe i sp3
hibridizovana (C - H) veza su na istim talasnim brojevima kao i kod prethodnog spektra.
Posmatrajuci spektar ka manjim talasnim brojevima, vibracije cele karboksilne grupe i valentne (C -
0) vibracije na istim talasnim brojevima kao i kod uzorka sa PVA. Preostale trake u spektru, na
manjim talasnim brojevima i manjeg intenziteta, poti¢u od deformacionih (C - H) vibracija (dublet sa
853 cm1i 841 cmt, 772 cm, 733 cm-L, 528 cm! i 453 cm-1). Traka na 772 cm-1dovodi se u vezu sa
(C-C-0+C-C-H) vibracijama glukoze [85]. Takode, tipican za glukozu jeste i triplet - 1048 cm,
1032 cmi 1015 cm-L. Uodljiva je i Siroka traka sa dva maksimuma na 3394 cm-1i 3322 cm'}, koja se
dovodi u vezu sa gradenjem vodonicnih veza i OH grupama.



4.2 SEM ANALIZA

Skeniraju¢om elektronskom mikroskopijom ispitane su morfoloske karakteristike svih uzoraka.
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SLIKA 4.2.1 SEM SLIKE PCL CESTICA LIOFILIZIRANIH BEZ DODATKA KRIOPROTEKTANTA

Sa SEM slika PCL polimera liofiliziranog bez dodatka krioprotektanta (slika 4.2.1), moze se
primetiti da su nakon liofilizacije, Cestice uzorka izuzetno aglomerisane. Iz posmatranja ovih
mikrografija, postaje jasna potreba za koriS¢enjem krioprotektanta radi o¢uvanja integriteta cestica.
Cestice uzorka PCL-a dobijene bez kori$¢enja krioprotektanata tokom liofilizacije, imaju veoma
nepravilan oblik, ali se u uzorku mogu uociti sporadicne sfere.
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SLIKA 4.2.2 SEM SLIKE PCL CESTICA LIOFILIZIRANIH SA DODATKOM 1%-0G RASTVORA SAHAROZE

Sa slike 4.2.2 moZe se videti da se kod uzoraka PCL Cestica liofiliziranih sa dodatkom 1%-og rastvora
saharoze uocavaju cestice kubnih oblika, kao i da su prili¢no aglomerisane.



SLIKA 4.2.3 SEM SLIKE PCL CESTICA LIOFILIZIRANIH SA DODATKOM 1%-0G RASTVORA PGA

U uzorku PCL-a dobijenog sa 1% PGA kao krioprotektantom (slika 4.2.3) dominiraju sferoidne
Cestice koje su znacajno manje aglomerisane nego Sto je to bio slucaj kod uzoraka PCL-a bez
krioprotektanta ili dobijenog sa 1% saharozom kao krioprotektantom.
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SLIKA 4.2.4 SEM SLIKE PCL CESTICA LIOFILIZIRANIH SA DODATKOM 1%-0G RASTVORA PVA

Poli(vinil alkohol) (PVA) je jedan od najceSc¢e koriS¢enih emulgatora u formulacijama
poli(laktid-ko-glikolid) (PLGA) Cestica, iz razloga Sto se dobijaju relativno uniformne i dovoljno male
Cestice. U mnogim istrazivanjima autori navode da PVA ostaje na povrSini cestica ¢ak i nakon
nekoliko procesa spiranja. Pokazano je da se PVA adsorbuje na povrSinu nanokapsula sintetisanih
od PCL polimera [18]. Ovaj stabilizator se dosta dobro vezuje za povrsinu i formira sloj presvucen
preko Cestica. U slucaju naSeg uzorka PCL-a dobijenog liofilizacijom i uz koris¢enje 1%-og rastvora
PVA (slika 4.2.4), mozZe se videti da je uzorak u potpunosti aglomerisan i da je u obliku filma.
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SLIKA 4.2.5 SEM SLIKE PCL CESTICA LIOFILIZIRANIH SA DODATKOM 1%-0G RASTVORA GLUKOZE

Sa SEM snimaka praha PCL cestica liofiliziranih sa dodatkom 1%-og rastvora glukoze (slika 4.2.5),
vidimo da su Cestice znatno uniformnije, sfernog oblika kao i da dominiraju sitnije cestice, za razliku
od ¢estica uzoraka prethodnih serija. Cestice su veli¢ina oko i ispod jednog mikrona, glatkih
povrsina i prilicno neaglomerisane.



4.3 RASPODELA VELICINA CESTICA

Sa SEM fotografija uzorka PCL-a dobijenog sa 1% glukozom kao krioprotektantom (slika
4.3.1), primecuje se da ovaj uzorak ima Cestice sfernog oblika, da ima najve¢u uniformnost i nizak
stepen aglomeracije. VeliCine Cestica su na submikronskoj skali pa je ovaj uzorak dalje karakterisan i
metodom DLS-a, kako bi se odredila i raspodela veli¢ina Cestica (slika 4.3.2).
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SLIKA 4.3.1 SEM SLIKA PCL CESTICA LIOFILIZIRANIH SA DODATKOM 1%-0G RASTVORA GLUKOZE
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SLIKA 4.3.2 RASPODELA VELICINA PCL CESTICA LIOFILIZIRANIH SA DODATKOM 1%-0G RASTVORA
GLUKOZE



Particle Name:

Accessory Name:

Analysis model:

Sensitivity:

PCL Hydro 2000uP (A) General purpose Enhanced
Particle RI: Absorption: Size range: Obscuration:
1.467 0 0.020 to 2000.000 um 284 Y
Dispersant Name: Dispersant Rl: Weighted Residual: Result Emulation:
Propan-2-ol 1.290 1.074 % Off
Concentration: Span : Uniformity: Result units:
0.0049 %Vol 1.152 0.374 Number
Specific Surface Area: Surface Weighted Mean D[3,2]: Vol Weighted Mean D[4,3]:
512 m*lg 1171 um 2145 um
Size (pm) | Number In % Size (pm) | Number In % Size (pm) | Number In % Size (pm)| Number In % Size (um) [ Number In % Size (pm) | Number In %
0.010 0.109 1.096 11.482 120226 1258.925
0.011 g$ 0.120 g$ 1259 ?;(?j 13.183 g$ 135.038 g $ 1445.440 g%
sl wnl | 2wl | el | ) |2 wm |
) 0.00 i 0.00 ) 0.61 ) 0.00 § 0.00 ) 0.00
0.023 g$ 0240 g$ 2512 3?1] 26.303 g% 275423 g $ 2884.032 g%
oms| | |0 g | 2| gl | mA gy | sea ) fEhsn
0.035 g$ 0.363 1j$ 3802 g; 39.811 g$ 416.869 g $ 4365.156 g%
0.040 D.[D 0417 15-85 4365 0'01 45.709 D.DO 476.630 o 2011.872 O.UO
0.046 D.[D 0479 14'50 5012 0'01 52.481 D.DO 549.541 000 574399 O.UO
0.052 D.[D 0.550 12'14 5754 0'00 60.256 D.DO 630.957 000 6606.924 O.UO
0.060 D.[D 0631 55 6607 0'01 69.183 D.DO 724 436 o 7585.776 O.UO
0.069 D.[D 0.724 _','24 7.506 0'00 79.433 D.DO 831.764 000 a709.626 O.UO
0.105 0.00 1.096 366 11482 0.00 120226 000 1258.925 000

SLIKA 4.3.3 PARAMETRI MERENJA RASPODELE VELICINA CESTICA LIOFILIZIRANIH SA GLUKOZOM

Rezultati merenja raspodele veli¢ina PCL Cestica liofiliziranih 1%-im rastvorom glukoze
(slika 4.3.2) pokazuju da: 10% cCestica ima prec¢nik manji od 362 nm, 50% cestica ima prec¢nik manji

od 520 nm, dok 90% ¢estica ima pre¢nik manji od 961 nm.

Sa slike 4.3.3 se vide razliiti parametri merenja, kao i tabelarno predstavljena raspodela
veliCina po broju Cestica. Potrebno je napomenuti da tacnost merenja zavisi od stepena disperzije.
Parametar fita, od 1.074 % ukazuje na dobro slaganje proracunatih podataka u odnosu na
eksperimentalne. Zapreminski srednji prec¢nik, prema proraCunima, iznosi 2.145 um, dok je
povrsinski 1.171 wm. Sirina raspodele je 1.152, dok je Lamber-Berovim zakonom izralunata
koncentracija od 4.9 - 1073 % (zapreminskih). Uniformnost raspodele iznosi 0.347 i mera je
apsolutnog odstupanja od sredine raspodele. Izracunata je i specificna povrSina Cestica, Sto je
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ukupna povrsina Cestica podeljena ukupnom masom Cestica i ona iznosi 5.12 R




4.4 MTT TEST

CitotoksiCnost uzoraka je ispitana MTT testom, izlaganjem HepG2 c¢elija razlic¢itim
koncentracijama uzoraka u periodu od 24h. Ispitane su zapreminske koncentracije od 0, 0.0001,
0.001, 0.1 i 1 % uzorka PCL liofiliziranog bez krioprotektanta, PCL liofiliziranog sa 1% rastvorom

PGA i onog liofiliziranog sa 1% rastvorom glukoze.
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Koncentracija PCL sa dodatkom 1% glukoze [%4]

SLIKA 4.4.1 TEST VIABILNOSTI HEPG2 CELIJA. CELIJE SU 24h TRETIRANE PCL POLIMEROM SUSENIM BEZ
DODATKA KRIOPROTEKTANTA (A), PCL SUSENIM SA 1% PGA (B) I PCL SUSENIM SA 1% GLUKOZE (C).
PODACI U GRAFICIMA SU USREDNJENA VREDNOST TRI NEZAVISNA EKSPERIMENTA (SVAKI SA PET
REPLIKA) * S.D. (*) 0ZNACAVA ZNACAJNIJU RAZLIKU IZMEDU KONTROLNIH I TRETIRANIH CELIJA.

Uzorci PCL bez krioprotektanta i sa 1% PGA nisu znacajno uticali na sposobnost
prezivljavanja HepG2 ¢elija (slike A i B), dok su PCL cestice suSene sa dodatkom glukoze izazvale
blag pad broja preZivelih ¢elija, ali samo pri najveéoj koncentraciji, od 1% (slika C).



4.5 DCFH-DA TEST

HepG2 ¢elije su tretirane sa DCFH-DA (20 uM) na 30 minuta, isprane i potom izloZene
razli¢itim koncentracijama PCL uzoraka (PCL bez krioprotektanta, PCL liofiliziran sa PGA ili
glukozom) ili sa 0.5 mM t-BOOH, kao pozitivna kontrola (PC). Intenzitet fluorescencije DCF, meren je
narednih 5h inkubacije, u intervalu od 30 minuta.
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Vreme izlaganja - PCL bez krioprotektanta [min]

SLIKA 4.5.1 PCL-INDUKOVANO (PCL BEZ DODATKA KRIOPROTEKTANTA) STVARAN]JE ROS VRSTA U HepG2
CELIJAMA. CELIJE SU TRETIRANE 20 uM DCFH-DA 30 MINUTA, ISPRANE I IZLOZENE RAZLICITIM
KONCENTRACIJAMA (0, 0.0001, 0.001, 0.01, 0.11 1 %) ILI 0.5 mM t-BOOH, KAO POZITIVNA KONTROLA (PC).
SLIKA PREDSTAVLJA KINETIKU OBRAZOVANJA ROS TOKOM IZLAGANJA OD 5h, SVAKA TACKA PREDSTAVLJA
USREDNJENU VREDNOST PET PONAVLJANJA (+SD) REPREZENTATIVNIH EKSPERIMENATA. (*) 0ZNACAVA
ZNACAJNIJU RAZLIKU IZMEPU KONTROLNIH I TRETIRANIH CELIJA.
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SLIKA 4.5.2 PCL-INDUKOVANO (PCL BEZ KRIOPROTEKTANTA) STVARANJE ROS VRSTA U HepG2 CELIJAMA.
GRAFIK PREDSTAVLJA KOLIKO JE PUTA POVECAN NIVO ROS VRSTA U TRETIRANIM CELIJAMA, U ODNOSU
NA POZITIVNU KONTROLU, NAKON 5h. PRI SVAKO] KONCENTRACI]JI (I KONTROLI), RADENA SU TRI
EKSPERIMENTA I SREDNJA VREDNOST JE PREDSTAVL]JENA NA GRAFIKU (+SD).
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SLIKA 4.5.3 PCL-INDUKOVANO (PCL BEZ SA 1% PGA) STVARANJE ROS VRSTA U HepG2 CELIJAMA. KINETIKA
OBRAZOVANJA ROS TOKOM IZLAGAN]JA OD 5h, SVAKA TACKA PREDSTAVLJA USREDNJENU VREDNOST PET
PONAVLJANJA (+SD) REPREZENTATIVNIH EKSPERIMENATA. (*) 0OZNACAVA ZNACAJNIJU RAZLIKU IZMEDU

KONTROLNIH I TRETIRANIH CELIJA.
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SLIKA 4.5.4 PCL-INDUKOVANO (PCL SA DODATKOM 1% PGA) STVARANJE ROS VRSTA U HepG2 CELIJAMA.
GRAFIK PREDSTAVLJA KOLIKO JE PUTA POVECAN NIVO ROS VRSTA U TRETIRANIM CELIJAMA, U ODNOSU
NA POZITIVNU KONTROLU, NAKON 5h. PRI SVAKO] KONCENTRACI]JI (I KONTROLI), RADENA SU TRI
EKSPERIMENTA I SREDNJA VREDNOST JE PREDSTAVLJENA NA GRAFIKU (£SD).
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SLIKA 4.5.5 PCL-INDUKOVANO (PCL SA DODATKOM 1% GLUKOZE) STVARANJE ROS VRSTA U HEPG2
CELIJAMA. KINETIKA OBRAZOVANJA ROS TOKOM IZLAGANJA OD 5h, SVAKA TACKA PREDSTAVLJA
USREDNJENU VREDNOST PET PONAVLJANJA (+SD) REPREZENTATIVNIH EKSPERIMENATA. (*) OZNACAVA
ZNACAJNIJU RAZLIKU IZMEPU KONTROLNIH I TRETIRANIH CELIJA.
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SLIKA 4.5.6 PCL-INDUKOVANO (PCL SA DODATKOM 1% PGA) STVARANJE ROS VRSTA U HepG2 CELIJAMA.
GRAFIK PREDSTAVLJA KOLIKO JE PUTA POVECAN NIVO ROS VRSTA U TRETIRANIM CELIJAMA, U ODNOSU
NA POZITIVNU KONTROLU, NAKON 5h. PRI SVAKO] KONCENTRACI]JI (I KONTROLI), RADENA SU TRI
EKSPERIMENTA I SREDNJA VREDNOST JE PREDSTAVL]JENA NA GRAFIKU (+SD).

Koriste(i se fluorescentnom probom i proto¢nom citometrijom, uocava se da je uzorak PCL
Cestica liofiliziranih bez dodatka krioprotektanta indukovao vremenski zavisno formiranje ROS
vrsta u upotrebljenoj celijskoj kulturi. Pri koncentracijama od 0.1% i 1%, izazvao je znatno
poviSenje intenziteta fluorescencije, koji je nakon pet ¢asova tretiranja bio dva puta veci od onog u
kontrolnim ¢elijama. Uzorak PCL liofilizovan sa PGA, pak, nije znaCajno uticao na intenzitet DCF
fluorescencije. Uzorak liofilizovan sa glukozom pokazuje vremenski zavisan rast nivoa reaktivnih
kiseoni¢nih vrsta, ali je intenzitet fluorescencije manje od dva puta povecan pri najvecoj
koncentraciji - od 1% uzorka.



5 DISKUSIJA




snova odradenih eksperimenata je fiziCkohemijska metoda dobijanja mikro- i nanocestica

PCL polimera. Metoda se zasniva na difuziji rastvarata (PCL se potpuno rastvara u

hloroformu) u nerastvarac u visku (PCL je nerastvoran u alkoholima). Prisustvom etanola,
kao nerastvaraca, ubrzava se precipitacija polimera i povecava se fazna separacija polimera tokom
difuzije hloroforma. Visok viskozitet etanola ima pozitivan uticaj na formiranje Cestica PCL.
Isparavanje rastvaraca i parcijalno smrzavanje uzoraka, pripremna je faza za liofilizaciju. Pri
liofilizaciji Cestica, samo se tri parametra procesa mogu kontrolisati: temperatura polica i
kondenzatora, pritisak komore i vreme. Parametar od najveceg znacaja, temperatura produkta, ne
moze se direktno kontrolisati. Pri koraku zamrzavanja, u sistemu je odrzana temperatura oko -55°C,
Sto je iznad temperature staklastog prelaza PCL polimera, a ispod staklastog prelaza
krioprotektanata. Korak primarnog suSenja je odrZan na poviSenoj temperaturi od -30°C, radi
snabdevanja dovoljnom koli¢inom energije za pocetak procesa sublimacije. Bitno je napomenuti da
je pokretacka sila liofilizacije razlika u parcijalnim pritiscima vode na povrsini sublimujuceg leda

(pi) i kondenzatora (p.), prateci: log %. Dovodenjem vakuuma u sistem utice samo na brzinu
L

susenja, ali ne predstavlja pokretacku silu.

ViSe puta je pomenuto da proces liofilizacije moZe dovesti do modifikacije strukture materije
koja se suSi. Na SEM slici 4.2.1, primecuje se potpuno nepravilna morfologija Cestica PCL, kao
produkta liofilizacije bez dodatka protektanta. Dodatkom saharoze, poli(glutaminske kiseline),
poli(vinil alkohola) ili glukoze kao krioprotektanta, dobijeni su prahovi PCL-a razli¢itih morfoloskih
karakteristika (slike 4.2.2, 4.2.3, 4.2.4 1 4.2.5).

Tri generalna, opSte prihvacena mehanizma u liofilizaciji su: mehanizam prioritetne
ekskluzije, mehanizam vitrifikacije i mehanizam supstitucije vode. Mehanizam prioritetne ekskluzije
se objaSnjava time da dodatak krioprotektivnih agenasa izaziva neregularno pakovanje molekula u
veliku prostornu masu, $to dovodi do smanjenja gustine u poredenju sa uredenijom masom Kristala
leda. Ovo Cini da se pomenuta masa ponasa viSe kao tecnost i pruza bolju mehanicku zastitu Cestica.
Vitrifikacija nije potrebna za ovaj efekat, ali je za hipotezu mehanizma vitrifikacije od klju¢nog
znacaja. Ovom hipotezom, imobilizacija Cestica u staklasti matriks je dovoljna za sprecavanje
aglomeracije. Nasuprot tome, rezultati u ovom radu ukazuju da je doSlo do vitrifikacije, ali ne i
potpune protekcije. Ovi rezultati ne iskljucuju potpuno ulogu i doprinos vitrifikacije u krioprotekciji
Cestica, ve¢ ukazuju da se odvijaju i drugi izvesni procesi. Tre¢a pretpostavka kaZe da je o¢uvanje
integriteta polimernih lanaca rezultat obrazovanja vodoni¢nih veza izmedu krioprotektanta i
polimera. Jedna od standardnih metoda za istrazivanje prisustva vodonic¢nih veza u ¢vrstom stanju
je i metoda infracrvene spektroskopije. Dalje opisana obrazlozenja FT-IR spektara, moguca su usled
¢injenice da formiranje vodonicne veze utic¢e na vibracione modove grupa na viSe nacina.

5.1 DISKUSIJA KARAKTERIZACIJE UZORAKA

5.1.1 SAHAROZA KAO KRIOPROTEKTANT

Stepen Kkristalicnosti polimera zavisi od brzine hladenja tokom solidifikacije, kao i od
konfiguracije lanaca polimera. Nukleacija zapocCinje na malim, nanometarskim mestima, gde se kao
rezultat termalnog kretanja, neki lanci ili njihovi segmenti orijentiSu paralelno. Ovakve klice mogu
ili da se distanciraju, ako termalno kretanje narusi molekulsku uredenost, ili da rastu dalje, ako klica
dostigne odredenu kriticnu vrednost veli¢ine. Pored termalnih mehanizama, na nukleaciju dosta
utice i prisustvo necistoca, boja ili nekih drugih aditiva polimeru. Ovakva nukleacija se naziva



heterogena i taj efekat je slabo objasnjen i nedovoljno istrazen [86]. Isti aditivi mogu da promoviSu
nukleaciju u jednom polimeru, dok se u drugom nista ne deSava. Mnogi od takvih aditiva su
organskog porekla i kristalni su na temperaturi solidifikacije polimera. U slucaju liofilizovanog PCL
polimera sa dodatkom saharoze, postoji moguénost da je saharoza izazvala nukleaciju i rast kristala
polimera (koji se vide na SEM slikama 4.2.2). Medutim, uprkos predikcijama klasitne fazne
ravnoteze, saharoza ne precipituje kao kristalna faza, kada se njen rastvor ohladi do eutekticke
tacke, ve¢ rastvor postaje prezasiten [87]. Vazno je napomenuti da je prezasi¢en rastvor
termodinamicki nestabilan, pa se oslanja na veoma visok stepen viskoznosti. Moguce je da je na
nukleaciju i rast kristalita polimera, saharoza uticala preko elektrostatickog preklapanja, sternih
efekata i strukturnog prepoznavanja, viskoznim dvoprstenastim molekulima [88]. Sterni efekti
nastaju usled cinjenice da svaki atom unutar molekula zauzima odredeni prostor. Ako su atomi
previSe blizu, dolazi do odredenih gubitaka u energiji usled preklapanja elektronskih oblaka
(Paulijevo ili Bornovo odbijanje) i to moze imati uticaja na oblik molekula (konformaciju) i
reaktivnost. Sterno ometanje ili sterni otpor se javlja kad veli¢ina grupa unutar molekula sprecava
hemijsku reakciju koja se odvija sa srodnim molekulima manjih grupa ili ogranicava torzione uglove
veza. Sterno ometanje proizvodi dupli prsten strukture molekula saharoze.

SniZena temperatura favorizuje nukleaciju i manja termalna energija segmenata lanaca
polimera odrzava klice i sprecava njihovo nestajanje, pa je kao krajnji rezultat povecéanje broja klica
i povetanje ukupne brzine kristalizacije. Na progresivno sniZenim temperaturama, medutim,
ukupna energija polimernog sistema teZi brzom padu, tako da segmenti uglavnom gube mobilnost,
pa je stoga depozicija na oformljenu klicu dosta viSe ometena, rezultuju¢i u oStrom padu brzine
kristalizacije.

Rastom kristala iz razblaZenih rastvora, dobijaju se pravilno oblikovani kristali lamelarnog,
slojevitog oblika, debljine od 10 nm do 20 nm i duZine od po 10-ak um. Cesto, takvi oblici obrazuju
viSeslojne strukture [86]. Teorija kaZe da se na svakoj lameli, polimerni lanci presavijaju tako da su
mesta prevoja na nali¢ju ploCe - model savijenih lanaca. Svaka plocica ¢e se sastojati od odredenog
broja molekula, medutim, prose¢na duZina polimernog lanca ¢e biti mnogo ve¢a nego debljina same
lamele. Prate¢i kristalizaciju, tokom faze rasta kristala, klice rastu kontinualnim redanjem i
usmeravanjem dodatnih molekulskih lanaca, pa se slojevi savijenih lanaca povecavaju po lateralnoj
dimenziji. Za odvijanje tog procesa, potrebno je odredeno vreme za usmeravanje lanaca, pa je to
razlog zavisnosti od brzine hladenja.

Rast kristala u koloidnoj suspenziji je poznato kao Ostvaldovo dozrevanje i odgovorno je za
promene veli¢ine Cestica i njihove raspodele [89]. Ovaj termodinamicki spontan proces nastaje
usled vece energijske pogodnosti manjih Cestica, jer su molekuli na povrsini Cestica energetski
manje stabilni od onih u unutraSnjosti cestice. Kako sistem nastoji da smanji ukupnu energiju,
molekuli na povrsini malih Cestica teze otkidanju sa Cestice i difuziji u rastvor. Kada se ovo dogodi za
veci broj Cestica, dolazi do povecanja slobodnih molekula u rastvoru oko malih Cestica. Kada su ti
molekuli prezasiCeni, stvara se koncentracioni gradijent izmedu malih i velikih cestica. Kao
posledica, molekuli difunduju iz mesta vece koncentracije oko malih Cestica, do mesta manje
koncentracije, do velikih cestica. Sve male Cestice se skupljaju, gube¢i molekule, dok velike Cestice
rastu, primajuc¢i sve viSe i viSe molekula. Ovo stvara prezasi¢en rastvor oko velikih Cestica, Sto
dovodi do kristalizacije.

Na osnovu FTIR analize (slika 4.1.2), povecan intenzitet traka u oblasti gde se javljaju OH
grupe sugeriSe, pored prisustva vodoni¢nih veza, prisustvo vece koli¢ine rezidualne vode. Ovo se
moze objasniti Cinjenicom da je korak primarnog suSenja tokom liofilizacije odraden pri



temperaturi od -30°C. Kao Sto je ve¢ napomenuto, Tc je maksimalna dozvoljena temperatura
produkta tokom koraka primarnog suSenja. Generalno, dodatak rastvoru nanocestica ne menja
mnogo vrednosti ovog parametra. Rastvor saharoze ima temperaturu kolapsa oko -31°C. Produkt
dozivljava kolaps ako se temperatura poveca iznad T, ali je povecanje temperature neophodno, radi
zaCetka faze sublimacije leda. Kolaps liofilizata ne utiCe na aglomeraciju, ali postoji moguc¢nost
smanjenog kvaliteta produkta i povecane vlaznosti.

5.1.2 PGA KAO KRIOPROTEKTANT

Poli(glutaminska kiselina) (PGA) je anjonski polimer sa Sirokom primenom u biomedicini.
Ponavljajuce jedinice (glutaminska kiselina) su povezane peptidnom vezom izmedu a-amino i y-
karboksilne grupe. PGA je hidrofilan, biodegradabilan, netoksican, biokompatibilan i dostupan
biopolimer, koji nastaje fermentacijom bakterije Bacillus subtilis. Pri pH vrednosti vecoj od pK
kiseline (4.2), karboksilna grupa glutaminske kiseline se deprotonizuje, pa je negativno
naelektrisana. Navedena osobina, polimernoj kiselini, omoguéuje primenu kao stabilizator razli¢itih
formulacija. Dobro je poznat uticaj PGA kao surfaktanta, medutim, u ovom radu, istraZen je uticaj
poli(glutaminske kiseline) na ocCuvanje sfericnosti PCL Cestica pri koraku zamrzavanja, tokom
liofilizacije.

Posmatraju¢i SEM mikrografije sa PGA kao krioprotektantom (slika 4.2.3), uocava se
sferoidni oblik Cestica. lako se moZe rec¢i da su Cestice prilicno uniformne, pored sfera mikronskih
dimenzija, primecéuju se i neregularne strukture. Moze se zakljuciti da je PGA nedovoljno dobar
krioprotektant pri koncentraciji od 1% u vodenom rastvoru. S obzirom na strukturu i osobine
bo¢nog lanca PGA, lako je obrazloZiti mehanizam delovanja kao protektanta.

Velika specificna povrsina nanocestica stvara veliku ukupnu povrsinsku energiju, Sto je
termodinamicki nepovoljno. Stoga, Cestice teZe aglomeraciji u cilju smanjenja povrSinske energije.
Da bi se sprecila aglomeracija, u formulaciju se dodaju stabilizatori. Postoje dva osnovna
mehanizma Kkojima se Kkoloidne suspenzije stabiliSu u vodenom i nevodenom okruZenju:
elektrostaticko odbijanje i sterna stabilizacija [89]. Ova dva mehanizma se postizu dodatkom
jonskih i nejonskih stabilizatora, respektivno.

Stabilizacija elektrostatickim odbijanjem se najbolje opisuje klasicnom DLVO teorijom
(Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek). Ova teorija vazi za vodeno okruZenje, dok primena za
nevodene medijume jo$ uvek nije razjasnjena. DLVO teorija pretpostavlja da sile koje deluju na
Cesticu u rastvoru uklju¢uju odbojne elektrostaticke sile i privlatne Van der Valsove sile. Odbojne
sile su prisutne usled preklapanja dvojnih elektri¢nih slojeva, koji okruZuju cesticu u rastvoru te
sprecavaju aglomeraciju. Ovaj sloj podrazumeva: sterni sloj sastavljen od kontra jona privucenih na
povrsini Cestice radi oCuvanja elektroneutralnosti sistema i difuzni sloj jona. Ukupna potencijalna
energija Cestica-Cestica interakcija je suma potencijala odbijanja, nastalog od dvojnog elektricnog
sloja i potencijala privlacenja, od Van der Valsovih sila. Privla¢ni potencijal zavisi od veliine Cestica
i njihovog rastojanja, dok odbojni potencijal zavisi od oba i jo$ od zeta potencijala i koncentracije
jona.

Sa FT-IR spektra PCL polimera liofilizovanog sa PGA (slika 4.1.3), automatski se uocava
prisustvo rezidualne polimerne Kiseline. Slab intenzitet traka u oblasti vibracija OH grupa ukazuje
na to da vodoni¢ne veze nisu u velikoj meri relevantne za mehanizam protekcije ovog jedinjenja, ve¢
su to opisane elektrostaticke interakcije.



5.1.3 PVA KAO KRIOPROTEKTANT

U prisustvu vode, PVA stvara film, koji bubri i natapa se vodom [90]. Kada se koristi kao
adhezivan agens, nizak nivo hidrolize pruza bolju adheziju na hidrofobne povrsine (poput lanca PCL
polimera), dok visok nivo hidrolize dovodi do adhezije na hidrofilne povrSine. Pri smanjenoj
vlaZnosti, PVA filmovi su krti i lako se lome, dok sa povec¢anjem vlage postaju meki i fleksibilni, jer
voda ima ulogu plasticizera.

Vezivanje PVA na povrSinu Cestica se desava pri difuziji organskog rastvaraca u nerastvarac,
nakon ¢ega se odvija interpenetracija molekula PVA i PCL. Sa SEM slika liofiliziranog PCL dodatkom
1%-o0g vodenog rastvora PVA (slika 4.2.4), uocava se kontinualan film, koji potice od PVA. Ovaj tanki
film ne dozvoljava osmatranje individualnih Cestica PCL polimera, koje se nalaze unutar samog
filma. U relativno obimnim reoloskim ispitivanjima, pokazano je da PVA dosta dobro reaguje sa poli
laktidnom kiselinom pri povrsini Cestica. Autori su zakljucili da je ova povrsinska adsorpcija PVA
ireverzibilna i da je njenu eliminaciju sa nanocestica veoma tesko posti¢i [18]. Mehanizam vezivanja
PVA na PCL polimer se moZe objasniti interpenetracijom PVA i PCL molekula, tokom preparacije
nanocestica. Hidrofobni vinil acetatni segmenti, delimi¢no hidrolizovanog PVA, prodiru u PCL
molekule, kada molekuli etanola difunduju dodatkom vodene faze. U cilju dobijanja slike Cestica u
ovom slucaju, najbolje bi bilo koristiti ESEM. ESEM je tehnika kojom se uzorci mogu posmatrati u
hidratisanom stanju, bez potpunog susSenja ili pripreme uzorka.

U FT-IR spektru (slika 4.1.4), ocigledno je prisustvo vodene faze, a s obzirom da je traka
dosta uZa od uobicajene, zakljucuje se znatno prisustvo intermolekulskih vodono¢nih veza. Ovo ide
u prilog opisanom mehanizmu interakcije dva polimera.

5.1.4 GLUKOZA KAO KRIOPROTEKTANT

Najbolji rezultati, posmatrajuci sposobnost ocuvanja velicine i oblika nanocestica sa aspekta
liofilizacije, dobijeni su sa 1% rastvorom glukoze (slike 4.2.5, 4.3.1 i 4.3.2). Koji god da je tip
nanosfera, T'g vrednost koncentrovanog rastvora u prisustvu glukoze je za 10°C manja nago ona sa
dodatkom saharoze. Ovo je moglo dovesti do razli¢itog preuredivanja krio-koncentrovanog rastvora
u amorfno stanje, tokom procesa liofilizacije, i do razliCite kolicine nesmrznure vode, za koju se zna
da ima ulogu plasticizera, smanjujuci T'g.

Dobri krioprotektivni rezultati sa glukozom se najbolje objasSnjavaju sinergijskim
doprinosom sve tri, opSte prihvacene, hipoteze. Uvodenjem glukoze u rastvor veé pocinje
preferencijalno gradenje mreZza vodoni¢nih veza izmedu karbonilnih grupa polimernih segmenata
na povrsini Cestica i hidroksilnih grupa glukoze. Takode, u gradenju vodoni¢nih veza ucestvuju i
molekuli vode. Relativno mali povrsSinski napon koncentrovanog rastvora glukoze moze uticati na
Cestice da ostanu dispergovane u rastvoru Secera. Progresivnim sniZenjem temperature, pocinje
razdvajanje faza. Tada, Cestice okruzene molekluima glukoze, izoluju se u visoko viskoznu tecnost
koja ne zamrzava, povlace¢i sa sobom i izvesnu koli¢inu vode. Ovo pruza bolju mehanic¢ku zastitu
Cestica polimera. Dostizanjem T'g, glukoza dozivljava staklasti prelaz, imobiliSu¢i Cestice unutar
svog vitroznog matriksa, sve dok se temperatura sistema ne poveca radi zacetka sublimacije. Deo
vode u zamrznutoj glukozi ostaje nezamrznut (i do 30%). Ta koli¢ina vode deluje kao plasticizer i
kao razdvajaju¢i matriks, smanjujuci pritisak kristala leda na cestice formulacije i sprecavajuci
aglomeraciju izazvanu koncentrovanjem. ViSe-hidroksilne komponente mogu da odrZe prostornu
orijentaciju i razmak izmedu Cestica nakon sublimacije leda.



Na osnovu FTIR analize (slika 4.1.5), slicno objasnjenje onom za uzorak sa saharozom, vazi i
u ovom sluéaju, a tie se veée koli¢ine rezidualne vode. Sto je manja T'g, tim vise liofilizati teZe
kolapsu. Temperatura staklastog prelaza, a i temperatura kolapsa glukoze su oko -43°C. Siroke i
intenzivne trake sa IR spektra idu u prilog objaSnjenu mehanizma delovanja glukoze pri
krioprotekciji.

5.2 BIOLOSKI UTICAJI

Cilj ovih istrazivanja je bio i da se ispita potencijalna toksi¢nost dobijenih liofiliziranih PCL
Cestica bez i sa razli¢itim krioprotektantima. [ako in vitro studije nisu potpuna zamena za studije sa
zivotinjskim modelima, koriS¢enje jednostavnih in vitro modela pruza uvid u generalne mehanizme
toksi¢nosti i moZe biti baza za dalja ispitivanja.

5.2.1 MTT TEST

Redoks aktivnost mitohondrija HepG2 ¢elija jetre, pri dodatku razlic¢itih uzorka PCL cCestica,
ispitana je redukcijom MTT do formazana, mitohondrijalnim sukcinat dehidrogenazama u
kompleksu II (kompleks sukcinat:ubikvinon oksidoreduktaza), koji igraju klju¢nu ulogu u
oksidativnoj fosforilaciji i Krebsovom ciklusu. U testu preZivljavanja i proliferacije, samo Zive ¢elije
mogu transformisati MTT, dok su mrtve Celije potpuno negativne u signalu. Samo su zive celije sa
aktivnim mitohondrijama sposobne da generisu jak signal.

Rezultati pokazuju (slika 4.4.1) da izlaganje celija formulaciji PCL mikro- i nanocestica
liofiliziranih sa PGA, kao i PCL bez krioprotektanta, ne prouzrokuje znatnu citotoksi¢nost, pri
testiranim dozama (koncentracijama uzoraka). Vidi se da nema ve¢ih promena u MTT merenjima,
ukazujuéi na to da funkcija mitohondrija nije znatno izmenjena pri razli¢itim dozama. Medutim,
uocava se dosta slab pad aktivnosti mitohondrija pri najvecoj koncentraciji od 1% uzorka PCL sfera
liofiliziranih sa dodatkom 1% glukoze. Ovo se moZe objasniti na sledeci nacin.

Kada su u pitanju istraZivanja toksi¢nih osobina nanocestica, nije uvek poznato kako se te
Cestice ponasaju u izloZenoj okolini. Da li Celije vrse endocitozu Cestica i kojim mehanizmima, samo
su neki od problema na koji je potrebno obratiti paznju. Glukoza kao krioprotektant, doprinela je
obrazovanju prilicno uniformnih sfernih Cestica. U poredenju sa uzorkom liofilizovanog sa PGA,
Cestice imaju mnogo uniformniju morfologiju i dosta glatke sfere. Osim toga Sto dramati¢no utice na
biodistribuciju, oblik igra vaznu ulogu u internalizaciji makromolekula preko éelijske endocitoze.
Vazni putevi endocitoze u celijskom transportu makromolekula, ukljucujuéi fagocitozu,
makropinocitozu, klatrinski posredovanu endocitozu, endocitozu putem kaveola i klatrin/kaveolin
nezavisnu endocitozu. Koji od ovih puteva je prisutan, dosta zavisi od oblika endocitotske vezikule,
prirode materije koja se internalizuje i mehanizma obrazovanja same vezikule. Poznato je da sferne
testice bolje podlezu Kklatrinski zavisnom mehanizmu endocitoze. Cestice koje bivaju
internalizovane od strane ¢elija, imaju vece moguénosti da uti¢u na funkcionalnost samih celija. Nije
samo oblik zasluzan za stepen internalizacije Cestice od strane celije. U jednoj studiji, ispitani su
mehanizmi endocitoze fluorescentnih proba u melanoma B16 c¢elijama [93]. Pokazano je da
internalizacija Cestica sa dijametrom manjim od 200 nm ukljucuje klatrinski zavisan put. Kako je
rastao dijametar Cestica, primecena je promena internalizacije putem kaveolarne endocitoze te je taj
put ostao dominantan za cestice od 500 nm. Prema ovome, pravilnije sfere i uZa raspodela cestica
liofilizovanih sa glukozom, u odnosu na one sa PGA, viSe su doprinele internalizaciji u ¢elije, a time i
Stetnom uticaju.



Medutim, nije uvek lako opisati generalnu tendenciju internalizacije. To se moZe objasniti
predominantno$éu drugih faktora, poput prirode Cestice, veliCine, naelektrisanja itd. Takode, visSe
mehanizama endocitoze moze da nastupi istovremeno. Uprkos znacajnim otkri¢ima u skorije vreme,
koja se ticu oblika cCestica, postoje brojni izazovi na bioloskom nivou, koje bi trebalo prevazi¢i pre
ocrtavanja kompleksnog odnosa izmedu oblika Cestice i biolosSkog efekta u kontekstu drugih
parametara kao Sto su: velicina, zeta potencijal, povrsinska hemija, mehanicke osobine itd.

5.2.2 STVARANJE ROS

Celije tretirane sa DCFH-DA inkubirane su sa razli¢itim koncentracijama PCL uzoraka.
Intenzitet fluorescencije DCF je meren tokom 5h inkubacije, na svakih 30 min. Statisticki znaCajan
porast intenziteta DCF fluorescencije se uo€ava u ¢elijama tretiranim PCL Cesticama liofilizovanim
bez dodatka krioprotektanta, pri koncentracijama od 0.1% i 1%. Nakon 5h inkubacije, intenzitet
fluorescencije ove dve doze bio je oko dva puta veci od onog u kontrolnim ¢elijama.

U slucaju uzorka PCL-a liofiliziranog bez krioprotekcije (slike 4.5.1 i 4.5.2), primecuje se
porast intenziteta fluorescencije DCF u ¢elijama, gotovo linearno sa vremenom izlaganja. Pri 0.11 1
zapreminskih procenata uzorka, dolazi do obrazovanja duplo vece koli¢ine reaktivnih kiseoni¢nih
vrsta. Na slikama 5.4.3 i 5.4.4, gde su prikazani rezultati primene ove metode na uzorak PCL-a sa
dodatkom 1%-og rastvora PGA, vidi se da nije doSlo do znacajnije promene u intenzitetu
fluorescencije u odnosu na negativnu kontrolu. Takode, nivo reaktivnih kiseoni¢nih vrsta ostaje
pribliZzno isti pri svim koncentracijama. Kada se posmatra uzorak PCL-a liofiliziran dodatkom 1%-og
rastvora glukoze (slike 4.5.5 i 4.5.6), na prvi pogled se primecuje visoka fluorescencija u odnosu na
ostale uzorke. Medutim, kako negativna kontrola takode proizvodi visoku fluorescenciju, zakljucuje
se da nema vecih promena nivoa kiseoni¢nih vrsta u Celijama, Sto slika 4.5.6 potvrduje. Primetan
blagi porast pri najviSoj koncentraciji od 1% uzorka, objasnjava se poboljSanom internalizacijom
pravilnijih sfernih cestica uzorka i interagovanjem sa Celijskim organelama u veéoj meri, menjajuci
njihovu funkcionalnost.

Stvaranje reaktivnih kiseoni¢nih vrsta od strane ¢elija u in vitro kulturi, nakon izlaganja
mikro- i nanocCesticama, poznat je fenomen. Vec¢ina ¢elija ima odbranbene mehanizme koji mogu da
stvore odredenu koli¢inu ROS. Kada je povecanje ROS vrsta znatno, Celije su podloZne razli¢itim
negativnim efektima. Medutim, veza izmedu nivoa koli¢cine ROS vrsta i indukcije toksi¢nih efekata,
zavisi od tipa Celija i nije dosta istraZzena. Generalno, malo i prolazno poveéanje koli¢ine ROS vrsta
tolerise vecina celija, ali veéi nivoi, koji se odrzavaju duzi vremenski period, proizvode Stetu u
Celijama. Velika specificna povrsSina nanocestica i reaktivni povrSinski molekuli dovode do
masivnijih oksidacionih sposobnosti. Opisano je da nanocestice dovode do stvaranja ROS preko
nekoliko mehanizama:

e direktno stvaranje ROS vrsta kao rezultat izlaganja kiseloj sredini lizozoma

e interakcijama nanocestica sa Celijskim organelama poput mitohondprija, uticajem na njihovu
funkcionalnost

e interakcijama nanocestica sa redoks aktivnim proteinima poput NADPH oksidaza

e interakcijama nanocCestica sa receptorima na povrsini cCelija i aktivacijom odredenih
unutarcelijskih signalnih puteva



6 ZAKLJUCAK




veobuhvatno gledajuéi, moZe se zakljuciti da razli¢ite farmaceutske formulacije zahtevaju

optimizaciju razlicitih, ali unikatnih kombinacija osobina polimera i same arhitekture, da bi se

obezbedio najefektivniji sistem dostave. Zahtevi uslova fabrikacije i karakteristika, variraju za
razlicite lekove, u zavisnosti od njihovih fizickohemijskih i farmakoloskih profila. Uskladivanje ovih
osobina, obavlja se razli¢itim modifikacijama, kako povrsinskim i strukturnim, tako i modifikacijama
u sastavu. Pored hemijskog sastava polimera, drugi veoma vazni parametri podrazumevaju, izmedu
ostalog, veli¢inu i oblik cestice. Dijametar Cestice se kontroliSe ili preko fizickih osobina materijala,
poput koncentracije polimera ili surfaktanta (protektanta) ili preko eksperimentalnih parametara
metode fabrikacije. U radu je predstavljena fizickohemijska metoda, koja zajedno sa procesom
liofilizacije i pazljivo odabranim dodatkom izvesnih supstanci, pruza mogu¢nost dobijanja glatkih
sfernih Cestica, Siroke primene. Kada se govori o veli¢ini samih sfera, potrebno je ista¢i da mnoge
sfere, tradicionalno nazvane "nanonosfere", prelaze opseg veliina na nanoskali, definisan od strane

Liofilizacija Cestica je dosta kompleksan proces, koji zahteva detaljna ispitivanja formulacije
i uslova procesa. Mnogi od parametara formulacije mogu da uti¢u i odrede uspeh liofilizacije.
Poli(glutaminska kiselina) liofilizacijom omogucuje dobijanje sfernih cestica. Medutim, imajuci u
vidu i prisutnost neregularnih struktura, moZe se zakljuciti da polimerna kiselina sama ili pri
koncentraciji od 1%, nije dovoljno pogodan krioprotektant za cCestice od PCL. Sa druge strane, in
vitro studije svedoce o prilicno kompatibilnim strukturama, jer su citotoksi¢nost i proizvodnja
reaktivnih kiseoni¢nih vrsta neznatne. Saharoza, pri istoj koncentraciji, na izvesan nacin uti¢e na
obrazovanje kristala PCL polimera. U slucaju dodatka PVA formulaciji, primecuje se kvasenje PVA
polimera i obrazovanje filma, koji onemogucuje osmatranje c¢estica PCL skeniraju¢om elektronskom
mikroskopijom. Infracrvenom spektroskopijom je utvrdeno da nije doslo niti do narusavanja, niti do
gradenja novih veza unutar polimernog lanca (izuzev dalekoseZnih mreZa vodoni¢nih veza), ¢ime se
potvrduje ocuvanje strukture.

Posmatrajuc¢i rezultate predstavljnih eksperimenata, lako je zakljuciti da je za potrebe
sistema dostave lekova, pri liofilizaciji PCL cCestica, najproduktivnije koristiti 1% rastvor glukoze.
Kao krajnji rezultat se dobija uska raspodela glatkih, sfernih Cestica PCL polimera, bez promene
hemijske strukture. Tim S$to je morfologija Cestica dosta pravilnija, poboljSava se i stepen
internalizacije Cestica od strane celija jetre. Cestice koje bivaju internalizovane, imaju vece
mogucnosti da uticu na funkcionalnost samih ¢elija. U prilog napisanom svedoci i blag porast
nekroze HepG2 celija, dodatkom dobijenih sfera u toksikolo$kim ispitivanjima. Ovakvo ponaSanje,
pored toga Sto se ogleda znatno poboljSanom internalizacijom, ukazuje i na potrebu povrsinske
modifikacije u cilju smanjenja Stetnog uticaja na ¢elijske funkcije.
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