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ljubavi, razumevanju i konkretnoj pomo¢i tokom izrade ove magistarske teze.
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Sergeju.
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materijala koji se realizuju u Institutu tehnic¢kih nauka Srpske akademije nauka i umetnosti
pod rukovodstvom prof. dr Dragana Uskokovi¢a, mentora teze, kome dugujem iskrenu
zahvalnost za podrsku i pomo¢ u mom nau¢hom usavrSavanju. Zahvaljujem se dr Nenadu
Ignjatovicu iz Instituta tehni¢kih nauka SANU na korisnim savetima i pomoc¢i kao i dr Nikoli
Cvjeticaninu sa Fakulteta za fizicku hemiju, Univerziteta u Beogradu, koji je prihvatio da
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Ciri¢ Marjanovi¢ sa Fakulteta za fizicku hemiju Univerziteta u Beogradu.

U okviru ove teze, analiza uzoraka metodom infracrvene spektroskopije je uradjena
zahvaljuju¢i pomoé¢i mr Zorana Nedi¢a sa Fakulteta za fizicku hemiju, Univerziteta u
Beogradu, rendgenostrukturna analiza uzoraka je izvrSena u saradnji sa dr Miodragom
Mitricem iz Instituta za nuklearne nauke "Vin¢a", Laboratorija za teorijsku fiziku i fiziku
kondenzovane materije, merenja diferencijalnom skanirajucom kalorimetrijom zahvaljujuci
Dejanu Milicevi¢u i mr Enisu DZunizovicu iz Instituta za nuklearne nauke Vinc¢a, Laboratorija
za radiohemiju i fiziku, na ¢emu sam im iskreno zahvalna. Takodje veliko hvala i mr
Miroslavu Miljkovicu sa Medicinskog fakulteta iz NiSa kao i prof. MiloSu Bokorovu sa
Bioloskog fakulteta iz Novog Sada na karakterizaciji uzoraka skeniraju¢com elektronskom
mikroskopijom. Posebnu zahvalnost dugujem i prof. Branki Jordovi¢ sa Tehnickog fakulteta
iz Cacka na uradjenim stereoloskim ispitivanjima uzoraka.

Zahvaljujem se kolegama iz Instituta tehni¢kih nauka SANU kao i kolegama sa Fakulteta za
fizicku hemiju.

Teza se sastoji iz Sest celina. Prvo poglavlje predstavlja teorijski deo u kome je dat pregled
literature koja se odnosi na biomaterijale, polimerne biomaterijale, dobijanje ¢estica poli (DL-
laktid-ko glikolida), dobijanje kompozitnih materijala na bazi kalcijum fosfata i poli(laktid-
ko-glikolida). Drugo poglavlje objaSnjava ukratko cilj rada. Trece poglavlje prikazuje
eksperimentalni rad kao i uslove pod kojima je radena karakterizacija uzoraka. Cetvrto
poglavlje iznosi i tumaci rezultate istrazivanja. Peto poglavlje daje zakljucak svega uradenog
dok je u Sestom dat spisak referenci.
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Nema niceg velicanstvenog u vezi sa tim.

Sve Sto treba da se uradi je da se pritiskaju odgovarajuce dirke
u odgovarajucem trenutku - i instrument ¢ée svirati sam od sebe!
(J. S. Bah)



Univerzitet u Beogradu, Fakultet za fizicku hemiju Magdalena Stevanovi¢, magistarska teza

APSTRAKT

Polimerni materijali kao Sto je kopolimer poli(DL-laktid-ko-glikolid) (DLPLG)
zahvaljuju¢i svojim bioresorbilnim (biodegradabilnim) osobinama se dosta koriste u razlicite
medicinske svrhe kao na primer za izradu sistema za kontrolisano otpustanje lekova, nosaca u
inZenjerstvu tkiva, fiksaciju koStanih fraktura, konaca za uSivanje rana. Priprema
submikronskih cestica polimera DLPLG-a predstavlja svojevrstan izazov. U ovom
magistarskom radu prikazan je nov nacin dobijanja cestica kopolimera DLPLG-a od
komercijalnih ~ granula  hemijskom  metodom  odnosno  koriS¢enjem  sistema
rastvarac/nerastvara¢ (solvent/nonsolvent chemical method). Dobijeni rastvori su kasnije
centrifugirani. Od sinteze zavise i krajnja morfologija i stehiometrija, osobine materijala,
brzina resorpcije u organizmu. Menjanjem vremena starenja sa nerastvaracem kao i brzine i
vremena centrifugalnog procesiranja pokazano je da je moguce uticati na morfologiju tj.
velic¢inu i oblik cestica kao i uniformnost praha DLPLG-a. Prah DLPLG-a sa najkra¢im
vremenom starenja sa nerastvaracem i najduzim vremenom i brzinom centrifugalnog
procesiranja ima cestice najmanjih dimenzija i najve¢u uniformnost pri ¢emu su veli¢ine

¢estica na submikronskoj skali (150-230 nm).

Kompozitni materijali na bazi bifaznog kalcijum fosfata (BCP) i kopolimera poli(DL-
laktid-ko-glikolida) (DLPLG) se koriste za zamenu i rekonstrukciju kostanog tkiva. Do sada
su u brojnim eksperimentima za dobijanje kompozitnog materijala na bazi keramike i
kopolimera poli(DL-laktid-ko-glikolida) koriSc¢eni razliciti pristupi. Sinteza je radena bilo
tako Sto je ¢vrsta komponenta hidroksiapatita (HAp) dodavana u rastvor DLPLG-a u nekom
od rastvaraca (dioksan, hloroform), ili je prah HAp-a meSan sa prahom DLPLG-a ili je rastvor
DLPLG-a infiltriran u rastvoreni apatit. Do sada nije radena sinteza na taj nacin da se prah
DLPLG-a homogenizuje sa gelom BCP-a pa je jedan od ciljeva istraZivanja bio i da se novim
pristupom sintezi BCP/DLPLG-a dobije kompozitni materijal sa odredjenim aplikativnim
osobinama od kojih u velikoj meri i zavisi uspeh implementacije. Ovakav kompozitni
materijal bi imao odgovaraju¢u primenu u oralnoj hirurgiji tj bilo bi ga moguce injektirati i
njime popuniti kanale donje vilice, mandibule, ispuniti prostor izmedu zuba i desni u slucaju

paradentoze i paradentopatije, itd. Bifazni kalcijum fosfat je sintetizovan precipitacionom



Univerzitet u Beogradu, Fakultet za fizicku hemiju Magdalena Stevanovi¢, magistarska teza

tehnikom od kalcijum nitrata i amonijum fosfata u alkalnoj sredini a zatim je, u odredjenom

odnosu, homogenizovan sa prahom polimera DLPLG-a.

Uzorci DLPLG-a, BCP-a i BCP/DLPLG-a su karakterisani infracrvenom
spektroskopijom (IR), rendgenostrukturnom analizom (XRD), diferencijalnom skaniraju¢om
kalorimetrijom (DSC), skeniraju¢om elektronskom mikroskopijom (SEM) a radjena je i

detaljna stereoloska analiza.

10
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ABSTRACT

Polymer materials like copolymer poly(-DL-lactide-co-glycolide) (DLPLG), due of
their biodegradable nature, are widely used in various medical applications; controlled release
of delivering drugs, carriers in the tissue engineering, fixation of the bone fractures,
chirurgical strings. The preparation of DLPLG submicron spheres poses a serious challenge.
This thesis presents a new method in obtaining copolymer DLPLG powder from the
commercial granules, using chemical method with solvent/nonsolvent systems, where the
obtained solutions were afterwards centrifuged. The final morphology and stechiometry, the
application characteristics of the material and resorption time in the organism are directly
dependent of the synthesis itself. By changing the aging time with non-solvent and time and
velocity of the centrifugal processing, it is possible to influence on the morphology and
uniformity of the DLPLG copolymer particles. DLPLG powder of the series with short aging
time, with non-solvent, and longest time and velocity of the centrifugal processing, has the

smallest particles and highest uniformity, where particles sizes were between 150 do 230nm.

The composite biomaterial based on biphasic calcium phosphate (BCP) and polymer
poly(DL-lactide-co-glycolide) (DLPLG) is used for the substitution and replacements of the
bony tissue. Until now, various approaches were followed for obtaining composite material
on ceramic basis and copolymer poly(DL-lactide-co-glycolide). Synthesis were performed
either with solid component hydroxyapatite (HAp) being added into DLPLG solution of some
solvent (dioxan, chloroform), or HAp powder was mixed with DLPLG powder, or DLPLG
solution was infiltrated into melted apatite. Until now synthesis where DLPLG powder was
homogenized with BCP gel was not performed. This is why one of the aims of this
investigation is obtaining the composite material with certain application characteristics using
new BCP/DLPLG synthesis approach out of which successful implementation will greatly
depend. Thus obtained composite material would be applicable in the oral surgery e.g. it
would be possible to inject it and fill contours of a wound, fill in gaps between teeth and dents
in case of paradetophatia or paradentosa etc. Biphasic calcium phosphate was synthesised
with precipitancy technique from calcium nitrate Ca(NO3), x 4H,O and ammonium phosphate

11
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(NHy4)3 POy in the alkali environment, which was then homogenized with polymer DLPLG

powder in the appropriate ratio.

The samples of DLPLG, BCP and BCP/DLPLG were characterized by Infrared
Spectroscopy (IR), X-Ray Diffraction (XRD) Differential Scanning Calorimetry (DSC),

Scanning Electron Microscopy (SEM) and Stereological analysis.

12
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1 Teorijski deo
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1.1 Biomaterijali

Biomaterijali su materijali koji se koriste za reparaciju ili zamenu zivog tkiva ili

organa kako iz zdravstvenih tako i iz estetskih razloga [1,2].

Materijali koji su upotrebljavani za nadoknadu pojedinih delova tela poznati su ve¢
vise stotina godina. Pravu revoluciju u israzivanju i tehnologiji izazivaju danasnji sinteticki
biomaterijali sa tacno odredjenim osobinama za specifi¢cnu namenu [3]. Zajedni¢ka osobina
svih biomaterijala bez obzira na njihove razlicitosti, je biokompatibilnost, $to znac¢i da ne
smeju izazivati negativne pratece efekte u organizmu, odnosno, ne sme do¢i do toksi¢nih,
alergijskih ili kancerogenih reakcija u telu [4]. Isto tako mora se smanjiti ili potpuno ukloniti

svaka vrsta negativnog imunoloskog odgovora organizma [5].

Finger joint Breast implant Heart valve
silicone rubber palye e
Hip joint Artificial heart Intraocular lens (IOL)
s f polyurethane, metal —
&% ,’

Slika 1.1.1 Razli¢iti primeri biomaterijala [4]

Bioloska inertnost i mehanicka svojstva sli¢na svojstvima tkiva koje se zamjenjuje su
uslovi koje su prvi materijali morali zadovoljavati [3]. Danas se u ortopediji i protetici od
inertnih biomaterijala koriste biokeramike na bazi metalnih oksida Al,O3, ZrO,, TiO,, vlakna
staklastog ugljenika ili kompoziti sa vlaknima staklastog ugljenika, metali ili ¢elici presvuceni
tankim filmovima npr.: TiN, SiC, ZrO,, BN, B4C, staklo-keramike [6]. Biokompatibilnost tih

14
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materijala, posebno biokeramike, proizlazi iz njihovog sastava Sto se objasnjava time da su
gradjeni od istih jona koji se nalaze i u telesnoj tecnosti (Na*, K*, Mg, Ca’") kao i od jona

koji ne izazivaju toksicne reakcije u telu (Zr**, Ti**

) [7]. Inertni biomaterijali ne stvaraju vezu
s okolnim tkivom ve¢ je najceS¢i odgovor tkiva na implantat od inertnog biomaterijala,
stvaranje fibroznog tkiva (vlaknasto tkivo promenljivog gradijenta gustine) oko implanta, Sto
ponekad moze dovesti i do njegove potpune izolacije usled ¢ega moze do¢i do deformisanosti
implanta ili njegovog pomeranja Sto moZe prouzrokovati oStecenje okolnog tkiva [3].
FizioloSko okruZenje vremenom uti¢e na hemijsku stabilnost i mehani¢ku ¢vrstocu materijala
ali je ipak milionima ljudi poboljsan kvaliteta zivljenja ugradnjom npr. veStackog kuka ili
kolena [8].

Kompozitni materijali su materijali koji su sastavljeni od dva ili vise materijala, a
osobine su im bolje od materijala komponenata [9, 10, 11]. Kompozitni materijali mogu biti
tipa metal/metal, metal/polimer, metal/keramika, keramika/keramika, keramika/polimer,
polimer/polimer itd. [12]. Tako se na primer jedan tip veStackog kuka (slika 1.1.2) sastoji od
metalne drSke ugradjene u kost i keramicke kugle
na koju je nanesen polietilen velike molekulske
mase (Ultra High Molecular Weight Polyethylene
(UHMWPE)). Sloj polietilena sluzi za povezivanje
kugle i zgloba, ali i kao zaStita keramicke kugle
[13,14].

Slika 1.1.2 Vestacki kuk [13]

Prilikom implantacije biomaterijala u organizam potrebno je voditi racuna o
promenama koje nastaju pri kontaktu materijala sa bioloSkim okruzenjem, medjusobnom
kontaktu samih materijala komponenata, a posto se implant u organizmu nalazi u tecnom
medijumu potrebno je poznavati i sve reakcije na medjupovrsini te¢no-¢vsto, ukljuéujuéi
topljenje, brzinu topljenja na granicama faza, otpusStanje i difuziju jona, promenu strukture
povrSine materijala, promene drugih osobina materijala [1]. Inertni biomaterijali imaju
specifi¢cna fizicka svojstva, veliku mehanicku ¢vrstocu i tvrdo¢u (1000-4500 MPa), Jungov

modul od 150-400 GPa, veliku otpornost na stres, lomljenje, veliku savitljivost [2]. Hemijska

15



Univerzitet u Beogradu, Fakultet za fizicku hemiju Magdalena Stevanovi¢, magistarska teza

I fizicka svojstva inertnih biomaterijala zavise od sastava materijala, cistoce sirovina, veli¢ine
zrna kao i od temperature sinterovanja, Sto je posebno vazno kod keramika [15]. U skladu s
visokim zahtevima International Standard Organization (1SO), na primer, Al,0O3 keramika kao
jedna od najvise koriS¢enih biokeramika u medicini i stomatologiji mora biti visoke ¢istoce (>
99,5 %), velike gustine (> 3,94 gcm™) i sa zrnima sinterovanog materijala velicine (<4,5 pm)
[16]. Malo odstupanje od ISO-standarda menja osobine materijala. Tako se pokazalo da mala
koli¢ina SiO,, CaO ili alkalnih oksida podstice rast zrna tokom sinterovanja do veli¢ine > 7
um Sto dovodi do smanjenja mehanicke ¢vrstoce za oko 20 %. Nedostaci inertnih materijala
su: znatno veci Jungov modul od modula kosti (7-25 GPa), mogué¢a hemijska nestabilnost u
telesnoj tecnosti, niska otpornost na lomove kod celicnih biomaterijala, itd [15]. Sve ovo
predstavlja ograni¢enja u primeni, ali i vremenu trajanja implantata. Uprkos tome, danas u
Evropi i SAD postoji ¢itav niz proizvodjaca inertnih biomaterijala, a stalna potreba moderne
medicine i tehnologije za novim bioinertnim materijalima sa posebnim svojstvima za ta¢no
odredjenu upotrebu koja ¢e zadovoljiti vrlo visoke zahteve i standarde je stalni izazov za

istrazivace u raznim strukama [4, 17].

Moguc¢nost samoobnavljanja i prilagodjavanja strukture i osobina mehani¢ckom
opterecenju i protoku krvi su dve vazne Kkarakteristike koje zivo tkivo ima, a inertni
biomaterijali ih ne posjeduju [18]. Bioaktivnost se definiSe kao sposobnost materijala da u
kontaktu s telesnom te¢no$¢u na svojoj povrSini podstakne specifi¢ni bioloski odgovor
organizma, Sto dovodi do stvaranja veze sa tkivom [18]. Takva su na primer bioaktivna stakla
sastavljena od vise vrsta stakala (SiO,—-Na,0O-CaO-P,0s) a koriste se u stomatologiji,
ortopediji, itd [19]. Posljednja su istrazivanja pokazala da je bioloSka aktivnost tih stakala
posledica aktivacije sedam porodica gena koji se nalaze u ¢elijama kostiju. Aktivirani geni
stvaraju razlicite proteine i sluze kao faktori rasta i podsticu umnozavanje celija kosti
(osteoblasta) [20]. Glavni uslov tog bioloSkog odgovora je kontrolisano topljenje povrSine
bioaktivnog stakla koje dovodi do stvaranja specificnog povrSinskog sloja koji predstavlja
bioloski aktivan supstrat za “sidrenje” i rast novih celija kosti i tkiva. Mehanizam vezivanja
bioaktivnog stakla na tkivo odvija se kroz 11 reakcijskih koraka. Prvih se pet koraka odnose
na hemijske reakcije na povrsini materijala i uklju¢uju brzu izmenu Na* jona s H* i H30",
polikondenzaciju silanola (Si-OH) i stvaranje sloja silikagela na kome dolazi do heterogene
nukleacije i kristalizacije bioloski aktivnog hidroksikarbonatnog-apatitnog sloja (HCA) [21].

Nastala faza HCA hemijski i strukturno odgovara mineralnoj fazi u kostima i predstavlja
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idealnu podlogu za preostale bioloSke reakcije [20]. Uporedo sa hemijskim reakcijama na
HCA sloju dolazi do adsorpcije i desorpcije proteina, faktora rasta i kolagena Sto aktivira
proliferaciju i diferencijaciju ¢elija odnosno stvaranje osteoblasta i time podstice rast kosti na
povrsini stakla [22]. Veliki se napori ulazu u istraZivanja da bi se razumeli hemijski i bioloski
mehanizmi koji se odvijaju u telu kada se ugradi bioaktivni implantat. Medjutim, ti
mehanizmi jo$ u potpunosti nisu razjasnjeni. Sredinom 80-tih godina bioaktivni materijali
razlicitog sastava i oblika (granule, prah, vlakna razlicitih dimenzija) su se poceli intenzivno
koristiti u ortopediji i stomatologiji. Danas postoji ¢itav niz komercijalnih bioaktivnih
materijala koji se intenzivno upotrebljavaju u svim oblastima medicine. Sinteticka
hidroksiapatitna keramika (HAp) upotrebljava se kao porozni materijal, prah ili prevliaka na
metalnim protezama kako bi se postiglo bioaktivno ucvrséivanje [23]. Prisustvo slabo
rastvorljivog sloja HAp na povrsini inertnog implanta omogucava bioloski odgovor tkiva, tzv.
osteoprovodnost, na kome kost pocinje rast stvarajuci ¢vrstu mehanicku vezu sa implantom
[24]. Kompoziti gradjeni od rasprSenih HAp cestica u polietilenskoj matrici su se pokazali
uspesnima kao implanti kod obnove kosti srednjeg uha [24]. Osim bioaktivnih materijala,
drugoj generaciji biomaterijala pripadaju i tzv. resorbilni biomaterijali koji se u telesnoj
tecnosti kontrolisano degradiraju i postupno zamenjuju novoformiranim tkivom [25]. Dobar
primer tih biomaterijala su polimeri poli(laktid) (PLA) i poli(glikolid) (PGA) koji se u telu
hidroliticki potpuno razgrade na CO; i H,O [25]. Polimerne plocice ili zavrtnji se koriste za
ucvrséivanje slomljenih kostiju [26]. Zanimljivo je naglasiti da je mehanic¢ka cvrstoca i
elasti¢cnost tih implantata vrlo sli¢na prirodnoj kosti, tako da u pocetnoj fazi nakon ugradnje,
veoma dobro u¢vrs¢uju kost [26]. Taj je period dovoljan da kost po¢ne da raste na mestu
ugradnje, a polimerni se implantat nakon toga pocinje resorbovati do potpune razgradnje [27].
Na taj se nacin izbegava operacija uklanjanja implanta koja je nuzna u slucaju npr. metalnih
zavrtnja, plocica ili Sipki [14]. Ipak, bioresorbilni polimeri nemaju dovoljnu mehanic¢ku
¢vrstocu za povezivanje i ucvrséivanje kostiju kod slozenijih defekata, pa se u tom slucaju
koriste kompoziti od staklenih vlakana i polimera, keramike i polimera itd [14]. Veéina se
navedenih biomaterijala upotrebljava kao implant za u¢vrséivanje i obnovu kostiju ili zuba
[28]. Biomaterijali se koriste i u terapijske svrhe (npr radioterapijske staklene cestice, itd)
[29]. Uspesna klini¢ka primena bioinertnih, bioaktivnih i resorbilnih implantata odgovor je na
sve zahtevnije medicinske potrebe. Medjutim, vek trajanja implantata je ograni¢en na 10 do

25 godina [21]. Zivo tkivo daje odgovor na promene fiziolokog okruzenja ili na bioloski
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uticaj dok sinteticki biomaterijali ne daju pa prema tome, istrazivanja biomaterijala treba
usmeriti prema bioloSki orjentisanim metodama za obnovu tkiva odnosno prema
biomaterijalima koji su bioaktivni i resorbilni ali i pomazu tkivu da se samoobnovi [1]. Takvi
biomaterijali su dizajnirani da podsticu celijski odgovor na molekulskom nivou, ¢ime se
aktiviraju geni koji pomazu obnovu zivog tkiva [3]. Istrazivanja tih biomaterijala idu u smeru

nove grane biomedicine tzv. tkivnog

inZenjerstva (eng. tissue engineering) (slika Cartilage cells
(chondrocytes)

1.1.3) [30, 31]. Jedan se pravac inZenjerstva
tkiva odnosi na rast celija tkiva na resorbujucoj

podlozi izvan tela [31]. Podloga sa tkivom

ugradjuje se u telo na bolesno ili oSteceno

mesto. Nakon nekog vremena podloga se

o o o ] ] Bioscaffold 4
resorbuje i zamjenjuje zivim tkivom koje se _
+ dnlf_ele,n! {
prilagodjava fizioloSkom okruZenju [32]. In situ A
Bioreactor Engineered

inZenjerstvo tkiva ukljucuje biomaterijale u articular cartilage
goes to the knee

razlicitim oblicima, kao prah, mikrocestice koje

podstic¢u rast okolnog tkiva, itd [31]. Bioaktivni

different reactors to provide
different conditions

materijali otpuStaju kontrolisanom brzinom

produkte disocijacije ili faktore rasta kao Sto su

morfogenski proteini kosti i na taj nacin aktiviraju celije i promoviSu obnovu tkiva [31].

Slika 1.1.3 InZenjerstvo tkiva [30]

Zanimljiv primer biomaterijala su polimeri na ¢ijoj su povrsini ugradjeni proteini,
peptidi i drugi biomolekuli koji oponaSaju okolinu izvan c¢elije matrice i tako podsticu
visefunkcionalnu celijsku povrSinu. Kopolimeri laktida i glikolida se na primer mogu
upotrebljavati za ugradnju faktora rasta nerava (eng. nerve growth factor (NGF)) koji se
otpustaju u telu kontrolisanom brzinom i tako pomazu rast nervnog tkiva [33]. lako je danas
za klinicku upotrebu odobreno inZenjerstvo tkiva za svega desetak tipova tkiva godisnje se
potroSe ogromne sume novca za istrazivanje i usavrsavanje inzenjerstva tkiva a takodje su i
izuzetno veliki izazovi koje to podrucje pruza od pomaka otkri¢a in vitro prema tehnoloskom
razvoju i proizvodnji. UspeSna proizvodnja tkiva inzenjeringom zahteva veliki broj izvora

zdravih ¢elija, razvoj tehnika za pripremanje biomaterijala s idealnim osobinama za kreiranje
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idealnih bioreaktora koji ¢e oponasati fizioloSku okolinu u telu [31]. Pretpostavlja se da ¢e u
budué¢nosti najvec¢i doprinos tkivnog inzenjeringa biti u dizajniranju in vitro fizioloskih
modela za istrazivanje patogeneze bolesti, kao i u iznalazenju terapije na molekulskom nivou,
mada je, mozda, jo$ veca vaznost u mogucnosti da se biomaterijali mogu upotrebljavati za

aktiviranje gena u cilju prevencije i odrzavanja zdravog tkiva [3].
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1.2 Polimerni biomaterijali

Polimeri su veoma raznovrsna klasa materijala i kao takvi su dosta istrazivani za
razlicite potrebe u medicini [8]. Glavni uslov za koriS¢enje polimera u najrazlicitije
medicinske svrhe je njihova biokompatabilnost, ne izazivanje prekomernog hroni¢nog
zapaljenskog procesa nakon implantacije kao i, za one koji degradiraju, da su produkti
degradacije netoksi¢ni po organizam [8]. Mogué¢nost modelovanja fizickih i hemijskih
osobina datog polimernog materijala dovodi do odredjenih osobina c¢ine¢i ih posebno
atraktivnim za biomedicinske primene [14]. Na svojstva polimera uti¢e niz faktora kao S$to su
sastav osnovnih i bo¢nih grupa, struktura lanca (na koju utice izbor rastvaraca koji se koriste u
sintezi polimera, dinamika suSenja itd), i molska masa (na koju utice rekristalizacija
monomera, koncentracija inicijatora, nivo vakuma u procesu suSenja polimera itd) [34].

Polimeri mogu pokazivati visokoelasti¢cne osobine sli¢cne onima kod prirodne kosti [35].

Mnogobrojni polimeri su ispitivani za brojne medicinske primene. Poliakrilati, poli
(akrilonitril-ko-vinil hlorid) (PANVC) i polianjon poli(lizin) su ispitivani za celijsku
inkapsulaciju i imunoizolaciju [14]. Poliortoestri i polikaprolaktoni su istraZivani za
kontrolisano otpustanje lekova. Poli(tetra fluoro etileni) (PTFE) se koriste za zamenu
vaskularnog tkiva [36]. Poliuretani se koriste kao omotaci pejsmejkera i dovode do njegove
izolovanosti a ispitivani su i za rekonstrukcije meniskusa [37, 38]. Polimeri razmatrani za
ortopedske potrebe ukljucuju polianhidride, koji su takodje koriSéeni i kao nosaci lekova
zahvaljuju¢i njihovoj brzoj i dobro definisanoj povrSinskoj razgradnji, za kostani rast ili
zamenu kosStanog tkiva s obzirom da mogu biti fotopolimerizovani in situ [8]. Kako bi se
poboljsale njihove mehanic¢ke osobine oni mogu biti kopolimerizovani sa imidima [14]. Kod
nekih polimera, osobine kao Sto su brzina degradacije se mogu lako modifikovati menjanjem
prirode bocnih grupa, ¢ime se pokazuje da podrzavaju adheziju osteoblasta $to ih cini
kandidatima za regeneraciju skeletnog tkiva [39]. Poli (propilen-ko-fumarat) (PPF) se
pojavljuje kao dobar materijal za zamenu koStanog tkiva jer ima dobre mehanicke osobine
uporedive sa osobinama trabekularne kosti, poseduje mogu¢nost da se poprec¢no vezuje in
vivo kroz C=C vezu, a takodje je i podloZan hidrolitickoj degradaciji. Takodje je ispitivan i
kao materijal za prenos lekova u organizmu [40]. Polikarbonati se koriste kao skafoldi pri
zameni koStanog tkiva, a modifikovani sa tirozin amino kiselinama postaju biodegradabilni
[40]. Poli (metil-metakrilat) (PMMA) je dosta koris¢en na polju ortopedije kao kostani
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cement za fiksacije implanata kao i za reparaciju izvesnih fraktura i koStanih defekata na
primer osteporoti¢nih prsljenova. Medjutim, pri polimerizaciji PMMA ostaje znacajna
koli¢ina monomera $to takodje ukljucuje i zna¢ajnu koli¢inu toplote koja dovodi do oStecenja
tkiva. PMMA nije degradabilan ili bioaktivan, ne vezuje se hemijskim vezama za kost, i moze
stvoriti ostatke koji dovode do inflamacije [41]. Mnogi nedegradabilni polimeri se koriste u
ortopediji. Polimeri velike molekulske mase poli (etileni) (UHMWPE), poli (etilen tereftalat)
(PET), poli (propilen) (PP), i poli (tetra fluoro etilen) (PTFE) se koriste za reparaciju
ligamenata kolena, izradu facijalnih proteza dok se UHMWPE Koristi i za izradu veStackih

zglobova, izradu caSica kuka i kolena [8].

Veoma popularni sinteticki polimeri koji se mnogo koriste u medicini su poli (o-
hidroksi estri) kao S$to je poli (laktid) (PLA), poli (glikolid) (PGA) kao i kopolimer poli
(laktid-ko-glikolid) (PLGA) [42]. Ovi polimeri su intenzivno proucavani za klini¢ku
upotrebu. Odlikuju se biokompatabilnoSéu, uglavnhom ne dovode do inflamatornog odgovora,
a hidrolizom kao i moguc¢im enzimskim reakcijama degradiraju in vivo u produkte koji se
odstranjuju iz tela regularnim metabolickim putevima [43]. Ovi polimeri se ispituju i koriste
kao nosaci u inzenjerstvu tkiva, za kontrolisano otpustanje lekova ili proteina, izradu
membrana, filmova, konaca za uSivanje rana, fiksaciju koStanih fraktura [14]. Prakti¢no,
brzina degradacije PLGA se moZe menjati promenom odnosa dve monomerne komponente
Sto se u ortopediji moze iskoristiti kako bi se kreirao materijal ¢ija bi degradacija bila u skladu
sa rastom kosti. PLGA, takodje, uti¢e na povecéanje broja osteoblasta kao i njihove migracije,
neophodnih za regeneraciju kostanog tkiva [39]. Ipak, mnogi polimeri se zbog svojih slabih
mehani¢kih osobina ne koriste kao implanti na mestima koja trpe opterecenja i preporucuju se

samo u odredjenim situacijama kao Sto su fiksacije zgloba lakta ili kolena [44].
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1.3 Biodegradabilni polimeri

Biodegradabilni polimeri mogu biti prirodni ili veStacki (sinteticki) (slika 1.3.1)
[45,46,47].U osnovi sinteticki polimeri imaju prednost nad prirodnim jer ih je moguce
modelovati i dobiti Siri opseg odredjenih, 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 [48,49]. a.) b.)

Slika 1.3.1. a) Sinteti¢ki i b) prirodni polimerni biomaterijal
[45]

Biodegradabilni materijali imaju i drugih prednosti. Na primer, kost koja je fiksirana
nesavitljivim otpornim nedegradabilnim implantom ima sklonost ka ponovnom prelomu
nakon uklanjanja implanta. Naprezanje tj. pritisak je prenet na implant od npr. nerdjajuc¢eg
metala i nakon njegovog uklanjanja kost nije sposobna da izdrZi opterecenje tokom procesa
zarastanja. Implant od biodegradabilnog polimera se moZe napraviti tako da se isplanira
stepen degradacije tj. razgradnje i time omoguci lagan prenos opterecenja na kost. Jedna od
takodje vrlo dobrih strana biodegradabilnih polimernih biomaterijala je i ta Sto se mogu

koristiti kao sistemi za kontrolisano otpustanje lekova [50,51].

Osnovni kriterijum odabira biodegaradabilnog polimera koriS¢enog u svojstvu
biomaterijala su njegove mehanicke osobine, vreme degradacije, aplikativna svojstva, itd.
[52]. Idealan polimerni implant je onaj koji ima mehanic¢ke osobine takve da nakon aplikacije
ostaje dovoljno jak sve dok okolno tkivo ne zaceli, ne dovodi do zapaljenskih ili toksi¢nih
procesa u organizmu, ukljucuje se u metabolizam ne ostavljaju¢i tragove u telu, lak je za
obradu, ima odgovarajuci rok upotrebe i lako se steriliSe [53]. Faktori koji uticu na mehanicke
osobine biodegradabilnog polimera su uslovi sinteze, izbor monomera i inicijatora, prisustvo

aditiva. Ovi faktori uticu na hidrofilnost polimera, Kkristalini¢nost, tacku topljenja i
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ostakljivanja, reaktivnost boc¢nih grupa, itd. [54]. Mnoga istrazivanja se bave ispitivanjem

uticaja ovih faktora na biodegradaciju polimera.

Biodegradacija je postignuta sintezom polimera koji u osnovi imaju hidroliticki
nestabilne veze. Hemijska jedinjenja sa ovakvim karakteristikama su estri, anhidridi, ortoestri
I amidi. NajceSce koris¢eni biodegradabilni biomaterijali su poliestri koji mogu biti
homopolimeri sastavljeni od jedne vrste monomera ili kopolimeri sastavljeni od raznovrsnih
monomera npr. od laktida i glikolida [55- 57]. Dosta su prisutni i kopolimeri trimetil

karbonata i e-kaprolaktona, kao i poli(dioxana) [58].

1.3.1 Poli (glikolid) (PGA)

Poli (glikolid) (PGA) je najjednostavniji linearni alifati¢ni poliestar (slika 1.3.2).
PGA je prvi koriS¢eni, sinteticki, potpuno resorbilni, konac za uSivanje rana [59]. Monomer
glikolida je sintetisan dimerizacijom glikolne kiseline a polimerizacija dovodi do materijala
velike molekulske mase sa priblizno 1—3% neizreagovanog monomernog ostatka. PGA je
visoko kristalinican (45—55%), sa tackom topljenja na 220—225°C i tackom ostakljivanja na
35—40°C [59]. Zbog visokog stepena kristalini¢nosti nije rastvorljiv u vecini organskih
rastvaraca. lzuzetak je hexafluoroizopropanol. Konci PGA pokazuju veliku ¢vrstocu i krutost
da bi bili upotrebljeni za uSivanje rana ali se ipak mogu iskoristiti kopolimerizovani sa drugim
monomerima [59]. Savovi naginjeni od PGA gube oko 50% ¢vrstoée nakon dve nedelje i

100% nakon cetiri a kompletno se resorbuju u periodu od cetiri do Sest meseci [60].
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Slika 1.3.2 Poli (glikolid)
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1.3.2 Poli (DL-laktid) (DLPLA)

Laktid je cikli¢cni dimer mle¢ne Kiseline i u prirodi postoji u obliku dva opticka
izomera i to kao d- i I-laktid, dok je dl-laktid sinteticki spoj d-laktida i I-laktida. Homopolimer
I-laktid je semikristalan i kao takav pokazuje veliku otpornost na savijanje i nisku na istezanje
pa je zbog toga podesan za pravljenje proteza u ortopediji, fiksacije kosti itd [61]. Poli (dI-
laktid) (DLPLA) (slika 1.3.3) je amorfan polimer i ima manju otpornost na savijanje i vec¢u
na istezanje kao i kra¢e vreme degradacije $to ga cini atraktivnijim za izradu sistema za
kontrolisano otpustanje lekova [61]. Poli(l-laktid) (LPLA) je oko 37% kristalan, sa tackom
topljenja na 175—178°C i tackom ostakljivanja na 60—65°C. Za degradaciju i resorbovanje u
organizmu LPLA je potrebno oko dve godine $to je mnogo sporije nego u slu¢aju DLPLA
[61].
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Slika 1.3.3 Poli (laktid)
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1.3.3 Poli (laktid-ko-glikolid) (PLGA)

Poli (laktid-ko-glikolid) (PLGA) (slika 1.3.4). Kopolimer glikolida sa I-laktidom ili
di-laktidom je razvijen u svrhe izrade sistema za kontrolisano otpustanje lekova u organizmu
ali ima i mnogo drugih primena [62]. VazZno je napomenuti da ne postoji linearna zavisnost
izmedju sastava kopolimera i njegovih mehanickih i degradacionih osobina. Na primer,
kopolimer sa 50% glikolida i 50% dI-laktida degradira brze nego oba homopolimera (slika
1.3.5) [63]. Kopolimer I-laktida sa 25—75% glikolida je amorfan zbog poremecaja pravilnosti

polimernog lanca drugim monomerom [64,65].
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Slika 1.3.4 Poli (laktid-ko-glikolid) [65]
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Slika 1.3.5 Degradacija PLA i PGA homopolimera i kopolimera implantiranog u tkivo pacova [65]

Kopolimer glikolida sa trimetilen karbonatom (TMC), poliglikonat, se koristi i kao
konac za uSivanje rana ali i u vidu zavrtnja i ekserci¢a za fiksiranje implanata. On se pravi kao
A-B-A blok kopolimer u odnosu 2:1 glikolid: TMC, sa glikolid-TMC centralnim blokom (B) i
cistim glikolid blokom (A). Ovaj materijal je fleksibiniji nego ¢isti PGA i resorbuje se u

periodu od, priblizno, sedam meseci [65].

Trenutno su jedino materijali napravljeni od homopolimera i kopolimera glikolida,
laktida, e-kaprolaktona, p-dioxanona i trimetilen karbonata dozvoljeni za proizvodnju od
strane Food and Drug Administration (FDA) [66]. Medjutim, brojni drugi polimeri se koriste
u istrazivanjima kako bi se dobili odgovarajuci biodegradabilni materijali. Biodegradabini

polimeri se primenjuju u medicini i farmaciji ali i u poljoprivredi, indusrtriji, itd..
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U dostavi lekova u organizmu istrazivanja nisu koncentrisana samo na iznalazenje
nosaca koji nece uticati na lek i njegovu stabilnost vec¢ i na stabilnost nakon implantacije jer
lek moZe ostati u implantu i od jednog do Sest meseci ili vise. Za lekove koji su hidroliti¢ki
nestabilni polimer koji absorbuje vodu moze biti nepogodan (kontraindikovan) pa se neka
istrazivanja bave i razvojem hidrofobnih polimera koji se povrsinski razgradjuju. Dve klase
takvih materijala su polianhidridi i poliortoestri [50,51].

Biodegradabilni polimeri koji su hidroliticki nestabilni mogu se razgraditi zbog
prisustva vlage u skladistu, tokom obrade ili nakon proizvodnje materijala [67]. Kako bi se
minimizovao efekat do koga bi doSlo zbog prisustva vlage, polimeri se obi¢no skladiSte u
zamrzivacu. Biodegradabilni polimeri se mogu sterilisati gama zracima [68] ili elektronskim
snopom ili mogu biti izloZeni gasu etilen oxidu (EtO). Sterilizacija elektronskim snopom
iznad 2 Mrd moze indukovati znacajnu razgradnju polimernog lanca, $to dovodi i do
smanjenja molekulske mase, a isto tako utice i na krajnje mehanicke osobine i vreme
degradacije polimera [49]. Mora se voditi racuna i o temperaturi i vlaznosti pre sterilizacije.
Temperatura mora biti niza od tacke ostakljivanja kako ne bi doSlo do promene u

konfiguraciji polimera tokom sterilizacije.

Faktori koji podsticu degradaciju polimera su hidrofilnost osnovnog lanca polimera,
hidrofilnost bocnih grupa, reaktivnije hidrofilne grupe u osnovnom lancu, manja

kristalini¢nost, ve¢a poroznost, manje dimenzije cestica.

Hidroliza je osnovni nacin degradacije glikolida, laktida i e-kaprolaktona kao i
njihovih kopolimera. Degradacija pocinje tako S§to, najpre, molekuli vode difunduju u
materijal (najpre u amorfnije zone), pri ¢emu dolazi do hidrolize i fragmentacije materijala,
zatim do intenzivnije hidrolize udruzene sa fagocitozom, difuzije i metabolizma. Na hidrolizu
uti¢u velicina, poroznost, hidrofilnost odredjenog polimernog implanta, kristalini¢nost, pH i
temperatura okruZzenja u kome se polimerni materijal nalazi [69]. UopSteno re¢eno, vreme
degradacije ¢e biti krace za polimere manje molekulske mase, hidrofilnije, amorfnije i
kopolimere sa ve¢im udelom glikolida. Pod identicnim uslovima, kopolimer manje
molekulske mase na primer poli(DL-laktid-ko-glikolid) sa odnosom laktid/ glikolid 50/50
w/w ¢e degradirati relativno brzo u odnosu na homopolimere PLA i PGA velike molekulske

mase koji degradiraju mnogo sporije. Kopolimerizacijom, menjanjem boc¢nih grupa i
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molekulskih masa polimera moguce je uticati na brzinu degradacije polimernog implanta
(slika 1.3.6) [48,63]. Produkti degradacije polimera se iz organizma odstranjuju regularnim
metabolickim putevima. Mlec¢na kiselina nastala hidrolitickom degradacijom PLA biva
inkorporirana u proces trikarbonskih kiselina i izlu¢ena iz organizma u obliku ugljen dioksida
i vode [70]. PGA je takodje razgradjen enzimskom hidrolizom do glikolne kiseline koja biva
ukljucena u procese metabolizma [62].
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Slika 1.3.6 Kriva smanjenja molekulske mase, ja¢ine i mase biodegradabilnog polimera tokom vremena
[63]

Ispitivanje faktora koji uticu na razgradnju polimera kao Sto su hemijska stabilnost
polimernog lanca, prisustvo Katalizatora, aditiva, plasticizera i drugih primesa, struktura
materijala, kako bi se dobile odgovaraju¢e osobine implanta, odnosno, odredjena, potrebna
brzina degradiranja, odgovaraju¢a dinamika prenosa opterec¢enja sa implanta na okolno tkivo
tokom procesa zarastanja, odgovarajuc¢a dinamika prenosa lekova u organizmu, jedan je od

glavnih izazova danas [71].
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1.4 Dobijanje ¢estica poli (DL-laktid-ko-glikolida)

Poli(-DL-laktid-ko-glikolid) (DLPLG), je vazan kopolimer jer se, pored ostalog,
koristi i za kontrolisano otpustanje lekova unutar organizma, odnosno ponasa se kao skafold® i
omogucava inkapsulaciju leka unutar polimerne matrice [33]. Dinamika otpustanja lekova
(brzina i kolicina) zavisi od morfologije, odnosno strukture kopolimera [41]. Hemijska
struktura, molekulska masa, sastav kao i uslovi dobijanja su parametri koji uticu na krajnju
morfologiju polimera. Direktna veza izmedju ovih parametara i morfologije je nedovoljno

ispitana pa se shodno tome mnoga istraZivanja upravo time bave [72-75].

Mikro- 1 nanocestice PLGA predstavljaju potencijalno sredstvo za prenos nekoliko
klasa lekova kao Sto su antikancerogeni agensi,
antihipertenzivni agensi, imunomodulatori, hormoni i Micro-encapsulated DNA
makromolekuli kao $to je nukleinska kiselina, proteini, Protein Capsule
peptidi i antitela [76-83].

Metode za dobijanje polimernih cestica se
generalno mogu podeliti u zavisnosti od prirode i
matrice izabranog materijala na metode disperzijom

polimernog rastvora, polimerizacijom monomera i

koacervacijom [83-89].

Slika 1.4.1 Polimerna ¢&estica u koju je
inkapsulirana DNK [83]

Metoda uparavanja je metoda u kojoj se polimer rastvara u nekom od rastvaraca npr.

dihlormetanu, hloroformu, etilacetatu itd. a smeSa se zatim dodaje u vodeni rastvor da bi se
dobila oil-in-water (O/W) emulzija koriS¢enjem surfaktanta ili emulzifikacionog agensa.
Nakon formiranja stabilne emulzije organski rastvarac¢ isparava bilo podizanjem temperature

pod redukovanim pritiskom bilo konstantnim meSanjem [90-93].

Spontana emulzacija je modifikovana verzija metode uparavanja u kojoj je u vodi

rastvorljiv rastvara¢ (water-soluble solvent) sa u vodi nerastvorljivim rastvaracem (water

insoluble organic solvent) iskoris¢en kao uljna faza [94-98].

! hosag
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Slika 1.4.2 Spontana emulzacija [97]

Cestice se formiraju zahvaljuju¢i spontanoj difuziji i medjupovrsinskoj turbulenciji
nastaloj izmedju dve faze. Smanjenje velicine ¢estica se dobija povecanjem koncentracije u

vodi rastvorljivog rastvaraca [98-100].

Superkriticna fluidna tehnika Konvencionalne metode kao Sto je metoda uparavanja,
koacervacija i polmerizacija ¢esto zahtevaju koriSéenje toksicnih rastvaraca i surfaktanata pa
se mnoga istrazivanja bave razvojem bezbednijih metoda za inkapsulaciju leka u cesticu
[101]. Superkriticnom fluidnom tehnikom se mogu dobiti cestice velike cistoce bez tragova
organskog rastvaraca. Polimer je rastvoren u superkriti¢noj tecnosti i smeSten u rasprsivac. Sa
smanjivanjem rastvorne snage superkriti¢cne tecnosti rastvorak precipitira. Vecina polimera se
medjutim malo ili uopSte ne rastvara u superkriticnim fluidima cine¢i tehniku manje

interesantnom. Ona pokazuje dobre rezultate kod polimera manje molekulske mase [101].

Koacervacija ili jonsko struktuiranje je metoda koja

se, uglavhom, koristi za dobijanje  nanocestica
biodegradabilnih hidrofilnih polimera kao npr citozina (CS)
[100]. Sistem se sastoji od dve vodene faze, pri ¢emu je jedna

sa polimerom CS, etilen oksidom i propilen oksidom, a druga

sa polianjon natrijum tripolifosfatom (TPP).

Slika 1.4.3 SEM fotografija
polimernih mikroéestica dobijenih
koacervacionom tehnikom [100]

Pozitivno naelektrisana amino grupa u citozinu interaguje sa negativno naelektrisanim TPP i
formira ¢estice sa veli¢inama od 0.2 do jedan um a vrednost "zeta" potencijala je izmedju +20
mV i +60 mV. KoriS¢enjem sli¢nog pristupa, tj. sloZzene koacervacione tehnike moguce je

dobiti nanocestice hidrofilnih polimera kao Sto je PLGA. Proces spontane fazne separacije se
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deSava izmedju molekula razlicitog naelektrisanja prilikom meSanja kao rezultat
elektrostati¢kih interakcija [100].

Emulzionim procesom su dobijene PLGA sfere u opsegu od 150-200um [32], 45um
[75], 30pm [103]. Modifikovanom emulzionom metodom se dimenzije dobijenih cestica
smanjuju i iznose do 10um [104]. Daljim modifikacijama procesa sinteze cestica tj. Metodom
emulzacije i uparavanja dobijaju se cestice sa velicinama na nanometarskoj skali 570-970nm
[105], 244-260nm [94, 98, 106].

Dobijanje i1 karakterizaciju katjonski modifikovanih cestica PLGA odredjenih
dimenzija i oblika takvih da mogu uspedno vezivati DNK su u svom radu ispitivali M. N. V.
Ravi Kumar i saradnici [94]. PLGA c¢estice su dobijene emulziono-difuziono-evaporacionom
tehnikom. Velicina i oblik cestica zavise od koriS¢enog stabilizatora i rastvaraca [107].
Katjonski modifikovane cestice mogu vezivati DNK putem elektrostatickih interakcija. Kao
stabilizator cestica je koriS¢en PVA-citozin jer PVA sam ne moze stvoriti potrebno pozitivno
naelektrisanje cestica a sam citozin ne moZze stabilizovati cestice. Rezultati M.N.V. Ravi
Kumara i saradnika pokazuju da koris¢enjem kao stabilizatora jedinjenja PVA sa citozinom
ne samo da se cestice PLGA katjonski modifikuju vec¢ i da su one sfernog i unifomnog oblika.

Takodje, reproducibilnost tehnike ne zavisi od koli¢ine upotrebljenog polimera.

Uporedjivanjem dobijanja cestica PLGA dvema metodama su se bavili P. O'. Hara i
saradnici [108]. Mikrosfere PLGA u koje je inkapsuliran rifampicin (lek za tuberkolozu) su
dobijene metodom uparavanja i suvim rasprdivanjem. Cestice PLGA sa rifampicinom
dobijene tehnikom suvog rasprSivanja su nepravilnog oblika za razliku od sfernih cestica
dobijenih evaporacionom tehnikom dok je sadzaj leka u cesticama PLGA dobijenim
evaporacionom tehnikom bio manji nego kod ¢estica dobijenih suvim rasprSivanjem i iznosio
je 20% i 30% respektivno.

Ispitivanje cestica PLGA za kontrolisano otpustanje leka rifampicina (R-PLGA) pri
¢emu je za dobijanje cestica R-PLGA koriS¢ena metoda uparavanja, su opisali V.V.
Sethuraman i saradnici [51]. U eksperimentu je koriS¢en polimer sa odnosom laktida
:glikolida 75:25 a kao rastvarac je upotrebljen metil hlorid. Svrha eksperimenta je bilo da se
odredi da li je moguce predvideti dinamiku disperzije cestica sa lekom, unutar organizma,

poznavaju¢i odredjene povrsSinske osobine ¢estica (specifi¢na povrsSina, povrsinska energija,
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kohezivna energija). Kao nosaci R-PLGA su upotrebljeni laktoza i maltodextrin priblizne
veli¢ine 40pum. Velic¢ina cestica R-PLGA i samog rifampicina su odredjivane elektronskom
mikroskopijom i iznose 3.02um i 2.83um, respektivno, dok je zapremina cestica dobijena
laserskom difrakcijom i iznosi 13 £ 1 i 2 + 1 um. Povrsinska energija je dobijena metodom
inverzne gasne hromatografije i iznosi za R-PLGA 35 + 1 mJ/m? i za sam rifampicin 19 + 6

mJ/m?2.

Ispitivanje uticaja koncentracije PVA koris¢enog kao stabilizatora na veli¢inu i zeta
potencijal® cestica PLGA, dobijenih metodom uparavanja pri &emu je merenje radjeno pre i
nakon sudenja zamrzavanjem, su u svom radu opisali J. Vandervoort i saradnici [107]. Cestice
manjih dimenzija se dobijaju kod vecine polimera kada se koristi PVA kao stabilizator dok
izostavljanje PVA dovodi do porasta velicine cestica za oko 1 pm. Postoje dva izuzetka i to je
kada se umesto PVA koriste poloksamer (2-methyloxirane) ili karbopol (prop-2-enoic acid).
Takodje je primeceno da su negativne vrednosti zeta potencijala prilikom koris¢enja PVA kao
stabilizatora znatno niZze nego prilikom koriS¢enja poloksamer-a ili karbopol-a. Jedini

stabilizator koji stvara pozitivan zeta potencijal cestica je Zelatin tipa A.

Dobijanjem sfera biodegradabilnog polimera za kontrolisani transport i otpustanje
terapeutskih sredstava, posebno nukleinske Kkiseline, u organizmu se u svom istraZzivanju bave
S. Hirosue i saradnici [109]. Oni su za dobijanje ¢estica PLGA Koristili precipitacionu metodu
jer ova metoda dozvoljava inkapsulaciju molekula leka, naroc¢ito DNK, bez izlaganja
molekula velikim mehani¢kim pritiscima ili preteranoj hemijskoj obradi. Najpre je polimer
PLGA rastvoren u 2,2,2-trifluoroetanolu (TFE) u prisustvu kondenzacionog agensa, lipida.
Kao precipitator je koriS¢en etanol a odnos rastvarac¢:nerastvaracu je iznosio od 1:1 do 1:2.5.
DNK je bila u koncentraciji od 0.1 do 1 mg/ml, pri ¢emu se najbolji rezultati dobijaju sa
koncentracijom od 0.68 mg/ml. Nanocestice su dobijene pod uslovom da je odnos pozitivnog
naelektrisanja lipida prema negativnom nukleinske kiseline iznosio 1 prema 1000. Dobijene

Cestice su bile razli¢itih velicina pri ¢emu je bilo i onih sa veli¢inama na nanometarskoj skali.

?Zeta potencijal (¢) je potencijal preko granice faza svih cvrstih tela i te¢nosti, narogito, potencijal preko
difuznog sloja jona koji okruzuju naelektrisanu koloidnu ¢esticu, i koji je velikim delom odgovoran za stabilnost
koloida. Takode se naziva i elektrokineti¢ckim potencijalom. Vrednost zeta potencijala je izuzetno vazna
karakteristika cestice i veoma uti¢e na stabilnost cestice. Teoretski, veliki zeta potencijal teZi da stabilizuje
suspenziju ¢estica bilo da je njegova vrednost pozitivna ili negativna.
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Povrsinski modifikovane c¢estice PLGA citozinom u cilju dobijanja sistema za
kontrolisanu dostavu peptida, elkatonina, u organizmu i njihovo dobijanje emulziono
rastvara¢ difuzionom metodom su u svom radu opisali H. Yamamoto i saradnici [110].
Modifikovane cestice PLGA citozinom se sporije eliminiSu iz organizma od
nemodifikovanih, smanjuju nivo kalcijuma u krvi na 80% od inicijalne vrednosti a takodje i
prolongiraju farmakolosko dejstvo leka na 24h. U eksperimentu je koris¢en PLGA
molekulske mase ~20000 a odnos laktida i glikolida je bio 75:25. Piren je koris¢en kao
fluorescentni marker cestica a polivinilalkohol kao disperzioni agens. Najpre su PLGA i piren
rastvoreni u acetonu a zatim je rastvor dodat u 1% PVA i meSan na sobnoj temperaturi.
Rezultujuca disperzija je centrifugirana radi odvajanja ¢estica a zatim je ceo proces ponovljen.
Dobijene cestice su tretirane "freeze drying™ procesom. Srednja veli¢ina mikrocestica PLGA

dobijena koris¢enjem razlicitih uslova centrifugiranja je iznosila 12.5um, 7.07um i 0.66um.

Dobijanjem cestica PLGA modifikovanim rastvara¢ ekstrakciono uparivackim
procesom su se u svojim istrazivanjima bavili S.Freitas i saradnici [111]. Polimer PLGA je
rastvoren u dihlormetanu a zatim je pomoc¢u specijalno konstruisanog uredjaja sa
ultrasonicnom c¢elijom dispergovan u 0.5 % PVA. Inicijalno formirane nanokapljice PLGA
tokom prolaska kroz cev uredjaja oc¢vrSéavaju da bi definitivno o¢vrsle u rastvoru PVA.
Velicina ¢estica dobijenih ovom metodom je varirala od 175 do 755nm. Kada se umesto 2%
PLGA rastvora koristi 5% rastvor, veli¢ina cestica se povecava, i pri tome one postaju

nepravilnijeg oblika a dolazi i do njihove aglomeracije.

Dobijanje biodegradabilnih mikrocestica PLGA za kontrolisanu dostavu proteina u
organizmu su u svom radu ispitivali A. Coombes i saradnici [112]. KoriS¢ena je metoda koja
se sastojala od homogenizacije vodenog rastvora proteina sa rastvorom PLGA u dihlometanu
usled cega je oformljena primarna emulzija koja je kasnije dodavana u rastvor sa

stabilizatorom.

Nanocestice biodegradabilnog polimera PLGA predstavljaju idealno reSenje za
kontrolisanu i ciljanu dostavu lekova u organizmu i to bez sporednih nezeljenih pratecih
pojava. Velic¢ina cestica igra kljuénu ulogu u njihovoj adheziji i interakciji sa ¢elijom. S. S.
Feng i saradnici su opisali dobijanje cestica PLGA modifikovanom solvent extrakciono

evaporacionom tehnikom pri ¢emu su za sakupljanje ¢estica formiranih u procesu koristili dve
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tehnike i to suSenje zamrzavanjem i rasprSivanjem [105]. U eksperimentu su, pored PVA,
koriS¢eni i prirodni emulzifikatori (fosfolipidi, holesterol, vitamin E TPGS) kako bi se
postigla bolja inkapsulacija i Zeljena kinetika otpuStanja leka. PLGA je najpre rastvoren u
dihlormetanu i dodat u vodeni rastvor PVA, ili fosfolipida, ili holesterola, ili TPGS a zatim je
rastvor meSan na magnetnoj meSalici. Rastvor je centrifugiran i ispiran destilovanom vodom
kako bi se uklonio visak emulzifikatora a potom susen zamrzavanjem. U drugom slucaju,
polimer i aditivi su takodje rastvoreni u dihlormetanu a zatim su nakon me$anja na magnetnoj
meSalici na sobnoj temperaturi suseni rasprSivanjem. Dobijene vrednosti za velicine cestica
PLGA u koje je inkapsuliran lek (paclitaxel) ukazuju da je uticaj prirode i koncentracije
emulzifikatora znacajan i da se bolji rezultati dobijaju kada se umesto PVA (veli¢ina cestica
PLGA sa paclitaxelom iznosi 974+41nm) Kkoristi fosfolipid (571£89nm) ili vitamin E
(685+39nm).

Uticaj razlicitih parametara tokom eksperimenta na velicinu PLGA mikrosfera su
ispitivali J.B. Oldham i saradnici [113]. Za formiranje PLGA cestica koris¢en je dvostruki
emulzioni proces. PLGA je rastvoren u dihlormetanu a nakon toga je uz konstantno mesanje
na magnetnoj mesalici dodata voda pri ¢emu se stvara primarna emulzija u kojoj je
diskontinualna vodena faza dispergovana unutar kontinualne organske faze. Rastvor je dodat
u 0.2% PVA i meSan tokom jednog minuta ¢ime se stvara sekundarna emulzija. Nakon toga je
dodat izopropanol i rastvor je meSan sve do isparavanja dihlormetana. Tokom eksperimenta
su menjane brzine na magnetnoj mesalici (800 rpm i 1200 rpm) kao i odnos laktida i glikolida
u PLGA (50:50; 65:35; 75:25; 85:15;). Utvrdjeno je da na veli¢inu cestica utice brzina
meSanja dok promene u odnosu laktida i glikolida nemaju uticaja. Pri ve¢im brzinama cestice

su manje.

Odredjivanje stabilnosti DNK-kalcijum fosfata inkapsuliranog u mikrocestice PLGA
pod razli¢itim uslovima mikroinkapsulacije kao i odredjivanje fizickohemijskih karakteristika
PLGA-CaPi-DNK dato je u radu Y. Li i saradnika [114]. Dobri rezultati se dobijaju pri pH
rastvora od 6.5 pri kome je koli¢ina CaPi-DNK oko 60 % ali ve¢ pri pH=8 iznosi 40%. PLGA
cestice sa CaPi-DNK su dobijene "water-oil-water" emulziono rastvara¢ evaporacionom
metodom. Rastvorene su u dihlormetanu, meSane na 7500 rpm pa dodate u PVA (1-5%).
Koris¢eni PLGA je bio sa razlicitim odnosom laktida i glikolida i to 50:50, 65:35 i 75:25. Sa
porastom koncentracije od 0.5 do 4.0% (w/v) PLGA (50:50) ¢estice pokazuju promenu "zeta"
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potencijala od -8.0 do -16mV. PLGA-CaPi-DNK cestice su sfernog oblika i dimenzija od 2.0
do 5.0um.

Sinteza i karakterizacija PLGA mikrosfera za kontrolisanu dostavu hormona rasta
opisana je u radu Y. Capan i saradnika [115]. Hormon rasta (rHGH) je najpre rastvoren u
0.1M fosfatnom puferu (PBS) a zatim dodat u poli(akrilo hidroksietil) skrob (acHES). Rastvor
PLGA u metil hloridu je dodat u acHES kako bi se formirala disperzija (protein u
hidrogelu/polimer u rastvoru). Primarna disperzija je dodata u 6% PVA i meSana na 2500 rpm
tokom 1 minuta. Sekundarna suspenzija je dodata u 1l destilovane vode a zatim meSana na
sobnoj temperaturi kako bi se uklonio organski rastvara¢ a cestice o¢vrsle. Mikrocestice su
filtrirane a zatim suSene zamrzavanjem. Hormon rasta (rHGH) je uspeSno inkorporiran u
PLGA mikrosfere a uspesnost inkorporiranja raste sa porastom koncetracije PLGA u
dispezionoj fazi i PVA u kontinualnoj fazi. Srednja velicina ¢estica PLGA-acHES je iznosila
oko 44.6um.

Mikrocestice biodegradabilnog polimera PLGA radi kontrolisanog prenosa
cyclosporina A u organizmu sintetizovali su A. Sanchez i saradnici [116]. Za dobijanje
mikrocestica su koristili metodu uparavanja a dobijene cestice su bile razli¢itih dimenzija od 2

do 30um.

Uticaj razlic¢itih rastvaraca na veli¢inu cestica PLGA dobijenih dijalizacionom
metodom bez prisustva surfaktanta su ispitivali Y-Il. Jeong i saradnici [117-119]. Kao
rastvaraci su koris¢eni dimetil acetamid (DMAC), dimetil formamid (DMF), dimetil sulfoksid
(DMSO) i aceton. Dobijene cestice su bile sli¢nih dimenzija prilikom koris¢enja DMAC,
DMF i DMSO kao rastvaraca i iznosile su oko 400nm dok su prilikom koris¢enja acetona bile
od 500 do 1000nm . Povecanje velicine cestica se objaSnjava razli¢itom rastvorljivosc¢u
polimera u rastvaracu, viskoznoS¢u izmedju polimera i rastvarac¢a, mesljivos¢u rastvaraca i

vode, itd.

Procenu uticaja nekoliko kombinacija organskih rastvaraca i surfaktanata koris¢enih
prilikom sinteze ¢estica PLGA dali su D. T. Birnbaum i saradnici [120]. Najmanje cestice se
dobijaju koris¢enjem kombinacije natrijum dodecil sulfata kao surfaktanta i etil acetata kao
rastvaraca a najvece koriscenjem poli(vinil alkohola) i dihlormetana (466nm). Najoptimalniji
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rezultati se dobijaju koriS¢enjem acetona ili etil acetata kao rastvaraca i poli(vinil alkohola) ili

albumina kao surfaktanta.

U svojim istrazivanjima M.J.Tsung i saradnici su ispitivali mikrocestice PLGA za
kontrolisano  otpuStanje  deksamethazona udruzenog sa fibronektinom (lek za
kardiovaskularne bolesti, artritis...) [121]. U eksperimentu su optimizovani uslovi sinteze i
karakterisane, Zelatinom tipa B, povrsSinski modifikovane cestice PLGA. Sinteza je radjena
o/w emulziono rastvara¢ evaporacionom metodom. Vodena faza je sadrzala 1% PVA a uljna
razlicite koncentracije hloroforma i metanola. Deksamethazon je inkorporiran u PLGA u
organskoj fazi a zatim su dobijene mikrosfere dispergovane u Zzelatin. Povrsinski
modifikovane PLGA mikrosfere su dobijene adsorpcionom metodom (Zelatin se vezuje jonski
za negativno naelektrisanu povrsinu PLGA), konjugacijom (konjugacija karboksilnih grupa
PLGA i amino grupa zelatina) i koriS¢enjem rasprsivaca (spray coating). Velic¢ina dobijenih
mikrosfera je bila od 0.5 do 500 um.

PovrSinski modifikovane PLGA mikrosfere i uticaj poli(L-lizin)-g-poli(etilenglikola)
(PLL-g-PEG) na povrsinu c¢estica PLGA su u prvom delu eksperimenta ispitivali i potvrdili
M. Muller i saradnici [122]. U drugom delu je pokazano znacajno smanjenje adsorpcije

proteina od strane ovako modifikovanih mikrosfera.

Dobijanje cestica PLGA modifikovanom spontano emulzionom rastvara¢ difuzionom
metodom (SESD) su u svom radu opisali H. Murakami i saradnici [98]. U eksperimentu su
koriS¢eni etanol i aceton i PVA sa niskim stepenom hidrolize. Dilataciono-kondenzacioni
proces je ponovljen najmanje tri puta kako bi se odstranio preostali PVA i rastvara¢. Nakon
disperzije rastvora PLGA radjena je ultrafiltracija a zatim suSenje zamrzavanjem. Velic¢ina
cestica PLGA je bila oko 300nm.

Moguc¢nost inkapsuliranja indometacina i 5-fluorouracila (5-FU) u cestice PLGA
dobijene modifikovanom spontano emulzaciono rastvara¢ difuzionom metodom su ispitali T.
Niwa i saradnici [123]. Primetno smanjenje medjufaznog pritiska izmedju organske i vodene
faze i spontano meSanje uslovljeno difundovanjem acetona iz organske u vodenu fazu

rezultuje formiranjem mikrosfera PLGA (srednji dijametar 400-600nm).
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Dobijanje cestica PLGA metodom superkriticne te¢ne ekstrakcije su ispitivali U. B.
Kompella i saradnici [101]. Male promene u temperaturi i pritisku u kriticnom regionu

indukuju dramati¢ne promene u gustini i rastvorljivosti superkriti¢nih fluida.

Svrha istrazivanja H. Seong i saradnika je bila razvijanje metode za dobijanje
polimernog materijala, PLGA za prenos 1,3-bis(2-hloroetil)-I-nitrouree (BCNU) [124].
BCNU je inkorporiran u PLGA metodom suvog rasprSivanja. Dobijene mikrocestice su bile
sfernog oblika a direktnom kompresionom metodom su dobijeni blokovi polimera ravnih i

glatkih povrsina.

Termalne osobine mikrosfera PLGA dobijenih w/o/w emulzacionom metodom kao i
mikrosfera PLGA u koje je inkapsuliran cyclosporin A, su u svom istrazivanju proucavali N.
Passerini i saradnici [125]. Karakterizacija je radjena MTDSC (modulated temp. differential
scanning calorimetry) metodom i za mikrocestice PLGA je uocen pik ostakljivanja na 43°C.
Takodje su koristili metodu MTDSC kako bi ispitali uticaj preostale vode u mikrosferama
PLGA, nakon njihovog suSenja zamrzavanjem, na tacku ostakljivanja [126]. Mikrosfere su
sadrzale veoma malo rastvaraca dihlormetana ali je sadrzaj vode iznosio oko 3 % i bio je visi
za kopolimer PLGA koji ima veéi udeo glikolida. Podaci ukazuju da mikrocestice
pripremljene standardnim metodama mogu sadrzati znac¢ajan nivo vode koja moze dovesti do

sniZenja tacke ostakljivanja cestica PLGA.

Za potrebe ispitivanja bioadhezivne interakcije izmedju polimernih mikrosfera za
kontrolisano otpustanje lekova i Zivog tkiva B. Hertzog i saradnici su razvili metodu koja
ukljucuje pretvarac elektromagnetne snage (Electromagnetic Force Transducer EMFT) [127].
EMFT je podeSen tako da adhezivna sila izmedju mikrosfera i zivog tkiva odgovara struji
elektromagneta. Razlicite tehnike dobijanja mikrosfera (metoda uparavanja, modifikovana
metoda uparavanja...) su upotrebljene kako bi se dobile fero- i ferimagnetne mikrosfere. Prah

gvozdje oksida se moZe inkorporirati u polimer PLGA

Dobijanje mikrosfera PLGA w/o/w duplom emulzionom tehnikom, pri ¢emu je
ispitivana i moguc¢nost koriS¢enja PharmASep tehnologije Vibro-Filter suSilice za sterilno
odvajanje mikrocestica (=25 um) iz rastvora i njihovo susenje, je opisano u radu Y.W. Jo i
saradnika [128].
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Moguc¢nost kontrolisanja otpusStanja inkapsuliranog proteina iz mikrocestica polimera
PLGA koriS¢enjem razlicitih stabilizatora prilikom sinteze mikrocestica PLGA ispitivali su A.
G. A. Coombes i saradnici [129]. Kao stabilizatori su upotrebljeni poli (vinil alkohol) (PVA) i
poli (vinil pirolidin) (PVP). Koris¢enjem PVP-a kao stabilizatora cestica postize se bolja

inkapsulacija odnosno veci procenat proteina unutar mikrosfera PLGA.

Metodu za dobijanje poroznih biodegradabilnih skafolda PLGA metodom meSanja u
vodi rastvornih cestica soli i rastvora polimera su u svom radu opisali C. J. Liao i saradnici
[130]. PLGA i natrijum hlorid su pomesani i stavljeni u specijalan kalup u kome zahvaljujuci
razlici u pritiscima prolazi tecnost. Organski rastvara¢ je sipan u kalup kako bi rastvorio
PLGA i spojio sa natrijum hloridom. Nerastvara¢ je dodat kako bi oc¢vrsnuo i precipitirao
kompozit PLGA i soli. Rastvara¢ je uklonjen vakum uparavanjem a cestice soli su rastvorene
vodom kako bi se uklonile i ostavile poroznu strukturu. Velicina pora se moze kontrolisati

kolicinom kao i velig¢inom gestica soli.

Uporedjivanje dveju metoda za dobijanje skafolda PLGA velic¢ine od 10 do 200um su
u svojim istrazivanjima radili G. Vozzi i saradnici [131]. Oni su primenili tehniku mikroSprica
pod konstantnim pritiskom od 10-300mmHg i "soft lithographic™ tehniku u kojoj se Koristi
kalup od poli (dimetilsiloksana). Obe tehnike omogucavaju izgradjivanje trodimenzionalne
strukture koja dozvoljava ispitivanje ¢elijskog ponaSanja u okruzenju slicnom onom u in vivo

uslovima.

Svrha istrazivanja S. De i saradnika je bila ipitivanje uticaja temperature i vremena
skladistenja mikrosfera PLGA na fizi¢ku stabilnost i morfologiju PLGA [81]. Mikrocestice
PLGA su dobijene emulzacionom metodom a zatim su skladiStene tokom Sest dana pri
temperaturama od 4°C, 25°C, 37°C i 50°C. Veli¢ina najmanjih &estica je iznosila 266.9nm a
najvecih 1865.9nm. Stepen aglomeracije opada sa povecanjem veli¢ine cestica i raste sa
povecanjem temperature skladiStenja. Najveci stepen aglomeracije je uocen kod najmanjih
Cestica. Takodje je pokazano da bi PLGA cestice trebalo skladistiti na temperaturi od 4°C
kako bi se izbeglo njihovo aglomerisanje.
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1.5 Dobijanje kompozitnih materijala na bazi kalcijum fosfata i
poli (laktid-ko-glikolida)

Kompozitni materijali se sastoje iz dve ili vise konstitutivnih faza i imaju bolja
svojstva od materijala komponenata [9]. Kompozitni materijali na bazi bifaznog kalcijum
fosfata (BCP) i polimera poli(laktida) (PLLA) kao i kopolimera poli(DL-laktid-ko-glikolida)
(DLPLG) se koriste za zamenu i rekonstrukciju koStanog tkiva [132-135]. Nakon
implementacije u koStani defekt polimerna komponenta se bioresorbuje ustupajuc¢i mesto
novoformiranom tkivu [136]. Do sada su u brojnim eksperimentima za dobijanje
kompozitnog materijala na bazi keramike i kopolimera poli(laktid-ko-glikolida) koriS¢eni
razliciti pristupi [137-139]. Dva osnovna nacina sinteze HAp-a u sebi sadrze vlazne metode
(precipitacija, hidrotermalna obrada i hidroliza kalcijum fosfata) i reakcije u ¢vrstom stanju
[140,141]. Sinteza kompozita je radena bilo tako Sto je ¢vrsta komponenta hidroksiapatita
(HAp) dodavana u rastvor DLPLG u nekom od rastvaraca (dioksan, hloroform) , ili je prah
HAp mesan sa prahom DLPLG ili je rastvor DLPLG infiltriran u rastvoreni apatit. Do sada

nije radena sinteza na taj nacin da se prah DLPLG homogenizuje sa gelom BCP-a.

Mikrostrukturalne i mehanicke osobine kompozitnih jedinjenja na bazi kalcijum
deficijentnog hidroksiapatita (CDHAp) i poli (laktid-ko-glikolida) su u svom radu opisali C.
Durucan i saradnici [142]. Kompozit je formiran hidrolizom a-trikalcijum fosfata (a-TCP) do
CDHAp i presovanjem do a-TCP-PLGA-NaCl. Razlike u hidrolizi kompozita a-TCP-PLGA-
NaCl 80/10/10 wt % i o-TCP-PLGA-NaCl 60/20/20wt % su pracene izotermalnom
kalorimetrijom i X-ray difrakcijom. Mikrostrukturalni razvoj i razlike dobijenog krajnjeg
kompozita posle hidrolize na 37 °C, 45°C, i 56°C su ispitivane skeniraju¢com elektronskom
mikroskopijom. KoriS¢eni biodegradabilni polimer PLGA je imao odnos laktida i glikolida
85/15. TCP je pripremljen "solid state” reakcijom na 1150°C , tokom 1lh sa reagensom
CaCOs. Prosecna velicina cestica TCP-a je iznosila 3,3um. NaCl je filtriran kroz filtar sa
proseénom veli¢inom pore 70um. Prekompozitna smeSa je pravljena tako Sto je prah TCP +
NaCl dodat u rasvor PLGA u hloroformu. Konstituenti su dodati u rastvor polimera da bi se
dobio TCP-PLGA-NaCl sa odnosom 80/10/10wt i 60/20/20wt. SmeSa je mehanicki meSana
da bi hloroform ispario, a posle susenja u vakumu agregati TCP-PLGA-NaCl su samleveni u
prah koriS¢enjem tucka i avana. Prekompozitna smesa je presovan u cilindricnom kalupu na
pritisku od 17 MPa i na temperaturi od 70° + 109C tokom 0,5h i tako su dobijeni kompakti
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oblika nov¢i¢a. Od prekompozitne smeSe su takode napravljene i pravougaone plocice za
ispitivanje otpornosti prema savijanju. Presovani uzorci su skladisteni u bocice napunjene
istom masom destilovane vode koje su zatvorene i ostavljene u vodenom kupatilu zbog
prelaza TCP—HAp. Hidroliza je izvedena na 37°C, 45°C, i 56°C tokom 24h i duze.

Toplim 1 hladnim presovanjem N. Ignjatovi¢ i
saradnici  sintetisali su 3D blokove kompozitnog
biomaterijala BCP/DLPLG [143]. Od istog materijala
nacinjene su sfericne granule kojima je izvrSena

rekonstrukcija infrakoStanih dzepova vilica pacijenata.

Dobijeni rezultati ukazali su na potpunu uspesnost primene i

1.5.1 X-ray snimak

zavrSetak reparacije defekata nakon 12 meseci (slika 1.5.1) rekonstruisanog infrakostanog
defekta nakon 12 meseci [143]

Odredivanje biokompatabilnosti kompozita sastavljenog od kalcijum fosfatnog
cementa (CPC) i poli(laktid-ko-glikolida) (PLGA) mikrosfera (pre¢nika od 0,18 do 0,36 um)
koriS¢enjem tehnike celijske kulture su radili C. G Simon i saradnici [144]. PLGA mikrosfere
iz kompozita CPC-PLGA inicijalno stabilizuju kalem a kasnije se degradiraju ostavljajuci
makropore za stvaranje osteoblasta. CPC matriks tada moze da se resorbuje i zameni sa
novom Kkosti. Osteblasti kao celije (MC3T3-E1 celije) su prosejani na povrSinu kalema i
ispitivani fluorescentnom mikroskopijom, SEM-om, Wst-I analizom (enzimskom analizom za
mitohondrijalnu dehidrogenazu). Celije su odrZale morfoloske osobine i sposobnost deobe
bilo na kompozitnom kalemu (CPC-PLGA) bilo na kontrolnom kalemu (CPC) ¢ime je
pokazano da je kompozit od CPC i PLGA mikrosfera biokompatabilan.

Kompozite PLGA i kalcijum dihidrogenfosfata (CDHP), kalcijum hidrogenfosfata
(CHP), kalcijum fosfata (CP) ili kalcijum karbonata (CC), kako bi ispitao uticaj kiselosti ili
baznosti ovih jedinjenja na degradaciju poli(DL-laktid-co glikolida) je istrazivao M. Ara sa
saradnicima [145]. Degradacioni proces PLGA je kompleksan i zavisi od mnogo faktora kao
Sto su hemijska struktura jedinjenja, molska masa, uslovi dobijanja, morfoloSke karakteristike,
itd. Kompozit je pravljen tako Sto je prah neorganske komponente dodat u desetoprocentni
rastvor PLGA u dioksanu. Rastvor je razliven u teflonski aluminijumski sud i zamrznut
odmah nakon razlivanja. Uzorci su zamrznuti i suSeni da bi se odvojili od rastvaraca. Porozni

kompozitni film je konsolidovan na 60°C sa 50 kg/cm? da bi se dobio film debljine 0,5mm.

39



Univerzitet u Beogradu, Fakultet za fizicku hemiju Magdalena Stevanovi¢, magistarska teza

Pripremljeno je pet tipova filmova i to: ¢ist PLGA (100%wt); i PLGA(70%wt) sa (30%wt)
CDHP ili CHP ili CP ili CC. Filmovi su ostavljeni u fosfathom puferu (PBS) (pH 7,4) na
37°C. Uzorci su uzimani nakon jedne, dve, tri, cetiri, 6 i 8 nedelja i vrSena su merenja
absorpcije vode, gubitka mase, promene debljine i molske mase. Uzorci su se medusobno
razlikovali a narocito se razlikovao kompozit PLGA-CC od ostala ¢etiri. Degradacija PLGA
opada sa porastom baznosti kalcijumovog jedinjenja. CC je najviSe usporavao degradaciju
PLGA a CDHP najmanje ali i CDHP osetno uti¢e na njeno usporavanje. M. Ara i saradnici su
zakljucili da degradacija PLGA varira u zavisnosti od spoja sa neorganskim jedinjenjem

razlicite baznosti.

Visoko porozan HAp/PLGA kompozit, koris¢enjem tehnike cvrsto-tecno fazne
separacije, napravili su R. Zhang i saradnici i pri tom su i ispitivali biodegradabilne osobine
kompozitnog materijala [146]. Odli¢ne osteokonduktivne osobine materijala su pokazane
putem eksperimenata celijskog zasejavanja i inzenjerstva tkiva. U eksperimentu su koriséeni
PLGA  (85/15w/w), dioksan i hidroksiapatit. ~Cvrsto-teéno fazna  separacije
polimer/HAp/rastvor smeSe je vrSena na unapred odredenoj temperaturi a odvojene faze
smeSe su stavljene u “freeze-drying” sudove da bi se odstranio rastvara¢ sublimacijom.
Morfoloske osobine pene kontrolisane su koncentracijom polimera, sadrzajem HAp-a,
temperaturom odvajanja faza i upotrebom rastvaraca. U eksperimentima je koris¢eno
najmanje 30 uzoraka pene dimenzija 16mm x 5mm (precnik x debljina). Uzorci su podeljeni u
Sest setova u zavisnosti od inkubacionog vremena. Svaki uzorak je meren i zatim potapan u
pufer (PBS) (pH 7.2 na 37°C). Dva puta nedeljno je meren pH. Kompresivhe mehanicke
osobine pene su ispitivane na MTS Synergie 200 (MTS Systems Co., Eden Prairie, MN).
Kompresivni modul je definisan kao inicijalni linearni modul. Uzorak koji sadrzi kompozitnu
penu ima nizi pH na pocetku inkubacije nego ¢ist PLGA, dok je na kraju inkubacije on visi
Sto se moze pripisati uticaju pufera na HAp. U kasnijem periodu inkubacije nema znacajnih
razlika u gubitku mase kod kompozitne pene i ¢istog PLGA ali je u pocetku ona veca kod
kompozita. Porozna struktura kod kompozitne pene dovodi do olakSane difuzije nisko
molekulskih frakcija Sto dovodi do gubitka mase u ranom periodu inkubacije. Smanjenje
tezine kod PLGA (85/15w/w) pene je znatno vece nego kod PLGA/HAp kompozita za isto
inkubaciono vreme. Kompresioni moduli kod PLGA/HAp opadaju tokom inkubacije a kod

ciste PLGA pene rastu.

40



Univerzitet u Beogradu, Fakultet za fizicku hemiju Magdalena Stevanovi¢, magistarska teza

Poroznost kompozita sa opadanjem koncentracije polimera i sadrzaja HAp-a su u
svom radu ispitivali R. Zhang i saradnici [147]. Dobijena pena je bila sa poroznosé¢u i do 95%
dok je velicina pora iznosila od nekoliko mikrona do nekoliko stotina mikrona. Pokazano je
da kompozitna pena ima znatno poboljSane mehanicke osobine u odnosu na ¢istu polimernu

penu.

Pravljenjem kompozitnih materijala od biodegradabilnog poli(DL-laktid-ko-glikolida)
i hidroksiapatita su se, takode, bavili T. Ushida i saradnici [148]. Najpre su napravljene
porozne granule HAp-a od kalcijum fosfata u tecnom azotu a zatim je radjeno susSenje
zamrzavanjem i sinterovanje. Ispitivanja HAp-a SEM-om su pokazala da su granule porozne i
skoro sferi¢nih oblika. PLGA-HAp hibridni sunder je pripremljen ekstrakcionom metodom.
PLGA polimer je odrzao integritet hibridnog sundera. Poroznost hibrida zavisi od poroznosti

HAp granula ali i porast koncentracije NaCl dovodi do povecéanja poroznosti.

Diferencijaciju i promenu broja ¢elija osteoblasta u in vivo uslovima na povrsini
granula HAp i kompozita HAp/ PLGA su u svojim istarzivanjima ispitali H. Elgendy i
saradnici [149]. Sam HAp indukuje stvaranje manjeg broja osteoblasta nego HAp/ PLGA pa
je broj celija veci na povrsini kompozita HAp/PLGA nego na povrsini HAp ali manji nego na
povrsini PLGA. Aktivnost alkalne fosfataze je jedan od odlucujucih faktora od kojih zavisi
diferencijacija osteoblasta i ekspresija gena. Aktivnost alkalne fosfataze je ve¢a na povrSini
HAp/PLGA kompozita nego samog PLGA.

Kompozitni materijal HAp/PLGA kod koga se HAp komponenta nalazi u obliku
vlakana su sintetisali L. Lu i A. Mikos [150]. Kratka vlakna HAp prose¢ne duzine 45um i
precnika 15um pomeSana su sa PLGA i zelatinom a zatim je smeSa podvrgnuta vakum
uparavanju i nakon toga, presovana. Dobijeni krajni proizvod je vrlo porozan pa se moze
koristiti u inZenjerstvu tkiva i kao nosa¢ razlicitim celijskim kulturama. Kompresiona ¢vstoca
ovog materijala je iznosila od 1-3,0MPa Sto je nisko u odnosu na kompresionu ¢vrstocu
prirodnih kostiju pa se ova vrsta kompozita ne moze uspeSno primeniti u reparaciji tvrdog
koStanog tkiva. Veli¢ina pora se moze formirati dodatkom soli ili Zelatina i ona se nalazi u
intervalu 300-500um. NaCl se nakon "solvent casting” postupka ekstrahuje iz sistema, a na
njegovom mestu ostaju pore. U zavisnosti od masenog odnosa komponenti, polimera (PLGA)
I keramike (HAp), kopozitni materijal poseduje razlicite vrednosti kompresione ¢vrstoce i

41



Univerzitet u Beogradu, Fakultet za fizicku hemiju Magdalena Stevanovi¢, magistarska teza

njena najvisa vrednost je ovde dobijena za udeo PLGA od 30% i HAp od 35 % a ostalo je

zelatin ili NaCl od koga se stvara poroznost sistema.

Dobijanje kompozitnog biomaterijala sastavljenog od porogena (Zelatina ili soli) i
kratkih vlakana HAp smeStenih u matricu PLGA su u svojim istrazivanjima opisali R. C.
Thomson i saradnici [151]. Nakon Sto se porogen ekstrahuje, kompozitna pena ima pore ¢ija
su velicina i morfologija definisane porogernom. Menjanjem frakcije ekstrahovane
komponente dobijena je kompozitna pena sa kontrolisanom poroznoséu od 0,4740,02um do
0,85+0,01um. Iznad polimer/vlakno odnosa od 7/6, kratka hidroksiapatitna vlakna pojacavaju
nisko poroznu PLGA penu. Pena sa kompresivnom ¢vrstocom iznad 2,82 + 0,63 MPa |
poroznoséu od 0,47 + 0,02um je dobijena koriS¢enjem polimer/vlakno odnosa 7/6. Nasuprot
tome, visoko porozna kompozitna pena (iznad 0,81 + 0,02um), pogodna za celijsko
zasejavanje, nije pojacana sa povecanjem udela HAp vlakana. Dakle moguce je dobiti visoko
poroznu penu sa minimalnom kopresivnom ¢vsto¢om ili nisko poroznu penu sa pove¢anom
osteokonduktivnoSéu i kompresivnom ¢vstocom. Eksperiment je radjen tako Sto je polimer
rastvoren u metilen hloridu a zatim su u rastvor dodata i kratka vlakna hidroksiapatita i jedan
od dva porogena, ili zelatin ili NaCl. HAp je koris¢en u 0, 10, 20, 30 i 40 % odnosu sa
Zelatinom i od 0 do 18,5% sa NaCl. Zelatin je koris¢en od 35 do 45% (0,245-0,315 g) a so od
60, 70, 80 i 90%. Odnos je baziran na ukupnoj masi polimera, HAp i porogena. Rastvor je
stavljen u petri sud i ostavljen da ispari tokom 24 h. Preostali rastvara¢ je uklonjen vakum
uparavanjem za joS 24 h. Dobijeni kompozitni diskovi ( 2mm debljina i 60mm prec¢nik) su
ise¢eni u kaiSeve prosecne Sirine 4 mm koji su zatim stavljeni u cilindri¢ni teflonski kalup
(h=30mm, d=6mm) i presovani na 80° tokom 45min sa kompresivnom silom od 1GPa.
Cilindri¢ni kompozit je stavljen u destilovanu vodu 28h tokom kog perioda je voda menjana
na svakih 6h. Ekstracioni proces je raden na temperaturi od 37°C u slucaju zelatina i 25°C u

slucaju NaCl. Na kraju je vrseno vakum susenje.

Na vaznost poroznosti kompozita i mogucnost projektovanja ukupne poroznosti
kompozita HAp/PLGA, uz ostvarenu relativno uniformnu raspodelu komponenata, su u
svojim istrazivanjima ukazali C. Laurencin i saradnici [152]. Za sintezu su koriS¢ene cestice
HAp velicina od 74-104um i PLGA molske mase 50000g/mol. Kompozit je formiran
sinterovanjem smeSe HAp, PLGA, NaCl. Nakon sinteze blokova NaCl je uklonjen a na

njegovom mestu ostale su pore. Dobijene su dve vrste blokova i to sa porozno$¢u od 33% i
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22%, a veli¢ina dijametra pora nalazi se u intervalu od 50-450um. Dobijeni modul elasti¢nosti

je iznosio 1,5GPa sto je dosta nize od modula elasti¢nosti prirodnih kostiju.

Kompozit kalcijum fosfatnog cementa sa PLGA za prenos rhBMP-2 (recombinant
human bone morphogenetic protein-2) su napravili P. Quinten Ruhe i saradnici [153].
RhBMP-2 je obelezen *?I i inkorporiran u PLGA/HAp. PLGA/HAp je napravljen u odnosu
30/70w/w.

Kompozit oseina (bioloskog, prirodnog hidroksiapatita) i polimera poli(kaprolaktona)
(PCL), poli(L-laktida) (PLLA) i poli(laktid-ko-glikolida) (PLGA) su istrazivali I. Calandrelli i
saradnici [154]. KoriS¢ene granule oseina su bile sferi¢ne i dimenzija manjih od 1um do vise
od 70um. Polimer u obliku praha je meSan sa oseinom oko 10 min u extruderu na temperaturi
od 100°C za PCL i 190°C za PLLA i PLGA. Smesa je hladena azotom. Osobine kompozita

napravljenog od biodegradabilnih poliestara i HAp zavise od veli¢ine cestica.

Istrazivanjem kompozita sastavljenog od biokompatabilnog kopolimera (PLGA, PCL)
i hidroksiapatita, pri ¢emu su koriS¢ena tri razli¢ita nacina

pripremanja polimernih skafolda i to: livenjem, hladnim

presovanjem i toplim presovanjem, su se bavili K. G. Marra
i saradnici [155].

e

Slika 1.5.2 PLGA mikrocestice koriSéene
za pripremanje skafolda [155]

Napravljeni su diskovi sa poroznoséu od 40-90% i kontrolisanom debljinom od 0,6 do 40mm.
Spojevi PLGA i PCL, sa i bez HAp, su poredeni sa homopolimerom. Polimer je rastvoren u
hloroformu (CHCI) na sobnoj temperaturi a zatim su NaCl (veli¢ina ¢estice 150-250um) i
hidroksiapatit (velicina cestice 10um) dodati u rastvor. Nakon isparavanja hloroforma,
skafoldi su mereni i potopljeni u destilovanu vodu a zatim suSeni i masa im je zabeleZena.
Dobijeni polimerni skafoldi, koriS¢enjem "solvent-casting” tehnike, su bili debljine od tri do
Sest milimetara. Skafoldi su iseceni u diskove a oni su zatim presovani pod pritiskom od 42-

70MPa koris¢enjem Carvel hidrauli¢ne prese, Model 100.
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Generalna procedura pripremanja kompozita hladnim presovanjem ukljuc¢uje uzimanje
polimernih skafolda, pripremljenih koriS¢enjem solvent-casting tehnike, sa prethodnom
ekstrakcijom NaCl, isec¢enih u diskove odredjenog dijametra i njihovo presovanje pomocu
hidrauli¢cne prese. Procedura toplog presovanja se sastoji u tome da se hladno presovani
polimerni skafold ostavi u peci na odredjenoj temeraturi a zatim se ugrejani kalup koji sadrzi

polimerni skafold presuje hidraulicnom presom.

Jedinstven, hetorogeni, osteohondrijalni skafold pomoéu “TheriForm™ three-
dimensional printing process”, uz koris¢enje NaCl su u svom istrazivanju razvili J. K.
Sherwood i saradnici [156]. Prah polimera PLGA je mleven u ultra-centrifugalnom mlinu sa
tecnim azotom a zatim vakum suSen i secen. Trikalcijum fosfat (TCP) i polimer su meSani u

kuglicnom mlinu.

Sintezu iglicastog apatita na titanijumskoj ploci hidrotermalnom elektrohemijskom
metodom su u svom istaZzivanju opisali T. Watanabe i saradnici [157]. Rastvor PLGA u
dihlormetanu je infiltriran u rastvoreni apatit i susen na vazduhu. Nakon ocvrs¢avanja filma

kompozitna membrana je pripremljena delaminacijom sa titanijumske ploce.

Ispitivanjem biokompatabilnosti kompozitnog kostanog kalema sastavljenog od
kalcijum fosfatnog cementa (CPC) i poli(laktid-ko-glikolida) (PLGA) mikrosfera primenom
tehnike celijske kulture bavili su se C. G. Simon i saradnici [144]. Prah CPC je pomeSan sa
PLGA i vodom kako bi se dobila pasta koja je zatim o¢vr§¢avana u matricu koja sadrzi ¢estice
PLGA.

Biokompozitni materijal bifazni kalcijum fosfat/poli(DL-laktid-ko-glikolid) sa i bez
biostimulativnog sredstva (plazma bogata proteinima, fibrin) u formi pogodnoj za
rekonstrukciju kosStanih defekata su sintetizovali N. Ignjatovi¢ i saradnici [158]. Reparacija
koStanog tkiva oStecenog osteoporozom je ispitivana in vivo na pacovima. Bifazni kalcijum
fosfat/poli(DL-laktid-ko-glikolid) je dobijen precipitacionom metodom sa
rastvarac¢/nerastvarac¢ sistemom pri ¢emu su srednje veli¢ine dobijenih granula kompozitnog
materijala iznosile od 150 do 200um. Histoloska analiza je potvrdila oporavak alveolarne

kosti, oStecene osteoporozom, KkoriSéenjem kompozitnog biomaterijala. Dodavanjem
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biostimulativnog sredstva intenzitet osteogeneze se dodatno povecava udruzen sa formiranjem

nove kostane strukture.
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2 Cilj istrazivanja
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Poslednjih godina, npr. genska terapija kao metoda za pobedjivanje bolesti je dobila
dosta na publicitetu ali se, do sada, u klinickoj praksi nije pokazala naroc¢ito uspesnom. Jedan
od glavnih razloga je u nedostatku odgovarajuceg sistema za transport nukleinske kiseline
unutar celije. Kopolimer poli(DL-laktid-ko-glikolid) se Kkoristi za izradu sistema za
kontrolisanu dostavu kako nukleinske kiseline tako i drugih makromolekula, lekova itd. i
zbog svojih specifi¢nih karakteristika je dosta istrazivan pri ¢emu je njegova sinteza radjena
na najrazlicitije nacine sa vise ili manje uspeha. Polimerne c¢estice dozvoljavaju inkapsulaciju
leka unutar polimerne matrice a za kontrolisano i ravnomerno otpustanje leka unutar
organizma osnovni je zahtev idealna sferi¢nost ¢estica kao i uska raspodela njihovih veli¢ina.
Kompozitni materijali na bazi bifaznog kalcijum fosfata (BCP-a) i kopolimera poli(DL-laktid-
ko-glikolida) (DLPLG-a) se koriste za zamenu i rekonstrukciju kostanog tkiva a od
morfoloskih i strukturnih osobina kompozita zavisi u velikoj meri uspeh implementacije

biomaterijala u organizam.
Cilj istrazivanja se sastojao iz tri dela i to su:

e dobijanje cestica praha poli(DL-laktid-ko-glikolida) (DLPLG) Sto pravilnijih
sfernih oblika, sa veli¢inama na submikronskoj skali i velike uniformnosti i to
na nov jednostavan nacin, hemijskom metodom rastvarac¢/nerastvarac
(solvent/nonsolvent chemical method) i tehnikom centrifugalnog procesiranja.

¢ dobijanje kompozitnog materijala, novim pristupom sintezi (homogenizacijom
praha DLPLG-a sa gelom bifaznog kalcijum fosfata (BCP), odgovarajucih
morfoloskih i strukturnih karakteristika koje bi ga potencijalno cinile
adekvatnijim za implementaciju u organizam i primenu u odredenim granama
rekonstruktivne medicine.

e ispitivanje strukturnih i morfoloskih osobina praha DLPLG-a i kompozita
BCP/DLPLG-a metodama infracrvene spektroskopije, rendgenostrukturne
analize, skenirajuce elektronske mikroskopije, diferencijalne skanirajuce

kalorimetrije i stereoloSke analize.
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3 Eksperimentalni deo
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3.1 Eksperimentalni rad
3.1.1 Dobijanje praha poli (DL- laktid-ko-glikolida) (DLPLG)

Prah kopolimera poli(DL-laktid-ko-glikolida) (DLPLG) je dobijen hemijskom
metodom rastvarac/nerastvara¢ (solvent/nonsolvent method) od komercijalnih granula
(DLPLG, laktid:glikolid 50:50, Durect, Lactel, Adsorbable Polymers International) [159].
Molska masa koris¢enog polimera je iznosila 40000-50000g/mol. VVreme potpune resorpcije
ovog polimera u organizmu je od 4 do 8 nedelja. Granule (0,05g) su rastvarane u acetonu (1,5
ml) u seriji epruveta i ostavljene da stoje tokom dva sata na sobnoj temperaturi. Precipitacija
DLPLG je radena dodavanjem nerastvarac¢a u visku, alkohola metanola (2ml), ¢ime se rastvor
bojio beli¢asto. Napravljene su serije rastvora kod kojih se vreme starenja sa nerastvaracem
progresivno menjalo i ono je u prve tri serije iznosilo 10, 30 i 90 minuta, u cetvrtoj i petoj
seriji je iznosilo pet minuta dok je u Sestoj i sedmoj seriji bilo dva minuta (tabela 3.1.1, slika
3.1.1). Ovako dobijeni rastvori polimera su vrlo lagano ukapavani u 0,02% rastvor
polivinilalkohola (PVA) uz konstantno meSanje na magnetnoj mesalici brzinom od 1200
obr/min. Koris¢eni PVA je bio sa 98% stepenom hidrolize. PVA se koristi kao stabilizator
koji stvara negativno naelektrisanje cestica DLPLG tj stvara odredjeni zeta potencijal [107].
PVA stvaranjem odredjenog zeta potencijala dovodi do smanjenja stepena aglomeracije jer se
istoimeno naelektrisane cestice medjusobno ne privlace. Koncentracija PVA je optimizovana
kako bi se dobile najmanje dimenzije cestica za ovu metodu kao i da bi njihova aglomeracija

bila svedena na minimum [94].

Rastvori su nakon toga centrifugirani (CENTRIKA, Ependorf) i dekantovani. Brzine i
vremena centrifugalnog procesiranja su se u eksperimentu, takode, razlikovali i u prvoj seriji
su iznosili 15 min na 1500 rpm, u drugoj 30 min na 3000 rpm, dok su u tre¢oj i cetvrtoj seriji
iznosili 60 min na brzini od 4000 rpm , u petoj seriji 120 min na 4000 rpm, u Sestoj 60 min na
10000 rpm i sedmoj 60 min na 20000 rpm.
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Tabela 3.1.1 Eksperimentalni uslovi za dobijanje praha DLPLG

Prah DLPLG (serija) Vreme starenjasa | Vreme centrifugalnog Brzina
nerastvara¢em procesiranja centrifugalnog
(min) (min) procesiranja (rpm)
1 10 15 1500
2 30 30 3000
3 90 60 4000
4 5 60 4000
5 5 120 4000
6 2 60 10000
7 2 60 20000

DLPLG
+

aceton

rastvaranje
tokom 2h

centrifugiranje

razli¢ita vremena
centrifugiranja

+
metanol

razli¢ite brzine
centrifugiranja

stabilizacija
“'zeta"
potencijalom

razli¢ito starenje sa
nerastvaraéem

precipitacija

Vodeni rastvor
PVA

\ 4

submikronske &estice

DLPLG

Slika 3.1.1 Sema dobijanja submikronskih &estica kopolimera DLPLG
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3.1.2 Sinteza kompozita poli(DL-laktid-ko-glikolid)/bifazni kalcijum fosfat

U eksperimentu je prvo sintetizovan bifazni kalcijum fosfat (BCP). Sinteza je radena
precipitacionom tehnikom od kalcijum nitrata i amonijum fosfata u alkalnoj sredini prema
reakciji [158] :

5C8.(NO3)2 + 3(NH4)3PO4 + NH,OH = C&5(PO4)3(OH) + 10NH4NO3

Rastvori su zagrevani a zatim filtrirani u ¢aSe odredene zapremine kroz filter papir.
Vodeni rastvor kalcijum nitrata (rastvor A=78 g Ca(NOs), 4H,0 + 300 cm® H,O + 50,5 cm®
25 % NH,OH + 250 cm® H,0) je energicno me$an na magnetnoj mesalici brzinom od 1200
obr/min dok mu je ukapavan vodeni rastvor amonijum fosfata (rastvor B=14 cm® 85% H3PO,
+ 236 cm® H,O + 330 cm® NH,OH + 220 cm® H,0) a nakon zavrienog ukapavanja je
zagrevan do kljucanja. Rastvor je ostavljen da stoji a izdvojeni talog je nakon odleZavanja
filtriran kroz Bihnerov levak uz slab vakum. Ovako dobijeni BCP je dalje koris¢en u

eksperimentu.

Prah polimera DLPLG-a je homogenizovan meSanjem sa gelom BCP-a u odnosu
DLPLG/BCP 35/65 w/w kao i u odnosu 90/10 w/w, 95/5 w/w i 98/2w/w. Prilikom dodavanja
praha kopolimera DLPLG-a u gel BCP-a vodeno je ra¢una o procentu suve materije u gelu
BCP-a i on iznosi priblizno 15% [160].
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3.2 Eksperimentalne metode
3.2.1 Metoda centrifugalnog procesiranja

Centrifugalno procesiranje je metoda kojom se vrsi razdvajanje i analiza ¢elija, organela i
bioloskih makromolekula. Cestica koja se kreée u krugu polupre¢nika r ugaonom brzinom o
pod uticajem je centrifugalnog polja w’r. Centrifugalna sila Fc, koja deluje na ovu &esticu
jednaka je umnosku efektivne mase cestice m' i centrifugalnog polja: Fc= m' e2r=m(1-kp) wr.
Efektivna masa je manja od stvarne mase jer istisnuta tecnost stvara suprotnu silu. Faktor
uzgona jednak je (1-kp) gde je k parcijalni volumen cestice a p gustina tecnosti u kojoj se
gestica nalazi. Cestica se u polju kre¢e konstantnom brzinom v, koja je proporcionalna
centrifugalnoj sili, pri ¢emu je f koeficijent trenja cestice: v=Fc/f. Brzina taloZenja tj. brzina
sedimentacije cestice zavisi od nekoliko faktora: a) mase cestice-teze cestice se uvek taloze
brze nego one lak3e, istog oblika i gustine b) oblika cestice-koeficijent trenja kompaktne
cestice je manji nego onaj u slucaju izduzene cestice iste mase. Izduzene cestice se taloze
mnogo sporije od onih sferi¢nih iste mase. ¢) gustine ¢estice-gusce cestice se krecu mnogo
brze od onih manje gustine d) gustine rastvora u kojoj se ¢estica nalazi- ¢estica tone kada je
kp<1, pluta kada je kp>1 i ne pomera se kada je kp=1.

Analiziranje dobijenih uzoraka je radjeno metodama infracrvene spektroskopije (IR),
rendgenostrukturne analize (XRD), skeniraju¢om elektronskom mikroskopijom (SEM),
diferencijalnom skaniraju¢om kalorimetrijom (DSC) a radjena su i stereoloska ispitivanja.

3.2.2 Infracrvena spektroskopija

Infracrveni (IR) spektri sadrZe informacije o vibracijama atoma u molekulu [161,162].
Svaki molekul poseduje sebi svojstven spektar u IR oblasti pa se primenom IR spektrometrije
moZe izvrditi identifikacija jedinjenja (deo od 4000 do 600 cm™ naziva se oblast otisaka
prstiju za hemijska jedinjenja) [161]. MozZe se izvrsiti i kvantitativna i kvalitativna analiza.
Vibracioni spektri sadrze podatke o strukturi molekula (kristala), globalnoj geometriji i detalje
0 nacinu vezivanja atoma u molekulu. Na osnovu vibracionih spektara mogu se dobiti podaci
0 mehanizmu odvijanja procesa, faznim transformacijama, dinamici protona i protonskih vrsta
u razli¢itim materijalima, termodinamickim veli¢inama itd [161]. Analiziranje uzoraka radeno

je infracrvenom spektroskopijom pomoc¢u uredjaja Perkin-Elmer 983G Infracrvenog
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Spektrofotometra, koriS¢enjem KBr tehnike (fino spraSeni KBr i fino spraseni uzorak), u
intervalu od 250-4000 cm™,

3.2.3 Rendgenostrukturna analiza

Rendgenostrukturnom analizom karakterisan je sastav bifaznog kalcijum fosfata BCP-
a kao i kompozita BCP/DLPLG-A sa razli¢itim udelima keramike i polimera i to u odnosu
65/35 w/w, 10/90 w/w, 5/95 wiw i 2/98 wiw. Uzorci su izloZeni rendgenskim zracima koji se
detektuju nakon interakcije sa fazom uzorka. Dobijeni impulsi se pojacavaju, a posle prolaska
kroz analizator i filter beleze [161]. Dijagrami prikazuju intenzitet u zavisnosti od ugla (26), a
vrednosti za medjuravanska rastojanja se mogu izracunati iz Braggove jednacine (nA=2dsin6)
[161]. Uzorci su ispitivani metodom praha [163, 164]. U uzorcima su prisutne faze analizirane
rendgenografski Philips 1050 difraktometrom koris¢enjem C,-Koy » zracenja. Analiziranje je

vrseno u oblasti 26 od 9° do 67°, sa korakom 0.05°i vremenom ekspozicije od 6 s po koraku.

3.2.4 Skenirajuéa elektronska mikroskopija

Elektronski mikroskop sluzi za dobijanje uvecane slike objekta difrakcijom visoko
energetskih elektrona, a istovremeno to je metoda ispitivanja topografije povrSina cvrstih,
neisparljivih materijala, direktnim posmatranjem ili proucavanjem fotografski snimljenih
objekata [161]. Uzorci za SEM moraju biti neisparljivi, da bi se unutar mikroskopa mogao
odrzati visoki vakum, zatim obavezno je da uzorci budu elektroprovodni. Neprovodni uzorci
sa upadnim snopom elektrona staticki elektrisu, zbog ¢ega elektronski snop "bezi" sa mesta
koje se posmatra, Sto onemogucuje posmatranje [161]. Za Kkarakterizaciju uzoraka
skenirajucom elektronskom mikroskopijom koris¢en je elektronski mikroskop marke JEOL-
JSM-6460LV Japan, sa energijom elektrona od 10 do 50 KeV-a. Uzorci su najpre
pripremljeni naparavanjem zlatom pomocu uredaja za naparavanje 3AL-TEC SCDO0O05,

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

3.2.5 Stereoloska analiza

Velicina cestica i njihova morfologija su ispitivane metodom merenja povrsina
koriS¢enjem poluautomatskog analizatora slike (semi-automatic image analyzer Videoplan,
Kontron), povezanog sa skeniraju¢im elektronskim mikroskopom (SEM). Merena je povrSina

projekcije preseka cestice po maksimalnom prec¢niku. Sa SEM fotografija su analizirane
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cestice i to od 200 do 300 cestica po fotografiji a zatim su odredjivani parametri Koji
karakteriSu veli¢inu (poprecni presek-Aa, obim-Lp, maksimalni dijametar cestice-Dmax i
feret x i feret y) i oblik cestica (perimetar form factor-fL). Za sve merene parametre odredjene

su minimalna, maximalna i srednja vrednost. [165,166]

3.2.6 Diferencijalna skanirajuca kalorimetrija

Diferencijalnom skaniraju¢om kalorimetrijom (DSC) se na osnovu razlike toplotnog
fluksa ka uzorku i ka etalonu prilikom njihovog istovremenog zagrevanja ispituju termijske
osobine supstanci [161]. Metoda DSC je odgovarajuca za kvantitativna odredjivanja promene
entalpije [167]. Kada u uzorku pocne proces pracen promenom entalpije pojavljuje se
temperaturska razlika izmedju uzorka i etalona koja izaziva pojavu EMS izmedju dva izvoda
od hromela [161]. Zaostajanje temperature uzorka u odnosu na etalon (zbog endotermnog
procesa) pojacava fluks toplote ka uzorku, a prednjacenje (zbog egzotermnog procesa) ga
smanjuje [161]. Temperaturska razlika izmedju uzorka i etalona prikazuje se jedinicama
toplotnog fluksa dQ/dT u funkciji temperature [161]. Promene toplotnog kapaciteta u toku
zagrevanja odrazavaju se otklonom od bazne linije, a egzotermni i endotermni procesi kao
pikovi na odgovaraju¢u stranu od bazne linije. Povrsina pika DSC krive direktno je srazmerna
odgovarajuc¢oj promeni entalpije [161]. DSC merenja izvrSena su na Perkin Elmer Model
DSC-2 diferencijalnom skaniraju¢em kalorimetru opremljenom sa sistemom za dobijanje
podataka. Toplotni kapacitet je meren u mcal/s (koje su kasnije pretvorene u J/s
(Imcal=0,0041398 J)), a temperatura je merena u K. Opseg temperature u kome je vrseno
merenje je iznosio od 320K do 540K. Brzina grejanja je iznosila 20 K/min.
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4 Rezultati i diskusija
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4.1 Rezultati
4.1.1 Rezultati infracrvene spektroskopije

Metodom infracrvene spektroskopije (IR) analizirani su uzorci kopolimera DLPLG
kao i kompozita BCP/DLPLG.

IR spektar na slici 4.1.1. sadrzi sve karakteristicne grupe za kopolimer poli(DL-laktid-
ko-glikolid). Na IR spektru se mogu uogiti pikovi na talasnim brojevima 2993 cm™, 2947 cm’
1 2847 cm™ (koji pripadaju CH vezi), 1773 cm™ (C=0 ), 1460 cm™, 1423 cm™, 1373 cm™
(CHs), 1148 cm™, 1073 cm™ (C-O), 748 cm™ (CH) dok &iroki pik na 3100-3600 cm *
odgovara OH ~ grupi molekula vode [69].

0.8
07 4 DLPLG
0.6 /
748
0.5
— i
04 - 46( f
\ 142 /
i \ 2847 1373
0.3 4 2947 p
- 1148 ™~
1073
0.2 4
1773
T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

talasni broj (cm'1)

Slika 4.1.1 IR spektar praha kopolimera DLPLG

Pikovi submikronskih cestica praha DLPLG karakterisanih IR spektroskopijom a
dobijenih na nacin koji je ve¢ opisan u tekstu odgovaraju karakteristicnim pikovima za
DLPLG [69].
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Slika 4.1.2 IR spektar kompozita BCP/DLPLG 65/35 w/w

Na slici 4.1.2 je prikazan IR spektar sintetisanog kompozita BCP/DLPLG. Pored
pikova koji odgovaraju kopolimeru DLPLG na spektru se mogu uogiti pikovi koji se mogu
pripisati fosfatnoj grupi u bifaznom kalcijum fosfatu a takodje se jasno vide i pikovi koji
odgovaraju hidroksilnoj grupi. Dublet traka sa maksimumima na talasnim brojevima 1097 cm”
1 1043 cm™, kao i na 602 cm™ i 570 cm™, pripadaju v, i vs asimetri¢nim istezu¢im
vibracijama fosfatne grupe. Simetri¢ne istezuée vibracije v i v, PO, jona su takodje nadjene
na talasnim brojevima 951cm™ i 463 cm . Pikovi koji odgovaraju vibracijama OH ~grupe su
detektovani na talasnim brojevima 630 cm i 1614 cm ~, dok Siroki pik na 3400-3700 cm

pripada OH ~ grupi molekula vode.

IR spektar sintetisanog kompozita BCP/DLPLG sadrzi trake koje su karakteristicane
za jedinjenja BCP-a [168-170].
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4.1.2 Rezultati rendgenostrukturne analize

Rendgenostrukturnom analizom karakterisan je sastav bifaznog kalcijum fosfata
(BCP) (slika 4.1.3) kao i kompozita bifaznog kalcijum fosfata i kopolimera poli(DL-laktid-
ko-glikolida) i to sa odnosom BCP/DLPLG 65/35 w/w, 10/90 w/w, 5/95 w/w, 2/98 w/w i
dobijeni difraktogrami su prikazani na slikama 4.1.4, 4.1.5, 4.1.6, 4.1.7, respektivno.
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Slika 4.1.3 Difraktogram rendgenskog zra¢enja uzorka BCP

Na osnovu analize pozicije pikova [171-173] iz difraktograma se moze zakljuciti da je
keramicka komponenta bifazni kalcijum fosfat (BCP) sastavljena od kalcijum hidroksiapatita
(HAp) kao i od tri-kalcijum fosfata (B-TCP). Najintenzivniji pik na difraktogramu odgovara
HAp i to je pik 26=31,8° dok je za B-TCP najintenzivniji pik 26=31°.0dnos HAp i B-TCP u
BCP je racunat na osnovu u literaturi dobro opisane metodologije [174-177]. U ovom slucaju
odnos HAp je bio 80% a B-TCP 20%. Odnos Ca/P je 1.63+0.02
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Slika 4.1.5 Difraktogram rendgenskog zra¢enja uzorka BCP/DLPLG 10/90 w/w
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Slika 4.1.6 Difraktogram rendgenskog zra¢enja uzorka BCP/DLPLG 5/95 w/w
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Slika 4.1.7 Difraktogram rendgenskog zra¢enja uzorka BCP/DLPLG 2/98 w/w
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Pripremljeni kompoziti BCP/DLPLG-a sa razli¢itim odnosima BCP-a i DLPLG-a i to
od 65% prema 35%, 10% prema 90%, 5% prema 95% i 2% prema 98% su takode
karakterisani rendgenostrukturnom analizom i prikazani su na slikama 4.1.4, 4.1.5, 4.1.6, i
4.1.7 Na difraktogramima se mogu uociti svi karakteristi¢ni pikovi za BCP. Neke difrakcione
linije druge faze se poklapaju sa difrakcionim linijama HAp. Na difraktogramima zbog
superpozicije pikova dominira pik apatita i to na 26=31.8°. Na difraktogramima nema pikova

koji odgovaraju DLPLG jer je DLPLG amorfan.

4.1.3 Rezultati diferencijalne skanirajuée kalorimetrije

Metodom diferencijalne skaniraju¢e kalorimetrije su odredjivane termalne osobine
sintetizovanih kompozita BCP/DLPLG sa razli¢itim masenim udelima keramicke i polimerne
komponente i dobijene DSC krive su prikazane na slici 4.1.8. Merenja su radjena u opsegu
temperatura od 320 do 540K. U ispitivanom temperaturnom opsegu keramicka komponenta
BCP je termostabilna. Na svim DSC krivama uocava se jedino pik ostakljivanja jer je
kopolimer DLPLG amorfan. Sa povec¢anjem udela kopolimera u kompozitu moZe se uociti i
blago pomeranje pika ostakljivanja ka nizim temperaturama Sto se objaSnjava promenama
fleksibilnosti polimernog lanca (4.1.8., 4.1.9.) [67]. Pik ostakljivanja kompozita BCP/DLPLG
65/35w/w je na temperaturi 327.9 K, BCP/DLPLG 10/90w/w je na 325.0K, BCP/DLPLG
5/95wi/w je na temperaturi 323.6K dok je pik BCP/DLPLG 2/98w/w na temperaturi 323.9 K
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Slika 4.1.9 Snizenje temperature tac¢ke ostakljivanja sa pove¢anjem udela polimera u kompozitu

4.1.4 Rezultati skenirajuée elektronske mikroskopije

Morfoloske karakteristike dobijenih prahova kopolimera DLPLG, bifaznog kalcijum
fosfata kao i biokompozita BCP/DLPLG su ispitivane skenirajucom elektronskom
mikroskopijom. Uzorci su najpre naparavani zlatom, strujom od 30 mA sa udaljenosti od 50

mm tokom 180s.

Sa SEM snimaka prve serije praha DLPLG kod koga je vreme starenja sa
nerastvara¢em iznosilo 10 min dok su vreme i brzina centrifugalnog procesiranja bili najkraci
i iznosili 15min na 1500 rpm, a prikazanog na slici 4.1.10, moZe se uogiti prisustvo cestica
sfernog oblika razli¢itih velicina i to u Sirokom rasponu pri ¢emu cestice vec¢ih dimenzija
dominiraju Sto je slucaj i kod praha druge serije prikazanog na slici 4.1.11 kod koga je vreme
starenja sa nerastvaracem iznosilo 15 min dok su vreme i brzina centrifugalnog procesiranja

iznosili 30min na 3000rpm.

63



Univerzitet u Beogradu, Fakultet za fizicku hemiju Magdalena Stevanovi¢, magistarska teza

Slika 4.1.10 SEM fotografije praha DLPLG prve serije

U slucaju praha prve serije vidimo i da su cestice aglomerisane.
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Slika 4.1.11SEM fotografije praha DLPLG druge serije

Prah druge serije sadrzi, takodje, cestice razlicitih veli¢ina pri ¢emu su one sada u

nesto uzem opsegu velic¢ina

Unduwh P

Slika 4.1.12 SEM fotografije praha DLPLG treée serije

65



Univerzitet u Beogradu, Fakultet za fizicku hemiju Magdalena Stevanovi¢, magistarska teza

Sa SEM snimaka praha DLPLG trece serije (slika 4.1.12) vidimo da su cestice znatno
uniformnije, sfernog oblika kao i da dominiraju sitnije cestice za razliku od cestica prethodne

dve serije.

Slika 4.1.13 SEM fotografije praha DLPLG ¢&etvrte serije

Na SEM slikama praha DLPLG cetvrte serije (slika 4.1.13) vidimo da je uniformnost
znatno povecana i da su cestica pribliznih dimenzija.
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Slika 4.1.14 SEM fotografije praha DLPLG pete serije

SEM slike uzorka praha DLPLG iz pete serije (slika 4.1.14) pokazuju najvecu

uniformnost cestica, kao i da su cestice jo§ manjih veli¢ina.

Slika 4.1.15 SEM fotografije praha DLPLG Seste serije

U slucaju praha Seste serije, slika 4.1.15, kao i sedme serije, slika 4.1.16,
pretpostavljamo da je brzina centrifugiranja imala joS veci uticaj na velicinu ¢estica i da su
veli¢ine cestica oko i ispod 100nm ali zbog nestabilnosti polimera pod elektronskim snopom
pri velikim uvecanjima SEM fotografije su nejasne i u slu¢aju praha Seste i sedme serije nisu
mogla biti radjena stereoloska ispitivanja.
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Slika 4.1.16 SEM fotografije praha DLPLG sedme serije

Slika 4.1.17 SEM fotografije uzorka BCP

SEM slike BCP-a (4.1.17) pokazuju da su cestice BCP-a aglomerisane i nepravilnog
ali i sfernog oblika
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d)

Slika 4.1.18 SEM fotografije kompozita a)BCP/DLPLG 65/35 w/w b)BCP/DLPLG 10/90 w/w
c)BCP/DLPLG 5/95 w/w d)BCP/DLPLG 2/98 wiw

Kod kompozitnog materijala kod koga je procenat BCP-a prema procentu DLPLG
manji cestice su manje aglomerisane i pravilnijeg su tj. sfernog oblika Ocigledna je
nehomogenija raspodela cestica BCP-a i DLPLG u kompozitu sa manjim udelom DLPLG u
kompozitu (slika 4.1.18).
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4.1.5 Rezultati stereoloske analize

ravnomerno otpustanje lekova, jer omogucava inkapsulaciju leka unutar polimerne matrice,
pri ¢emu je osnovni uslov idealna sferi¢nost cestica kao i da se njihove velic¢ine nalaze u
uskom opsegu velicina pa su u okviru nasih istrazivanja radjena i stereoloSka ispitivanja

dobijenih cestica.

Na osnovu stereoloSke analize su odredjeni parametri koji karakteriSu veli¢inu cestica
(poprec¢ni presek -Aa, obim —Lp, maksimalni dijametar ¢estice- Dmax, feret X i feret Y) i
parametri koji karakteriSu oblik cestica (perimeter form faktor —fL). Za sve parametre
odredjene su minamalna, maksimalna i srednja vrednost. Na osnovu dobijenih rezultata
stereoloSke analize za slu¢aj praha prve serije, prikazanih na slici 4.1.19 i u tabeli 4.1.1, moze
se videti da cestice prve serije nisu uniformne a da njihova prosec¢na velicina varira od 1.45 do
2.08um u zavisnosti od toga koji se stereoloski parametar uzima u obzir (Dmax, feret X ili feret
Y). Vrednosti za Dmax u slucaju cestica prve serije su iznosile od 0.4 um do 10.6 pm pri
c¢emu je srednja vrednost Dmax 2.08 um (slika 4.1.19 (c)) Perimeter form faktor karakterise
oblik cestice i njegova srednja vrednost u slu¢aju cestica praha prve serije iznosi 0.89 (slika
4.1.19 (f)). Prah druge serije takodje nije uniforman ali se na osnovu dobijenih rezultata moze
videti da se velicina ¢estica znatno smanjuje i da sada vrednosti za Dmax iznose od 0.36 um
do 6.62 um pri ¢emu je srednja vrednost Dmax 1.53 um (slika 4.1.20 (c)) . Srednja vrednost
perimeter form faktor cestica praha druge serije je 0.80 (slika 4.1.20 (f)). U sluc¢aju praha trece
serije veli¢ine cestica su znatno manjih dimenzija Sto se moze videti na osnovu vrednosti
Dmax koje iznose od 0.23 pm do 1 um sa srednjom vrednoS¢u od 0.44 um (slika 4.1.21 (c)).
Srednja vrednost perimeter form faktor kod trece serije je 0.85 (slika 4.1.21 (f)). U slucaju
cetvrte serije minimalna vrednost za Dmax je 0.19 um a maksimalna 0.48 um dok je srednja
0.33 um (slika 4.1.22 (c)). Cestice su sfernog oblika a njihov srednji perimeter form faktor
iznosi 0.81 (slika 4.1.22 (f)). Najuniformnije cestice sa najmanjim dimenzijama, sfernih
oblika su prisutne u sluc¢aju praha pete serije. Dobijene ¢estice imaju vrednost za minimalni
Dmax od 0.09 um i maksimalni Dmax od 0.34 um dok je njegova srednja vrednost 0.23 pum
(slika 4.1.23 (c)). Srednja vrednost za perimeter form faktor iznosi 0.82 (slika 4.1.23 (f))
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Slika 4.1.19 Rezultati stereolo3kih ispitivanja ¢estica DLPLG praha prve serije: a) obim-Lp, b) popreéni
presek-Aa, c) maksimalni dijametar &estice-Dmax, d) feret X, e) feret Y, f) perimeter form factor-fL, g)
odnos Lp/Aa
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Cum.Freq., %

Rel.Freq., %

Tabela 4.1.1 Rezultati stereoloskih is

itivanja praha prve serije

MIN. MAX. MEAN
Lp, um 1.18 40.45 | 6.48
I An pm? 0.15 91.33 | 4.17 I
I Dmax, um 0.4 106 |2.08 I
Feret X, um 0.28 7.98 1.46
Feret Y, um 0.18 8.44 1.45
Primeter 0.57 1 0.89
form factor, f.
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Slika 4.1.20 Rezultati stereoloskih ispitivanja ¢estica DLPLG praha druge serije: a) a) obim-Lp, b)
popreéni presek-Aa, ¢) maksimalni dijametar ¢estice-Dmayx, d) feret X, e) feret Y, f) perimeter form
factor-fL, g) odnos Lp/Aa

Tabela 4.1.2 Rezultati stereoloSkih ispitivanja praha druge serije

Lp, um

An, umz

Dmax, um

Feret X, um

Feret Y, um

Perimeter
form factor, f_
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Slika 4.1.21 Rezultati stereoloskih ispitivanja ¢estica DLPLG praha treée serije: a) obim-Lp, b) popreéni
presek-Aa, ¢) maksimalni dijametar &estice-Dmax, d) feret X, e) feret Y, f) perimeter form factor-fL, g)
odnos Lp/Aa
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Cum.Freq., %

Rel.Freq., %

Tabela 4.1.3 Rezultati stereoloskih is

itivanja praha treée serije

MIN. MAX. MEAN
Lp, um 0.1 3.67 1.59
I An um? 0.1 076 |0.18 I
I Dmax, um 0.23 1 0.44 I
Feret X, um 0.16 0.69 0.32
Feret Y, um 0.11 0.71 0.29
Perimeter 0 1 0.85
form factor, f.
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Slika 4.1.22 Rezultati stereolo3kih ispitivanja ¢estica DLPLG praha ¢etvrte serije: a) obim-Lp, b) popreéni
presek-Aa, ¢) maksimalni dijametar ¢estice-Dmax, d) feret X, e) feret Y, f) perimeter form factor-fL, g)
odnos Lp/Aa

Tabela 4.1.4 Rezultati stereoloSkih ispitivanja praha &etvrte serije

Lp, um

An, umz

Dmax, um

Feret X, um

Feret Y, um

Perimeter
form factor, f_
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Slika 4.1.23 Rezultati stereoloskih ispitivanja ¢estica DLPLG praha pete serije: a) obim-Lp, b) popreéni
presek-Aa, ¢) maksimalni dijametar &estice-Dmax, d) feret X, e) feret Y, f) perimeter form factor-fL, g)

odnos Lp/Aa
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Tabela 4.1.5 Rezultati stereoloskih ispitivanja praha pete serije

MIN. MAX. MEAN
Lp, um 0.19 112 |0.81
I An um? 0.02 008 |0.04 I
I Dmax, um 0.09 034 |0.23 I
Feret X, um 0.09 0.25 0.15
Feret Y, um 0.09 0.28 0.19
Perimeter 0.49 0.91 0.82
form factor, f.
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4.2 Diskusija

Zbog svojih specifi¢nih karakteristika kopolimer poli(DL-laktid-ko-glikolid) je dosta
istrazivan kako za medicinske, farmakoloske, industrijske i druge potrebe, pri ¢emu je
medikamenata unutar polimerne matrice pa se DLPLG koristi u cilju dobijanja sistema za
kontrolisano i ravnomerno otpusStanje medikamenata unutar organizma. Do sada su u
razlic¢itim publikovanim radovima opisane metode za dobijanje cestica praha DLPLG i
najceSce koriS¢ene metode su metode dobijanja cestica emulzionim procesom pri ¢emu su
dobijene sfere u opsegu od 150-200um [31], 45um [73], 30um [99]; modifikovanom
emulzionom metodom se dimenzije dobijenih ¢estica smanjuju i iznose do 10um [100];
daljim modifikacijama procesa sinteze cestica tj. emulziono solvent evaporacionom metodom
dobijaju se cestice sa velicinama od 570 do 970nm [101], i od 244 do 260nm [91,94,102].

U ovim istrazivanjima je opisana nova, jednostavna metoda za dobijanje sfernih
cestica DLPLG velike uniformnosti i sa veli¢inama na submikronskoj skali. Velicina kao i
sfericnost cestica su izuzetno vazna karakteristika cestica koris¢enih za kontrolisanu dostavu
lekova u organizmu. Centrifugalno procesiranje je generalno vrlo moé¢na metoda kojom se
vrsi razdvajanje i analiza ¢elija, organela i bioloskih makromolekula. Hemijskom metodom sa
koriS¢enjem sistema rastvarac¢/nerastvarac¢ (solvent/nonsolvent method) i uz razli¢ite uslove
centrifugiranja dobijene su cestice razli¢itih veli¢ina i unifomnosti. Uticaj centrifugalnog
procesiranja na velicinu cestica se objaSnjava time da je koeficijent trenja manjih
kompaktnijih cestica sfernog oblika manji nego u slucaju cestica nepravilnih oblika iste mase

pa ¢e se one pre sedimentirati.

Kontrolisanjem odredjenih uslova tokom sinteze praha DLPLG, odnosno menjanjem
odgovarajucih parametara tokom eksperimenta kao Sto su vreme starenja sa nerastvaracem,
vreme i brzina centrifugalnog procesiranja, pokazano je da je moguce uticati na morfologiju
(veli¢inu i oblik) cestica kao i uniformnost DLPLG praha. Poredjenjem rezultata dobijenih u
pet serija utvrdjeno je da se prah DLPLG sa najkrac¢im vremenom starenja sa nerastvara¢em,
najduzim vremenom i najvecom brzinom centrifugiranja sastoji od sfernih cestica velike

uniformnosti, niskog stepena aglomeracije i sa velicinama na submikronskoj skali.
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BCP/DLPLG je bidegradabilni, biokompatibilni kompozitni materijal koji se koristi za
zamenu i reparaciju koStanog tkiva. U ovom radu su prikazani rezultati istrazivanja novog
nacina sinteze kompozitnog materijala BCP/DLPLG a u cilju dobijanja materijala odredjenih
aplikativnih svojstava koje bi ga cinile pogodnim za primenu u oralnoj hirurgiji, za
injektiranje 1 ispunjavanje praznine u kosti, kao i ispunu prostora izmedu desni i zuba u
slucaju paradentoze i paradentopatije. Kompozitni materijal je sintetizovan homogenizacijom
praha DLPLG i gela BCP-a i to sa odnosom 35/65 w/w kao i u odnosu 90/10 w/w, 95/5 w/w i
98/2w/w.

Karakterizacija praha kopolimera DLPLG kao i kompozita BCP/DLPLG sa razli¢itim
udelima keramike i polimera je radjena metodama: infracrvene spektroskopije (IR),
rendgenostrukturne analize (X-ray), diferencijalne skaniraju¢e kalorimetrije (DSC),
skenirajuce elektronske mikroskopije (SEM) i stetreoloSke analize. Analiza IR spektara
dobijenog praha DLPLG je potvrdila da se novom metodom, opisanom u tekstu, dobijaju
cestice koopolimera DLPLG, odnosno, dobijeni IR spektar sadrzZi sve pikove karakteristicne
za DLPLG. Takodje, IR spektar sintetizovanog kompozita BCP/DLPLG sadrZi trake koje su
karakteristicane za jedinjenja BCP-a. Na osnovu rendgenostrukturne analize je utvrdjeno da
su na difraktogramima BCP-a i BCP/DLPLG prisutne sve karakteristicne difrakcione linije a
najdominantniji pik je pik apatita i to na 26=31.8°. Termijska analiza uzoraka kompozita
BCP/DLPLG je radjena diferencijalnom skaniraju¢om kalorimetrijom. Na DSC dijagramima
se uocava jedino pik ostakljivanja jer je kopolimer DLPLG amorfan a BCP termostabilan u
datom opsegu temperatura. Primecéeno je i izvesno shiZavanje temperature ostakljivanja kod
kompozita sa ve¢im udelom polimera Sto se objaSnjava promenama fleksibilnosti polimernog
lanca. Za BCP/DLPLG 65/35w/w pik ostakljivanja je na 327.9 K, za BCP/DLPLG 10/90w/w
na 325.0K, BCP/DLPLG 5/95w/w 323.6K i za BCP/DLPLG 2/98w/w na temperaturi 323.9
K. Na osnovu SEM fotografija pet serija praha DLPLG (kao i dve dopunske serije) vidi se
smanjenje veli¢ina ¢estica, smanjenje aglomeracije i povecanje njihove uniformnosti pocev od
prve serije ka petoj seriji (Sestoj i sedmoj). SEM fotografije samog BCP-a ukazuju da su
Cestice BCP-a nepravilnih oblika, hrapavih povrSina kao i da su aglomerisane. Sa SEM
fotografija kompozita BCP/DLPLG sa razli¢itim odnosom keramike i polimera vidi se da su
cestice u slucaju kompozita sa vecim udelom polimera manje aglomerisane,
homogenizovanije, sfernih i pravilnijih oblika. Rezultati stereoloske analize (tabela 4.2.1)

pokazuju da su u ovom istrazivanju novom metodom dobijene cestice kopolimera poli(DL-
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laktid-ko-glikolida) submikronskih veli¢ina (150 do 230nm) i velike uniformnosti koje,

samim tim i pored ostalog, potencijalno mogu biti koriS¢ene u svrhe kontrolisane dostave

medikamenata u organizmu. Cestice najveée uniformnosti i najmanjih dimenzija a sfernih

oblika su dobijene u slucaju praha pete serije. Dobijene ¢estice imaju vrednost za minimalni

Dmax od 0.09um i maksimalni Dmax od 0.34um dok je njegova srednja vrednost 0.23um.

Srednja vrednost za perimeter form faktor iznosi 0.82 . Na slici 4.2.1 prikazani su uporedno

rezultati stereoloSkih ispitivanja cestica praha DLPLG svih pet serija. Sa slike 4.2.2 moZe se

videti raspodela cestica prahova DLPLG pet serija na osnovu maksimalnog dijametra ¢estica-

Dmax.

Tabela 4.2.1 Rezultati stereoloSke analize praha DLPLG

Perimeter form
L m A m)? Dmax (um Feret X (um FeretY (um
powder p (um) A (Hm) (um) (um) (m) factor (um)
DLPLG
(series) ) ) ) ) ) )
min max mean min max mean min max mean min max mean min max mean min max mean
1 1.18 | 405 | 648 | 015 | 91.3 | 417 | 0.4 | 106 | 2.08 | 0.28 | 7.98 | 1.46 | 0.18 | 8.44 | 1.45 | 057 | 1.00 | 0.89
2 1.02 | 19.9 | 465 | 008 | 27.2 | 21 | 036 | 662 | 1.53 | 022 | 539 | 1.02 | 0.25 | 458 | 1.12 | 053 | 1.00 | 08
3 01 | 367|159 | 01 |076| 018 | 023 | 1 | 044 | 016|069 | 032 | 011|071 | 029 | 01 | 1.00 | 0.85
4 0.64 | 1.66 | 1.11 | 003 | 0.18 | 0.08 | 0.19 | 0.48 | 0.32 [ 012 [ 033 | 02 | 015 | 04 | 025 | 0.64 | 0.95 | 0.81
5 019 | 112 | 0.81 | 002 | 0.08 | 0.04 | 0.09 | 0.34 | 0.23 | 0.09 | 0.25 | 0.15 | 0.09 | 0.28 | 0.19 | 0.49 | 0.91 | 0.82
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Slika 4.2.1 Uporedni rezultati stereoloskih ispitivanja praha DLPLG svih pet serija: a) obim-Lp, b)
popreéni presek-Aa, ¢) maksimalni dijametar ¢estice-Dmax, d) feret X, e) feret Y, f) perimeter form
factor-fL, g) odnos Lp/Aa
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Slika 4.2.2 Raspodela ¢estica pet serija praha DLPLG na osnovu maksimalnog dijametra éestica —Dmax
Reproducibilnost metode zavisi od koli¢ine upotrebljenog polimera pa je potrebno

raditi sa malim koli¢inama polimera i u nekoliko serija pri ¢emu su izvesni odredjeni gubitci

samog polimera $to je nedostatak ove metode.
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5 Zakljucak
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o Pravilne sferne cestice DLPLG-a velike uniformnosti i sa veli¢inama na
submikronskoj skali su dobijene od komercijalnih granula na nov nacin tj. hemijskom
metodom sa koriS¢enjem sistema rastvara¢/nerastvara¢ (solvent/nonsolvent chemical

method) i uz odredjene uslove centrifugiranja.

o Morfologija (velicina i oblik) cestica kao i uniformnost DLPLG praha se mogu
modelirati menjanjem odgovaraju¢ih parametara tokom eksperimenta kao Sto su

vreme starenja sa nerastvaracem, vreme i brzina centrifugalnog procesiranja.

o Prah DLPLG-a sa najkra¢im vremenom starenja sa nerastvaracem, najduzim
vremenom i najve¢om brzinom centrifugiranja sastoji se od cestica sfernih oblika, ima
najvecu uniformnost i nizak stepen aglomeracije a velic¢ine cestica su na
submikronskoj skali i to od 150 do 230nm.

o Novim pristupom sintezi tj. homogenizacijom praha DLPLG-a i gela BCP-a
sintetizovan je kompozitni materijal BCP/DLPLG i to sa odnosom 65/35 w/w, 10/90
w/w, 5/95 wiw i 2/98/w. Kompozitni materijal sa razlicitim udelima polimerne i
neorganske faze ima razlicitu distribuiranost faza i razlicitu morfologiju. Dobijeni
kompozitni materijal bi imao odgovaraju¢u primenu u oralnoj hirurgiji tj. bilo bi ga
moguce injektirati i njime popuniti kanale donje vilice, mandibule, ispuniti prostor

izmedu zuba i desni u slu¢aju paradentoze i paradentopatije, itd.

o IR spektar dobijenih submikronskih ¢estica DLPLG sadrzi sve karakteristicne trake za
DLPLG. IR spektar sintetisanog kompozita BCP/DLPLG sadrzi trake karakteristicane
za jedinjenja BCP-a. Na difraktogramima BCP-a i BCP/DLPLG su prisutne sve
karakteristicne difrakcione linije za ova jedinjenja. Na DSC dijagramima
BCP/DLPLG uocava se jedino pik ostakljivanja jer je kopolimer DLPLG amorfan a
BCP termostabilan u datom opsegu temperatura. SEM fotografije pet serija praha
DLPLG ukazuju na smanjenje velicina cestica, smanjenje aglomeracije i povecéanje
uniformnosti cestica pocev od prve serije ka petoj seriji. U slu¢aju uzorka samog BCP-
a na osnovu SEM fotografija vidi se da su cestice BCP-a nepravilnih oblika kao i da su
aglomerisane. Sa SEM fotografija kompozita BCP/DLPLG sa razli¢itim odnosom

keramike i polimera vidi se da su cestice u slucaju kompozita sa vec¢im udelom
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polimera manje aglomerisane, homogenizovanije, sfernih i pravilnijih oblika. Dobijeni
rezultati stereoloSke analize pokazuju da su u ovom istrazivanju novom metodom
dobijene cestice kopolimera poli(DL-laktid-ko-glikolida) submikronskih veli¢ina (150

do 230nm) i velike uniformnosti.

o Na osnovu svega navedenog moZze se zakljuciti da ova istraZivanja predstavljaju dalji
doprinos u dobijanju sistema za kontrolisanu dostavu medikamenata u organizmu jer
su dobijene cestice kopolimera DLPLG pravilnih sfernih oblika, uske raspodele
velicina i sa veli¢inama na submikronskoj skali Sto je osnovni zahtev dostave
medikamenata u organizmu. Takodje, novim pristupom sintezi dobijen je kompozitni
materijal BCP/DLPLG morfoloskih i strukturnih karakteristika koje bi ga potencijalno

¢inile pogodnijim za primenu u odredjenim granama rekonstruktivne medicine.
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