Univerzitet u Beogradu
Tehnolosko-metalurski fakultet

Ivana Jovanovic, dipl.ing.tehnol.
Dobijanje Cistih i kompozitnih prahova od
poli-L-laktida i poli-D,L-laktida modifikovanom
precipitacionom metodom i njihova karakterizacija

-Magistarska teza-

Beograd
Decembar 2008.



Istrazivanja izvrSena u okviru ove magistarske teze ostvarena su u okviru Projekta 142006
"Sinteza funkcionalnih materijala sa kontrolisanom strukturom na molekularnom i nano nivou" u
Institutu tehni¢kih nauka Srpske akademije nauka i umetnosti pod rukovodstvom prof. dr Dragana
Uskokovica kome dugujem iskrenu zahvalnost za svu podrsku i pomo¢ u mom nauénom
usavrSavanju. Veliku zahvalnost dugujem prof. dr Radoslavu Aleksiéu, redovnom profesoru
TehnoloSko-metalurSkog fakulteta, koji je prihvatio da bude mentor ove teze i dr Milenku Plavsicu,

profesoru TehnoloSko-metalurskog fakulteta.

Posebnu zahvalnost dugujem koleginici dr Magdaleni Stevanovi¢, nau¢nom saradniku
Instituta tehni¢kih nauka SANU, na velikoj pomo¢i tokom rada na mojoj tezi. Takode se zahvaljujem dr
Nenadu Ignjatovicu, viSem nau¢nom saradniku iz Instituta tehni¢kih nauka SANU na znacajnim
sugestijama koje su doprinele boljem sagledavanju reSavanih problema. Posebnu zahvalnost dugujem
prof. dr Branki Jordovi¢ i Bori Nedeljkoviéu sa Tehnigkog fakulteta iz Cacka na izuzetno velikom radu
posvecenom stereoloSkim merenjima uzoraka. Takode se zahvaljuiem dr Svetlani Dini¢, nauéhom
saradniku Instituta za bioloSka istrazivanja "SiniSa Stankovi¢" u Beogradu na velikoj pomoc¢i vezanoj

za rad sa proteinima.

U okviru ove teze, karakterizacija uzoraka rendgeno-strukturnom analizom uradena je
zahvaljujuéi saradnji sa dr Miodragom Mitriéem iz Instituta za nuklearne nauke Vin&a, Laboratorija za
teorijsku fiziku i fiziku kondenzovane materije, kome se posebno zahvaljujem na savetima i stru¢noj
pomoci. Veliku zahvalnost dugujem profesoru MiloSu Bokorovu sa BioloSkog fakulteta iz Novog Sada
na karakterizaciji uzoraka skeniraju¢om elektronskom mikroskopijom. Analiza uzoraka metodom
infracrvene spektroskopije je uradena zahvaljujuc¢i pomoci Aleksandre Radulovi¢ iz Instituta za opStu i
fiziCku hemiju. Ispitivanje uzoraka diferencijalnom skanirajuc¢om kalorimetrijom je uradeno zahvaljujudi
saradnji sa dipl. ing. Branislavom BoZi¢em iz preduzec¢a "DUGA-Industrija boja i lakova" i Dejanom
Milicevicem iz Instituta za nuklearne nauke Vin¢a, Laboratorija za radijacionu hemiju i fiziku.
Elektroforetska merenja uradena su zahvaljujué¢i dr Marijani Petkovi¢ viSem nau¢nom saradniku iz
Instituta za nuklearne nauke Vinca, Laboratorija za fizicku hemiju i dr Zoranu Vuj€i¢u, docentu sa
Hemijskog fakulteta. Takode se zahvaljujem koleginici mr Mariji Jevti¢, istrazivacu saradniku Instituta
tehni¢kuh nauka SANU, na pomoci oko sredivanja slika i svim zaposlenima iz Instituta tehni¢kih nauka
SANU na izuzetno kolegijalnom i prijateljskom odnosu. Naravno, moja porodica je, kao i uvek do sada,

bila moj najaci izvor energije i podstrek.
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zaklju€ke, dok je u devetom poglavlju dat pregled literature.



Abstract

A considerable care is currently paid worldwide to the development of biodegradable
microspheres as systems for controlled release of medicaments. The major disadvantage of traditional
medicaments administration method is the need for frequent dosage repetition. Encapsulation has been
proven to be an effective vehicle for the controlled delivery of various medicaments. The encapsulation
efficiency and release kinetics of the medicaments have been found to depend upon the size of the
microspheres synthesized. Biodegradable micro- and nanospheres made of poly-I-lactide (PLLA) and
poly-dl-lactide (PDLLA) are very potent drug or antigen delivery systems with inherent potential for
controlled drug delivery and drug and antigen targeting.

The objective of this thesis was to formulate empty and composite microspheres from PLLA and
PDLLA by modified precipitation method. Biodegradable microspheres such as those made of poly-dI-
lactide (PDLLA) are widely investigated delivery systems for proteins. This study investigated the effects
of some process variables on the morphology and size distribution of PLLA and PDLLA microspheres
prepared by precipitation method. Preparation conditions were then optimized to obtain the smallest
protein-loaded spheres. PDLLA microspheres can protect proteins against biological inactivation and can
release them at specific moments during the prolonged period of time. For the purpose of this paper,
bovine serum albumin (BSA) and horseradish peroxidase (HRP) were used as the model proteins, as they
were incorporated into PDLLA spheres. The aim of this study was to optimize experimental conditions in
order to produce composite microspheres with the best properties for controlled and sustained delivery of
proteins (HRP and BSA). The ability to control size of spheres should facilitate investigations of their
scope for drug delivery. For this purpose, the following parameters were varied: co-solvent (methanol or
ethanol), the concentration of stabilizer polyvinyl alcohol (PVA), chloroform-to-water ratio as well as the
speed and time of homogenization. The average size and morphology of PLLA, PDLLA and composite
microspheres (PDLLA+BSA and PDLLA+HRP) vary substantially if these preparation conditions are
changed. Scanning electron microscopy (SEM), X-ray diffraction (XRD), differential scanning calorimetery
(DSC), infrared spectroscopy (IR), electrophoresis and stereological analysis were used to characterize

the particles.



lzvod

U svetu trenutno postoji znacajna potreba za otkriéem biodegradabilnih mikro i nanosfera koje se
koriste kao sistemi za kontrolisanu dostavu medikamenata. Glavni, ali ne i jedini nedostatak tradicionalnog
nac¢ina doziranja medikamenata se ogleda u potrebi za Cestim ponavljanjem doza. Inkapsulacija je
potvrdena kao efektivan nacin za kontrolisanu dostavu razli€itih aktivnih supstanci. Zbog svojih atraktivnih
svojstava mikrosfere biodegradabilnih polimera poli-L-laktida (PLLA) i poli-D,L-laktida (PDLLA) su nasle
veliku primenu u mikroinkapsulaciji lekova i antigena sa nerazdvojnim potencijalom za kontrolisanu i
ciljanu dostavu lekova i antigena.

U ovoj magistarskoj tezi je opisano procesiranje &istih i kompozitnih mikrosfera PLLA i PDLLA
modifikovanom precipitacionom metodom. Biodegradabilne sfere poli-D,L-laktida su sistemi koji su dosta
istrazivani u cilju kontrolisane dostave proteina. U ovim istrazivanjima radeno je ispitivanje pojedinih
promenljivih parametara procesa kako bi se ispitao njihov uticaj na morfoloske karakteristike i distribuciju
veliCina mikrosfera PLLA i PDLLA dobijenih precipitacionom metodom. Uslovi pod kojima su procesirane
PLLA i PDLLA mikrosfere su dalje optimizovani kako bi se dobile najmanje sfere u kojima je inkorporiran
protein. Mikrosfere od PDLLA mogu zastititi proteine od gubitka bioloSke aktivnosti i obezbediti otpustanje
proteina u odgovaraju¢im trenucima tokom produZenog vremenskog perioda. U ovom radu, kao model
proteini koriS¢eni su bovin serum albumin (BSA) i peroksidaza iz rena (HRP), koji su inkorporirani u
sferama PDLLA. Cilj ovog rada je bio i da se optimizuju eksperimentalni uslovi kako bi se dobile
kompozitne mikrosfere sa najboljim karakteristikama koje su neophodne za kontrolisanu dostavu proteina
(HRP i BSA) sa produZenim dejstvom i izracunala efikasnost inkapsulacije. Sposobnost kontrole veli¢ine
sfera bi mogla da olak$a istraZzivanja na polju kontrolisane dostave lekova. U ove svrhe, varirani su sledeci
parametri: korastvara¢ (metanol ili etanol), koncentracija surfaktanta PVA, zapreminski odnos hloroforma
prema vodi, kao i brzina i vreme homogenizacije. Morfologija i veli€ina Cestica PLLA, PDLLA i kompozita
(PDLLA+BSA i PDLLA +HRP), se znacajno menjaju promenom ovih uslova procesiranja. Za
karakterizaciju dobijenih prahova koriS¢ene su skenirajuca elektronska mikroskopija (SEM), rendgenska
difrakcija (XRD), diferencijalna skaniraju¢a kalorimetrija (DSC), infracrvena spektroskopija (IR),

elektroforeza i stereoloSka analiza.
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Biomaterijali su materijali koji se koriste za zamenu i reparaciju telesnih tkiva i organa bilo iz
zdravstvenih ili estetskih razloga [1]. Prema mestu aplikacije biomaterijali se mogu podeliti na:
ortopedske, dentalne, oftalmoloske, kardiovaskularne, dermatoloSke, pomocéne itd. Prema
hemijskom sastavu biomaterijali se mogu podeliti na: metalne, polimerne, keramicke, prirodne i
kompozitne [2, 3, 4]. Polimerni biomaterijali najéeS¢e podrazumevaju sinteticke polimere, jer prirodni
biomaterijali, koji u vecini sluCajeva predstavljaju prirodne polimere, obrazuju posebnu grupu.
Sinteti¢ki polimeri imaju brojne prednosti nad prirodnim materijalima, jer mogu da se sintetiSu tako
da imaju bolje osobine i vecu uniformnost od prirodnih materijala [5]. Radanje sinteti¢kih polimera
predstavlja poCetak nove ere na polju humane terapije. U zavisnosti od pona3anja u ljudskom tkivu,
polimerni biomaterijali se mogu podeliti u dve grupe; biostabilne i biodegradabilne. Biostabilni
polimeri (npr. polietilen i polimetil metakrilat) bi trebalo da su fizioloSki inertni u uslovima u tkivu i da
decenijama zadrZavaju svoja mehani¢ka svojstva [6, 7].

Polimerni biomaterijali bi trebalo da zadovoljavaju sledeée uslove [8]:

» da poseduju mehani¢ka svojstva koja odgovaraju aplikaciji i karakteristike se zadrZzavaju

dok okolno tkivo ne ozdravi;

* da ne izazivaju zapaljenje ili toksiénu reakciju;

» da se izlazu metabolizmu kada ispune svoju svrhu, neostavljajuci tragove u organizmu;

» da se lako preraduju u krajnju formu;

e da su biokompatibilni;

» da se lako sterilisu.

Biomaterijali se dosta koriste za reparaciju izgubljenih funkcija tkiva. Fizi¢ka struktura
biomaterijala predstavlja klju¢ni faktor koji utiCe na odgovor celije i od nje dosta zavisi tip
biomedicinskih aplikacija [7]. Od karakteristika materijala na mikrometarskoj i nanometarskoj skali,
kao Sto su morfologija, migracija, adhezija, proliferacija i diferencijacija in vitro i in vivo, znacajno

zavisi ponaSanje ¢elija [9].

Karakteristike materijala na mikro ili nano skali se
intenzivno istrazuju kako bi se poboljSale
performanse biomaterijala [7, 9, 10].
Biodegradabilni polimeri su od velikog interesa za
istrazivaCe jer su dosta zastuplieni u
biomedicinskim aplikacijama. Generalno
posmatrano polimerni biomaterijali su nasli mesto

medu razli¢itim  medicinskim  aplikacijama:

resorbilni hirurSki konci, proteze, veStatka koza,

. . . . dentalni implantati, sréani zalisci, nervna vlakna,
Slika 1. Prikaz polimernih

biomaterijala koji se koriste u medicini igle, koStani Srafovi, kao i stentovi i prevlake za
31 privremene fiksacije unutrasnjih fraktura [1, 11, 12,
13].
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Na slici 1. su prikazani polimerni materijali koji se koriste u medicini. Bioresorbilni polimeri imaju
vecu primenu od biostabilnih polimera, jer degradacija matrice eliminiSe potrebu za hirurskim
zahvatom nad iskoriS¢enim sredstvom. Tokom 70-tih, poliglikolna kiselina i polilaktidna kiselina su
dosta koris¢ene u hirurgiji implantata i reparaciji tkiva [10,14]. Polimerne €estice od poli-L-laktida i
poli-D,L-laktida se dosta ispituju kao konstituent kompozitnih biomaterijala [6]. Kompozitni
biomaterijali se sastoje od dve jasno definisane faze, &iji sastojci mogu biti organski ili neorganski.
Kao primer kompozitnih biomaterijala, moZe se navesti kompozit od hidroksiapatita i poli-L-laktida,
koji se moZe primeniti za rekonstrukciju kostiju [1]. U ovom slu€aju, organski deo (PLLA) moZe
sadrzati medikamente koji se vremenom otpustaju i stimuliSu regeneraciju okolnog tkiva. Polimerni
deo kompozita vriemenom degradira na komponente koje su kompatibilne sa tkivom i nisu toksi¢ne
za cCelije. Hidroksiapatit, s druge strane sluzi kao matrica za regeneraciju kostanog tkiva, tj. po svom
sastavu odgovara tkivu koje treba da se formira. Kompozitni materijali mogu da se formiraju i od dve
polimerne (organske) komponente, od kojih je jedna nosa¢, dok druga moze posluziti za
modifikovanje procesa u tkivima, odnosno ¢elijama [6, 15, 16].

Do sada su uradena brojna istrazivanja bazirana na polimernim sistemima koji se koriste za
kontrolisano i/ili ciljiano otpuStanje farmaceutskih agenasa [17]. Cilj ovih istraZivanja je da se dobiju
sredstva za dostavu lekova sa optimalnim karakteristikama [18], kao Sto su difuzijom-kontrolisane
membrane (sistemi za deponovanje), osmotske pumpe, resorbilni implantati, hidrogelovi, materijali
za razmenu jona, polimerni lekovi i slabo rastvorne matrice [19]. Prva polimerna sredstva koja su
nasla primenu u kontrolisanoj dostavi lekova poti€¢u iz 70-tih godina [10]. Povezivanjem leka
kovalentnim vezama sa polimernim lancem moze se znacajno povecati efikasnost inkorporiranog
leka [12]. Polimerne mikro i nanocestice su inicijalno osmisljene kao nosali za vakcine i lekove
protiv raka [20-22]. Sa idejom da se poboljSa lecenje tumora koriSéena je strategija ciljanog
otpuStanja leka i u skladu sa tim razvijene su nove metode kako bi ¢elije retikulo endotelialnog
sistema zahvatile nanocCestice u Sto manjem broju [10]. Terapeutski efekat koji je posledica
otpustenog leka iz mikro¢estica je relativno slab, usled brze propustljivosti Cestica putem fagocitoze
[23]. Poslednjih godina reSenje ovog problema se pronalazi u nanotehnologiji [24]. Nanoc&estice
imaju prednosti nad ve¢im mikro¢esticama iz razloga Sto su pogodnije za intravenoznu dostavu [25].
Najmaniji kapilari u telu su reda veli¢ine 5-6 um u prec¢niku. Veli¢ina Cestica koje se distribuiraju u
krvotok mora biti manja od 5 um, bez prisustva aglomerata, da Cestice ne bi izazvale emboliju [26].

Farmaceutska istraZzivanja su do sada uglavnhom fokusirana na sinteze i testiranje novih
molekula lekova, ali ne i na krajnju formu doziranja. Lekovi se skoro isklju€ivo primenjuju oralno ili
putem injekcija, ¢esto na mestu udaljenom od ciljanog tkiva. Komercijalni farmaceutski sistemi imaju
dosta mana, kao Sto su: neZeljeni efekti, fluktuacija nivoa leka u telu, mala efikasnost leka i loSe
pridrzavanje pacijenta [27]. Koncentracija, trajanje i bioloSka aktivnost farmaceutskih agenasa se ne
mogu kontrolisati. Kako bi se izbegli ovi problemi osmisljena je tehnologija kontrolisanog otpustanja
[28]. Sistemi za kontrolisanu dostavu imaju brojne prednosti u poredenju sa konvencionalnim
formama doziranja. Prednosti ovih sistema se ogledaju u vecoj efikasnosti, redukovanoj toksi¢nosti, i
poveéanoj komfornosti pacijenata. Ovakvi sistemi Cesto koriste makromolekule kao nosace za
lekove [10].
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U poslednje vreme, znacajna paznja se posvecuje inkorporiranju terapeutskih agenasa u
biokompatibilne nanokompozite kao Sto su lipozomi, nanokapsule i micele [20]. Ovakvi sistemi
najéeS¢e podrazumevaju polimerne ¢&estice submikronskih veli¢ina. Kombinovanjem leka sa
razli¢itim polimerima, moguée je modifikovati farmakokinetiku i biodistribuciju lekova i na taj nacin
poboljSati efikasnost i bezbednost same terapije [22]. Glavna prednost sistema sa kontrolisanom
dostavom lekova je Sto se u tim sistemima eliminiSu sporedni negativni efekti. Glavne mane
hemoterapije su kratak in vivo polu Zivot i ¢esto ponavljanje doza [29]. Moguénost dizajniranja
razli¢itih sistema sa kontrolisanim i kontinualnim otpuStanjem terapeutskog agensa je dosta uticala
na klinicku aplikaciju hemoterapije i poboljSanje kvaliteta zivota pacijenta [20, 21]. Jedna od glavnih
mana hemoterapije je i velika toksi¢nost, koja je uzrok brojnih sporednih efekata koji umanjuju
terapeutsko dejstvo. Na slici 2. je prikazana tipiéna konfiguracija karakteristitna za
nanobiomateriajale koji se koriste u medicini. Osnovna ideja je da se terapeutski aktivni materijal
transportuje u odgovarajucoj koncentraciji do cilja gde je njegovo dejstvo potrebno u odredeno
vreme [18], Sto se moze posti¢i ugradivanjem lekova u biodegradabilne polimere iz kojih ¢e se lek
oslobadati na kontrolisan nacin i tokom duzeg vremenskog perioda [21]. Na ovaj nadin je
omoguéeno da se specifi€ni tretmani, koji inate ne bi bili mogudi, trenutno nalaze u komercijalnoj
upotrebi. Ideja je bila da se odgovaraju¢a terapeutska koncentracija leka u telu odrzava tokom
produzenog vremenskog perioda, otpusStanjem agensa na predvidljiv i kontrolisan nacin [4, 29].
Pojam "mikrokapsula™ se definiSe kao sferi¢na Cestica, sa veli¢inom koja varira u opsegu od 50 nm
do 2 mm i sadrZi aktivnu supstancu u vidu jezgra. Na slici 3. je prikazana polimerna mikrokapsula u
kojoj je inkorporiran lek. Mikrosfere su u tom smislu prazne sferne €estice. Pojmovi mikrokapsule i
mikrosfere se, medutim, ¢esto koriste kao sinonimi. Zbog svojih atraktivnih svojstava mikrokapsule i
mikrosfere imaju Siroke biomedicinske aplikacije [9].

Komercijalizacija biomedicinskih sredstava je

Defekdjaantigena skup i dugotrajan proces. Da bi se proizvod

Veze L komercijalizovao, tokom svih koraka procesa
"“’,@%ﬁ;—ﬁﬁ\ L] proizvodnje, pakovanja i skladiStenja, moraju

y
4 Funkcionalnf\

. slojevi

Zadtitni sloj se odrzati hemijska i fiziCka svojstva,

biokompatibilnost, Cistoca i reproduktivnost
Fluorescentna ) )
1 signalizacija proizvoda [30, 31]. U skladu sa ovim

Prepoznavanje ogranicenjima, samo je limitiran broj sistema
oblika .
za dostavu lekova baziran na

Slika 2. Tipicna konfiguracija karakteristicha za biodegradabilnim  polimerima  uspesno

nanobiomaterijale koji se koriste u medicini 27/ komercijalizovan i priznat od strane Americka
administracija za hranu i lekove (US Food
and Drug Administration-FDA) [18, 19, 28,

Polimerni omotaé
Sloj leka

Aktivno jezgro

30, 32]. Na trzistu je dostupno relativno malo

proizvoda medu kojima su  Lupron

Depot®(TAP Pharmaceutical Product Inc.),
Slika 3. Polimerna mikrokapsula u Zoladex™ (Zeneca), Decaceptyl ™ (Ipsen
kojoj je inkorporiran lek /277 Biotech) i Prostap SR™ (Lederle).
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1.1. Upotreba kompozitnih €estica u kontrolisanoj dostavi
lekova

Tradicionalni sistemi za dostavu lekova, kao Sto su tablete ili injekcije, obezbeduju unetu
dozu leka u jednoj porciji. Kao rezultat, dobijaju se visoke, ponekad vrlo toksi¢ne, koncentracije leka
u plazmi koje su €esto uzrok raznih neZeljenih reakcija [33].

Kratko vreme dejstva zahteva ponavljanje doza, Sto nije

2 prijatno za pacijenta i kao posledica se javljaju velike

Maksirmalan Zelieni nivo

T v L v2] oz fluktuacije koncentracije leka u plazmi. Konvencionalno
g / \ / \ / \ doziranje  terapeutskog agensa  predstavlja  nadcin
é f \I \I \ administracije aktivne supstance koji nije efikasan jer su ¢esto
Maksimalan efekiivni nivo potrebne velike doze leka da bi se osiguralo da odgovarajuéa
focea me" Fooa koncentarcija eventualno dostize granicu  aktivnosti.
®) T Terapeutski efekat se ne postize jednim doziranjem, vec
Maksimalan Zeljeni nivo
odrzavanjem dugotrajne poZzeljne koncentracije leka u plazmi
; [4, 29]. Na slici 1.1 dat je uporedni prikaz konvencionalnog i
;9; /f \‘ idealnog profila farmakokinetike. Za sistem sa produzenim
Efekiivri nivo \ dejstvom leka je karakteristicno otpustanje aktivne supstance
Foeza L na kontrolisan nacin;. terapeutska koncentracija leka u plazmi

se odrzava tokom produzeno remensko erioda i lek
Slika 1.1 Uporedni prikaz zav proclizenog v g pen !

konvencionalnog i idealnog obezbeduje samo na mestu na kom je potreban u

profila farmakokinetike [33] odgovaraju¢em trenutku [19, 34].

Sistemi za kontrolisanu dostavu mogu odzati terapeutski efekat tokom duzeg vremenskog
perioda samim tim redukovati neZeljene sporedne efekte [21]. Tehnologija bazirana na
kontrolisanom otpusStanju lekova ima dosta prednosti i mozZe unaprediti mnoge tretmane [35]. Forme
za doziranje leka mogu obezbediti vecu efikasnost nestabilnih lekova i na taj naéin smanijiti
neophodnu koli€inu leka koja se unosi u organizam [17, 36]. Uneta doza leka mora proc¢i kroz vise
fizioloskih barijera pre nego 3to stigne do mesta dejstva. Nestabilni lekovi, najéeS¢e peptidi, proteini i
enzimi, mogu izgubiti aktivnost usled lokalne sredine u tkivu, na primer kiselosti u stomaku [37, 38].
Biodegradabilni polimer moZze imati ulogu privremenog zastithog omotaca i jedna od uloga bi mu bila

da zastiti terapeutski agens od fizioloSke degradacije na putu do Zeljenog tkiva [38].

Degradabilni polimeri se, na primer, mogu upotrebiti kako bi zastitili insulin i otpustili ga na
produZen i kontrolisan nacin [33]. Na slici 1.2. je prikazano kontrolisano otpustanje insulina koje
predstavlja veliki izazov. U industrijskim zemljama problem dijabetesa je u velikom porastu, a
tretman je vrlo zahtevan za pacijenta jer zahteva subkutane injekcije. Oralna primena slobodnog
insulina ne predstavlja opciju zbog njegove kratke bioloSke postojanosti i nestabilnosti usled
prisustva enzima u gastro intestinalnom traktu [21].
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Ugradivanjem polimernog implantata u
okolinu hirurskog zahvata moze se povecati doza
leka na odgovaraju¢im tkivima i na taj nacin
poboljSati dejstvo terapeutskog agensa [21, 39].

Potencijalno toksiéni lekovi, najcesée

antikancerogeni agensi, se mogu u visokim

koncentracijama dozirati do mesta tumora,

povecavaju¢i svoju efikasnost i istovremeno

minimiziraju¢i  sistematine gubitke i Ceste

sporedne efekte [18, 20].

1.1.1 OtpuStanje terapeutskih agenasa iz kompozitnih €estica

Uspesno otpusStanje terapeutskog agensa dispergovanog u degradabilnoj polimernoj matrici

se moze odigrati preko slede¢ih mehanizama [39]: a) erozijom polimera, b) difuzijom &estica leka

kroz polimernu matricu, c) rastvaranjem leka u okolnom medijumu.

Na slici 1.3 dat je Sematski prikaz moguéih mehanizama otpustanja leka.

Otpustanje leka

I Difuzija

|
Degradacija polimera I Kombinacija

Hidroliza

Enzimska degradacija

I Kombinacija

Zapreminska erozija

I Povrsinska erozija

Slika 1.3 Moguci mehanizmi otpustanja leka iz polimerne matrice [39]

Na slici 1.4 je prikazano otpuStanje leka
polimera. Difuzija molekula leka iz matrice u

koncentracije predstavlja pokretacku silu. Na slici

erozijom iz mase* polimera i povrsinskom erozijom
okruzujuéi medijum se odigrava kada gradijent

1.5 je prikazana difuzija leka iz polimerne matrice.

Trec¢i mehanizam, koji se javlja usled rastvaranja leka u okruzuju¢em medijumu, je najzna&ajniji u

pocetnom stadijumu inkubacije, kada su molekuli leka deponovani na matrici ili blizu povrSine matrice

i mogu se rastvoriti u okruzujuéem medijumu. Na

slici 1.6 je prikazano otpustanje leka do kog dolazi

usled uticaja lokalne sredine. Mehanizmi za uspesSno otpustanje aktivnih supstanci zna¢ajno variraju

L pulk” erozija-erozija iz mase ili zapreminska erozija
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od sistema do sistema, u zavisnosti od hidrofilnosti polimera, fleksibilnosti polimernog lanca, brzine
degradacije, molekulske mase, kristaliniénosti, veli€ine, oblika i poroznosti matrice [19]. Kinetika
otpuStanja leka takode zavisi od fiziCkih svojstava leka, naroCito od njegove molekulske mase i
rastvorljivosti u vodi. Difuzija leka kroz polimernu matricu zavisi od rastvorljivosti leka u polimeru,
veli¢ine molekula leka i njegove distribucije u okviru matrice. Uslovi sredine (npr., pH i temperatura

okolnog medijuma) se moraju takode uzeti u obzir [37, 39-45].

Vreme
B
o

Slika 1.4 Otpustanje leka iz

polimerne matrice erozijom :'/ ‘x\\.l Slika 1.6 Otpustanje leka iz
(degradacijom) % / polimerne matrice pod uticajem
polimera: a) zapreminska (bulk) S okolne sredine [37]

erozija, b) povrsinska erozija \

[37]

Slika 1.5 Otpustanje leka iz
polimerne matrice difuzijom
[37]

HigucCi je postavio kinetiCki model za otpuStanje leka iz polimernog sredstva posredstvom
Ciste difuzije, koji je izveden iz drugog Fikovog zakona difuzije. Prema tom modelu, udeo otpustenog
leka je proporcionalan kvadratnom korenu vremena [46]. Prema Higucijevoj teoriji, brzina otpusStanja
leka ¢e se smanijivati tokom vremena iz razloga Sto se gradijent koncentracije kontinualno smanjuje.
Ovaj fenomen se u mnogim slu¢ajevima mozZe zanemariti jer se smatra da ne predstavlja optimalno
ponasanje otpuStenog leka [42]. Umesto toga, poZeljno je otpuStanje 'prvog-reda’ gde se tokom
procesa brzina otpuStanja odrZzava konstanthom. Potpuno otpuStanje prvog-reda je skoro hemoguce
postici, ali se moZe pretpostaviti da polimerna matrica koja povrSinski erodira obezbeduje otpustanje

leka prvog reda [46].

1.1.1.1 Degradacija polimera i erozija

Degradacija polimera se definiSe kao hemijska reakcija koja rezultuje kidanjem veza
glavnog lanca pri ¢emu se kao produkti degradacije stvaraju krac¢i oligomeri, monomeri i ostali
molekuli manjih molekulskih masa [37]. Polimer se smatra biodegradabilnim ako do degradacije
dolazi usled uticaja okoline, ili posredstvom biokatalitickih procesa (ukljuCujuci bakterije, gljive,

enzime i dr.) ili pod uticajem hemijskih procesa i procesa samih radikala (hidroliza, oksidacija, UV

10
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zracenje) [43]. Biodegradabilni polimeri, koji se koriste u kontrolisanoj dostavi lekova, uglavhom
degradiraju hidrolizom. Neki biomedicinski polimeri degradiraju enzimski [43]. Brzina degradacije
polimera najviSe zavisi od sledecih faktora: strukture polimernog lanca, molekulske mase i
morfologije [19, 29]. Uslovi same sredine (npr. pH i temperatura) su ostali bitni faktori koji imaju
uticaj na degradaciju polimera [7]. Tokom procesa degradacije polimera dolazi do promena samih
karakteristika polimera, a najvazniji parametar za pracenje degradacije je molekulska masa. Gubitak
mehanicke jacine, kristalizacija, stvaranje monomera i promene pH su ostali bitni faktori koji se
mogu Koristiti za pracenje degradacije [5]. Hidroliticka degradacija je posledica reakcije vode sa
labilnim vezama, tipi€nim estarskim vezama u polimernom lancu [19]. Brzina reakcije je usko
povezana sa sposobnosc¢u polimera da apsorbuje vodu, pri ¢emu hidrofilni polimeri upijaju veliku
koli¢inu vode i degradiraju brze od hidrofobnih matrica.

Sematski prikaz mehanizma degradacije

o o i
el
S
oe o
S @eal ne R
G oo g
o 0t asone o o
o000’ 02000 %,
e
Bt © R

a
2 o
a

a

Suspenzija Cestice su

nanocestica zahvacene na
medjupovrsini vazduh/veda
kako kapljica brzo isparava

Formiranje fiksiranog  Deformisanje oblika

omotaca na sa smanjenjem

povrsinskoj oblasti zapremine tokom
isparavanja

Slika 1.7 Sematski prikaz mehanizma degradacije polimernih mikrosfera /44

Na slici 1.7. je dat Sematski prikaz degradacije polimernih mikrosfera. Nakon inkubacije,
voda prodire u polimernu matricu, aktivira centar u amorfnim zonama pri ¢emu dolazi do kidanja
lanaca. Kada se dostigne znacajno mala molekulska masa, stvoreni produkti degradacije difunduju i
rastvaraju se u degradacionom medijumu i nakon toga se transportuju iz polimerne matrice, npr.
erozijom. Erozija polimerne matrice moZe biti zapreminska ili povrSinska [37]. Ako se prodiranje
vode odigrava brze od erozije matrice, degradacija ¢e se odigrati kroz matricu i materijal ¢e biti
osloboden iz unutrasnje zapremine polimera. Ovo ponaSanje je karakteristitno za heterogenu
eroziju, ali se ponekad moze odnositi i na homogenu eroziju zbog toga Sto se gubitak mase odvija
manije ili vise uniformnom brzinom kroz matricu. Veli¢ina matrice ostaje konstantna ¢ak i u kasnijim
stadijumima degradacije, ali se mikrostruktura unutar glavnog dela zna¢ajno menja. Nakon kriti¢nog
stepena erozije, matrica se eventualno narusava [37]. Sematski prikaz zapreminske erozije je dat na
slici 1.4a. Ako se prodiranje vode odvija sporije od erozije matrice, gubitak mase je ograni¢en samo
na povrSinski sloj matrice. VeliCina matrice se postepeno smanjuje ali dominantna faza ostaje u

nedegradiranom obliku [33]. Za idealnu povrSinsku eroziju, brzina erozije je direktno proporcionalna

11
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promeni povrdine matrice. Sematski prikaz povrsinske erozije je dat na slici 1.4b. U kontrolisanoj
dostavi lekova poZeljnije su polimerne matrice koje degradiraju povrSinskom erozijom [33]. Kod
polimera koji nisu dovoljno hidrofobni da bi sprecili prodiranje vode, degradacija unutraSnjeg

materijala se odvija brze od erozije povrSinskog sloja.

1.1.2 Nacini doziranja terapeutskih agenasa inkorporiranih u
kompozitnim €esticama

U farmaceutskoj industriji prvo je razvijeno doziranje leka oralnim putem. Lokalna sredina
tkiva u telu se razlikuje u zavisnosti od same pH vrednosti i enzimske aktivnosti, tako da samo
mesto administracije moze znacajno uticati na performanse bioaktivhog sredstva. Karakteristike
polimera se moraju prilagoditi samom nacinu aplikacije. Da bi se ostvario specifi¢ni profil otpuStanja
aktivne supstance i zahtevani nacin administracije neophodni uslov je naj¢eS¢e specificna velic¢ina
sfera [32, 39]. U tabeli 1.1 navedeni su najéeS¢i nacini administracije terapeutski aktivne supstance
[39]. Poslednjih desetak godina interesovanje za procesiranjem sredstava za kontrolisanu dostavu
lekova je u velikom porastu. Koriséenjem injektibilnih mikrosfera se moze izbe¢i unoSenje velikih

implantata.

Tabela 1.1 Nacini administracije leka inkorporiranog u kompozitnim &esticama [39]

Nacin administracije leka Mesto administracije
Intraokularno Oko

Intravenozno Vena

Intra-arterijalno Arterija
Inramuskularno Misi¢

Intraspinalno Ki¢ma

IntrakoStano Kost

Intra-artikularno Koleno/te¢nost u kolenu
Povrsinski Povrsina koze
Subkutano Pod koZu
Transdermalno Kroz kozu

Nazalno Nos

Auralno Uho

Intrarespiratorno Pluca

Vaginalno Vagina

Mikrosfere vece od 6 um ne bi trebalo da se
primenjuju intravenozno, poSto mogu izazvati kritiéne toksi¢ne
reakcije koje su povezane sa zapuSavanjem kapilara [20, 26].

Mikrosfere su primarno namenjene za intramuskularnu ili

potkoZznu implantaciju. Na slici 1.8 je prikazano formiranje

tromba. Zivi organizmi su izgradeni iz ¢éelija &iji je tipiéni

Slika 1.8 Formiranje
poprecni presek oko 10 pm. tromba /41]
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Delovi ¢elija su, medutim, dosta maniji i nalaze se u submikronskom domenu. Proteini
predstavljaju jo§ manje delove sa tipihom veli¢inom oko 5 nm. Nanocestice, kao veoma male
probe, bi mogle direktno da udu u celiju. Poznavanje bioloSkih procesa na nanoskali predstavlja jaku
pokretacku silu iza koje stoji razvoj nanotehnologije. Brojne kompanije su uspeSno komercijalizovale
nanomaterijale za bioloSke i medicinske aplikacije [30]. Na slici 1.9 je dat hronolski dijagram

zavisnosti razli€itin produkata sa kontrolisanim dejstvom od nastanka do danas.
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Slika 1.9 Hronolo3ki prikaz porasta produkata za
dostavu lekova sa kontrolisanim dejstvom /41/

1.2 Biokompatibilnost kompozitnih €estica

Jedan od problema koji se moZze javiti prilikom unoSenja biomaterijala u organizam je
negativna reakcija domacina na strani materijal koji zaostaje u telu tokom duZeg vremenskog
perioda. Polimerni materijal koji treba da se integriSe u takav delikatni sistem kao 5to je ljudsko telo,
mora biti biokompatibilan [5]. Biokompatibilnost se definiSe kao sposobnost materijala da deluje u
skladu sa adekvatnim odgovorom domacina u specifitnim aplikacijama. Aspekt ukljuCuje sve
reakcije do kojih dolazi u telu izmedu materijala i tkiva: poCetne promene na povrsini, promene
materijala tokom vremena, kao i sudbinu produkata degradacije polimera. Da bi se polimer smatrao
biokompatabilnim, biodegradabilni polimer mora zadovoljavati brojne zahteve koji su navedeni u
tabeli 1.2 [45, 46].
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Tabela 1.2 Opsti zahtevi za biokompatabilni polimer [45]

Preduslovi za biokompatibilnost

Netoksi¢nost

Nekancerogenost

Nemutagenost

Ne izaziva alergiju

Osloboden prisustva kontaminiranosti
(npr., aditivi, rastvaraci i ostaci sinteze)
Biokompatibilnost produkata degradacije
Bioresorbilnost

Bez sporednih imunoloskih odgovora

Izraz 'bioresorbilan' se odnosi na polimere koji degradiraju na produkte koji se iz tela mogu
eliminisati na prirodne nacine odnosno, u nekim slu¢ajevima, na produkte koji su ukljuceni u
normalne metabolicke procese [10]. Pored toga Sto toksi¢nost moze poticati od samih polimera ili
njihovih fragmenata, moze nastati i zbog prisustva ostataka sinteze kao Sto su rastvaradi,
katalizatori, monomeri i stabilizatori [47, 48]. Sa stanoviSta biokompatibilnosti, postoje razli¢iti
standardi i procedure za procenu bioloskog i imunotoksi¢énog odgovora implantata. Proveravanje
akutne toksi¢nosti i testovi implantacije in vivo su fundamentalni za odgovore ovog tipa. Prvi korak
za procenjivanje biokompatibilnosti polimernog sredstva je test citotoksi¢nosti na bioloSku aktivnost
materijala na jednoslojnim celijama sisara. Prvi internacionalni standard bioloSke ocene medicinskih
sredstava, 1ISO 10993, je izdat 1992. godine od strane Internacionalne organizacije za standarde
(ISO). FDA je usvojila modifikovanu verziju 1995. godine. Ovi standardi sluze kao smernice za
adekvatnu procenu biokompatibilnosti. Senzitivnost na iritaciju je razli€ita za razli€ita tkiva u telu. 1z
tog razloga je biokompatibilnost usko vezana za mesto injekcije. Na primer, zecje oko predstavlja
visoko senzibilan Zivotinjski model za studije biokompatibilnosti. PovrSinska morfologija je drugi bitan
parametar biokompatibilnosti. OStre ivice inkorporiranog polimernog sredstva mogu izazvati iritaciju i
povecati lokalni odgovor tkiva. Zbog svojih atraktivnih svojstava mikrosfere polimera su nasle veliku

primenu u mikroinkapsulaciji lekova i antigena [49].

1.3 Polimeri u kompozitnim €éesticama

Polimerni biomaterijali prema strukturi, osobinama i nameni obrazuju
Siroku grupu biomaterijala. U zavisnosti od ponaSanja in vitro i in vivo,
polimerni biomaterijali se mogu podeliti u dve grupe: biostabilne i
biodegradabilne. Na slici 1.10 je prikazana polimerna &estica u kojoj je

inkorporirana aktivna supstanca.

Slika 1.10 Polimerna cestica u kojoj je
inkorporirana aktivna supstanca /41/

14



lvana Jovanovi¢ Magistarska teza

Biodegradabilni polimeri zadrzavaju svoje karakteristike ograni¢en vremenski period i zatim
postepeno degradiraju, a kao krajnji produkti degradacije nastaju CO, i H,O koji se iz tela
oslobadaju normalnim metaboliCkim procesima [13]. Kao S§to je prethodno pomenuto
biokompatibilnost polimera i netoksi¢nost produkata degradacije su preduslovi za bilo koji materijal
koji ¢e biti u kontaktu sa ljudskim tkivom. Biodegradabilni polimeri su najviSe zastupljeni u formama
za kontrolisanu dostavu lekova i samo ogranic¢en broj polimera ima primenu u kontrolisanoj dostavi
lekova [10, 18, 29]. PoZeljni kandidati pored toga $to moraju biti biodegradabilni, moraju takode
strogo zadovoljavati preduslove biokompatibilnosti. Polimeri koji se koriste u kontrolisanoj dostavi
lekova bi trebalo da budu idealno procesibilni, sterilizovani i stabilni za skladiStenje, a mogu biti
prirodnog ili sintetickog porekla.

U prirodne polimere se ubrajaju [41, 50]:

-Polisaharidi, npr., dekstran ili celuloza

-Hitin

-Hitozan

-Proteini (npr. kolagen, fibrin, Zelatin, albumin).

U sintetiCke degradabilne polimere koji se primenjuju u kontrolisanoj dostavi lekova se
ubrajaju [18]:

-Alifati¢ni poliestri
-Poli(glikolid), PGA
-Poli(laktid), PLA
-Poli(laktid-ko-glikolid), PLGA
-Poli ( -kaprolakton), PCL
-Poli (3-hidroksibutirat), PHB
-Poli (3-hidroksibutirat-ko-3-hidroksivalerat), P(HB-ko-HV)
-Polianhidridi

-Alifati¢ni polikarbonati

-Poli (ortoestri)

-Poli (amino kiseline)

-Poli (etilen oksid)
-Polifosfazeni

IstrazivaCka nastojanja su u poslednje vreme usmerena ka dobijanju novih polimernih
sistema koji imaju karakteristicna mehanicka i fizickohemijska svojstva neophodna za specificnu

medicinsku aplikaciju.

1.3.1 Alifatiéni poliestri

Familija alifati¢nih poliestara predstavlja dominantni izbor materijala medu degradabilnim
polimernim sistemima za dostavu lekova. Posebna paznja se posveéuje homopolimerima i
kopolimerima glikolne kiseline i glikolida, laktidne kiseline i laktida, -kaprolaktonu i 3-

hidroksibutiratu [18]. Strukture ovih sistema su prikazane na slici 1.11.
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Slika 1.11 Molekulske strukture pojedinih alifaticnih estara: a) Poli(glikolid), PGA; b) Poli(laktid), PLA; c)
Poli(laktid-ko-glikolid), PLGA; d) Poli ( -kaprolakton), PCL; e) Poli (3-hidroksibutirat), PHB; f) Poli (3-
hidroksibutirat-ko-3-hidroksivalerat), P(HB-ko-HV) [51]

Alifati¢ni poliestri degradiraju ili hidrolitiCkim cepanjem estarskih veza u lancu ili pod uticajem
enzima. Hidroliza moZe biti katalizovana bilo kiselinama ili bazama. Poliestarska hidroliza na primeru

PLA je Sematski prikazana na slici 1.12.

Slika 1.12 Sematski prikaz hidroliticke degradacije PLA, alifaticnog poliestra [51]

Tokom cepanja lanaca, na krajevima dolazi do formiranja karboksilnih grupa Sto ubrzava
dalju hidrolizu. Ovaj mehanizam se oznaava kao "autokataliza" i doprinosi tome da poliestarske
matrice zaista degradiraju zapreminskom (bulk) erozijom. Produkti degradacije se u telu resorbuju

sa minimalnim reakcijama na tkivima.

1.3.1.1 Poliglikolid, PGA

Poliglikolid, PGA se naj¢eS¢e dobija polimerizacijom otvorenog prstena ciklicnog diestra

glikolne kiseline, glikolida. PGA je jak, Zilav, kristalan polimer sa temperaturom topljenja od 225 °C i
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temperaturom staklastog prelaza, T4, od 36 °C [5]. Za razliku od bliskih poliestara kao Sto je PLA,
PGA se ne rastvara u vecini poznatih polimernih rastvara¢a. PGA ima odlicne karakteristike za
formiranje vlakana i prvi put je komercijalno predstavljen tokom 70-tih. pod imenom Dexon™, kao
prvi sinteti€ki biodegradabilni konac. Slaba rastvorljivost i visoka tacka topljenja PGA, ograni¢avaju
njegovu upotrebu u aplikacijama za dostavu lekova jer se ne moze napraviti u vidu filmova, Stapica,

kapsula ili mikrosfera upotrebom tehnika pomoc¢u rastvaraca ili topljenja.

1.3.1.2 Polilaktid, PLA

Prva saznanja o biomedicinskoj upotrebi polilaktidne kiseline poti¢u iz 60-tih. Od tada, PLA
je stekao Siroko rasprostranjene aplikacije na polju medicine, primenjuje se u hirurSkim koncima,
sredstvima za kontrolisanu dostavu lekova, protezama, skafoldima, sréanim zaliscima, koStanim
Srafovima, iglama i nosa€ima za privremenu unutrasnju fiksaciju frakture [5]. Polilaktid je poznat po
svojoj dobroj procesibilnosti, biokompatibilnosti i biodegradabilnosti [10]. PLA moZze imati prili¢no
razli¢ita fiziCka i hemijska svojstva zbog prisustva metil grupe na alfa ugljeniku. Moguéi izomeri su L,
D, i DL izomeri. Poli(L-laktidna kiselina), poli(D-laktidna kiselina) i poli (DL-laktidna kiselina) se
sintetiSu iz L(-), D(+) i DL- monomera laktidne kiseline, respektivno. Variranjem molekulske mase i
sastava kopolimera, moZe se dobiti Sirok opseg brzina degradacije, kao i fiziCkih i mehanickih
svojstava. Sto je takode bitno, PLA je prihvacen od strane FDA za medicinsku upotrebu i
komercijalno je dostupan u razli¢itim oblicima. Brojne studije potvrduju da je PLA potpuno resorbilan
i da ili ne izaziva ili izaziva veoma blag prolazan negativni odgovor tkiva. Biodegradabilnost se
ogleda u hidrolizi na temperaturama do 50°C (na primer u kompozitima) tokom perioda od nekoliko
meseci do dve godine. Netoksi¢ni produkti degradacije su, naravno, joS jedna bitna karakteristika za
bilo kakvu potencijalnu aplikaciju [51]. Hidroliticka degradacija polilaktidne kiseline kao proizvod daje
monomere laktidne kiseline, koji su podlozni metabolizmu preko ciklusa trikarboksilne kiseline i
eliminiSu se u vidu CO, preko respiratornog sistema [10]. Mnogi alifatiCni poliestri poseduju ovakve
karakteristike, a medu dosadasnjim brojnim studijama polilaktid se pokazao kao najatraktivnija i
najkorisnija klasa biodegradabilnih poliestara. Laktidna kiselina se lako dobija biotehnoloSkim
procesom iz sirovina koje nisu skupe. Za proizvodnju na velikoj skali, polimer mora posedovati
adekvatnu termalnu stabilnost da bi se zastitio od degradacije i odrzao molekulsku masu i svojstva.
Degradacija PLA zavisi od molekulske mase, temperature, necisto¢a, koncentracije katalizatora, itd.
[51]. Za PLA, koji se koristi u ortopedskoj i oralnoj hirurgiji kao pomo¢no sredstvo u fiksaciji,
neophodni uslov je velika molekulska masa, da bi mogla da se postigne velika mehanic¢ka jacina.
Nasuprot tome, za PLA koji se koristi kao nosa¢ u sistemima za dostavu lekova, generalno je
pozeljnije da ima manju molekulsku masu, jer krace vreme degradacije polimera pokazuje bolje
karakteristike kontrolisanog otpusStanja aktivhe supstance. PLA degradira prostom hidrolizom
estarskih veza i da bi se katalizovala hidroliza nije neophodno prisustvo enzima. Najveci proizvodadi
PLA u svetu su navedeni u tabeli 1.3 [51]. Hidroliticko cepanje lanaca PLA se deSava sporije od
cepanja lanaca hidrofilnijeg PGA. Degradacija PLA se moze ubrzati pod dejstvom razli¢itih enzima,

kao Sto je proteinaza K. Mnoge studije su pokazale da, ako se iskljuci efekat enzima, ne postoji bitha
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razlika u degradaciji in vitro i in vivo. Mnogi autori su potvrdili da se razlike izmedu in vivo i in vitro
degradacije mogu objasniti preko porasta pokretljivosti polimernih lanaca u prisustvu lipidnih

komponenti prisutnih u ljudskom tkivu [51].

Tabela 1.3 Tekuéi proizvodaci PLA [51]

Naziv kompanije Lokacija
Apack AG Nemacka
BASF Aktiengesellschaft Nemacka
Bio Invigor Tajvan
Birmingham Polymers Amerika
Boeringer Ingelheim Nemacka
Dow Cargill Amerika
Hycail B. V. Holandija
Mitsui Chemicals Japan
Phusis Francuska
Polysciences Inc. Amerika
Purac Biochem Holandija
Shimadzu Corporation Japan

Monomer, laktidna kiselina, se moze sintetisati bioloSkim ili hemijskim metodama. BioloSka
metoda je generalno poZzeljnija jer se bazira na fermentaciji skroba i ostalih polisaharida koji su
dostupni u Zitaricama, Sec¢ernoj repi, Se¢ernoj trsci, krompiru i ostalim biomasama. Veéina svetskih
komercijalnih laktidnih kiselina se dobija bakterioloSkom fermentacijom. PLA se najceS¢e sintetiSe
preko ROP laktida, diestra laktidne kiseline. Laktid ima dva asimetricna ugljenika i zbog toga se
javlia u dva opti¢ki aktivna izomera L- i D-izomer ili sinteti¢ki D,L-izomer. Cisti enantiomeri poli-L-
laktid (PLLA) i poli-D-laktid (PDLA) se dobijaju u bakterioloSkim sistemima izborom odgovarajuéeg
mikroorganizma, kao Sto se laktidna kiselina moZe dobiti procesom fermentacije. PLLA je
semikristalan zbog svoje stereoregularne strukture. Laktidna kiselina, koja se dobija hemijskim

procesom, predstavlja smeSu D- i L- izomera. Na slici 1.13 su prikazani razli¢iti izomeri laktida.

" HsC, HsC
0] 0] 3
j.iH i CH K
07 07 i T i
CH,4 H 0 0 CH,
D,D- laktide LL- laktid D,L- laktid

Slika 1.13 Razlic¢iti izomeri laktida [50/

PLLA je relativno ¢vrst materijal sa kristalnom temperaturom topljenja u opsegu 170-183 °C i
T4 oko ~55-65 °C, dok PDLLA ima T4 u opsegu 50-60°C. Period degradacije PDLLA je do godinu
dana, a PLLA je do dve godine. Rastvorljivost polimera na bazi laktidne kiseline dosta zavisi od
molekulske mase, stepena kristalini¢nosti i ko-monomera prisutnih u polimeru. Pozeljni rastvaraci za
Cist poli(L-laktid) su hlorisani i fluorisani organski rastvaraci, dioksan, dioksolan, furan; a za poli(DL-
laktid), pored prethodno pomenutih, i mnogi drugi rastvaraci kao Sto su aceton, piridin, etil laktat,

tetrahidrofuran, ksilen, etil acetat, dimetilsulfoksid, N, N-dimetilformamid i metil etil keton. Tipi¢ni
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nerastvaraci za polimere bazirane na laktidnoj kiselini su voda, alkoholi kao Sto su metanol, etanol,
propilen glikol i nesupstituisani ugljovodonici kao 5to su heksan, heptan i dr. PLLA je semikristalan
dok je PDLLA amorfan biodegradabilan polimer. Zbog vece kristalini¢nosti, poli(L-laktid) iste
molekulske mase ima bolja mehani¢ka svojstva od poli(DL-laktida). PLLA ima uredeniju i
kompaktniju strukturu i samim tim bolje mehanicke karakteristike i duzi period degradacije. Stepen
kristaliniénosti zavisi od mnogih faktora, kao $to su molekulska masa, termalna svojstva i uslovi
procesiranja. Mehanicka svojstva PLA mogu varirati u Sirokom opsegu. Sa povec¢anjem molekulske
mase, mehanicka svojstva se takode mogu pobolj3ati.

Za sintezu PLA se mogu Kkoristiti Cetii metode. Direktna polikondenzaciona
polimerizacija predstavlja metodu u kojoj se polimerizacija laktidne kiseline vrSi u prisustvu
katalizatora na snizenom pritisku. Polimer koji se dobija ovom metodom ima malu molekulsku masu,
reda velicine do nekoliko desetina hiljada g/mol. Tokom ovog procesa polimerizacije
stereoregularnost se ne moze kontrolisati, zbog Cega polimer poseduje loSije mehanicke
karakteristike. Azeotropna kondenzaciona polimerizacija se koristi za sintetisanje polimera velikih
molekulskih masa. To je tehnika polimerizacije iz rastvora u kojoj se koristi katalizator velike
aktivnosti i organski rastvara¢ sa niskom tackom klju¢anja. Ovom metodom se moZe dobiti PLA
visoke &istoée sa molekulskom masom do 300 000 g/mol. Polimerizacija u évrstom stanju (SSP?)
se odvija na snizenom pritisku ili u prisustvu inertnog gasa na temperaturi iznad temperature
staklastog prelaza i ispod temperature topljenja, i koristi se za dobijanje polimera velikih molekulskih
masa. Sematski prikaz polimerizacije u évrstom stanju je dat na slici 1.14. Prednosti ove metode se
ogledaju u niskoj temperaturi procesiranja, unapredenim karakteristkama polimera usled
ogranicenih cikliranja monomera i sporednih reakcija, i prakticno odsustvu necisto¢a zbog toga Sto
se ne koriste rastvaradi. Polimerizacija otvorenog prstena (ROP?) je najzastupljenija tehnika za
dobijanje PLA, zbog moguénosti precizne kontrole strukture i mogucnosti variranja karakteristika
rezultujuéih polimera sa boljom kontrolom, sto proiruje aplikacije. Sematski prikaz polimerizacije
otvorenog prstena je dat na slici 1.15. Ova metoda se naj¢eSce Koristi za sintezu polimera velikih

molekulskih masa sa visokim stepenom stereoregulacije [51].

Otopina Cvrsto stanje
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Slika 1.14 Polimerizacija u ¢vrstom stanju /517

% Solid state polimerization (SSP)
8 Ring opening polimerization (ROP)
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Slika 1.15 Sinteza PLA polimerizacijom otvorenog prstena /517

PLA znacajno velike molekulske mase se ne rastvara u vodi. Kada se PLA izlozi degradaciji,
voda prolazi u najveci deo polimerne matrice i hidroliza na estarskim vezama pocinje prvenstveno
napadom na hemijske veze u amorfnim zonama, konvertuju¢i dugacke polimerne lance na krace.
Kao rezultat se javljaju oligomeri i monomeri malih molekulskih masa, koji su rastvorni u vodi.
Oligomeri rastvoreni u vodi, zatim, organizovano izlaze iz matrice u okruzuju¢i vodeni medijum.
Degradacija izaziva porast u broju karboksilnih grupa na krajevima lanaca, koje su poznate po tome
Sto autokatalizuju estarsku hidrolizu. Sa porastom vremena starenja, rastvorni oligomeri koji su blizu
povrSine se mogu rastvoriti pre totalne degradacije, dok oni koji su locirani duboko unutar matrice
ostaju zarobljeni i doprinose autokatalititkom efektu. Mehanizam hidrolize i ponaSanje PLA zavise
od brojnih faktora, uklju€ujuci i medijum za hidrolizu. Kod polilaktida, koeficijent difuzije rastvorenih
oligomera zavisi primarno od faktora kao 5to su stepen bubrenja matrice, makromolekulska
konformacija, krutost, hemijska struktura, molekulska masa, distribucija molekulskih masa,
necisto¢e/ostaci monomera, stereohemija, pokretljivost lanaca i kristalini¢nost. Kristalni domen je
rezistentniji na degradaciju od amorfnog. Hidrofobni i hidrofilni krajevi polimernog lanca zna¢ajno
uticu na proces biodegradacije. Otpustanje rastvorenog oligomera sa karboksilnim zavrSetkom
zavisi od njegove rastvorljivosti u okruzuju¢éem vodenom medijumu, odnosno od faktora kao Sto su
pH, jonska jagina i temperatura. Tokom degradacije se naruSavaju brojna svojstva polimera, na
primer molekulska masa, distribucija molekulskih masa, povrSinska morfologija, mehanicka svojstva,

kristalini¢nost itd.

1.3.1.3 Poli(laktid-ko-glikolid), PLGA

Kopolimerizacijom glikolida i laktida se dobija polimer sa karakteristikama koje predstavljaju
kombinaciju svojstava PGA i PLA (PLLA i PDLLA). PLGA je manje krut od svojih originalnih
komponenti, posto se kristaliniénost smanjuje sa povec¢anjem sadrZaja bilo kog homopolimera.
PLGA sa sastavom koiji €¢ine izmedu 25 % i 70 % PGA je amorfan i ima zahtevana svojstva sistema
za kontrolisanu dostavu lekova [52]. Sa porastom broja jedinica PGA u polimeru povecava se
hidrofilnost polimera. Period degradacije PLGA je do dva meseca. Zbog svoje komercijalne
dostupnosti, prihvatljive cene, biokompatibilnosti i produkata hidroliticke degradacije koji su resorbilni
i nisu Stetni, PLGA se dosta koristi kao osnova matrice sistema za kontrolisanu dostavu lekova [53].
Popularnost PLGA se moze objasniti i ¢injenicom da je FDA odobrila primenu PLGA u brojnim

klinickim aplikacijama [5].

20



lvana Jovanovi¢ Magistarska teza

1.3.2 Proteini

Proteini su molekuli koji imaju bithu ulogu u izvrSavanju Zivotnih funkcija. Oni reguliSu
razlicite aktivnosti u svim poznatim organizmima, od replikacije genetskog koda do transportovanja
kiseonika, i generalno su odgovorni za regulisanje ¢elijske masinerije i definisanje fenotipa

organizma. Enzimi su proteini koji katalizuju bioloSke reakcije. Sinteza proteina je ilustrovana na slici

1.16.
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Slika 1.16 Sematski prikaz sinteze proteina /547

Proteini predstavljaju polipeptidne lance koji su izgradeni od amino kiselina koje su
medusobno povezane peptidnom vezom. Postoji 20 amino kiselina koje se naj¢eS¢e nalaze u
proteinima. Kao Sto je prikazano na slici 1.17, amino kiselina sadrzi karboksilnu grupu, amino grupu,
centralni atom oznacen kao alfa (a) ugljenik, i promenljiv deo poznat kao boc¢ni lanac (R). Amino
kiseline se razlikuju samo po tipu R grupe koju sadrze. Svaka amino kiselina ima specificno ime i
oznaku od 3 slova. Bo¢ni lanci uti€u na svojstva proteina. U zavisnosti od hemijske prirode bo&nih
lanaca, amino kiseline se klasifikuju na hidrofilne (polarne) ili hidrofobne (nepolarne). Zamenom
samo jedne amino kiseline u proteinskom nizu se moze potpuno promeniti funkcija proteina.
Bolesna anemicna c¢elija je rezultat zamene samo jedne valin amino kiseline jedinicnom

glutaminskom kiselinom u lancu proteina u molekulu hemoglobina.
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Slika 1.17 Prikaz strukture amino kiseline i peptidne veze /547

Sekvenca proteina koja predstavlja amino kiselinu je oznaena kao njegova primarna struktura.
Kao i polimeri, peptidi i proteini mogu posedovati kompleksne konfiguracije koje nastaju rotacijom
veza u strukturi i interakcijama izmedu boc¢nih lanaca. Stabilnost ovih struktura zavisi od R grupa,
specifiénog niza amino kiselina, kao i sredine u kojoj se protein nalazi. Slika 1.18 ilustruje najéeS¢e
konfiguracije prisutne u proteinima. a-Heliks se obrazuje namotavanjem lanaca okretanjem u pravcu
kazaljke na satu pri ¢emu dolazi do formiranja cilindra. Kao posledica ovog fenomena dolazi do
formiranja vodonicnih veza izmedu C=0 i N-H grupa susednih spirala. U prirodi se javlja samo
okretanje o-heliksa udesno, Sto rezultuje elektriénim dipolom sa viskom pozitivhog naboja na
jednom kraju i negativnim nabojem na drugom. U B-plogi, peptidni lanac zauzima mnogo vise
prostora, sa rastojanjem od 0.35 nm izmedu susednih peptidnih grupa, u poredenju sa 0.15 nm u
sluéaju a-heliksa. Ove strukturne ravni su takode rezultat formiranih vodoni¢nih veza. a-Heliks i -
plo¢a su primeri sekundarne strukture proteina. Namotavanjem u specifi¢ni trodimenzionalni oblik,
proteini ostvaruju sposobnost da izvrSavaju svoje bioloSke funkcije. Ovaj oblik proteina se naziva
tercijarnom strukturom i stabilizovan je razli¢itim interakcijama kao Sto su vodoniéne veze,
hidrofobne interakcije i disulfidni mostovi. Dodavanjem subjedinica na tercijarnu strukturu ostvaruje

se kvaternerna struktura-struktura klupka. Ova €etiri tipa strukture su ilustrovana na slici 1.18.

Primarna Sekundarna Tercijarna Kvaternerna

T T TT

Slika 1.18 Moguce strukture proteina /547

U zavisnosti od prirode krajeva lanaca, moze dodi i do hidrofobnih interakcija izmedu

lanaca, pri ¢emu dolazi do odmotavanja lanaca. Razdvajanje sulfidne veze, ili neko drugo dejstvo
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koje izaziva promenu u strukturi proteina, dovodi do denaturacije proteina pri ¢emu protein gubi
aktivnost. Denaturisani proteini su takode manje rastvorljivi.

Govedi serum albumin (BSA) je protein koji se moZe koristiti kao rastvarac ili blokirajuci
agens u brojnim aplikacijama [55, 56]. Takode se koristi kao hrana u ¢elijskoj i mikrobnoj kulturi. U
pojedinim slu€ajevima, BSA se koristi za stabilizaciju pojedinih proteina, na primer DNK i za
sprecavanje adhezije enzima na reakcione sudove [57]. BSA se dosta koristi zbog svoje odli¢ne
stabilnosti, jer ne utiée na mnoge biohemijske reakcije, ima nisku cenu i dostupan je u velikim
koli¢inama jer se izoluje iz govede krvi [10]. Albumin se akumulira u &évrstim tumorima, Sto ga Cini
potencijalnim makromolekulskim nosa¢em za ciljanu dostavu lekova protiv tumora [10]. Molekulska
masa BSA je 65 kDa.

Peroksidaza je hemoprotein, koji se moze podeliti na anjonske i katjonske grupe prema
svojoj elektroforetskoj pokretljivosti. Peroksidaza izolovana iz rena ima razliCite fizicko-hemijske
funkcije u nekoliko primarnih i sekundarnih metaboli¢kih procesa kao Sto je oslobadanje od
peroksida, u€estvovanje u oksidaciji toksi¢nih komponenti, hormonskoj signalizaciji, zastiti biljaka od

patogena, IAA katabolizmu, biosintezi etilena itd. Peroksidaza takode katalizuje reakciju oblika:
ROOR' + elektron donor (2e7) + 2H" — ROH + R'OH

Za ovaj enzim optimalni substrat je vodonik peroksid. Priroda donora elektrona dosta zavisi od
strukture enzima. Peroksidaza iz rena moZe koristiti razliite organske komponente kao donore i
primaoce elektrona [58]. Ona ima pristupac¢ne aktivne poloZaje i mnoge komponente mogu dopreti
do mesta reakcije. Glutationska peroksidaza, koja sadrZi selenocistein, je peroksidaza koja je
prisutna kod ljudi [59]. Ona koristi glutation kao donor elektrona i aktivna je i sa vodonik peroksidom i
organskim hiperperoksidnim substratima. Molekulska masa peroksidaze je 45 kDa. Jedna od
metoda koja se koristi da bi se objasnila funkcija peroksidaze je izolovanje i pre€iSéavanje iz delova
biljaka i proucavanje fizioloSke uloge svakog enzima pojedinacno. Peroksidaza se koristi u
tretmanima razlicitih fizioloSkih oboljenja. Medicinska svojstva, uklju€ujuci anti-tumornu aktivnost, su

svojstvena za njene hemijske konstituente sekundarnog metabolizma, uglavnom alkaloide.

1.4 Sferne kompozitne €estice

Tehnologije mikroinkapsulacije, skladiStenje te¢nih i ¢vrstih faza u sferne €estice mikronskih
veli¢ina, razvile su se sredinom 50-te i koriS¢ene su za razlicite aplikacije. Mikrosfere su izgradene
bilo od veStackog ili prirodnog polimera koji se mogu modifikovati kako bi ubrzali ili usporili
degradaciju polimernih rezervoara i time modifikovali farmakokinetiku inkorporirane aktivne
supstance. NajéeS¢e koriS¢eni polimeri su polilaktid (PLA) i poli(laktid-ko-glikolid) (PLGA) [59].
Brzine difuzije leka kroz polimernu matricu se mogu menjati u zavisnosti od zahtevanih
karakteristika polimera i degradacija biodegradabilnih polimera se moZe odigrati u periodu od

nekoliko meseci (PLGA) do nekoliko godina (PLA). Degradacijom in vivo nastaju produkti laktidne i
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glikolne kiseline, CO, i H,O koji se oslobadaju preko Krebsovog ciklusa [60]. Tokom poslednje
decenije interesovanje za mikroinkapsulaciju sredstava za dostavu lekova je u velikom porastu. Na

slici 1.19 prikazana je ilustracija inkapsulacije proteina u poli(laktid-ko-glikolid) za kontrolisanu

dostavu.
: polietilenglikol
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Slika 1.19 llustracija inkapsulacije proteina u poli(laktid-ko-glikolid) za kontrolisanu dostavu /617

Na slici 1.20 prikazani su primeri nanosfere i nanokapsule u kojima je inkorporiran protein.
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Slika 1.20 Prikaz nanosfere ili nanokapsule u kojoj je inkorporiran protein /17
Mikrosfere se mogu dobiti razli¢itim tehnikama koje u stvari predstavljaju modifikacije tri osnovne
metode [57]:
o ekstrakcija/isparavanje rastvaraca
o fazna separacija

e metoda rasprsivanja’

* Spray drying (metoda rasprsivanja)
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Pod terminom "mikroCestice", moguce je razlikovati mikro/nanokapsule, mikro/nanosfere,
lipozome i ostale. Jedna od glavnih mana mikrosfera je "initial burst", fenomen pri kome se veliki deo
inkapsuliranog leka otpusta u kratkom vremenskom intervalu odmah nakon administracije, a kao
posledica ovog fenomena moZe se oc€ekivati pojava brojnih sporednih efekata [62]. Nanokapsule
podrazumevaju sisteme mehurova u kojima je lek okruzen polimernom membranom, a nanosfere
sisteme matrica u kojima je lek fizi€ki i uniformno dispergovan [21]. Na slici 1.21 su prikazani razli€iti
sistemi za kontrolisanu dostavu lekova koji se koriste u nanotehnologiji. Nanocestice ili koloidni
nosadi su intenzivno istraZivani na polju biomedicine i biotehnologije, narocito u sistemima za
dostavu lekova sa ciljanim navodenjem, zbog toga Sto su zahvaljujuéi svojoj veli€ini prihvatljivi za
intravenozne injekcije [18]. Prednosti sistema sa cilianom dostavom se ogledaju u dejstvu na
specificnim mestima u telu i sistemi sa ciljanom dostavom se koriste u terapijama kancera, genskoj
terapiji, le€enju virusnih bolesti i bakterioloskih infekcija. Sa druge strane, distribucija hanocestica u
telu nakon injekcije je pod velikim uticajem interakcija Cestica sa bioloSkom sredinom i zavisi od
fiziCko-hemijskih svojstava Cestica kao Sto su: veli€ina, povrSinsko naelektrisanje, morfologija,
hidrofilnost itd. Medu ovim faktorima, veli€ina Cestica ima primarni znacaj [9]. Primenjene Cestice
veliCina u prec¢niku od nekoliko mikrona se uglavhom akumuliraju u pluénim kapilarima, a
submikronske se odstranjuju od strane retikulo endotelialnog sistema (RES). Prednosti aplikacija
nanocestica sa ciljanim dostavljanjem leka do specifi¢nih delova tela se ogledaju u izbegavanju bilo
kakvog hirurSkog zahvata koji uvek moze biti izvor infekcije. Kriti€an problem u metodama
procesiranja nanocestica predstavlja dobijanje uniformnih &estica malih dimenzija [63]. Veliina
Cestica se moze kontrolisati regulisanjem razli¢itih faktora kao Sto su brzina meSanja, tip i

koncentracija disperzionog sredstva, viskozitet organskih i vodenih faza, temperatura itd. [18].

Lek

Nanosfera : Nanokapsula

Polimerne micele Lipozomi

Slika 1.21 Sematski prikaz razlicitih formi sistema za dostavu lekova koji se koriste u terapiji protiv kancera
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Tabela 1.4 Pregled dosadasnjih eksperimenata sa ciljem dobijanja mikrosfera na sistemu PLLA

Polimer Metoda Aktivna supstanca Veli€éina Autor

PLLA Emulzija/uparavanje Savoksepin 125 nm Y. N. Konan et al. [74]
rastvaraca

PLLA Emulzija/izmena Loperamid 270 nm F. Némati et al. [143]
rastvaraca,uparavanje

PLLA Emulzija/uparavanje Albumin 300 nm M. Ueda et al. [144]
rastvaraca

PLLA Precipitacija Dipropionat 300-500 nm S. Hyvonen et al. [114]

PLLA Modifikovana emulzija/ Beklometazon 500-900 nm L. Peltonen et al. [100]
difuzija rastvaraca

PLLA Ekstrakcija/uparavanje Solbutamol sulfat-SS 200-1100 nm H. Murakami et al. [98]
rastvaraca

PLLA Emulzija/uparavanje Albumin 0.7-1.2 ym T. W. Chung et al. [97]
rastvaraca

PLLA Emulzija/uparavanje Lidokain 0.7-1.2 pm T. W. Chung et al. [137]
rastvaraca

PLLA Emulzija/uparavanje Paklitaksel 50-90 pm R. T. Liggins et al. [95]
rastvaraca

PLLA Emulzija/uparavanje Albumin 35-105 pm R. T. Liggins et al. [145]
rastvaraca

PLLA Emulzija/uparavanje Naltrekson 100-250 pm R. Dinarvand et al. [96]
rastvaraca

PDLLA Emulzija/uparavanje Paklitaksel 300 pm Y. Mizutani et al. [146]

rastvaraca




Tabela 1.5 Pregled dosadasnjih eksperimenata sa ciljem dobijanja mikrosfera na sistemu PDLLA

Polimer Metoda Aktivna supstanca Veliéina Autor

PDLLA Precipitacija BDP 100 nm F. B. Landry et al. [48]

PDLLA Emulzija/uparavanje 100-120 nm F. B. Landy et al. [136]
rastvaraca

PDLLA Dijaliza Paklitaksel <200 nm Z. Zhang et al. [59]

PDLLA Dvostruka emulzija Izradipin 110-208 nm F. Delie et al. [43]

PDLLA V/U/V dvostruka emulzija Natrijum hromoglikat 201-266 nm Y.-Y. Yang et al. [109]

PDLLA Usoljavanje/precipitacija p-THPP 312 nm E. Allémann et al. [70]

PDLLA Dijaliza HIV-1 p24 300-600 nm Y. Ataman-Onal et al. [91]

PDLLA Usoljavanje/precipitacija Savoksepin <1000 nm Y.N. Konan et al. [74]

PDLLA Dijaliza Epirubicin 198-1088 nm M. Liu et al. [120]

PDLLA Emulzija/uparavanje Albumin 0.7-1.2 ym T. W. Chung et al. [97]
rastvaraca

PDLLA Emulzija/uparavanje Lidokain 0.7-1.2 ym T. W. Chung et al. [137]
rastvaraca

PDLLA Emulzija/uparavanje Lidokain 0.75-1.14 pm E. Leo et al. [138]
rastvaraca

PDLLA SuSenje rasprsivanjem Etanidazol 1.26-1.34 um F.- J. Wang et al. [93]

PDLLA Emulzija/difuzija Albumin 161-2180 nm D. Quintanar-Guerrero et al. [131]
rastvaraca

PDLLA Emulzija u/v uparavanje Ibuprofen 2.2-7.5 pm C. Grandfils et al. [139]
rastvaraca

PDLLA Susenje rasprSivanjem BSA 1-10 pm B. Gander et al. [38]

PDLLA Emulzija/uparavanje <10 pm T. G. Park [140]
rastvaraca

PDLLA Emulzija/uparavanje Lidokain 1-50 um P.-C. Chen et al. [33]
rastvaraca

PDLLA Precipitacija BSA 62-83 um S. Yoshioka et al. [141]

PDLLA Pracipitacija Progesteron 45-90 um M. Leroueil-Le Verger et al. [142]
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Do sada su uradeni brojni eksperimenti sa ciliem dobijanja mikrosfera od bioresorbilnih
polimera u kojima su inkorporirane razli¢ite aktivne supstance. U tabelama 1.4 i 1.5 je dat pregled

dosadasnijih eksperimenata na sistemima baziranim na PLLA i PDLLA.

1.4.1 Metode koje se koriste za procesiranje mikrosfera

Brojne metode se mogu koristiti za procesiranje mikrosfera od biodegradabilnih polimera
PLLA i PDLLA u kojima je inkorporirana aktivna supstanca [64]. Tehnike uparavanja rastvaraca na
bazi emulzije ulje-u-vodi su medu najpopularnijim metodama za mikroinkapsulaciju zbog relativho
lakog procesiranja i svestranosti [18]. Sematski prikaz tehnika koje se koriste za inkapsulaciju
aktivnih supstanci je dat na slici 1.22 [57]. U zavisnosti od toga da li je u pitanju hidrofilna ili
hidrofobna aktivha supstanca, koristi se emulzija tipa ulje-u-vodi (u/v) ili [(voda-u-ulju)-u vodi]

(viSestruka emulzija).

Rastvor proteina
(V1)

W
Rastvor
polimera (O)

Homogenizacija

Emulzija
V,/O
Ukapavanje u
rastvor PVA (V,)

homogenizacija

nerastvaraé

Z_ Ukapavanije u

@ /" rastvor PVA (V) =]

Emulzija
V,/OIV,

EY
v e e
aB 0 8 e

1. Uparavanje rastvarada 2. Metoda rasprsivanja 3. Fazna separacija

Slika 1.22 Konvencionalne metode koje se koriste za mikroinkapsulaciju bioaktivnih supstanci /577

1.4.1.1 Emulzija ulje-u-vodi (u/v)

Kada se radi sa hidrofobnim aktivnim supstancama, terapeutski agens i polimer se
rastvaraju u isparljivom organskom rastvaracu, naj¢eSc¢e dihlormetanu, hloroformu ili acetonu. Ova

uljana faza se zatim pod energi¢nim meSanjem ukapava u vodenu fazu koja sadrzi stabilizator kao
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Sto je polivinil alkohol, polivinil pirolidon ili Zelatin (emulzija ulje-u-vodi, u/v). Nemesljivost dve faze
omoguc¢ava formiranje stabilne emulzije. Uloga stabilizatora, takode oznaenog kao emulziono
sredstvo, je da zastiti kapljice od koalescencije i aglomeracije da bi se saCuvala stabilna emulzija.
Polimer precipitira kako se rastvara¢ uklanja isparavanjem, proces se ponekad ubrzava
redukovanjem pritiska ili dodavanjem nerastvara¢a. OCvrsnule mikrosfere se zatim razdvajaju iz
vodene faze, ispiraju i suSe. Na slici 1.23 prikazano je formiranje polimerne kapsule uparavanjem

rastvaraca.

Slika 1.23 Formiranje polimerne kapsule uparavanjem rastvaraca /65/

1.4.1.2 Emulzija voda-u-ulju-u-vodi (v/u/v)
Kada se radi sa hidrofilnim aktivnim supstancama, terapeutski agens se prvo rastvara u

vodi. Polimer se rastvara u organskom rastvaracu koji se meSa sa vodom (kao 5to su aceton ili
hloroform), a zatim se emulguje sa vodenim rastvorom aktivne supstance. Dobijena primarna
emulzija se disperguje u vodenoj fazi koja obi¢no sadrzi koloidni stabilizator (viSestruka emulzija
v/ulv) [66]. Skoro trenutna difuzija organskog rastvarata u vodenu fazu rezultuje precipitacijom
polimera u vidu nanocestica. Na kraju, rastvara¢ se uparava, kao Sto je navedeno u metodi u/v ili
ekstrahuje dijalizom nasuprot vodi [67]. U principu, samo aktivhe supstance koje se rastvaraju u
organskom rastvaracu mogu biti inkorporirane koriS¢enjem prve metode (emulzija u/v). Ova tehnika
inkapsulacije (v/u/v) se koristi za inkapsulaciju bioaktivnih makromolekula kao Sto su proteini,
vakcine, i peptidi. Tehnika se naziva i suSenjem u vodi. Obe metode zahtevaju formulisanje
optimalnih uslova koji zavise od tipa koriS¢enog polimera/kopolimera, njihove molekulske tezine,
aktivne supstance koja treba da se inkorporira, veliCine &estica koje treba da se dostignu, itd. [68-
71]. Ostale, ne tako Cesto koriS¢ene metode, ukljucuju emulzionu difuziju rastvaraca u uljanu fazu
[72, 73] i "salting out®” procese [74, 75].

Metoda emulzionog uparavanja rastvaraca je najrasprostranjenija metoda koja se koristi za
dobijanje nanosfera ili mikrosfera PLLA i PDLLA. Ova metoda zahteva velike koli¢ine povrSinski
aktivnih supstanci za stabilizaciju dispergovanih Cestica [18, 35]. Naj¢eSc¢e koriSéen stabilizator je
polivinil alkohol, PVA [76, 77]. Polivinil alkohol se teSko uklanja sa povrsSine €estica. Poznato je da

PVA zaostaja na povrSini mikro ili nano€estica PLLA i PDLLA, menja bioresorbilnost polimernih

° "salting out’-dodavanje soli (NaCl, MgCl,) da bi se razdvoijila organska od vodene faze
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nosaca, biodistributivhost polimernih Cestica i utiCe na brzinu otpustanja inkorporiranih lekova [78-
80]. Povrsinski aktivhe supstance kao Sto su polietilen oksid (PEO), polietilen glikol (PEG), polivinil
pirolidon (PVP) i poloxamer PEO-polipropilen oksid blok kopolimer se takode koriste za stabilizaciju
Cestica [81-84]. Takode, neke od mana ovih metoda su teSkoc¢a i neophodnost uklanjanja rastvaraa
i povrSinski aktivnih supstanci koji su vrlo toksi¢ni; mali prinos, previSe koraka za pripremu,
neophodnost koris¢enja velike koli¢ine povrsinski aktivnih supstanci [82-85]. Albumin se usled svoje
dostupnosti u ¢istom obliku i svoje biodegradabilnosti, netoksi¢nosti i &injenice da ne izaziva
negativhu imunogenezu, pokazao kao atraktivha povrSinski aktivha supstanca koja ima Siroku

primenu u procesiranju mikrosfera [10].

1.4.1.3 Emulzije ulje-u-ulju (u/u) i voda-u-ulju-u-ulju (v/u/u)

Mala efikasnost inkapsulacije i velika koli¢ina otpuStenog leka nakon inkubacije su problemi
koji su povezani sa tehnikama uparavanja rastvaraca, kada se koriste za pripremanje mikrosfera
koje sadrZze supstance rastvorne u vodi [52]. Ova pojava se mozZe objasniti preko difuzije leka u
vodeni medijum tokom procesiranja. Prethodno opisane tehnike nisu adekvatne kada se radi sa
polimerima sklonim hidrolizi, na primer polisaharidima, posSto emulzije koje sadrZze vodu mogu
izazvati degradaciju polimera i dovesti do smanjenja molekulske mase polimera [83]. Tehnike
uparavanja rastvaraCa bazirane na sistemima ulje-u-ulju (u/u) ili voda-u-ulju-u-ulju (v/u/u)
predstavljaju korisne alternative. Upotrebom ulja kao kontinualne faze, moze se spreciti rastvaranje
leka tokom procesiranja mikrosfera. Metoda (u/u) je priblizno sli€na tehnici (u/v) ali obuhvata
rastvaranje polimera i leka u organskom rastvaracu, najéeSée metilen hloridu, i emulzifikaciju ovog
organskog polimernog rastvora pre nego Sto se emulzija doda u stabiliSuc¢u vodenu fazu. Kada se
koristi tehnika (v/u/u), vodeni rastvor leka se prvo emulguje u organskom polimernom rastvaraéu pre
nego 5to se emulzija doda u stabiliSuéu uljanu fazu. Preferiraju se biljna ulja, posto su hidrofobna i
jestiva. Stabilna emulzija se formira intenzivnim meSanjem. MikroCestice se formiraju kako se
organski rastvara¢ ekstahuje u uljanu fazu. Tehnika (v/u/u), takode nazvana suSenjem u ulju, se

koristi za inkapsulaciju razli€itih tipova proteina.

1.4.1.4 Dijaliza

Metoda dijalize je prihvatljiva kao jednostavna i efektha metoda za pripremu malih veli€ina-
nanocestica pomocu blok, kopolimera i drugih amfipatiénih materijala [59, 86-90]. Metodom dijalize
se mogu napraviti nanocestice bez povrSinski aktivnih supstanci koris¢éenjem razli¢itih rastvaraca
[91]. Vecina povrSinski aktivnih supstanci nije biodegradabilna, nije digestivna i nije uvek
biokompatabilna. Takode, na koZi se mogu manifestovati u vidu alergijske reakcije [92]. Na primer,
kao pocetni rastvaradi, za pripremu nhanocestica bez povrsinski aktivnih supstanci, mogu se koristiti
dimetilformamid (DMF), dimetilsulfoksid (DMSO), dimetilacetamid (DMAC) i aceton. Metoda dijalize
mora da se izvodi tokom 24h da bi se potpuno odstranio rastvarac i da bi se dobile nanoCestice bez
povrSinski aktivnih supstanci. Upotrebom DMF, DMSO i DMAc dobijaju se submikronske &estice. U

dosadasnjim istrazivanjima, na osnovu morfoloSke analize se moze primetiti da se koriSéenjem DMF
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dobijaju vece sfere (200 nm), dok se koris¢enjem DMSO i DMAc dobijaju manje ¢estice (100 nm).
Ako se aceton koristi kao pocetni rastvarac veliCina Cestice se povecava i krece se u opsegu 500-
1000 nm [64].
Pri izboru rastvarac¢a moraju se uzeti u obzir sledeéi faktori:
-sposobnost da u potpunosti rastvori polimer;
-nemesljivost rastvaraca sa kontinualnom fazom;
-velika isparljivost rastvaraca;
-toksi¢nost je u granicama tolerancije.

Rastvaraci koji se najéeSce koriste za pravljenje emulzije ulje/voda, dihlormetan, hloroform i
aceton, vrlo dobro zadovoljavaju prva tri kriterijuma [18]. Oni su, ipak, toksi¢ni i posebna paZnja
treba da se posveti ukljanjanju svih tragova rastvaraca na kraju procesiranja.

Kontinualna faza bi trebalo da zadovoljava sledece zahteve:

-kontinualna faza ne moze rastvoriti polimer;
-kontinualna faza se ne meSa sa dispergovanom fazom;
-kontinualna faza je manje isparljiva od rastvaraca dispergovane faze;
-toksi¢nost kontinualne faze je vrlo mala i lako se razdvaja od istalozenih mikrosfera.
Kao hidrofilna kontinualna faza se najceSce koristi destilovana voda koja zadovoljava ove

kriterijume uklju€ujuci i biokompatibilnost.

1.4.1.5 Metoda rasprSivanja
Jedna od vrlo popularnih tehnika koja se koristi za inkapsulaciju aktivnih supstanci u

polimernim sferama je metoda rasprSivanja. Metoda rasprSivanja je najpoZeljnija tehnika za
industrijsko procesiranje mikrosfera [66, 93]. Polimerni rastvor se u vidu kapi rasprSava u toplu
komoru, koja obezbeduje uparavanje rastvaraca i precipitaciju polimera. Prednost ove metode se
ogleda u mogucoj znacajnoj kontroli veliCine Cestica. Proces mikroinkapsulacije baziran na
fluidizovanom oblaganju je takode u Sirokoj upotrebi. Ovaj proces obuhvata rastvaranje polimera i
leka u zajedni¢kom rastvarau. Mikrosfere se formiraju prilikom procesiranja ovog rastvora kroz
aparaturu sa Wursterovim gasom koji se rasipa oko suspenzije. Na slici 1.24 dat je Sematski prikaz

metode rasprsivanja.

_ Raspriivac
Ciklon - '
1l ')< Fitter
'll .r £ o kesa
Foreertrovan, b w
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Teppao gas

Bglomerisani prah

Hadangas
Slika 1.24 Sematski prikaz metode rasprsivanja /94

31



lvana Jovanovi¢ Magistarska teza

1.4.2 Uticaj razli€itih parametara na procesiranje mikrosfera

Kada se emulzione tehnike koriste za pripremu mikrosfera, brojni procesni parametri uticu
na finalnu strukturu mikrosfera, na primer, izbor rastvaraca i surfaktanta, fazni viskozitet, odnos
dispergovane prema kontinualnoj fazi, brzina meSanja, temperatura i vreme procesiranja [20].
PaZljivom modifikacijom procesnih uslova mogu se dobiti sferne Cestice sa Sirokim opsegom
veli¢ina, od submikronskih do mikronskih skala. Surfaktanti koji su prou€avani u emulzionim
tehnikama su Zelatin, polivinil alkohol (PVA), polivinil pirolidon (PVP), tween(polioksietilen derivati
sorbitan masnih estara), alginati, metil celuloza, polietilen glikol (PEG), PEG-dekstrin konjugovani, i
PEG-PPO kopolimeri [13, 18].

Molekulska masa ima veliki uticaj na ponaSanje polimera. Primeéeno je da temperatura
ostakljivanja (T4), temperatura topljenja i entalpija rastu sa poveéanjem molekulske mase polimera.
Semi-kristalni polimeri male molekulske mase imaju potencijal za formiranje mikrosfera za dostavu
lekova u periodu od nekoliko dana do nekoliko nedelja. Karakteristicno za PLLA male molekulske
mase je da se termalna svojstva veoma menjaju sa promenom mase [95].

Ispitivanjem uticaja brzine meSanja na morfologiju i raspodelu veli¢ina Cestica, i pracenjem
otpuStanja medikamenta, primec¢eno je da se srednji precnik Cestica znaCajno smanjuje sa
povecanjem brzine meSanja. Ovakvo ponaSanje se i o¢ekuje iz razloga Sto velike brzine mesanja
obezbeduju smicajnu silu koja je neophodna za razbijanje uljane faze na manje kapi. Na primer, pri
brzinama od 400 i 800 rpm, dobijene Cestice su sfere glatkih povrSina, dok sa povec¢anjem brzine na
1200 rpm, mikrosfere postaju neznatno nepravilne.

Ispitivanjem uticaja odnosa polimer/medikament, primeéeno je da u slucaju male
koncentracije medikamenta u polimernoj matrici (<20%), veli¢ina mikrosfera nema uticaja na brzinu
otpuStanja medikamenta. Povec¢anjem koncentracije sa 20% na 50%, povecava se brzina otpustanja
leka. Pove¢anjem koncentracije polimerne faze, poveéava se precnik mikrosfera. Ovakvo ponaSanje
se moZe povezati sa poveéanjem viskoziteta dispergovane faze usled ¢ega se pospesSuje
aglomeracija emulgovanih kapljica disperzije. Veli¢ina mikrosfera i koli¢ina leka u njima odreduju
brzinu i postupak otpustanja leka [95].

Kinetika uklanjanja rastvaraca, takode uti¢e na morfologiju i karakteristike otpuStanja leka iz
mikrosfera. Brzina isparavanja rastvara¢a se povecava sa povecanjem brzine meSanja disperzije, a
smanjuje sa povecéanjem koli¢ine leka. Kinetika uklanjanja rastvaraca ne uti¢e samo na morfologiju,
sadrZaj leka i njegovo otpusStanje, ve¢ i na termic¢ka svojstva mikrosfera. U veéim mikrosferama,
povrSinska degradacija je usporena Sto se odraZzava na otpuStanje leka koje zavisi od termickih
osobina. Na primer, povecanjem brzine meSanja sa 900 na 2100 rpm, a time i brzine isparavanja
rastvaraCa, srednji prec¢nik mikrosfera se smanjuje sa 75 pym na 12 um [95]. Povec¢anje brzine
isparavanja rastvaraa se mozZe posti¢i i snizavanjem pritiska tokom procesa ocvrSéavanja
emulgovanih kapi. Pri velikim brzinama isparavanja rastvaraca (GFRSE procesi), snizavanjem

pritiska, dobijaju se mikrosfere glatkih povrSina. Pri normalnim brzinama isparavanja rastvaraca

® FRSE-fast rate of solvent evaporation
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("NRSE procesi), tj. normalnom pritisku, povréina sfera je kao pomorandZina kora-visoko porozna.
Na primer, pri konstantnoj temperaturi od 25°C, i razli¢itim pritiscima 760 mmHg, i 160 mmHg,
rastvara¢ ispari u toku 2h, odnosno 6h, respektivno. Nacin uklanjanja rastvaraCa takode ima uticaj
na veli€inu mikrosfera. Na primer, u NRSE procesima srednji pre¢nik sfera je 1.14 ym, dok je u
FRSE procesima 750 nm [96, 97]. Vrlo je bitno kontrolisati brzinu uklanjanja rastvaraca u svim
tehnikama procesiranja mikroc¢estica da bi ¢estice imale zahtevanu i ponovljivu veli¢inu i morfologiju
[37].

Temperatura procesiranja takode ima veliki uticaj na morfologiju mikrosfera Pri poviSenim
temperaturama, brzina precipitacije bi bila suviSe velika i izabrani rastvara¢i bi "prokljucali" iz
emulzionih kapljica. Poznato je da se pri ovakvim uslovima dobijaju deformisane ili visokoporozne
sfere. Klju€anje se moze spreciti na taj nacin Sto se priprema sfera izvodi na niskim temperaturama i
pri niskom pritisku. Tip i koncentracija emulzifikatora takode mogu uticati na veli€inu mikrosfera,
oblik, poroznost i efikasnost inkapsulacije [81]. Primec¢eno je da je viskozitet organske faze bitan
faktor koji uti¢e na povrSinsku morfologiju rezultuju¢ih mikrosfera [18].

Kombinacijom binarnih organskih rastvarala se moZe uticati na veli¢inu Cestica.
Kombinacija rastvaraCa se zasniva na &injenici da odredeni rastvaraci pokazuju veci afinitet prema
PLA nego prema PVA, a drugi prema PVA. Na primer, dobri rezultati se dobijaju u uslovima binarnih
organskih rastvaraca aceton/etanol u odnosu 6/4 [98]. Takode izborom samog rastvarata se moze
uticati na veli¢inu mikrosfera. Brojna istrazivanja su pokazala da se kada se hloroform koristi kao
organski rastvara¢ dobijaju manje Cestice nego sa dihlormetanom [84, 99].

Razli¢itom kombinacijom odnosa korastvaraca se moze uticati na morfologiju Cestica. U
slué¢aju malih udela acetona dobijaju se sitne, priblizno sferne Cestice, ali ipak veliki deo polimera
ostaje aglomerisan. Viskozitet rastvora aceton-hloroform je veoma mali i moZe biti jedan od razloga
zbog ¢ega se polimer aglomeriSe na povrsini. Moguce je da su kvazi-emulzione kapljice nedovoljno
stabilne i da je difuzija acetona suviSe brza. Metanol je polarniji rastvara sa takode manjim
viskozitetom od acetona. Sa malom koli¢inom metanola, dobijaju se sitne sferne Cestice, sa manjim
aglomeratima u poredenju sa Cesticama dobijenim sa acetonom. Sa povecanjem koli¢ine
korastvarata dobijaju se vele Cestice sa Sirom raspodelom veli¢ina. Etanol je manje polaran
rastvara¢ od metanola, ali je viskozitet etanola mnogo vedéi od viskoziteta metanola i acetona. Etanol
se pokazao kao najbolji korastvara¢, broj dobijenih Cestica je najveci, a Cestice su savrSeno sferne
[103].

Takode su radena ispitivanja u kojima nije koriS¢en korastvarac i vrSeno je poredenje sa
sistemima u kojima su kao korastvaraci koriS¢eni metanol, etanol, heksan i heptan. Dobijeni su
slededi rezultati, respektivno: 359 uym, 322 ym, 347 ym, 464 um i 605 ym. Najmanje Cestice su
dobijene kada se kao korastvaraC koristi metanol [43]. Kompleksnost tehnike pripreme sfera se
ogleda u tome Sto je teSko predvideti idealne uslove metode za specificni polimer. Prakti¢no, za

svaki sistem polimer-lek se empirijski moraju pronaci optimalni uslovi.

" NRSE-normal rate of solvent evaporation
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1.4.3 Inkapsulacija biomakromolekula u polimerne mikrosfere od
PLLA i PDLLA

Klinicka primena visoko potencijalnih terapeutskih peptida i proteina, kao 5to su agensi
protiv kancera, hormoni, antipertenzivni agensi, analgetici, faktori rasta, trombolitici i ostali, je vrlo
ograni¢ena zbog brojnih problema povezanih sa fizi€kim i hemijskim svojstvima ovih komponenti.
Velike molekulske mase i nestabilnost u gastrointestinalnoj (Gl) sredini ne dozvoljavaju oralnu
primenu konvencionalnih formi peptida i proteina. Iz ovih razloga, efikasan tretman ovim
komponentama zahteva Cestu parenteralnu administraciju da bi se postigao odgovarajuci nivo u
serumu tokom duzeg vremenskog perioda [101]. Inkapsulacija biomakromolekula, na primer
proteina i vakcina, u polimerne mikrosfere predstavlja veliki izazov. Fizi¢ka i hemijska nestabilnost,
kao i enzimska degradacija, su naj¢eSCi problemi vezani za sisteme bazirane na proteinima.
Hemijska stabilnost podrazumeva najceSée integritet sekvence amino kiseline (primarne strukture)
i reaktivnost sporednih lanaca. Aktivnost peptida zavisi od primarne i mogucih sekundarnih
struktura. Proteini poseduju i tercijarnu, a ponekad ¢ak i kvaternernu strukturu koja obezbeduje
proteinskim lancima da se uvijaju i zauzimaju trodimenzionalnu konformaciju. Fiziéka stabilnost se
uopsSteno definiSe kao sposobnost proteina da zadrzi makar tercijarnu strukturu, koja je takode
vazna za bioloSku aktivnost. Hemijska degradacija podrazumeva deamidaciju, izomerizaciju,
hidrolizu, racemizaciju, oksidaciju, formiranje disulfida i B-eliminaciju. Fizicka degradacija
podrazumeva reverzibilnu ili ireverzibilnu denaturaciju preko gubitka tercijarne strukture i
odmotavanja lanaca sa daljim reakcijama kao Sto su hemijska degradacija, agregacija i precipitacija.
Farmaceutska svojstva terapeutskih proteina najviSe zavise od odrzavanja bioloSke aktivnosti.
Stabilnost proteina je svakako jedna od najvaznijih karakteristika koja se mora zadrzati za uspesno
inkorporiranje u biodegradabilne sisteme, kao $to su nano- ili mikrocestice [102]. Zbog delikatnosti
ovih agenasa; bioaktivnost se moZe izgubiti tokom samog procesiranja mikroCestica, i usled
adsorpcije ili agregacije otpuStanje agenasa moze biti prilicno oskudno [24]. Dizajniranje sistema za
kontrolisanu dostavu proteina, koje bi omogucilo prevazilaZzenje ovih problema, predstavlja jedan od
najinovativnijih aspekata moderne farmaceutske tehnologije. Biodegradabilne mikrosfere bazirane
na poli(L-laktidnoj kiselini) (PLLA) isto kao i na poli(D,L-laktidnoj kiselini) (PDLLA) su postale veoma
atraktivni materijal koji se koristi u sistemima za kontrolisanu dostavu peptida, proteina i hormona,
najvise zbog svoje kompatibilnosti sa tkivom i adekvatne biodegradabilnosti [35, 36, 50, 66, 81, 103-
105]. Najveca prednost ovih sistema se ogleda u njihovoj odli¢noj biokompatibilnosti i sposobnosti
za produZenim otpusStanjem leka tokom vremenskog perioda od nekoliko dana do nekoliko meseci
[101]. Priroda organskog rastvaraa takode ima uticaj na stabilnost proteina [102, 103]. Vrlo
atraktivni cilj u formulaciji proteina je da se obezbedi otpuSanje prirodnog molekula iz dozirane
forme, bez prethodne hemijske modifikacije. Ako je protein koji se inkorporira enzim, hemijska
modifikacija treba da osigura zadrZzavanje njegove specifiCne aktivnosti. BioloSka aktivnost proteina
mozZe biti nepovratno poremecena ¢&ak pri malim promenama pH, temperature, ili jonske
koncentracije [17]. Kristalni proteini su obi¢no manje skloni hemijskoj degradaciji od amorfnih formi

[102]. Glavni predmet istraZzivanja se ogleda u dizajniranju sistema rastvaraa baziranom na
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energijama interakcija izmedu rastvara¢a, polimera i vodene faze proteina, pri ¢emu se proizvode
mikrosfere sa optimalnim karakteristikama, bez naruSene aktivnosti, sa visokim stepenom
inkapsulacije i malom erozijom iz matrice [36, 81]. MedupovrSina izmedu vode i rastvaraca je dobro
poznat destabiliSuci faktor. NajéeSée, proteini od trenutka kada po¢nu da migriraju i da se adsorbuju
na povrsni postaju veoma skloni agregaciji [102]. Tipi¢ni sistemi, mikro i nanosfere u kojima je
inkorporiran protein, se dobijaju procesiranjem biodegradabilnih i biokompatibilnih polimera kao Sto
su PLA i PDLLA, tradicionalnim tehnikama kao Sto su suSenje rasprSivanjem, koacervacija, in situ
polimerizacija, emulzifikacija/uparavanje rastvaraca itd [66, 93]. Medutim, ove tehnike nisu ba$
fleksibilne i za njih je karakteristicno da krajnji produkti ¢esto sadrZze velike koli¢ine ostataka
rastvaraCa, mali sadrZaj proteina, dolazi do degradacije ili denaturacije proteina, javlja se neefikasno
otpuStanje proteina i fizicke i morfoloSke karakteristike nisu odgovaraju¢e. Tehnike bazirane na
superkriti€énim i komprimovanim fluidima su se pokazale kao vrlo poZzeljne za inkorporiranje proteina
[81]. Prednosti ovih metoda se ogledaju u odsustvu rastvaraCa, prihvatljivim tehnoloSkim i
biofarmaceutskim svojstvima, visokoj €isto¢i i velikoj produktivnosti. Modifikovana precipitaciona
metoda [93] je predloZena za alternativnu metodu koja bi se koristila za efikasno inkorporiranje
aktivnih supstanci na bazi proteina u mikrosfere PDLLA. Na slici 1.25 dat je Sematski prikaz

dobijanja mikrosfera u kojima je inkorporiran protein.
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Slika 1.25 Sematski prikaz dobijanja mikrosfera u kojima je inkorporiran protein /106 /
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Otpustanje proteina iz biodegradabilnih mikrosfera predstavlja kompleksan proces, koji se
sastoji od: (1) otpuStanja proteina lociranog blizu povrSine Cestice (initial burst), (2) difuzije kroz

makropore ili samu polimernu fazu (bulk release), i (3) otpuStanja koje se odvija sa najve¢im
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kasnjenjem usled degradacije polimerne matrice (surface release) [50, 57]. Ako je koncentracija
proteina blizu povrSine mikrosfera velika, zapreminsko otpuStanje ¢e biti viSe izrazeno. Tokom
procesiranja mikrosfera, kada se javljaju jake interakcije izmedu rastvaraCa polimera i proteina, sam
rastvara¢ tokom isparavanja usmerava protein ka povrsini tako da se blizu povrSine mikrosfera
moze ocekivati visoka koncentracija proteina. Biodegradabilne mikrosfere se najéeS¢e koriste za
kontrolisano otpustanje proteina u periodu od nekoliko nedelja ili meseci, pri ¢emu se zapreminsko
otpustanje mora kontrolisati i ako je moguce spre€iti [35, 36, 38].

Do sada su prou€avani mnogi sistemi za dostavu proteina bazirani na PLA, pri ¢emu se
posebna paZnja posvecuje pripremi mikrosfera, stabilnosti proteina, i karakteristikama otpusStanja
[37, 81, 101, 105-108]. Proucavani model proteini podrazumevaju bovin serum albumin, insulin,
lizozim, transferin, glukoznu oksidazu i tripsin [81, 107-78]. Razli€iti peptidi, uklju€ujuéi insulin, su
takode uspesSno inkorporirani i otpusteni iz PLA mikrosfera [73]. Sistemi za kontrolisano otpuStanje
antigena imaju veliki potencijal kao vakcine [73]. U novije vreme prezentovane su brojne studije
vezane za kontrolisano otpuStanje DNK [35, 110] i faktora rasta [13, 93]. Mnogi autori su uspeli da
inkorporiraju razli¢ite molekule DNK u mikrosfere PDLLA ali mala efikasnost inkapsulacije, gubitak
integriteta i aktivnosti DNK i dalje predstavljaju probleme koji u ovim sistemima treba da se reSe [41,
77, 110].

Sistemi sa kontrolisanim otpustanjem su vrlo interesantni za tretman kancera gde se
zahteva veca efikasnost tretmana na specificnom mestu, i redukovanje negativnih sporednih efekata
[22, 33]. Citostatici se mogu uspeSno inkorporirati u mikrosfere PDLLA i njihova efektivha
koncentracija se moze odrzavati tokom produzenog vremenskog perioda [59]. Polimerne sfere na
bazi PDLLA se uspe3no primenjuju za le€enje kancera prostate i endometrioze [101]. Protein C,
inhibitor plazme, koji reguliSe mehanizam koagulacije krvi moduliSuéi antikoagulativnu reakciju je
uspesno inkorporiran u sferama PDLLA [59]. U tabeli 1.6 su navedeni proteini koji su do sada

inkorporirani u sferama bioresorbilnih polimera.
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Tabela 1.6 Proteini koji su inkorporirani u sferama biodegradabilnih polimera [102]

Familija proteina

Protein

Terapeutska klasa

Antigeni

Enzimi

Hormoni

Citokini

Ostali proteini

Difterija toksoid

E. Koli enterotoksin B subjedinica

Hepatitis B jezgro Ag
Stafilokokni enterotoksin
B-toksoid

Tetanus toksoid
Asparaginaza
Ugljeni¢ni anhidrat
Himotripsin
Glukozna oksidaza
Heparinaza
Peroksidaza iz rena
Lizozomi

Protein C
Superoksidna dizmutaza
Tripsin

Ureaza

Kalcitonin

Hormon rasta
Paratiroidni hormon
Insulin

Leuprolid

Nafarelin

Orntid

Tetrakosaktid
Eritroprotein

Faktor rasta-1 u obliku insulina

Interleukin
Interferon
Faktor nekroze tumora

Faktor rasta vaskularnog endotela

Albumini
Faktor rasta nerava

Vakcina
Vakcina
Vakcina
Vakcina

Vakcina
Antitumorni agent
Model protein
Proteoliti¢ki enzim
Model protein
Model protein
Model protein
Antiviralni agent

Antikoalugativni agent
Model protein
Proteoliti¢ki enzim
Model protein
Regulator kalcijuma
Faktor rasta

Regulator kalcijuma
Hipogliceminski hormon
LHRH analog

LHRH analog

LHRH analog

Kortikotropni hormon
Regulator proliferacije
crvenih  krvnih  zrnaca
diferencijacije

Promoter osteogeneze
Citokinin, antitumorni agent
Citokinin, antitumorni agent
Antitumorni agent
Citokinin

Model protein
Neurotrofi¢ni faktor
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Zbog svojih atraktivnih svojstava mikrosfere biodegradabilnih polimera poli-L-laktida i poli-
D,L-laktida su nasle veliku primenu u mikroinkapsulaciji lekova i antigena. U tradicionalnim
terapijama, koncentracija, trajanje i bioloSka aktivhost farmaceutskih agenasa se ne mogu
kontrolisati. Kako bi se izbegli ovi problemi osmisljena je tehnologija kontrolisanog otpuStanja
aktivne supstance. ldeja je bila da se terapeutska koncentracija leka u telu odrZzava tokom
produzenog vremenskog perioda, otpuStanjem agensa na predvidliv i kontrolisan nadcin.
Inkapsulacija je potvrdena kao efektivan nacin za kontrolisanu dostavu razli¢itih aktivnih supstanci.
Dokazano je da efikasnost inkapsulacije i kinetika otpustanja aktivnih supstanci zavise od veli€ine
sintetisanih mikrosfera. U skladu sa ovim trendom, pokuSali smo da na novi nacin dobijemo
submikronske sfere od poli-L-laktida i poli-D,L-laktida bez i sa inkorporiranim proteinom.
Kontrolisanjem veliine sfera, brzine degradacije kompozita i kretanja bioaktivnog materijala iz
kompozitne Cestice mogu se kontrolisati vreme dostave bioaktivhog materijala, kao i njegova brzina i
mehanizam dejstva.

Polimerne Cestice od poli-L-laktida i poli-D,L-laktida (u daljem tekstu PLLA i PDLLA) su dosta
ispitivane kao deo kompozitnih biomaterijala. Kompozitni biomaterijali se sastoje od dve jasno
definisane faze, €iji sastojci mogu biti organski ili neorganski. Organski deo (PLLA) mozZe sadrzati
medikamente koji se vremenom otpustaju i stimuliSu okolno tkivo koje se regeneriSe. Polimerni deo
kompozita vremenom degradira oslobadaju¢i komponente koje su kompatibilne sa tkivom i nisu
toksi¢ne za celije. Kompozitni materijali mogu da se formiraju i od dve polimerne (organske)
komponente, od kojih je jedna nosa¢, dok druga mozZe posluZiti za modifikovanje procesa u tkivima,
odnosno celijama. PLLA i PDLLA su dobri kandidati za polimerni - osnovni deo kompozitnih
biomaterijala s obzirom na svojstva koja poseduju. Polimeri bazirani na PLA (PLLA i PDLLA) imaju
duzi period degradacije (12-24 meseci) od polimera baziranih na PLGA (1-6 meseci u zavisnosti od
odnosa laktida i glikolida), Sto ih €ini pozeljnijim za inkapsulaciju aktivnih supstanci kao $to su
proteini, Cije je dejstvo neophodno odrzati tokom duZeg vremenskog perioda. Najvaznije, ovi
polimeri su biodegradabilni i prilikom degradacije u organizmu se razlazu na produkte ¢ijim se
metabolizmom dobijaju voda i ugljen dioksid, koji nisu toksi¢ni za organizam.

Degradacija polimera na bazi laktida i generalno svih hidroliticki degradabilnih polimera
najvise zavisi od sledecih faktora:

- Hemijskog sastava

- Kristalini¢nosti

- Hidrofilnosti

Samim tim, prilikom ugradnje kompozita koji imaju ovu polimernu osnovu, ponovna intervencija
u cilju njihovog uklanjanja nije neophodna. Polilaktidi su hidrofobniji polimeri u poredenju sa PLGA i
za degradaciju je potrebno duze vreme. PDLLA, koji je polimer D- i L-laktida degradira brze od L--
homopolimera, pretpostavlja se zbog manije kristalini¢nosti.

U skladu s gore navedenim, cilj ovog magistarskog rada je ispitivanje primenljivosti
modifikovane precipitacione metode, kojom su u nasoj laboratoriji uspesSno dobijene sferne €estice
PLGA u kojima su inkapsulirane askorbinska, odnosno folna kiselina, za dobijanje €estica PLLA i
PDLLA kao i kompozita od PDLLA i proteina (BSA ili HRP) u obliku mikro- i nano-Cestica.
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Pojedinaéni zadaci u okviru izrade ove magistarske teze su bili:

1.

Ispitati primenljivost modifikovane precipitacione metode za dobijanje mikro- i nano- Cestica
od PLLA i PDLLA;

Modifikovati metodu u skladu sa ostalim ciljevima rada s obzirom na a) Stetnost rastvaraca
koji se koristi u proceduri i b) toksi¢nost korastvara¢a, c) brzinu homogenizacije €estica, kao
i d) koncentraciju stabilizatora koji se koristi za dobijanje ¢estica od PDLLA modifikovanom
precipitacionom metodom;

Ispitati morfoloSke karakteristike i opseg veli¢ina tako dobijenih ¢estica sa polimernom
matricom od PLLA i PDLLA;

Ispitati primenljivost metode za dobijanje kompozitnih materijala sa polimernom matricom od
PDLLA i bioaktivnom supstancom, govedim albuminom (BSA) i peroksidazom (HRP), kao
drugom fazom.

Tako dobijene Cestice kompozita okarakterisati, tj. ispitati njihovu morfologiju i veli€¢inu. Za
karakterizaciju dobijenih prahova smo koristili slede¢e metode: rendgenostrukturnu analizu,
infracrvenu  spektroskopiju, diferencijalno  skaniraju¢u kalorimetriju, elektroforezu,

skenirajucu elektronsku mikroskopiju, spektrofotometriju i stereoloSku analizu.
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3.1 Eksperimentalni rad

Metoda koja je koriS¢ena za dobijanje mikrosfera od bioresorbilnih polimera PLLA i PDLLA
bez i sa inkorporiranom aktivnom suspstancom (proteinom BSA i HRP) je modifikovana
precipitaciona metoda. Komercijalne granule od poli-L-laktid-a i poli-D,L-laktid-a, molekulske mase
oko 100 000 g/mol i 50 000 g/mol, respektivno, su dobijene iz kompanije Sigma (SIGMA-Aldrich,
Germany). Govedi albumin (BSA) i peroksidaza (HRP) su koris¢eni kao model proteini za
mikroinkapsulaciju. Protein peroksidaza (HRP) je izolovana iz rena. Molekulske mase proteina BSA i
HRP su 65 kDa i 45 kDa, respektivno. Polivinil alkohol (PVA) (Merck-ALKALOID, Skopje, Bivia
jugoslovenska republika Makedonija), sa 98% stepenom hidrolize, je koriS¢en kao stabiliSuci agens-
surfaktant. Surfaktant ima ulogu hemijske barijere i spreCava aglomeraciju kompozitnih €estica.
Organski rastvaragi su hloroform (Lachema, Republika Ceska), toluol, metanol i etanol (Superlab,
Srbija). Svi reagensi su dobijeni u €istom obliku u kom su i koriS¢eni. Glavna prednost ove metode je
Sto ne zahteva visoke temperature i, samim tim, mozZe se primenjivati za inkapsulaciju temperaturno
osetljivih bioaktivnih supstanci, kao Sto su proteini. PLLA i PLDLA su izuzetno osetljivi na vlagu i
visoke temperature.

Proteini i peptidi se intenzivnho proucavaju zbog svojih terapeutskih aplikacija. Mnoga
dosadaSnja inZenjerska istrazivanja su fokusirana na upotrebu faktora rasta za stimulaciju ¢elijske
aktivnosti in vivo, kao i za regulisanje regeneracije tkiva. Lekovi bazirani na proteinima i peptidima
obi¢no imaju kratak polu Zivot u plazmi. Kompozitne €estice koje se sastoje od polimernih nosaca i
proteina ili peptida, kao Sto su mikrosfere i nanosfere, predstavljaju efektivhe sisteme koji se koriste
za kontrolisan profil otpuStanja inkorporiranih bioaktivnih agenasa stiteéi ih od degradacije sa ciliem
postizanja visoke administrativne efikasnosti. Vreme njihove degradacije zavisi najviSe od hemijske
strukture polimernog lanca i veliCine mikrosfera. Govedi albumin (BSA), koji je u nasim
eksperimentima koriS¢en kao model protein, je enzim koji se izoluje iz govede krvi, vrlo je stabilan i
postojan je pod vrlo agresivnim uslovima procesiranja mikrosfera. Peroksidaza (HRP) izolovana iz
rena je enzim koji nije skup, a u ovom istrazivanju je izabran kao model protein jer je vrlo osetljiv ha
rastvarace i poviSene temperature. Ako proteini kao Sto je HRP mogu biti inkorporirani u sferama
bioresorbilnog polimera PDLLA bez gubitka aktivnosti, postojala bi moguénost da se istom metodom
dobiju novi kompoziti u kojima bi mogli da se inkorporiraju i ostali proteini kao Sto su faktori rasta,
interferoni, insulin itd.

U ovim istrazivanjima radeno je procesiranje submikronskih sfera PLLA i PDLLA sa Sto
uniformnijom raspodelom veli¢ina u kojima je efikasno inkapsuliran protein (BSA i HRP). Ispitivani su

razliCiti parametri procesa sa ciliem optimizacije razradene metode dobijanja.
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3.1.1 Eksperimentalni postupak

Mikrosfere su dobijene na sledec¢i nacin: 40 mg komercijalnih granula PLLA ili PDLLA je
rastvoreno u hloroformu i vrSena je precipitacija dobijenog rastvora u etanolu ili metanolu. Ova
disperzija je ukapavana u 20-30 ml vodenog rastvora PVA koncentracije 0.5-5 wt % uz neprestano
meSanje pomocéu magnetne mesalice na 1200 rpm. Rezultuju¢a smeSa je zatim meSana na 10 000-
21 000 rpm pomocu homogenizatora (Ultra-Turrax T25, IKA, Nemacka). Rastvor je, zatim,
centrifugiran dva sata na 4000 rpm (CENTRIKA, Ependorf), supernatant uklonjen, a mikrocestice su
ostavljene da se suse nekoliko dana u vakuum su3nici na sobnoj temperaturi. Sematski prikaz ove
procedure ja dat na slici 3.1.

Mikrosfere kompozita PDLLA i proteina (BSA ili HRP) su dobijene istom metodom. Protein
je neposredno pre inkorporiranja rastvoren u vodi i postepeno dodat u rastvor polimera. Ostali koraci
su identi¢ni koracima u postupku dobijanja polimernih sfera bez aktivne supstance.

Promenljivi parametri procesa su: ko-rastvarat (metanol ili etanol), koncentracije
surfaktanta, odnos hloroform-voda kao i brzina i vreme homogenizacije. Uloga ko-rastvaraa je da
asistira u formiranju homogene disperzije sastavljene od vodenog rastvora proteina i polimera
rastvorenog u hloroformu. Na povrSini, ko-rastvarac koji ne poseduje nikakav afinitet prema polimeru
prvi difunduje iz polimernih kvazi-emulzionih kapljica. Hloroform sa velikim afinitetom prema
polimeru difunduje kasnije iz smanjenih kapljica i, u isto vreme, pocinje precipitacija polimera na
povrsini. Ova dva koraka u difuzionom procesu, koji posebno zavise od svojstava rastvaraa i
interakcija izmedu rastvaraCa i polimera, imaju bithu ulogu u uspeSnom formiranju mikrosfera. U
samom procesu surfaktant (PVA) ima ulogu hemijske barijere koja Stiti kompozitne Cestice od
aglomeracije [43]. Medu promenljivim parametrima procesa, brzina i vreme homogenizacije su bili
bitni faktori koji utiCu na dobijanje malih i uniformnih mikro¢estica. Takode, brzina homogenizacije
dosta uti¢e na efikasnost inkapsulacije aktivnhe supstance. Sa ciljem ispitivanja uticaja koncentracije
PVA na svojstva mikroCestica, pripremljene su pojedine serije sa vodenom fazom koja sadrZi
razli¢ite koncentracije PVA. Koncentracija PVA u vodenoj fazi predstavlja klju¢ni faktor u formiranju

pravilnih mikrosfera sa glatkim povrSinama. Svi parametri procesa su havedeni u tabelama 3.1-3.4.
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Protein (BSA ili HRP)

+
H,O
ukapavanje na
magnetnoj
PLLA, PDLLA mesalici na Ko-rastvarag

+ 1000 rpm - CH3OH

rastvara¢ (CHCl,) " C,HsOH
(oko 2h)
> mesanje

ukapavanje na magnetnoj
meSalici na 1200 rpm

dispergovanje/emulzifikacija u
kontinualnoj fazi (0.5-5% rastvor PVA)

homogenizacija,
1-10 min, 10000-25000 rpm

centrifugiranje 2h, 4000 rpm

A 4

mikrosfere

Slika 3.1 Sematski prikaz procesa dobijanja mikrosfera PLLA i PDLLA bez i sa proteinom (BSA i HRP)
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Tabela 3.1 Parametri procesa za precipitacionu metodu dobijanja mikrosfera PLLA

Serija Ko-rastvaraé Hloroform Ko-rastvaraé PVA, % wiv Odnos
No. (ml) (ml) hloroform/voda
1. MeOH 1.5 3 0.5 1:20
2. MeOH 1.5 3 1 1:20
3. EtOH 1.5 3 0.5 1:20
4. EtOH 1.5 3 1 1:20
Tabela 3.2 Parametri procesa za precipitacionu metodu dobijanja mikrosfera PDLLA
Serija Ko- Hloroform Ko- PVA (1.0% Brzina Odnos
No. rastvara¢ (ml) rastvaraé viw), (ml) | homogenizacije | hloroform/voda
(ml) (rpm)
1. EtOH 1.5 3 30 1 min, 10 000 1:20
2. EtOH 1.5 3 30 1 min, 21 000 1:20
3. EtOH 15 3 20 10 min, 10 000 1:13.33
4. EtOH 15 3 20 10 min, 21 000 1:13.33
5. MeOH 1.5 3 20 1 min, 10 000 1:13.33
6. MeOH 1.5 3 20 1 min, 21 000 1:13.33
7. MeOH 15 25 20 10 min, 10 000 1:13.33
8. MeOH 15 25 20 10 min, 21 000 1:13.33
9. MeOH 6x1.5 6x3.5 20 - 1:2.22
10. MeOH 6x1.5 6x3.5 20° - 1:2.22
Tabela 3.3 Parametri procesa za precipitacionu metodu dobijanja kompozitnih mikrosfera
PDLLA+BSA
Serija Protein u Ko-rastvara¢ PVA Brzina Odnos
No. 1 mlH,0O homogenizacije | hlorofom/voda
(rpm)
1. 4 mg BSA EtOH 30 ml 1% wiv 10 min, 21 000 1:20
2. 4 mg BSA EtOH 20 ml 5% wiv 10 min, 21 000 1:13.33
3. 4 mg BSA MeOH 20 ml 5% wiv 10 min, 21 000 1:13.33
4, EtOH 30 ml 1% wiv 10 min, 21 000 1:20
+ 4 mg BSA
Tabela 3.4 Parametri procesa za precipitacionu metodu dobijanja kompozitnih mikrosfera
PDLLA+HRP
Serija Protein u Ko-rastvaraé PVA Brzina Odnos
No. 1 ml H,O homogenizacije | hlorofom/voda
(rpm)
1. 2 mg HRP EtOH 30ml 1% w/v | 10 min, 21 000 1:20
2. 2 mg HRP (rastvaracé 30ml 1% w/v | 10 min, 21 000 1:20
toluol) EtOH
3. 2 mg HRP MeOH 20 ml 5% w/v | 10 min, 21 000 1:13.33
4, 2 mg HRP EtOH 20 ml 5% w/v | 10 min, 21 000 1:13.33
°5, 2 mg HRP EtOH 20 ml 5% w/v | 10 min, 21 000 1:13.33

8 (5.0% wiv PVA)

°Eksperiment 5. je raden pod istim uslovima kao eksperiment 4., sa razlikom $to je u eksperimentu 5.
ukapavanje disperzije u rastvor PVA vrSeno uz koriS¢enje homogenizatora (nije koris¢ena magnetna mesalica)
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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
biolodkih makromolekula. Cestica se kre¢e u krugu polupreénika r ugaonom brzinom w pod uticajem
centrifugalnog polja w?r. Centrifugalna sila F., koja deluje na ovu &esticu jednaka je proizvodu
efektivne mase Cestice m i centrifugalnog polja: Fc=mw2r:m(1-kp)w2r. Efektivna masa je manja od
stvarne mase jer istisnuta tec¢nost stvara suprotnu silu. Faktor uzgona je jednak (1-kp), gde je k
parcijalni volumen &estice, a p gustina teénosti u kojoj se &estica nalazi. Cestica se u polju kre¢e
konstantnom brzinom v, koja je proporcionalna centrifugalnoj sili, pri ¢emu je f koeficijent trenja
Cestice: v=F./f. Brzina taloZenja, tj. brzina sedimentacije ¢estica zavisi od nekoliko faktora: a) mase
Cestice-teZe Cestice se uvek taloZe brZze nego lak3e Cestice istog oblika i gustine, b) oblika Cestice-
koeficijent trenja kompaktne Cestice je manji od koeficijenta trenja izduZzene Cestice iste mase, c)
gustine Cestice-gusée Cestice se kreéu mnogo brZze od €estica manje gustine i d) gustine rastvora u
kojem se Cestice nalaze-Cestica tone kada je kp<1, pluta kada je kp>1 i ne pomera se kada je kp=1.

Na slici 3.2 prikazan je uticaj centrifugalne sile na sferi¢nu Eesticu [1].

Slika 3.2 Uticaj centrifugalne sile
na formiranje sferne cestice/1/

3.2.2 Rendgenostrukturna analiza

Za identifikaciju faza prahova polimera PLLA i PDLLA koriS¢ena je rendgenostrukturna
analiza praha. 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. Dijagrami
pokazuju intenzitet u zavisnosti od ugla (26), a vrednosti za meduravanska rastojanja se mogu
izraCunati iz Braggove jednacine (nA=2dsin®).

Mehanicke osobine i hemijska stabilnost polimera dosta zavise od kristalne strukture i

morfologije [111, 112]. U naSim eksperimentima, fazna analiza prahova PLLA i PDLLA je izvrSena
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rendgenskom difrakcijom (XRD). XRD merenja su izvrSena pomocéu X-ray difraktometra za prah
(Bruker D8 Advance). XRD eksperimenti su izvedeni u simetrichom refleksionom modu sa Cu Ka
radijacijom (1.5418 A) pomoc¢u gradijenta iskrivlienog Goébel ogledala sa viSeslojnom optikom.
Opseg 26 je od 10°-30° sa korakom od 0.05° i vremenom merenja od 6 s po koraku. Difraktogram
praha PDLLA koiji je koriS¢en u naSim eksperimentima je prikazan na slici 3.3. Sa difraktograma se
moze videti da je PDLLA amorfan polimer sa najistaknutijim pikom na 15°. Na slici 3.4 je dat

uporedni prikaz difraktograma semi-kristalnog PLLA [11] i amorfnog PDLLA [11].
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Slika 3.4 Uporedni prikaz difraktograma prahova PLLA i PDLLA
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3.2.3 Infracrvena spektroskopija

Infracrveni (IR) spektri sadrze informacije o vibracijama atoma u molekulu. Svaki molekul
poseduje specifi¢an spektar IR oblasti i primenom IR spektroskopije moze se izvrSiti identifikacija
jedinjenja (deo od 4000 do 600 cm™ se naziva oblast otisaka prstiju za hemijska jedinjenja). Ova
metoda moze da se koristi i za kvantitativnu i za kvalitativnu analizu. Vibracioni spektri sadrze
podatke o strukturi molekula (kristala), globalnoj geometriji i detalje o nacinu vezivanja atoma u
molekulu. Na osnovu vibracionih spektara se mogu dobiti podaci o mehanizmu odvijanja procesa,
faznim transformacijama, dinamici protona i protonskih vrsta u razliitim materijalima,
termodinamickim veli¢inama itd [1]. Analiziranje uzoraka prahova PDLLA radeno je infracrvenom
spektroskopijom pomocu uredaja Perkin-Elmer 983G Infracrvenog spektrofotometra, koriS¢enjem
KBr tehnike (fino spradeni KBr i fino spradeni uzorak), u intervalu od 250-4000 cm™. U na$im
eksperimentima, metoda infracrvene spektroskopije koriS¢ena je za kvalitativhu analizu prahova
polimera PDLLA. Identifikacijom faza koriS¢enjem IR dijagrama (poglavlje 4.2.1 slika 4.11) moZe se
ustanoviti prisustvo karakteristi¢nih traka polimera PDLLA [36, 67]. U tabeli 3.5 su prikazani IR
spektri prahova PDLLA koji su dobijeni sa metanolom kao ko-rastvaracem. ldentifikacija traka koje
se mogu primetiti u IR spektru praha PDLLA dobijenim sa metanolom kao ko-rastvaracem (poglavlje

4.2.1 slika 4.11), je sumarno predstavljena u tabeli 3.5 [112].

Tabela 3.5 IR spektri prahova PDLLA dobijenih sa metanolom kao ko-rastvaraem

Grupa Traka na talasnom broju, cm™
CH veza 2998, 2941, 2867, 2848
C=0 veza 1751
CH veza CH; grupe 1461, 1381, 1361
C-O veza 1271, 1191, 1082, 1132, 1042
CH veza 953, 862, 753
OH grupa molekula vode 3500

3.2.4 Diferencijalna skanirajuéa 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.
Metoda DSC je odgovaraju¢a za kvantitativna odredivanja promene entalpije. Kada u uzorku po¢ne
proces pra¢en promenom entalpije pojavljuje se temperaturska razlika izmedu uzorka i etalona koja
izaziva pojavu EMS izmedu dva izvoda od hromela. Zaostajanje temperature uzorka u odnosu na
etalon (zbog endotermnog procesa) pojacava fluks toplote ka uzorku, a prednjacenje (zbog
egzotermnog procesa) ga smanjuje. Temperaturska razlika izmedu uzorka i etalona prikazuje se sa

jedinicama toplotnog fluksa dQ/dT u funkciji temperature. Promene toplotnog kapaciteta u toku

48




lvana Jovanovi¢ Magistarska teza

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 odgovarajucoj
promeni entalpije [1]. DSC merenja prahova PDLLA izvrSena su na Perkin Elmer Model DSC-2
diferencijalnom skaniraju¢em kalorimetru opremljenim sa sistemom za dobijanje podataka. Toplotni
kapacitet je meren u mcal/s (koje su kasnije pretvorene u J/s (1mcal=0.0041398 J)), a temperatura
je merena u °C. Opseg temperature u kome je vrSeno merenje je iznosio 20°C-140°C. Brzina
grejanja je iznosila 10°C/min. Na slici 3.5 prikazani su DSC dijagrami prahova PDLLA [111] koji su
dobijeni sa metanolom ili etanolom kao ko-rastvaratem. Kada se kao ko-rastvarac koristi etanol,
dobija se difraktogram sa ostrijim pikom, tj. ve¢om kristalinicnoS¢u. U slu¢aju metanola kao ko-

rastvaraca, difraktogram pokazuje Siri pik, tj. manju kristalini¢nost.

— PDLLA+EtOH
—— PDLLA+MeOH

dh/dt, (J/gs)
w
1

T T T T T T T T
20 40 60 80 100 120 140

Slika 3.5 DSC dijagrami prahova PDLLA dobijenih sa metanolom ili etanolom kao ko-rastvaracem

3.2.5 Elektroforeza- Natrijum dodecilsulfat poliakrilamid gel
elektroforeza (SDS PAGE)

Elektroforeza je kretanje jona u elektricnom polju. Pokretljivost obezbeduje pufer, a nosac
moze da bude te€nost (slobodna elektroforeza) ili neki &vrsti nosa€ (zonska elektroforeza). Na
¢vrstim nosacima, pokretljivost je definisana kako odnosom naelektrisanje/masa, tako i razlicitim
stepenom hidratacije razli¢itih jona, razli€itim interakcijama proteina i matriksa i sl. Elektroforeza se
danas Kkoristi pre svega za proveravanje homogenosti proteina (SDS PAGE i IEF) ili za odredivanje
molekulskih masa (SDS PAGE) ili za odredivanje pl vrednosti proteina (IEF) [113].

Natrijum dodecilsulfat (SDS) CH3(CH,);0CH,OSO3Na je anjonski deterdZent koji efikasno
denaturiSe proteine, ruseéi njihovu trodimenzionalnu strukturu. Molekuli SDS-a se vezuju za
subjedinice proteina svojim hidrofobnim repom. Negativno naelektrisanje SDS-a uslovljava njihovo
medusobno odbijanje, tako da se protein relativno lako odvija, odnosno denaturiSe. U proseku se na

svake dve aminokiseline vezuje priblizno jedan molekul SDS-a. Vezivanje SDS-a uslovljava
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razdvajanje proteina od ostalih agregata ili od lipida. Kovalentne S-S veze izmedu razli€itih lanaca
se kidaju dodatkom redukcionog sredstva (3-merkaptoetanola ili ditiotreitola).

U toku elektroforeze, smeSa ovih kompleksa se kreée kroz poliakrilamidni gel. Svi proteini
su pokriveni molekulima SDS-a, tako da su svi jako negativno naelektrisani, zbog ¢ega se svi
"kompleksi" kreéu ka pozitivnoj elektrodi. Manji molekuli se krecu brze (maniji otpor sredine) kroz gel
i, za isto vreme, predu duZzi put od veéih molekula. Na kraju elektroforeze proteini su razdvojeni u
diskretne trake po opadaju¢oj masi (veli¢ini molekula), od mesta nanoSenja do kraja gela.
Pokretljivost se izrazava preko R vrednosti.

Bojenjem organskim bojama ili srebrom omogucava se da se po pojedinacnoj traci proteina
detektuje od 0.5 pg do 0.5 ng proteina. Lakoéa rada, efikasnost i osetljivost ¢ine ovu metodu

najosetljivijom i najéesc¢e koriS¢enom u analizi sloZenih proteinskih smesa.

3.2.6 Skenirajuéa elektronska mikroskopija

Veli¢ina i oblik &estica prahova PLLA i PDLLA (bez i sa inkorporiranim proteinom)
odredivani su skeniraju¢om elektronskom mikroskopijom. Elektronski mikroskop sluzi za dobijanje
uvecéane slike objekta difrakcijom visoko energetskih elektrona, a istovremeno predstavlja metodu
koja se Kkoristi za ispitivanje topografije povrSina ¢&vrstih, neisparljivih materijala, direktnim
posmatranjem ili proucavanjem fotografski snimljenih objekata. Uzorci za SEM moraju biti
neisparljivi, da bi se unutar mikroskopa mogao odrzati visoki vakuum. Uzorci moraju biti
elektroprovodni, jer se uzorci koji nemaju provodljivost sa upadnim snopom elektrona staticki
naelektriSu, zbog cega elektronski snop "bezi" sa mesta koje se posmatra, $to onemogucuje
posmatranje. Za karakterizaciju uzoraka PLLA i PDLLA (bez i sa inkorporiranim proteinom) koriséen
je elektronski mikroskop marke JEOL-JSM-6460LV (Japan), sa energijom elektrona od 10 do 50
KeV-a. Uzorci su naparavani zlatom pomocu uredaja za naparavanje 3AL-TEC SCDO005, pomocu
struje od 30 mA sa udaljenosti od 50 mm tokom 180 s. Karakteristicha SEM fotografija mikrosfera
PDLLA bez inkorporiranog proteina je prikazana na slici 3.6. Sa SEM fotografija prahova PLLA i

PDLLA (bez i sa inkorporiranim proteinom) odredivane su povrSinska morfologija i veliina Cestica.

T\

Slika 3.6 SEM fotografija praha PDLLA bez proteina
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3.2.7 StereoloSka analiza

Slike dobijene skenirajucom elektronskom mikroskopijom koriS¢éene su za odredivanje
distribucije veliina Cestica, kao i ostalih parametara koji odreduju veli€inu i oblik ¢estice, metodom
merenja povrsina koriSéenjem poluautomatskog analizatora slike (semi-automatic image analyzer
Leica Q500 MC sa Qwin softverom). Merena je povrSina projekcije preseka ¢estice po maksimalnom
prec¢niku. Sa SEM fotografija analizirane su Cestice (200 do 300 Cestica po fotografiji), a zatim su
odredivani parametri koji karakteriSu veli€inu (popre¢ni presek-A,, obim-L,, maksimalni dijametar
Cestice-Dyax, feret x-projekcija estice na x osu i feret y-projekcija Cestice na y osu), oblik Cestica
(faktor oblika-f.) i izveden je odnos obima i povrSine (Lp/As) koji ukazuje na uniformnost Cestica.
Grafi¢ki prikaz pojedinih stereoloSkih parametara je dat na slici 3.7. Za sve izmerene parametre

odredene su minimalna, maksimalna i srednja vrednost.

feret x

povrdina K

P
a) b) c) ferety

d) e)

form factar

Slika 3.7 Graficki prikaz pojedinih stereolo3kih parametara: a) povrsina ekvatorijalnog preseka, b) obim, ¢)
feret x i feret y, d) maksimalni dijametar cestice, €) faktor oblika /17

3.2.8 UV-VIS spektrofotometrija

Za kvantitativnu analizu uzoraka u kojima je inkorporiran protein HRP koriSéena je
spektrofotometrijska metoda. Na osnovu rezultata dobijenih indirektnom metodom, merenjem
koncentracije HRP u supernatantu, odredena je efikasnost inkapsulacije. Sva hemijska jedinjenja
apsorbuju energiju ili svetlost u najmanje jednoj oblasti spektra elektromagnetnog zracenja. Energija
na kojoj se apsorpcija deSava zavisi od dostupnih elektronskih, vibracionih ili rotacionih nivoa
energije u molekulu. Kada apsorpcija poti¢e od spektra u UV-VIS oblasti, prelaz se deSava izmedu
energetskih nivoa elektrona u molekulu. UV-VIS spektrofotometrija je fizickohemijska metoda koja
se Kkoristi za kvalitativnu ili kvantitativnu analizu uzoraka, odredivanje kinetike kao i za odredivanje
optiCkih svojstava materijala. Kvalitativha analiza podrazumeva identifikaciju Ciste komponente,
detektovanje prisustva ili odsustva pojedina¢nih molekula u rastvoru ili identifikaciju pojedinacnih
funkcionalnih grupa (kao Sto su karbonilna, aromati¢na ili nitro), aktivnih u UV-VIS oblasti (200-400
nm ili 400-800 nm). Kvantitativna analiza podrazumeva odredivanje koli¢ine (koncentracije)
molekula u rastvoru. Metode koje se koriste za kvantitativhu analizu su bazirane na pretpostavci
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Lamber-Beerovog zakona a dalja kategorizacija je izvrSena u zavisnhosti od toga da li je u pitanju
analiza jedne ili viSe komponenti [1]. Analiza Ciste komponente (proteina HRP) se bazira na
pravljenju kalibracione krive koja se moZe dobiti merenjem apsorbanci standardnih uzoraka poznatih
koncentracija proteina HRP (slika 3.8, koncentracije ci-C;g su koncentracije HRP poredane po
opadajucoj vrednosti koje su koriS¢ene za pravljenje kalibracione krive). Na osnovu izmerene
vrednosti apsorbance poznatog uzorka (PDLLA u kojem je inkorporiran protein HRP) iz kalibracione
krive odredena je koncentracija HRP. Na osnovu vrednosti koncentracije HRP u supernatantu

izraCunata je efikasnost inkapsulacije proteina HRP u polimeru PDLLA.
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Slika 3.8 Apsorpcioni spektri razlicitih koncentracija vodenog rastvora HRP

U naSim eksperimentima merenja koncentracije vodenog rastvora HRP, kao i odredivanje
efikasnosti inkapsulacije HRP u polimeru PDLLA, radena su u vidljivoj oblasti koris¢enjem GBC UV-
Visible Cintra 101 spektrofotometra u intervalu od 300-600 nm, brzinom 100 nm/min i korakom
0.427 nm.
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4. Rezultati
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4.1 Rezultati praha poli-L-laktid, PLLA
4.1.1 Rezultati rendgenske analize praha PLLA

Mehanicke osobine i hemijska stabilnost kristalnih polimera dosta zavise od kristalne
strukture, kristalini€nosti i morfologije [111, 112]. U naSim eksperimentima, fazna analiza praha
PLLA je izvrSena randgenskom difrakcijom (XRD). XRD merenja takode daju informaciju o kristalnoj
strukturi i kristalini¢nosti, a u ovom radu su izvedena da bi se razjasnilo ponaSanje semi-kristalnog
polimera i identifikovale faze praha PLLA. XRD merenja su izvrSena pomoc¢u XRD difraktometra za
prah (Bruker D8 Advance).
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Slika 4.1 Difraktogram praha PLLA

Na slici 4.1 prikazan je XRD dijagram praha PLLA. Na difraktogramu se mogu zapaziti
znacajniji pikovi na 2 6 = 14.9°, 16.8°, 19.1° i 22.3° koji se poklapaju sa pikovima karakteristicnim za
homopolimer PLA na 15°, 16°, 18.5° i 22.5° [81, 111]. Na osnovu rezultata dobijenih rendgenskom
difrakcijom moZe se zakljuCiti da proces dobijanja mikrosfera PLLA nije uticao na karakteristike
polimera, tj. nije doSlo do promene faza Sto se moze zapaziti na difraktogramu praha PLLA [111,
114].

4.1.2 Rezultati skenirajuée elektronske mikroskopije (SEM) praha
PLLA

PovrSinska morfologija i veliina €estica dobijenih prahova PLLA su ispitane skeniraju¢om
elektronskom mikroskopijom (SEM). Za morfoloSku analizu prahova PLLA koriséen je elektronski
mikroskop marke JEOL-JSM-6460LV (Japan), sa energijom elektrona od 10 do 50 KeV-a. Pri
procesiranju mikrosfera PLLA kao rastvarac koriscen je hloroform, a kao ko-rastvaraci koriSéeni su

metanol ili etanol. Takode su koriS¢ene razliCite koncentracije PVA. Karakteristicne SEM fotografije
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mikrosfera PLLA pripremljenih sa hloroformom kao rastvara¢em, etanolom ili metanolom kao ko-
rastvaracima i razlicitim koncentracijama PVA su prikazane na slikama 4.2-4.5. Slike 4.2 i 4.3
predstavljaju serije sa metanolom i koncentracijama PVA od 0.5% i 1%, respektivno. Slike 4.4 i 4.5
predstavljaju serije sa etanolom i koncentracijama PVA od 0.5% i 1%, respektivno. Veli¢ina bara u
svim serijama je 10 uym (slike sa leve strane). Svi eksperimentalni uslovi su navedeni u tabeli 3.1.

Sa SEM fotografija se moZe videti da su u svim serijama dobijene sferne Cestice. U prvoj
seriji su dobijene vece i nepravilne Cestice sa Sirom raspodelom veli¢ina. Oblik Cestica je
najnepravilniji u poredenju sa Cesticama iz ostalih serija. U drugoj seriji su dobijene pravilne, sferne
estice. Cestice druge serije zadovoljavaju uslov idealne sferignosti, ali ne i uniformnosti. Dobijene
estice imaju Siroku raspodelu veligina. Cestice druge serije su manje od &estica dobijenih u prvoj
seriji. Cestice treée i &etvrte serije su drastiéno manije i uniformnije, ali su delimiéno aglomerisane. U
Cetvrtoj seriji su dobijene najoptimalnije Cestice, Cestice su najmanje i najuniformnije. U svim

serijama je zadovoljen uslov potrebne sferi¢nosti, ali uniformnost nije u potpunosti zadovoljena.

Slika 4.3 SEM fotografije praha druge serije
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Slika 4.5 SEM fotografije praha cetvrte serije

4.1.3 Rezultati stereoloSke analize (Metoda analize povrSinske
projekcije)

Primenom metode stereoloSke analize Cestica dobijenih u sve Cetiri serije, odredeni su
parametri koji karakteriSu veli€¢inu cestica (poprecni presek-A,, obim-Lp. maksimalni dijametar
Cestice Dnax, feret X i feret Y) i parametar koji karakteriSe oblik ¢estica (faktor oblika-f ). Na osnovu
odredenih parametara izvedena je veli¢ina koja predstavlja odnos obima i povrSine (Lp/Aa) koja
ukazuje na uniformnost Cestica. Sa tipicne SEM fotografije izabrano je oko 200-300 cCestica i
izmereni su ovi parametri. Na osnovu izmerenih vrednosti napravljeni su dijagrami kumulativne i
relativne zavisnosti ovih veli€ina (slike 4.6-4.9) i odredene su minimalne, maksimalne i srednje
vrednosti svih veli¢ina (tabela 5.1).

Na osnovu stereoloSkih merenja moze se videti da su Cestice dobijene u prvoj i drugoj seriji
velike. 1z rezultata dobijenih stereoloSkim merenjima Cestica prve serije, koji su prikazani na slici 4.6,
vidi se da su dobijene najvece Cestice. Srednja vrednost D, prve serije je 22.38 um (slika 4.6b).
Srednja vrednost faktora oblika &estica prve serije iznosi 0.81 (slika 4.6e). Cestice dobijene u drugoj
seriji su manje od Cestica u prvoj seriji, i pravilnijeg oblika. Srednja vrednost Dy, druge serije iznosi
10.94 um (slika 4.7b). Srednja vrednost faktora oblika iznosi 0.86 (slika 4.7e). Cestice dobijene u
tre¢oj i Cetvrtoj seriji su manje i uniformnije od Cestica dobijenih u prvoj i drugoj seriji. Srednja
vrednost Dy, Cestica trece serije iznosi 6.69 pm (slika 4.8b). Srednja vrednost Dy, Cestica Cetvrte
serije iznosi 4.93 pym (slika 4.9b). Srednje vrednosti faktora oblika trece i etvrte serije su 0.801 0.82,
respektivno (slika 4.8e i slika 4.9¢) (tabela 5.1).
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Slika 4.6 Rezultati stereoloSkih merenja cestica praha PLLA prve serije: a) obim-Lp b) maksimalni precnik
cestice-Dpy C) feret X, d) feret Y, e) faktor oblika-f,, f) odnos Lp/Aa
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Slika 4.7 Rezultati stereoloskih merenja cestica praha PLLA druge serije a) poprechi presek-Aa, b)
maksimalni precnik cestice-Dpax, C) feret X, d) feret Y, e) faktor oblika-f,, f) odnos Lp/Axa
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Slika 4.8 Rezultati stereoloskih merenja cestica praha PLLA trece serije a) obim Lp, b) maksimalni precnik
cestice-Dmay, € ) feret X, d) feret Y, e) faktor oblika-f_ ) odnos Lp/Aa
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Slika 4.9 Rezultati stereoloskih merenja cestica praha PLLA cetvrte serije a) obim Lp, b) maksimalni precnik
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4.2 Rezultati praha poli-D,L-laktid, PDLLA
4.2.1 Rezultati infracrvene spektroskopije praha PDLLA

Za kvalitativnu analizu prahova PDLLA, Kkoji su dobijeni sa polivinil alkoholom kao
stabilizatorom i razli€itim ko-rastvara¢ima (metanolom i etanolom), koriS¢ena je metoda infracrvene
spektroskopije. Slika 4.10 predstavlja IR spektar praha PDLLA dobijenog sa etanolom kao ko-
rastvaratem, a slika 4.11 predstavlja IR spektar praha PDLLA dobijenog sa metanolom kao ko-
rastvaracem. Identifikacijom faza koriSéenjem IR spektara praha PDLLA dobijenog sa etanolom kao
ko-rastvaracem (slika 4.10) moZe se ustanoviti prisustvo karakteristiCnih traka PDLLA na sledeéim
talasnim brojevima [67]: 2998 cm™, 2941 cm™, 2867 cm™, 2848 cm™ (koje pripadaju CH vezi), 1751
cm™ (C=0 veza), 1461 cm™, 1381 cm™, 1361 cm™(CH veza CHs grupe), 1271 cm™, 1191 cm™, 1082
cm™, 1132 cm™, 1042 cm™ (C-O veza), 953 cm™, 862 cm™, 753 cm™ (CH veza), a $iroka traka na

talasnom broju 3500 cm™ poti¢e od OH grupe molekula vode [112].
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Slika 4.10 IR spektar praha PDLLA, kao ko-rastvarac je koriScéen etanol
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Slika 4.11 IR spektar praha PDLLA, kao ko-rastvarac je koriséen metanol

Identifikacijom faza koris¢enjem IR spektara praha PDLLA dobijenog sa metanolom kao ko-
rastvaraCem (slika 4.11) moZe se ustanoviti prisustvo karakteristiCnih traka PDLLA na sledeéim
talasnim brojevima [67]: 2998 cm™, 2950 cm™, 2878 cm™, 2848 cm™ (koje pripadaju CH vezi), 1760
cm™ (C=0 veza), 1461 cm™, 1385 cm™, 1361 cm™(CH veza CHs grupe), 1270 cm™, 1193 cm™, 1087
cm™, 1132 cm™, 1042 cm™ (C-O veza), 951 cm™, 865 cm™, 750 cm™ (CH veza), a $iroka traka na
talasnom broju 3500 cm™ poti¢e od OH grupe molekula vode [112].

Spektri PDLLA dobijeni koriS¢enjem razli€itih ko-rastvaraca ne pokazuju znacajnije razlike i
karakteristiCne trake ne odstupaju od traka karakteristicnih za PDLLA. Na osnovu dobijenih rezultata
moZze se primetiti da se tokom procesiranja mikrosfera PDLLA karakteristike polaznog sistema nisu

izmenile [114].

4.2.2 Rezultati diferencijalne skanirajuée kalorimetrije praha
PDLLA

PDLLA je amorfan polimer sa temperaturom staklastog prelaza (T4) u opsegu oko 50-60°C.
Polimeri koji su izgradeni od mle¢nih kiselina imaju Ty iznad temperature tela, predstavljaju krute
sisteme sa malom elastiénoSéu i vrlo su krti na sobnoj temperaturi [119]. Diferencijalna skaniraju¢a
kalorimetrija (DSC) je jedna od metoda koja je koriS¢ena za karakterizaciju praha poli(DL-laktida)

dobijenog sa polivinil alkoholom kao stabilizatorom i metanolom ili etanolom kao ko-rastvaracem.
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Merenja su radena u temperaturnom opsegu od 20°C do 140°C sa brzinom grejanja od 10°C u
minuti.

Na slici 4.12 prikazane su DSC krive prahova PDLLA koji su dobijeni koriS¢enjem razliitih
ko-rastvaraca, metanola ili etanola, respektivno. Na DSC krivama se moze uoditi samo pik
staklastog prelaza jer je polimer PDLLA amorfan [11, 59, 116]. DSC dijagrami prahova PDLLA
dobijenih sa razli¢itim ko-rastvaraima ne pokazuju znacajnije razlike. Prah dobijen sa metanolom
kao ko-rastvara¢em ima Siri pik ostakljivanja na temperaturi od 53.20°C, Sto pokazuje da je polimer
manje kristaliniCan. Ovaj rezultat bi mogao da ukazuje na to da se sa metanolom kao ko-
rastvaraem smanjuje kristaliniénost i na taj na¢in se moze skratiti period degradacije [33]. Prah
dobijen sa etanolom kao ko-rastvaracem ima oStriji pik ostakljivanja na temperaturi od 52.27°C, tj.

polimer je viSe kristalini¢an.

22
2 34 korastvaraé  MeOH
g 41
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© -5 B - -
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J I % I i I " I L] I L 1
020 40 60 80 100 120 140
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o '4j
-5
1 52.27
-6 1 ) I % T i I % T L I L I
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Slika 4.12 DSC dijagram prahova PDLLA koji su dobijeni sa metanolom ili etanolom kao ko-rastvaracem

4.2.3 Rezultati skenirajuée elektronske mikroskopije praha PDLLA

Veli¢ina i oblik ¢estica prahova PDLLA su ispitivani i analizirani pomo¢éu SEM-a. SEM
fotografije mikrosfera PDLLA pripremljenih sa polivinil alkoholom kao stabilizatorom, sa etanolom ili
metanolom kao ko-rastvaraCima i razli€itim vremenima i brzinama homogenizacije su prikazane na
slikama 4.13-4.20. Slike 4.13-4.16 predstavljaju serije Cestica koje su dobijene sa 1% PVA,
etanolom i brzinama homogenizacije 1 min 10 000 rpm, 1 min 21 000 rpm, 10 min 10 000 rpm i 10
min 21 000 rpm, respektivno. Slike 4.17-4.20 predstavljaju serije ¢estica koje su dobijene sa 1%

PVA, metanolom i brzinama homogenizacije 1 min 10 000 rpm, 1 min 21 000 rpm, 10 min 10 000
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rpm i 10 min 21 000 rpm, respektivno; slike 4.21 i 4.22 predstavljaju serije koje su pripremljene bez
koraka homogenizacije sa 1% w/v i 5% w/v PVA, respektivno. Svi eksperimentalni uslovi su detaljno
opisani u tabeli 3.2. Veli¢ina bara je 10 ym u serijama 1, 3, 5, 7 i 9 (slike sa leve strane), a 5 ym u
serijama 2, 4, 6, 8 i 10 (slike sa leve strane). Sve serije su obelezene kao Sto je prikazano u tabeli
3.2.

Sa SEM fotografija se moze videti da su sve Cestice sferne sa glatkim povrSinama. Srednji
precnik mikrosfera dobijenih precipitacionom metodom je manji sa metanolom (slike 4.17-4.22) nego
sa etanolom (slike 4.13-4.16). Ovakve karakteristike se mogu pripisati vec¢oj rastvorljivosti PDLLA u
metanolu, koji izaziva brze formiranje mikroCestica [117]. Najmanje sferne Cestice su dobijene u
seriji 8 (slika 4.16) sa metanolom kao ko-rastvaratem i homogenizacijom 10 min na 21 000 rpm. U

svim serijama je zadovoljen uslov idealne sferi¢nosti.

Slika 4.14 SEM fotografije praha 2. serije
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Slika 4.16 SEM fotografije praha 4. serije

]

( -
OAtu.CnS (’f
\ g

Slika 4.17 SEM fotografije praha 5. serije
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(%15 @88 5 16mm

Univ. NS

Slika 4.20 SEM fotografije praha 8. serije
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Slika 4.22 SEM fotografije praha 10. serije
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4.2.4 Rezultati stereoloskih merenja €estica praha PDLLA

Sa tipicne SEM fotografije PDLLA koja sadrzi u proseku 200-300 cCestica su odredeni
sledeci parametri: obim-Lp, poprecni presek-A,, maksimalni dijametar ¢estice-D.y, feret X, feret Y,
faktor oblika (f.) i izveden je odnos obima i povrSine Ly/Ax. Na osnovu izmerenih vrednosti uradeni
su dijagrami kumulativne i relativne zavisnosti ovih veli¢ina (slike 4.23-4.32) i odredene su
minimalne, maksimalne i srednje vrednosti svih veli€ina (tabela 5.2).

Iz rezultata dobijenih strereoloSkom analizom se moze videti da su Cestice u prvoj i petoj
seriji (slike 4.23 i 4.27) vece sa srednjim pre¢nikom 4.37 ym i 8.44 ym, respektivno (tabela 5.2).
Cestice u treéoj, ¢etvrtoj i sedmoj seriji su takode veée ali uniformnije (slike 4.25, 4.26, i 4.29).
Srednji preénik Sestica je 6.72 pym, 5.36 um i 5.48 um, respektivno (tabela 5.2). Cestice u devetoj
seriji su manje sa srednjim pre¢nikom 2.28 um, ali u ovoj seriji se mogu primetiti dve serije razli€itih
veli¢ina (slika 4.31). Najmanje Cestice su dobijene u drugoj, Sestoj, osmoj i desetoj seriji sa najuzom
raspodelom veli¢ina (slike 4.24, 4.28, 4.30 i 4.32). Srednji pre€nik u svakoj seriji je 2.01 ym, 1.58
pm, 1.25 ymi 2.46 pm, respektivno.
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Slika 4.23 Rezultati stereoloSkih merenja cestica praha PDLLA prve serije: a) obim-Lp, b) maksimalni prechik
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Slika 4.24 Rezultati stereoloSkih merenja cestica praha PDLLA druge serije: a) obim-Lp, b) maksimalni
precnik cestice-Day, C) feret X, d) feret Y, e) faktor oblika-f,, f) odnos Lp/Aa
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Slika 4.25 Rezultati stereoloSkih merenja cestica praha PDLLA trece serije: a) obim-Lp, b) maksimalni
precnik cestice-Dpay, C) feret X, d) feret Y, e) faktor oblika-f., f) odnos Le/Aa
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Slika 4.26 Rezultati stereoloSkih merenja cestica praha PDLLA cetvrte serije: a) obim-Lp, b) maksimalni
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Slika 4.27 Rezultati stereoloskih merenja cestica praha PDLLA pete serije: a) obim-Lp, b) maksimalni precnik
cestice-Dpy, C) feret X, d) feret Y, e) faktor oblika-f, f) odnos Lp/Ax
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Slika 4.29 Rezultati stereoloskih merenja cestica praha PDLLA sedme serije: a) obim-Lp, b) maksimalni
precnik cestice-Dpay, C) feret X, d) feret Y, e) faktor oblika- f, f) odnos Lp/Aa
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Slika 4.31 Rezultati stereolodkih merenja cestica praha PDLLA devete serije a) obim-Lp, b) maksimalni
precnik cestice-Dpay, C) feret X, d) feret Y, e) faktor oblika-f, f) odnos Lp/Aa
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Slika 4.32 Rezultati stereoloskih merenja cestica praha PDLLA desete serije: a) obim-Lp, b) maksimalni
precnik cestice-Dmax, c) feret X, d) feret Y, e) faktor oblika-f_ f) odnos Le/Ax
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4.3 Rezultati prahova kompozita (poli-D,L-laktid+BSA) i
(poli-D,L-laktid+HRP)

4.3.1 Rezultati skenirajuée elektronske mikroskopije (SEM) prahova
kompozita (PDLLA+BSA i PDLLA+HRP)

MorfoloSka analiza ¢estica prahova PDLLA u kojima je inkorporiran protein (BSA i HRP) je
radena koriS¢enjem skenirajuée elektronske mikroskopije. Na osnhovu skeniraju¢e elektronske
mikroskopije dobijena je slika o obliku i veli€ini estica PDLLA u kojima je inkorporiran protein (BSA i
HRP). U prve Cetiri serije, kao model protein, koriS¢en je BSA (slike 4.33-4.36), dok je u ostalim
serijama koris¢ena peroksidaza, HRP (slike 4.37-4.41). U prvoj, drugoj i Cetvrtoj seriji, prikazanim na
slikama 4.33, 4.34 i 4.36, kao ko-rastvarac je koriS¢en etanol, osim u tre¢oj seriji, prikazanoj na slici
4.35, u kojoj je kao ko-rastvara¢ koris8¢en metanol. U prvoj i Cetvrtoj seriji (slike 4.33 i 4.36) je
koris¢en 1% PVA, dok je u drugoj i tre¢oj seriji (slike 4.34 i 4.35) koris¢en 5% PVA. U serijama u
kojima je kao model protein koriS¢en HRP, prikazanim na slikama 4.37-4.41 je kao ko-rastvarac
koriS¢éen etanol, osim u trec¢oj seriji, u kojoj je kao ko-rastvara¢ koriSéen metanol. U prvoj i drugoj
seriji, prikazanim na slikama 4.37 i 4.38 koris¢en je 1% PVA, dok je u trecoj, Cetvrtoj i petoj seriji,
prikazanim na slikama 4.39-4.41 koris¢en 5% PVA. Rastvor je u svim serijama homogenizovan 10
min na 21000 rpm.

U svim serijama u kojima je kao model protein koriS¢en BSA (slike 4.33-4.36), dobijene su
sferne Cestice. U prvoj seriji su dobijene najnepravilinije ¢estice sa Sirokom raspodelom veli¢ina, dok
su u ostalim serijama dobijene pravilne sferne &estice sa uskom raspodelom veli¢ina. Cestice u
drugoj i trecoj seriji su delimiéno aglomerisane (slike 4.34 i 4.35). Sve serije su obeleZzene kao §to je
navedeno u tabeli 3.3.

U svim serijama u kojima je kao model protein koris¢en HRP (slike 4.37-4.41), dobijene su
pravilne sferne Cestice sa uskom raspodelom veli€ina. Sve &estice, osim Cestica dobijenih u drugoj
seriji (slika 4.38) imaju glatku povrSinu. Kod Cestica druge serije, u kojoj je kao rastvara¢ koriscen
toluol, moZe se primetiti prisustvo malih rupa na povrsini. Najpravilnije, priblizno uniformne sferne
Cestice su dobijene u Cetvrtoj seriji (slika 4.40). Sve serije su obeleZene kao 5to je navedeno u tabeli
3.4.
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.-.. 1S, 00

Slika 4.33 SEM fotografije serije 1 (PDLLA+BSA)

A

Slika 4.35 SEM fotografije serije 3 (PDLLA+BSA)
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Slika 4.37 SEM fotografije serije 1 (PDLLA+HRP)

Slika 4.38 SEM fotografije serije 2 (PDLLA+HRP)
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Slika 4.41 SEM fotografije serije 5 (PDLLA+HRP)
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4.3.2 Rezultati stereoloSke analize prahova kompozita (PDLLA+BSA
i PDLLA+HRP)

Sa SEM fotografija ¢estica prahova PDLLA u kojima je inkorporiran protein (BSA ili HRP)
stereoloSkom analizom su odredeni slede¢i parametri: obim-Lp, poprecni presek-A,, maksimalni
pre¢nik Cestice-Dax, feret X, feret Y, i faktor oblika (f.). Na osnovu izmerenih vrednosti napravljeni
su dijagrami kumulativne i relativne zavisnosti ovih veli€ina i odredene su minimalne, maksimalne i
srednje vrednosti svih veli€ina (tabele 5.3 i 5.4). Slike 4.42-4.45 predstavljaju serije u kojima je kao
model protein koris¢éen BSA, a slike 4.46-4.50 predstavljaju serije u kojima je kao model protein
koris¢en HRP.

Na osnovu srednjih vrednosti maksimalnog pre¢nika Cestica praha PDLLA u kojima je kao
protein inkapsuliran BSA moZe se videti da su ¢estice u prvoj i Cetvrtoj seriji, u kojima je korisSéen 1%
PVA, vecée (slike 4.42 i 4.45) sa srednjim precnikom 1.50 ym i 1.15 ym, respektivno (tabela 5.3).
Cestice u drugoj i treéoj seriji, u kojima je koridéen 5% PVA, su manje (slike 4.43 i 4.44) sa srednjim
precnikom 530 nm i 490 nm, respektivno (tabela 5.3). U svim serijama je kao ko-rastvara¢ koris¢en
etanol, osim u treéoj seriji u kojoj je kao ko-rastvara¢ koriS¢en metanol. U svim serijama su dobijene
pravilne sferne Cestice sa srednjom vrednoScu faktora oblika 0.83, 0.83, 0.82 i 0.87 (serije 1-4 tabela
5.3).

Na oshovu srednjih vrednosti maksimalnog prec¢nika &estica praha PDLLA u kojima je kao
protein inkapsuliran HRP se moZze videti da su ¢estice u prvoj i drugoj seriji, u kojima je koris¢en 1%
PVA veée (slike 4.46 i 4.47), sa srednjim preénikom 1.13 pym i 0.96 pm, respektivno. Cestice
dobijene u trec¢oj, Cetvrtoj i petoj seriji, u kojima je koris¢en 5% PVA, su manje (slike 4.48-4.50) sa
srednjim prec¢nikom 460 nm, 530 nm i 590 nm, respektivno (tabela 5.4). Srednje vrednosti faktora
oblika Cestica prve i druge serije su 0.88 i 0.81, dok su srednje vrednosti faktora oblika trece, Cetvrte
i pete serije 0.77, 0.78 1 0.81, respektivno (tabela 5.4).
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Slika 4.42 Rezultati stereoloSkih merenja cestica praha PDLLA u kojem je inkorporiran protein BSA-serija 1.
a) poprecni presek-A,, b) obim-Lp, ) feret X, d) feret Y, e) maksimalni prechik cestice-Dyy, f) faktor oblika-f,
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Slika 4.43 Rezultati stereoloSkih merenja cestica praha PDLLA u kojem je inkorporiran protein BSA-serija 2.
a) poprecni presek-A,, b) obim-Lp, ) feret X, d) feret Y, e) maksimalni prechik cestice-Dyy, f) faktor oblika-f,
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e) f)

Slika 4.44 Rezultati stereoloSkih merenja cestica praha PDLLA u kojem je inkorporiran protein BSA-serija 3.
a) poprecni presek-A,, b) obim-Lp, ) feret X, d) feret Y, e) maksimalni prechik cestice-Dyy, f) faktor oblika-f,

86



lvana Jovanovi¢ Magistarska teza

00 04 08 12 16 20 24 28 32 36 40 00 08 16 24 32 40 48 56 64 72 80
100 T I ELR S B R 100 =TT T T T o N R
[ -
/
M "
804 o 4 e a0 ! 4
2 R
I’ - -
; r o
o 604 L 60+ [ B
fre * w
£ 40+ < £ 40 [ 4
/ 3 /
3 ! /
/ (&) /
O a0 » J 204 . 4
oda oy e o Aa A ®
254 204
204
& 7 R
o 154 &
o @ 104
- =
[T 104 L
@ T
14 5 o
0+ 0
04 08 12 16 20 24 28 32 35 40 0o 08 32 40 48 56 64 T2 80
2
A, um L., um

000 016 032 048 064 080 096 112 128 144 160 000 016 032 048 064 080 096 112 128 144 160
100 . 100 o
T T T T T T I...’.Il T T T T T U TR R
-
-
’ -
S 80 / R 804 . 4
= - 39- .-.
- o -
o ) : /
80 y g o &0 I g
o w @ ;.
w [ .
£ 404 - E 404 J 4
3 .
O / =] »
20 I J O R
"
A
0 R S R TP S T T 0 o aw™
20
=
X 154 L
; o
o
10 o
i [
= o
g 2

000 016 0,32 048 064 080 096 112 128 144 160 000 016 032 048 064 080 096 112 128 144 160

Feret X, um Feret Y, um

c) d)

00 02 04 06 08 10 12 14 16 18 20 00 01 02 03 04 05 06 07 0B 08 10
100 T T T T T T T TG 100 T T T T T T T T T
- o
A -
"
< 304 ) 1 o e /
- L - "
§ « 1 g« .
— _r" = |
L " w
£ 404 4 g 404 / E
3 4 3 /
;
204 S J 204 J
d ]
I N A
154 30
25
e R
- 10+ 204
g g
154
= c "
o© 6 —_ 104
2 @
54
0 o T T T T T T
0f 02 04 06 08 10 12 16 18 20 080 01 02 03 04 05 06 07 0B 08 10
D, um Faktor oblika, f_
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Slika 4.45 Rezultati stereoloSkih merenja cestica praha PDLLA u kojem je inkorporiran protein BSA-serija 4.
a) poprecni presek-A,, b) obim-Lp, ) feret X, d) feret Y, e) maksimalni prechik cestice-Dyy, f) faktor oblika-f,
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Faktor oblika, f_

e) f)

Slika 4.46 Rezultati stereoloskih merenja cestica praha PDLLA u kojem je inkorporiran protein HRP-serija 1.
a) poprecni presek-A,, b) obim-Lp, ) feret X, d) feret Y, e) maksimalni prechik cestice-Dy, f) faktor oblika-f
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Slika 4.47 Rezultati stereoloskih merenja cestica praha PDLLA u kojem je inkorporiran protein HRP-serija 2.
a) poprecni presek-A,, b) obim-Lp, ) feret X, d) feret Y, e) maksimalni prechik cestice-Dy, f) faktor oblika-f
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Slika 4.48 Rezultati stereolokih merenja cestica praha PDLLA u kojem je inkorporiran protein HRP-serija 3.
a) poprecni presek-A,, b) obim-Lp, ¢) feret X, d) feret Y, e) maksimalni prechik cestice-Dyy, f) faktor oblika-f,
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Slika 4.49 Rezultati stereoloskih merenja cestica praha PDLLA u kojem je inkorporiran protein HRP-serija 4.
a) poprecni presek-A,, b) obim-Lp, ) feret X, d) feret Y, e) maksimalni prechik cestice-Dyy, f) faktor oblika-f,
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Slika 4.50 Rezultati stereolodkih merenja cestica praha PDLLA u kojem je inkorporiran protein HRP-serija 5.
a) poprecni presek-A,, b) obim-Lp, c) feret X, d) feret Y, e) maksimalni prechik cestice-Dy, f) faktor oblika-f,
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4.3.3 Rezultati SDS-PAGE elektroforeze prahova kompozita
(PDLLA+BSA i PDLLA+HRP)

Kvalitativna analiza kompozitnog praha sastavljanog od polimera PDLLA i proteina, BSA ili
HRP, je uradena primenom elektroforeze. Za razdvajanje i karakterizaciju proteina koriS¢ena je
tehnika jednodimenzionalne elektroforeze u poliakrilamidnom gelu u prisustvu sodium-dodecilsulfata
(SDS-PAGE) po modifikovanoj metodi Sambrook-a i sar. (1989) [118], koju je postavio Laemmli
(1970) [119].

Ova metoda se zashiva na razdvajanju proteina na osnovu njihovih molekulskih masa, gde
poliakrilamidni gel sluzi kao inertni matriks kroz Gije se pore proteini kre¢u pod uticajem elektri¢nog
polja. Veli¢ina pora varira u zavisnosti od procenta akril- i bis-akrilamida u gelu i podeSava se prema
opsegu molekulskih masa proteina koji se razdvajaju. Negativho naelektrisani molekuli SDS-a,
prisutni u rastvoru u kome se resuspenduju uzorci, vezuju se svojim hidrofobnim delom za
hidrofobne delove molekula proteina. Posto je koli€¢ina SDS-a vezanog za jedinicu mase proteina
konstantna (1.4 g SDS-a / 1 g proteina), SarZa proteina je odredena SDS-om a ne SarZama amino
kiselina. Tako je veli¢ina negativhe SarZe svakog proteina direktno proporcionalna njegovoj
molekulskoj tezini. U elektricnom polju, tokom elektroforeze, negativno naelektrisani proteini krec¢u
se ka pozitivnom polu kroz poliakrilamidni gel koji sluzi kao molekulsko sito. Ovako se proteini
razdvajaju u niz diskretnih traka koje postaju vidljive nakon bojenja gelova.

U eksperimentima je kao gel za razdvajanje koriS¢en 12% poliakrilamidni gel sledeceg
sastava: 11.7% akrilamid, 0.3% metilen-bis-akrilamid, 0.375 M Tris-HCI, pH 8.8, 0.1% SDS, 0.05%
amonijum - persulfat i 0.05% TEMED (tetrametil-etilen-diamin). Preko polimerizovanog gela za
razdvajanje u plo€ama, naliven je 4% gel za skoncentrisavanje uzoraka u sastavu: 3.9% akrilamid,
0.1% metilen-bis-akrilamid, 0.125 M Tris-HCI, pH 6.8, 0.1% SDS, 0.05% amonijum - persulfat, 0.1%
TEMED. Proteini su pre nanoSenja na elektroforezu rastvoreni u puferu za uzorke: 2% SDS, 0.0625
M Tris-HCI, pH 6.8, 5% p-merkaptoetanol, 8.8% glicerol i 0.05% bromfenol plavo. Kao pufer za
elektroforezu koris¢en je Tris-glicinski pufer, pH 8.8: 0.195 M glicin, 25 mM Tris-HCI, pH 8.8, 0.1%
SDS. Kroz gel za skoncentrisavanje uzorci su putovali pri naponu 0.12 kV, a nakon ulaska u gel za
razdvajanje napon je poveéan na 0.15 kV. Elektroforeza je trajala jedan sat, odnosno do izlaska boje
bromfenol plavo iz gela, a radena je u mini Bio-Rad sistemu (Mini-PROTEAN Il electrophoresis cell).

Po zavrSetku elektroforeze gelovi su bojeni Coomassie plavim.

Bojenje proteina u poliakrilamidnom gelu

Nakon elektroforeze proteini su bojeni potapanjem gela u rastvor: 0.2% Coomassie plavo
(Coomassie Brilliant Blue R-250), 45% metanol i 10% glacijalna siréetna kiselina, preko noéi uz
mesSanje. Odbojavanje gelova, u cilju uklanjanja nespecificno vezane boje, vrSeno je u smeSi

metanola, vode i glacijalne siréetne kiseline u odnosu 4.5 : 4.5 : 1 (v/v).

Sa gela elektroforeze se moze potvrditi prisustvo proteina u razliitim serijama. Trake

predstavljaju serije koje su radene pod razli€itim uslovima i navedene su u tabeli 3.3. Na osnovu
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elektroforeze se moze reéi da je u polimernoj matrici u svim slu¢ajevima uspesSno inkapsuliran

protein BSA molekulske mase 65 kDa [36].

BSA > — -

—_—— >

Slika 4.51 Gel elektroforeze proteina BSA: serija 1-traka 1, serija 2-traka 3, serija 3-traka 5, serija 4-traka 7
Na osnovu slike gela elektroforeze (slika 4.51) se moze potvrditi prisustvo proteina BSA, molekulske
mase 65 kDa [78], u svim serijama osim u Cetvrtoj seriji. U Cetvrtoj seriji BSA je koriS¢en u svojstvu

povrSinskog stabilizatora.
1 2 3 4 5 6 7

HRP —

\ \

.,_\ \

7

Slika 4.52 Gel elektroforeze proteina HRP: serija 1-traka 4, serija 2-traka 5, serija 3-trake 1 i 3, serija 4-
traka 7, serija 5-trake 2 i 6

Sa slike 4.52 gela elektroforeze mozZe se potvrditi prisustvo proteina u razlicitim serijama.
Trake predstavljaju serije koje su radene pod razli¢itim uslovima i navedene su u tabeli 3.4. Na
osnovu elektroforeze se moze reci da je u polimernoj matrici uspesno inkapsuliran protein u svim
sluajevima, osim kada je kao rastvara¢ koris¢en toluol (druga serija). Protein koji je inkapsuliran u

svim serijama je peroksidaza, HRP molekulske mase 45 kDa [36]. Na osnovu slike gela
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elektroforeze (slika 4.52) se moze potvrditi prisustvo proteina HRP, molekulske mase 45 kDa [36], u
svim serijama osim u drugoj seriji. U drugoj seriji je kao rastvara¢ koriS¢en toluol, koji je izazvao

trenutnu difuziju proteina iz polimernih €estica.

4.3.4 Rezultati diferencijalne skaniraju¢e kalorimetrije prahova
kompozita (PDLLA+BSA i PDLLA+HRP)

Diferencijalna skaniraju¢a kalorimetrija (DSC) je jedna od metoda koja je koris¢ena za
karakterizaciju praha poli(DL-laktida) (PDLLA) i praha kompozita PDLLA u kojem je inkorporiran
protein HRP. Merenja su radena u temperaturnom opsegu od 0°C do 140°C sa brzinom grejanja od
10°C u minuti. PDLLA je amorfan polimer sa temperaturom staklastog prelaza (T4) u opsegu oko 50-
60°C [11, 59, 116]. Na slici 4.53 prikazane su DSC krive prahova Cistog polimera PDLLA i kompozita
koji se sastoji od PDLLA i HRP. Na DSC krivama se moze uociti samo pik staklastog prelaza jer je
polimer PDLLA amorfan [11, 59, 116]. Sa DSC dijagrama se moze videti da se kod Cistog praha
PDLLA javlja staklasti prelaz na temperaturi T4 =51,22 °C, dok je kod kompozita koji se sastoji od
PDLLA i HRP temperatura staklastog prelaza znatno niza i nalazi se na Ty =44,93 °C. Na osnovu
shiZzenja temperature staklastog prelaza, moze se zakljuciti da je precipitacionom metodom koja je
koriS¢ena za dobijanje kompozitnog praha, uspesno inkorporiran protein HRP u polimer PDLLA. 1z
dobijenih rezultata moze se zakljuciti da je inkorporiranjem proteina HRP u polimeru PDLLA doslo

do promene u strukturi polimera.

2204 44.93 51.22
215
210
Bs o i PDLLA+HRP
20,0 {

19,51
19.0-

18,5

18— T
23040 0 20 400 60 80 100 120 140
225 ] ¢ N
22,0 4

21.5-: B E-/ ;

dH/dT, (J/gs)

20,5 4
20,0 4 {
19,5
19,0 4
18,5 4 |
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Slika 4.53 DSC krive ¢istog praha PDLLA i praha kompozita PDLLA+HRP
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4.3.5 Odredivanje efikasnosti inkapsulacije

Za izraCunavanje mase inkapsulirane peroksidaze u polimernoj matrici PDLLA (loading
amount) i efikasnosti inkapuslacije (loading efficiency) koriS¢ena je indirektna metoda opisana od
strane Liu i saradnika [120] i Dinarvand-a i saradnika [96]. Obe metode, direktna (rastvaranje
dobijenih Cestica i merenje koli¢ine medikamenta na osnovu apsorbancije, Dinarvand i saradnici) i
indirektna (merenje neinkapsuliranog medikamenta u supernatantu dobijenom u procesu sinteze a
zatim indirektno izracunavanje inkapsuliranog medikamenta) se koriste za odredivanje efikasnosti
inkapsulacije.

Peroksidaza apsorbuje svetlost u vidljivoj oblasti na karakteristi¢noj talasnoj duzini A=403
nm. Na osnovu merenja apsorbancije na talasnoj duZini maksimuma apsorpcije, Ana=403 nm,
vodenog rastvora sa poznatim koncentracijama peroksidaze (slika 4.54), je napravljena kalibraciona
kriva (slika 4.55). Linearna zavisnost izmedu apsorbancije na 403 nm i koncentracije data je
Lambert-Beerovim zakonom: A=abc (gde je a apsorptivnost (g *dm=cm™), b debljina sloja (cm), i ¢ je
koncentracija uzorka, u ovom slu¢aju koncentracija peroksidaze (gdm™)). Supernatant dobijen
tokom procesa sinteze je analiziran koriS¢enjem UV spektrofotometra i koncentracija peroksidaze u
supernatantu je odredivana primenom kalibracione krive. Koncentracija neinkapsulirane peroksidaze
je izraCunata na osnovu apsorbancije supernatanta. Poznavajuci inicijalnu koli¢inu peroksidaze
unetu u sistem (Myy) i koncentraciju (slika 4.55), odnosno masu neinkapsulirane peroksidaze (Mneink)
izraCunata je masa inkapsulirane peroksidaze (Miuap,), Na 0snovu Cega je odredena efikasnost
inkapsulacije. Masa inkapsulirane peroksidaze i efikasnost inkapsulacije su izra¢unate na osnovu

sledecih jednacdina:
1 M inkap. — Muk. = M peink.

(2) Efikasnost inkapsulaciie (%) = M jnap-/ My, | x 100

2,0
1 1
1,8 - i _
. ¢,=1mg/ml
1,6 ,= 0.5 mg/ml
14 ,= 0.25 mg/ml
§ ] —¢,=0.125 mg/ml
< 1,2-_ c,= 0.0625 mg/ml
£ 104 = 0.031 mg/ml
° ] ¢,=0.0156 mg/ml
2 087 ¢.=0.0078 mg/ml
Q. 1 8
< 0,6
0,4
0'2_- /
0,0-
-0,2 ]

T T T T T T T T T T T T T
300 350 400 450 500 550 600

Talasna duzina, nm

Slika 4.54 Apsorpcioni spektri razlic¢itih koncentracija vodenog rastvora peroksidaze HRP

96



lvana Jovanovi¢

Magistarska teza

1,0

o o o
I o ©
1 1 1

Apsorbanca na 403 nm (a.u.)
s
1

0,0 4 -

Kalibraciona kriva za HRP

T e A
02 04 06 08 10

—
12 14 16 18
Koncentracija (mg/ml)

Slika 4.55 Kalibraciona kriva peroksidaze na talasnoj duzini, =403 nm

0.07 4

0,06 4
| PDLLA+HRP

0,05 4

0,04
3
® 0,03
g 0
1]
8 J
o 0014
w
a8 ]
< 000

-0,01

-0,02

T T % T T T T
300 350 400 450 500 550 600

Talasna duzina, nm

Slika 4.56 Apsorpcioni spektar peroksidaze prisutne u supernatantu (serija 3 tabela 3.4)

Apsorbanca peroksidaze na 403 nm iznosi 0,0593.

Sadrzaj inkapsuliranog leka je odreden koriSéenjem UV spektrofotometra (GPC Cintra) na
403 nm. Ukupna efikasnost inkapsulacije je izra¢unata na osnovu prora¢una masene koncentracije

leka u supernatantu (0.0212 mg/ml) pomnoZene sa ukupnom zapreminom supernatanta (25.5ml)

[78].

apsorbancije za peroksidazu na talasnoj duzini maksimuma apsorpcije A=403 nm (slika 4.55). Uz
pretpostavku da je ukupna koli¢ina peroksidaze koja nije prisutna u supernatantu inkapsulirana u
Cesticama PDLLA (Sto se moZe zaklju€iti na osnovu filma elektroforeze (slika 4.52-traka 7)), iz

razlike mase peroksidaze unete u sistem (1 mg) i mase peroksidaze u supernatantu (0.54 mg),

Koncentracija peroksidaze u supernatantu (0.0212 mg/ml) je

izraCunata je efikasnost inkapsulacije koja iznosi 46%.
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5. Diskusija
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5.1 Uticaj procesnih parametara na morfologiju €estica
PLLA

Brojne fizicke karakteristike sistema za kontrolisanu dostavu lekova, kao Sto su veliina
sfera, povrSina i poroznost, imaju bitnu ulogu u brzini degradacije samog polimera, a samim tim
utiCu i na mehanizam otpusStanja aktivne supstance. Za sistem koji ¢e se koristiti za kontrolisanu
dostavu lekova, vrlo je vazno da se prouci proces degradacije finalnog sistema, iz razloga $to se on
moze priliéno razlikovati od procesa degradacije koji je karakteristiCan za Cist, komercijalni polimer.

Cilj naSeg rada je da se ispita uticaj razli¢itih parametara procesa dobijanja mikrosfera PLLA
i PDLLA, na karakteristike dobijenih ¢estica. U ovom radu su istom metodom dobijeni prahovi PLLA i
PDLLA uz odredene modifikacije usled specifi€nosti svakog polimera. ldenticha metoda je koriS¢ena
i za procesiranje mikrosfera PDLLA u kojima je inkorporiran protein. Kao model proteini kori¢eni su
BSA i HRP; oba proteina su hidrofilna [121, 122].

Stabilnost polimerne matrice zavisi od razli€itih faktora, kao Sto su: metoda procesiranja
mikrosfera, karakteristike samog polimera i uslovi procesiranja, ali takode i od oblika i veli¢ine
dobijenih Cestica. Sama metoda procesiranja sistema za kontrolisanu dostavu lekova, karakteristike
polimera PLLA i PDLLA (poCetna molekulska masa) kao i uslovi procesiranja (temperatura, pH,
jonska jacina...) se mogu dosta razlikovati od sistema do sistema, Sto ih &ini sloZzenim za
uporedivanje. Neophodno je da se precizno ispitaju karakteristike svakog novog sistema, koji ¢e se
koristiti za kontrolisanu dostavu lekova.

U ovom radu, modifikovana precipitaciona metoda, koja je nedavno primenjena za dobijanje
mikro€estica PLGA [123-129] je koriS¢ena za dobijanje mikrosfera PLLA [117] i PDLLA [130] sa
razli¢itim karakteristikama (bez i sa inkorporiranim proteinom BSA ili HRP). Varirani su razli€iti
parametri procesa kako bi se ispitao njihov uticaj na veli€inu i oblik ¢estica dobijenih modifikovanom
precipitacionom metodom. Svi procesni parametri su navedeni u tabelama 3.1-3.4. Uloga ko-
rastvaraCa je bila da pomogne u formiranju homogene disperzije napravljene od proteina (BSA ili
HRP) koiji je rastvoren u vodi i polimera koji je rastvoren u hloroformu. U samom procesu surfaktant
(PVA) ima ulogu hemijske barijere koja Stiti kompozitne ¢estice od aglomeracije [43]. PVA je izabran
kao surfaktant iz razloga Sto nije Stetan za ljudsko telo i Sto se ve¢ nalazi u komercijalnoj upotrebi
[6]. Polivinil alkohol se pokazao kao jedan od najpozeljnijih surfaktanata, kada se voda koristi kao
kontinualna faza [32]. Brzina homogenizacije je jedan od bitnijih faktora koji uti¢e na pravljenje malih
i uniformnih mikroCestica. Takode, brzina homogenizacije dosta utiCe na efikasnost inkapsulacije
aktivne supstance. MeSanje izaziva disperziju rastvaraca na kapljice nepravilnih veliina koje su u
ravnotezi sa kontinualnom fazom, pri ¢emu se stvaraju ve¢e medupovrSine na kojima se adsorbuje
stabilizator. Dodavanje vode i korak centrifugiranja destabiliSu ravnoteZzu i izazivaju difuziju
organskog rastvaraca ka spoljnoj povrSini. StereoloSki rezultati parametara koji definiSu &esticu, Lp,
Dnax, feret X, feret Y i perimeter form faktor (minimalne, maksimalne i srednje vrednosti) su prikazani
u tabeli 5.1.
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Tabela 5.1 Rezultati stereoloSke analize praha PLLA

Prah Lp (um) Dmax (um) Feret X (um) Feret Y (um) Faktor oblika (um)
PLLA

(serija) . . . . . . . . . .
min max srednji | min | max | srednji | min | max | srednji | min | max | srednji | min | max | srednji

1 13.26 | 211.25 | 77.10 | 253 | 6440 | 2238 | 1.98 | 57.12 | 16.29 | 1.59 | 36.10 | 1497 | 04 | 099 | 081

2 6.30 | 125.66 | 4041 | 0.82 | 36.61 | 10.94 | 051 | 28.07 | 793 | 051 | 2350 | 742 | 0.26 | 1.00 | 0.86

3 244 | 70.18 | 1958 | 092 | 2855 | 6.69 | 0.77 | 28.10 | 506 | 039 | 13.79 | 423 | 054 | 1.00 | 0.80

4 5.42 58.56 | 17.34 | 098 | 1655 | 493 | 059 | 1455 | 370 | 049 | 1140 | 3.19 | 0.15 | 1.00 | 0.82

Na slici 5.1 dat je uporedni prikaz rezultata stereoloSkih merenja Cestica prahova PLLA svih

serija: a) poprecni presek-A,, b) obim Lp, c) feret X, d) feret Y, e) maksimalni pre¢nik ¢estice-Day, )

faktor oblika-f.. Kao reprezentativni parametar za diskusiju dobijenih rezultata uzeta je srednja

vrednost maksimalnog precnika Cestica. Veli¢ina i karakteristike cestica prahova PDLLA se

znacajno menjaju promenom ovih uslova procesiranja (tabela 5.1 i slika 5.1). 1z rezultata dobijenih

stereoloSkom analizom moZe se videti da su Cestice u prvoj i drugoj seriji veée sa srednjim

precnikom od 22.38 um i 10.94 um, respektivno (tabela 5.1). Cestice u prvoj seriji su velike sa

Sirokom raspodelom veli¢ina (Slika 4.2), i oblik je nepravilniji u poredenju sa ¢esticama dobijenim u

ostalim serijama (Slika 4.2). U treéoj i Cetvrtoj seriji estice su manje i uniformnije (Slike 4.4 i 4.5).

Srednji pre¢nik Cestica je 6.69 um i 4.93 pm, respektivno (tabela 5.1). U trecoj seriji Cestice su joS

uvek parcijalno aglomerisane (Slika 4.4). U Cetvrtoj seriji dobijene su najmanje i najuniformnije
Cestice (Slika 4.5).
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5.1.1 Uticaj ko-rastvara€a na morfologiju €estica PLLA

Motivacija za zamenu metanola etanolom u farmaceutskim aplikacijama je iz razloga Sto je
priroda etanola manje Stetna [47]. Pozitivni uticaj alkohola se moZe objasniti tako Sto se prisustvom
alkohola u unutradnjoj fazi ubrzava precipitacija polimera i povecava fazna separacija polimera
tokom difuzije rastvaraca. Metanol je polarniji rastvara¢ od etanola, ali je viskozitet etanola mnogo
vedi od viskoziteta metanola. Specifi¢na svojstva etanola kao rastvaraca (veliki viskozitet, interakcije
sa polimerom PLLA) igraju veoma bitnu ulogu. Rastvorljivost PLLA u etanolu je manja nego u
metanolu. Veliki viskozitet etanola ima pozitivan efekat na formiranje mikrosfera PLLA. Mali
viskozitet metanola moze hiti jedan od razloga zbog ¢ega dolazi do agregacije polimera na povrsini,
jer kvazi-emulzione kapljice nisu dovoljno stabilne, a difuzija metanola se odvija suviSe brzo. Moze
se primetiti i da polarnost rastvaraa nema znacajni uticaj na formiranje mikrosfera PLLA. |z
dobijenih rezultata se vidi da €estice dobijene sa etanolom imaju uniformniju raspodelu veli¢ina. U
eksperimentima u kojima su procesirane mikrosfere PLLA, etanol se pokazao kao bolji ko-rastvarac
jer su dobijene najmanje Cestice sa najuzom raspodelom veli€ina, broj formiranih Cestica je najveci i
Cestice su najpravilnije. Izborom ko-rastvara¢a moze se uticati na karakteristike mikro¢estica PLLA

dobijenih modifikovanom precipitacionom metodom.

5.1.2 Uticaj koncentracije PVA na morfologiju €estica PLLA

Da bi se sprecila koalescencija dispergovanih kapi, obi¢no se kontinualnoj fazi dodaje neki
povrsinsko aktivni stabilizator najéeSée PVA (polivinil alkohol), HPMC (hidroksipropilmetil celuloza) ili
PVP (polivinilpirolidon). Vec¢a koncentracija stabilizatora dovodi do vece kolicine materijala koji se
adsorbuje na povrsini formiranih kapi ¢ime se smanjuje koalescencija. Makromolekulski stabilizatori
povecavaju viskozitet kontinualne faze povecéavajuéi na taj nacin smicajne sile koje deluju na
dispergovane kapljice, Sto rezultuje smanjenjem njihove veli¢ine. U dosada3njim ispitivanjima
koncentracija PVA je varirana u opsegu od 0.02 % do 10 %. Uoceno je da sa povecanjem
koncentracije stabilizatora do 5% dolazi do smanjenja veli¢ine mikrosfera, dok dalje poveéanje
koncentracije nema znacajniji uticaj na veliinu [131].

U naSim eksperimentima koncentracija PVA je varirana u opsegu 0.5-1 % (wt/vol), kako bi
se ispitao uticaj na morfoloSke karakteristike ¢estica praha PLLA. Kao Sto je prikazano u delu sa
rezultatima, veli¢ina Cestica se smanjuje sa povecanjem koncentracije PVA u vodenoj fazi (tabela
5.1). Posebno se pri koncentracijama PVA manjim od 1% (wt/vol) dobijaju nepravilne Cestice sa
velikim aglomeratima kao $to moZe videti na slikama 4.2 i 4.4.

Dobijeni rezultati pokazuju da koncentracija stabilizatora ima veliki uticaj na dobijanje
mikrosfera i sa poveéanjem koncentracije PVA veli€ine Cestica se smanijuju. Iz dobijenih rezultata se
moze zakljuciti da se optimalne €estice PLLA dobijaju sa etanolom kao ko-rastvaracem i 1% PVA,

srednjeg pre¢nika oko 4.93 ym.
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5.2 Uticaj procesnih parametara na morfologiju €estica
PDLLA

Modifikovana precipitaciona metoda, koja je primenjena za dobijanje mikrosfera PLLA [116]
koriS¢éena je i za dobijanje mikrosfera PDLLA [130] (bez i sa inkorporiranim proteinom). PDLLA zbog
svoje manije kristaliniénosti od PLLA ima kraci period degradacije (PLLA dve godine; PDLLA godinu
dana) i pozeljniji je za upotrebu u sistemima koji se koriste za kontrolisanu dostavu proteina. U
nasim eksperimentima varirani su razliCiti parametri procesa kako bi se testirao njihov uticaj na
veli€inu i oblik Cestica novog sistema. Svi parametri su havedeni u tabelama 3.2-3.4.

Glavni fokus je bio da se ispita uticaj izbora ko-rastvarac¢a (metanol ili etanol), odnosa
dispergovane prema kontinualnoj fazi, koncentracije PVA kao i brzine i vremena homogenizacije na
karakteristike Cestica PDLLA. U tabeli 5.2 dat je pregled svih rezultata dobijenih stereoloSkom
analizom Cestica PDLLA. Na slici 5.2 prikazani su uporedni rezultati stereoloshih merenja prahova
PDLLA svih serija: a) popre¢ni presek-Aa, b) obim Lp, ¢) feret X, d) feret Y, ) maksimalni pre¢nik
Cestice-Dyax, f) faktor oblika-f.. Veli€ina i karakteristike Cestica prahova PDLLA se znaCajno menjaju

promenom ovih uslova procesiranja (tabela 5.2 i slika 5.2).

Tabela 5.2 Rezultati stereoloSke analize ¢estica PDLLA

Prah Lp (um) Dmax (um) Feret X (um) Feret Y (um) Faktor oblika(um)
PDLLA
(serija) min | max | srednji | min | max | srednji | min | max | srednji | min | max | srednji | min | max | srednji
Lo | 589 | 7951 | 5% | 113 | 2278 | S3 | 08 | 166 | 33T | o060 | 1560 | 2% |63 |10 | 2T
2. |11z |1s83 | A0 fosa | a0a | 200 | 02 | 300 | 2% fo20 | 324 | 1T | 065 | 100 | 2%
3 |s78|aser | 2% 128 143 | 272 |00 | 960 | 23 100 | 1060 | 510 | oo | 200 | 2%
4. |890|as2r | A% 141 ] 900 | 23 | 100 | 720 | 2% f100| 720 | 280 | 063 | 100 | 3%
5. |oes2| 7827 | B30 1842576 | B | 14 | 174 | 5O 120 | 2060 | 524 | 061 | 200 | 2O
6. |190] 1817 | 52 |46 | 467 | 20 oss | 332 | LM o028 | 328 | 0 | 060 | 100 | 3P
7. | 963 | asse | 29%0 | 213 | 1288 | 2% | 140 | 2020 | 378 160 | 940 | 3% 013 | 200 | D%
8. |12z 197 | 2% fo37| 314 | 22 |o2a | 236 | 3P o024 | 256 | 2% | 062 | 100 | 2O
0. |112| 2518 | 5 |o028 ] 813 fi.zfs 0.16 | 5.60 1}1'?(?4 020 | 6.40 111'_753 0.71 | 1.00 iod?fs
10. |75 | 1683 | 2% o7 | as7 | 2 |oeo | 313 | LI |oas | a7z | L | o078 | 100 | 2%
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max

Faktor oblika, f_

Lp, ¢ ) feret X, d) feret Y, e) maksimalni precnik cestice-Dyay, f) faktor oblika-f,
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5.2.1 Uticaj brzine i vremena homogenizacije na morfologiju
€estica PDLLA

Kod dobijanja emulzionih sistema, unoSenje energije u sistem predstavlja fundamentalni
korak. Da bi se ispitao uticaj ovog faktora na oblik i distribuciju veli¢ina mikro¢estica, u nasim
eksperimentima brzina homogenizacije je bila ili 10 000 ili 21 000 rpm, a vreme homogenizacije je
bilo 1 ili 10 min. Rezultati ovih eksperimenata su prikazani u tabeli 5.2.

Precipitacionom metodom su u svim serijama dobijene pravilne sferne Cestice 3to se moze
videti na slikama 4.13-4.22 i tabeli 5.2. Osim toga, ocigledno je da duze vreme i vec¢a brzina
homogenizacije zna€ajno uti€u na redukciju srednjeg precnika mikro€estica (slika 5.2). Takode, kod
intenzivnijeg mesanja smanjuje se polidisperznost mikrosfera (slika 5.2). Cestice koje su dobijene na
10 000 rpm su veée sa srednjim prednikom od 4.37+2.68 um do 8.44+4.05 uym. Cestice dobijene na
21 000 rpm su manje sa srednjim preénikom od 1.25+0.44 uym do 5.36+1.42 um. Cestice dobijene
sa homogenizacijom od 10 min pokazuju uniformniji profil distribucije (slika 5.2), dok Cestice
dobijene sa homogenizacijom od 1 min pokazuju dve serije razli€itih veliina (slika 5.2). Na osnovu
dobijenih rezultata, moze se zakljuéiti da se sa duzim vremenom homogenizacije (10 min), velika
energija unosi u sistem Sto dovodi do brze disperzije polimerne organske faze u mikrokapljice malih

veli€ina sa uskim profilom distribucije [131].

5.2.2 Uticaj surfaktanta na morfologiju €estica PDLLA

U samom procesu surfaktant ima ulogu hemijske barijere koja Stiti Cestice od aglomeracije
[42]. Medu procesnim promenljivama, koncentracija PVA se smatra jednim od znacajnijih faktora koji
doprinosi formiranju sferi¢nih estica PDLLA.

Da bi se ispitao uticaj koncentracije PVA na karakteristike Cestica (veliCinu i distribuciju
veli€ina), napravljene su pojedine serije vodenog rastvora PVA razli€itih koncentracija. Rezultati su
sumirani u tabeli 5.2. Velika koncentracija emulzifikatora dovodi do smanjenja veli¢ine dobijenih
Cestica. Ovakvi rezultati se mogu povezati sa efektom PVA koji ima u vodenoj fazi, a odnosi se na
povecavanje hidrofilnosti sredine. PVA stabiliSe emulzione kapljice i na taj nacin podsti¢e smanjenje
veli¢ine Cestica i utiCe na efikasnost inkapsulacije aktivhe supstance. U normalnim uslovima,
stabilnost emulzije ulje u vodi se povecava sa porastom koncentracije PVA u vodenoj fazi zbog
spre€avanja aglomeracije. Na taj na€in se moZe objasniti da povecanje koncentracije PVA u vodenoj
fazi rezultuje smanjenjem veli¢ine Cestica. PoSto smo u slu¢aju PLLA primetili da se sa veéim
koncentracijama PVA (1% wi/v) dobijaju manje Cestice, u svim eksperimentima sa PDLLA je koriS¢en
1% (w/v) rastvor PVA, osim u 10. seriji u kojoj je koriS¢en 5% (w/v) PVA. Takode se moze primetiti
da sa povecanjem koncentracije PVA u vodenoj fazi od 1-5% (w/v) dolazi do smanjenja opsega u
distribuciji veli¢ina (slika 5.2). NaSi rezultati se slazu sa prethodno objavljenim podacima, do kojih su
dosli drugi autori, a koji su ustanovili da se sredniji pre¢nik zna¢ajno smanjuje kada se koncentracija
PVA varira od 0.5% do 5%, gde dalje povecanje koncentracije viSe nema uticaja [131]. Ovaj

fenomen se moZe i oCekivati od stabiliSu¢e uloge surfaktanta, jer nedovoljna koli¢ina emulzifikatora
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neée uspeti da stabiliSe sve &estice i zbog toga ée se neke od njih aglomerisati [132]. Cestice
dobijene sa veéim koncentracijama surfaktanta pokazuju sferi¢ni oblik i odsustvo aglomerata (slika
4.22). Pri veéim koncentracijama PVA, surfaktanti formiraju tanje micele oko mikrosfera PDLLA i kao

rezutat dobijaju se mikrosfere manijih veli€ina.

5.2.3 Uticaj odnosa hloroform/voda na morfologiju éestica PDLLA

U naSim eksperimentima odnos organske (hloroform) prema vodenoj fazi je takode bio
promenljiv i predstavlja bitan parametar koji kontroliSe karakteristike rezultuju¢ih mikrocestica.
Emulzija formirana od organskih faza dispergovana je homogenizacijom u veéoj zapremini vodenog
rastvora u kome se nalaze Cestice stabilizatora-PVA, kako bi se dobila stabilna emulzija ulje u vodi.
Do sada je ve¢ primec¢eno da zapreminski odnos uljane prema unutraSnjoj vodenoj fazi utie na
unutrasnju i spoljaSnju morfologiju Cestica, kao i na profil otpuStanja aktivne supstance iz mikrosfera
[109].

Zapremina hloroforma je bila 2 ml ili 3 ml, a zapremina vode 20 ml ili 30 ml. U naSim
eksperimentima primeceno je da se sa povecanjem zapremine kontinualne faze (vode), veli¢ina

¢estica smanijuje (tabela 5.2).

5.2.4 Uticaj ko-rastvara€a na morfologiju €éestica PDLLA

Kada se alkohol koristi kao ko-rastvara¢ u precipitacionoj metodi, on difunduje u eksternu
vodenu fazu usled svoje hidrofilnosti i rezultuje brzim formiranjem ¢évrstog polimernog omotaca. Kao
rezultat, srednja veli¢ina mikroCestica se smanjuje 5to je prikazano u tabeli 5.2. Etanol je manje
polaran rastvara¢ od metanola, ali je njegov viskozitet mnogo veci od viskoziteta metanola [103].

U slucaju etanola kao ko-rastvaraca, najmanje Cestice su dobijene u seriji 2, upotrebom 1.5
ml hloroforma, 3 ml etanola i 30 ml 1% w/v vodenog rastvora PVA (serija 2 u tabeli 5.2). Takode se
moze primetiti da je oblik Cestica najidealnije sferian (slika 4.14) i dobijene su Cestice u velikom
broju. Cestice su jasno razdvojene jedna od druge a povrsina je veoma glatka. 1z rezultata se vidi da
polarnost rastvarata nema veliki uticaj na formiranje mikroCestica. Takode, veci viskozitet etanola
moze spreciti aglomeraciju stabiliSuc¢i mikro¢estice mnogo efikasnije [103].

Cestice dobijene sa metanolom su manje u poredenju sa &esticama dobijenim sa etanolom
(tabela 5.2 i slika 5.2). Najmanje Cestice sa uskom raspodelom veli¢ina su dobijene sa metanolom

kao ko-rastvaracem, Sto se moze videti na slici 5.2.
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5.3 Uticaj procesnih parametara na morfologiju
kompozitnih €estica koje se sastoje od PDLLA i proteina
(BSA ili HRP)

Biodegradabilne sfere bazirane na PLA (PLLA i PDLLA) predstavljaju veoma atraktivne
sisteme za kontrolisanu dostavu lekova na bazi peptida, proteina, hormona, vakcina itd. Glavni cilj
naSeg istrazivanja je dizajniranje sistema rastvaraca baziranih na energijama interakcija izmedu
rastvaraCa, polimera i vodene faze proteina (BSA ili HRP), koji kao proizvod daje mikrosfere sa
optimalnim svojstvima: velika efikasnost inkapsulacije i mala erozija iz mase polimera.

Eksperimentalni uslovi pri kojima je radeno procesiranje mikrosfera PLLA i PDLLA bez
inkorporiranog proteina, optimizovani su sa daljim ciljem dobijanja Sto manijih, sferi¢nih kompozitnih
Cestica PDLLA sa Sto uzom distribucijom veliina Cestica u kojima je inkorporiran protein (BSA i
HRP). Radene su serije eksperimenata sa razli€itim rastvaraima i korastvaragima, razli€itim
odnosom dispergovane i kontinualne faze, kao i razli€itim koncentracijama stabilizatora (tabele 3.3 i
3.4). Surfaktant ima ulogu u formiranju uniformnih i finih Cestica, efikasnoj inkapsulaciji ili
dispergovanju aktivhog materijala u polimernoj matrici, a takode uti¢e i na ostala svojstva koja su u
vezi sa primenom ili administracijom kompozitnih estica [6]. Potvrdena je aktivnost proteina
prisutnog u polimernoj Cestici [118], a takode je izraCunata i efikasnost inkapsulacije Cestica sa
optimalnim karakteristikama (serija 4 tabela 3.4).

U naSim eksperimentima radena su ispitivanja morfoloSkih karakteristika ¢estica dobijenih
inkorporiranjem proteina (BSA i HRP) u polimernoj matrici PDLLA. Sa SEM fotografija prahova
PDLLA u kojima je inkorporiran BSA (slike 4.33-4.36) moze se videti da precipitaciona metoda, koja
se izvodi pod gore navedenim uslovima (tabela 3.3), kao rezultat daje mikrosfere sa srednjim
prec¢nikom u opsegu od 490 nm-1.5 uym (tabela 5.3) i vrlo uskom raspodelom veli€ina. U serijama 2. i
3. (slike 4.34 i 4.35), Cestice su dosta aglomerisane. Razlog zbog €ega dolazi do pojave
aglomeracije bi mogla da bude poviSena temperatura (oko 40 °C) na kojoj su suSene Cestice pod
vakuumom od 0.8 bar. Sa SEM fotografija prahova PDLLA u kojima je inkorporiran HRP (slike 4.37-
4.41) moze se videti da precipitaciona metoda, koja se izvodi pod gore navedenim uslovima (tabela
3.4), kao rezultat daje mikrosfere sa srednjim preénikom u opsegu od 460 nm-1.13 ym (tabela 5.4) i
vrlo uskom raspodelom veli€ina. PovrSina ovih mikrosfera je relativno glatka. Kada se kao rastvara¢
koristi toluol, dobijaju se sferne polimerne Cestice sa povrSinskim porama bez prisustva proteina
(slika 4.38 i slika 4.52 traka 5). Ova pojava bi mogla da se pripiSe trenutnoj difuziji proteina iz
polimernih sfera ka toluolu, $to dovodi do pojave Supljina na povrSini polimernih sfera koje su
prikazane na SEM fotografijama (slika 4.38). Takode se moze zakljuciti da sa toluolom dolazi do
pojave koju nazivamo “initial burst" i velike erozije iz mase. Na osnhovu ovih rezultata moZe se
zakljuciti da se u naSim eksperimentima toluol nije pokazao kao poZeljni rastvarac.

Na osnovu SEM fotografija dobijenih prahova, moze se videti da inkorporiranjem proteina (BSA i
HRP) u sfere PDLLA, nije doSlo do znacajnijih promena u morfoloskim karakteristikama
odgovarajuéih €estica PDLLA. Veli¢ina sfera PDLLA u kojima je inkorporiran protein je manja u

odnosu na Cestice PDLLA bez proteina. ObjaSnjenje se pronalazi u optimizaciji svih uslova (odnos
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hloroform/voda, brzina i vreme homogenizacije, koncentracija surfaktanta) pod kojima su
procesirane sfere gistog PDLLA. Na osnovu rezultata dobijenih sa &esticama praha PDLLA bez
proteina uocen je trend ponaSanja Cestica pri razli€itim uslovima procesiranja mikrosfera. Radene su
dodatne modifikacije procesnih parametara (zapremina vode je povecana na 30 ml ili je
koncentracija PVA povecana na 5%) sa ciliem dobijanja joS manjih i uniformnijih sfera PDLLA u
kojima je inkorporiran protein. U svim eksperimentima radena je homogenizacija 10 min na 25000
rpm.

Na osnovu stereoloSkih merenja formirane su tabele 5.3 i 5.4 sa izraCunatim minimalnim,
maksimalnim i srednjim vrednostima parametara koji odreduju ¢esticu (vrednostima Ly, Dnax, feret X,
feret Y, form faktor). Na slikama 5.3 i 5.4 dati su uporedni rezultati kumulativhe zavisnosti ovih
veli€ina svih serija u kojima su inkorporirani proteini BSA (serije od 1-4) i HRP ( serije od 1-5),

respektivno.

Tabela 5.3 Rezutati stereoloskih merenja ¢estica PDLLA u kojima je inkorporiran protein BSA

Pg[?_rjo\ Lp (um) Dmax (um) Feret X (um) Feret Y (um) Faktor oblika (um)
+
protein . . . - . . . N . .
(serija) | min | max srednji | min | max | srednji [ min | max | srednji | min | max | srednji | min | max | srednji
5.06 1.50 0.98 1.13 0.83
1. 1.77 | 24.20 +407 0.47 | 6.85 +119 0.30 | 4.27 +075 0.36 | 5.36 +093 0.67 | 1.00 +007
1.76 0.53 0.39 0.35 0.83
2. 125 | 2.63 +0.29 0.31 | 0.78 +0.09 0.16 | 0.51 +007 0.19 | 0.59 +007 0.74 | 0.92 +0.04
1.68 0.49 0.38 0.31 0.82
3. 0.86 | 2.44 +028 0.16 | 0.78 +0.10 0.12 | 0.61 +0.09 0.09 | 0.49 +007 0.71 | 0.94 +0.04
3.60 1.15 0.86 0.74 0.87
4, 1.68 | 10.55 +111 0.48 | 5.80 +0.62 0.42 | 3.85 +043 0.24 | 433 +0.46 0.70 | 1.00 +0.06

Tabela 5.4 Rezutati stereoloSkih merenja €estica PDLLA u kojima je inkorporiran protein HRP

Prah

PDLLA Lp (um) Dmax (um) Feret X (um) Feret Y (um) Faktor oblika (um)
+
protein . . . = . . . . . .
(serija) | min | max srednji | min | max | srednji | min | max | srednji | min | max | srednji | min | max | srednji
3.78 1.13 0.78 0.80 0.88
1. 142 | 9.85 +174 0.39 | 2.83 +052 0.24 | 1.98 +0.34 0.30 | 2.23 +0.40 0.63 | 1.00 +0.08
3.36 0.96 0.72 0.62 0.81
2. 1.65 | 10.97 +150 043 | 2.92 +041 0.29 | 1.88 +027 0.25 | 2.38 +032 0.63 | 0.94 +0.05
1.62 0.46 0.30 0.35 0.77
3. 0.63 | 3.18 +0.45 0.14 | 0.94 +0.14 0.08 | 0.60 +0.09 0.11 | 0.72 +011 0.58 | 0.88 +0.04
1.83 0.53 0.36 0.36 0.78
4, 0.67 | 3.93 +0.62 0.18 | 1.03 +017 0.12 | 0.82 +012 0.10 | 0.81 +013 0.63 | 1.00 +0.05
2.05 0.59 0.42 0.41 0.81
5. 0.90 | 3.79 +0.62 0.25 | 1.29 +018 0.15 | 0.92 +013 0.15 | 0.90 +013 0.71 | 0.95 +0.04

B. Gander i sar. [38] su postavili hipotezu da za efikasnu inkapsulaciju leka u polimeru,
interakcije tipa lek-polimer moraju dominirati nad interakcijama lek-rastvara¢ ili polimer-rastvarac.
Efikasnost inkapsulacije leka predstavlja jedan od kljuénih kriterijuma za optimizaciju tehnika
mikroinkapsulacije. B. Gander i sar. [38] su pokazali da efikasnost inkapsulacije dosta zavisi od

rastvaraca koji se koristi. Aceton i dihlormetan su se pokazali kao dobri rastvaradi, sa efikasnoS¢u
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inkapsulacije od 65% i 75% (w/w), dok toluen, nitroetan i dimetil karbonat rezultuju srednjom
efikasno3¢u od 41%-58%. U naSim eksperimentima kao rastvara¢ koriS¢en je hloroform, koji se
pokazao kao dobar rastvara¢ (efikasnost inkapsulacije proteina HRP od 46% i Cinjenica da protein
nije izgubio aktivnost), dok se toluol, zbog trenutne difuzije proteina iz polimerne matrice, nije
pokazao kao pozeljan. DosadaSnji podaci ukazuju na to da za velinu sistema baziranih na
rastvaraima, erozija iz matrice je inverzno proporcionalna efikasnosti inkapsulacije. Sistemi
rastvaraca koji imaju najvecéu efikasnost inkapsulacije skloni su najmanjoj eroziji iz matrice, Sto je
jedan od neophodnih uslova za efikasno inkorporiranje proteina u polimernoj matrici. DCM, EtAc i
1,4 dioksan su se pokazali kao superiorni rastvaraci.

Posto se biodegradabilne mikrosfere najéeSée koriste za kontrolisanu dostavu lekova u periodu
od nekoliko nedelja ili meseci, erozija iz matrice se mora redukovati (biti manja od 10%) i
kontrolisati. Za inkapsulaciju proteina (BSA i HRP) u polimerne sfere bolje je koristiti PDLLA [130]
od PLLA, zbog kraceg perioda degradacije. Kopolimeri L-laktida sa DL-laktidom su sintetisani kako
bi se narusila kristalini¢nost L-laktida i na taj nacin ubzao proces degradacije [130].

U nasSim eksperimentima, u prva Cetiri eksperimenta kao model protein koris¢en je BSA. Iz
rezultata dobijenih strereoloSkom analizom moze se videti da su Cestice u prvoj i ¢etvrtoj seriji, u
kojima je koris¢éen 1% PVA, vec¢e sa srednjim preénikom 1.50 pym i 1.15 um (tabela 5.3),
respektivno. U drugoj i trecoj seriji, u kojima je koris¢éen 5% PVA, su dobijene manje Cestice sa
uskom raspodelom veli¢ina. Srednji pre€nik Cestica trece serije u kojoj je kao ko-rastvara¢ koris¢en
etanol, je 530 nm, dok je srednji pre€nik Cestica Cetvrte serije u kojoj je kao ko-rastvara¢ koris¢en
metanol, 490 nm (tabela 5.3). Na osnovu dobijenih rezultata se moZe zakljuciti da se najmanje
Cestice dobijaju sa metanolom i 5% PVA.

U ostalim serijama kao protein je koris¢en HRP. U svim serijama kao ko-rastvara¢ koriséen
je etanol, osim u trecoj seriji, u kojoj je kao ko-rastvara¢ koriS¢en metanol. U prvoj i drugoj seriji, u
kojima je koris¢en 1% PVA, dobijene su vecée Cestice sa srednjim pre¢nikom 1.13 pum i 0.96 um,
respektivno (tabela 5.4). Cestice u trecoj, etvrtoj i petoj seriji, u kojima je koriséen 5% PVA, su
drastiéno manje i priblizno uniformne (slika 5.4). Sredniji pre¢nik ¢estica je 460 nm, 530 nm i 590 nm,
respektivno (tabela 5.4). Na osnovu dobijenih rezultata moZe se zaklju€iti da se najmanje Cestice
dobijaju sa metanolom i 5% PVA.

Na osnovu SEM fotografija, primenom elektroforeze i spektrofotometrije, moze se videti da
su modifikovanom precipitacionom metodom [130] uspesno dobijene sferne ¢estice PDLLA u kojima
su inkapsulirani proteini, BSA ili HRP. U svim serijama su uspesSno inkapsulirani proteini, osim u
Cetvrtoj seriji sa BSA, u kojoj je BSA koriSéen u svojstvu stabilizatora i drugoj seriji sa HRP, u kojoj je
kao rastvara¢ koriS¢en toluol. Lociranje prisutnog proteina je utvrdeno na osnovu elektroforetskih
merenja i indirekthom spektrofotometrijskom metodom koja je koriS¢ena za izraCunavanje
koncentracije proteina u supernatantu. Dobijene mikrosfere su stabilne, zna€ajno su manje od
eritrocita i mogu se primenjivati intravenozno [24, 78].

Mikrosfere u kojima je inkapsuliran protein imaju Siroku biomedicinsku primenu na polju
kontrolisane dostave lekova [81]. Lekovi bazirani na proteinima su skloni smanjenju bioloSke

aktivnosti tokom agresivnih procesa pripreme [50, 122]. Za upotrebu u sistemima koji se koriste za
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dostavu proteina, degradacija polimera i erozija predstavljaju znacajne procese za kontrolisano
otpuStanje proteina. Semi-kristalan polimer PLLA degradira sporijom brzinom od amorfnog polimera
PDLLA. Kinetika otpuStanja proteina je od fundamentalnog znacaja za postizanje terapeutske
koncentracije u tkivu i kontrolisanjem kinetike se mogu izbec¢i toksi¢ne koncentracije. Otpustanje
proteina iz sfera poli(D,L-laktida) se odigrava preko dva mehanizma: primarnom difuzijom koja je

prac¢ena sekundarnom erozijom polimerne matrice [132].
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Veli¢ina polimerne Cestice u kojoj je inkorporiran lek znacajno uti¢e na njegova terapeutska
svojstva. Generalno posmatrano, brzina otpustanja terapeutskog agensa se poveCava sa
poveéanjem veli¢ine Cestice. Sposobnost kontrole veli€ine &estice u kojoj je inkorporiran lek
omogucuje kontrolu trenda otpustanja leka. Takode, veli€ina Eestica moze uticati na odgovor celije
[51]. Porozne Cestice, zbog svoje male gustine, imaju prednosti pri pulmonalnom nacinu doziranja.
Pokretljivost ¢estica hilo u gasnim ili teénim sistemima dosta zavisi od oblika i veli¢ine Cestica; zbog
toga oblik i veli¢ina Cestica moraju biti poznati kako bi moglo da se kontroliSe njihovo kretanje i
translociranje [80]. 1z ovih razloga je neophodno da se pronade generalna metoda za procesiranje
polimernih mikrosfera kontrolisanih veli¢ina [133].

Inkapsulacijom enzima u polimernoj Cestici poveéava se njegova stabilnost tokom
produzenog vremenskog perioda, u poredenju sa slobodnim enzimom prisutnim u vodenom rastvoru
[27, 29]. U naSim eksperimentima je, na osnovu vrednosti apsorbance na talasnoj duzini od 403 nm,
iz kalibracione krive izraCunata koncentracija peroksidaze u supernatantu koja iznosi 0.0212 mg/mi
[134]. 1z pocetne koliCine peroksidaze unete u sistem, koja iznosi 1 mg, izraCunata je kolicina
peroksidaze u supernatantu od 0.54 mg i efikasnost inkapsulacije od 46%. Proces inkorporiranja
peroksidaze u mikrosfere PDLLA nije prouzrokovao sekundarnu strukturu HRP i protein nije izgubio
aktivnost [122, 135]. Peroksidaza je protein koji nije skup, i izabran je kao model protein iz razloga
Sto je vrlo osetljiv na rastvarace i poviSenu temperaturu [27, 122].

Brojni faktori ukazuju na efikasnost ove metode za pripremu Cestica sa vrlo dobrim
karakteristikama kao Sto su sferi¢ni oblik i opseg veli€ina, kao i procenat inkapsulacije proteina.
Veli¢ina sfera u kojima je inkorporiran protein, kao Sto se iz rezultata mozZe primetiti, zavisi od
koncentracije surfaktanta i ko-rastvaraCa, ali ne i od tipa proteina koji je inkorporiran [28]. Ako
proteini kao 5to je HRP mogu biti inkorporirani u sferama bioresorbilnog polimera PDLLA bez
gubitka aktivnosti, postojala bi moguc¢nost da se istom metodom dobiju novi kompoziti u kojima bi

mogli da se inkorporiraju i ostali proteini kao Sto su faktori rasta, interferoni, insulin itd.
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6. Zakljucak
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Istrazivanja izvrSena u okviru ovog magistarskog rada imala su za cilj da se prouci efekat
razli¢itih parametara procesa na karakteristike Cistih i kompozitnin mikrosfera PLLA i PDLLA
dobijenih modifikovanom precipitacionom metodom. Kontrola veli¢ine Cestica, oblika i distribucije
veli¢ina Cestica su neophodni uslovi za postizanje reproduktivnosti, bioloSke postojanosti i
ponovljivog trenda otpustanja inkorporirane aktivhe supstance. U naSim eksperimentima radena su
Cetiri sistema: Ciste Cestice praha PLLA, Ciste Cestice praha PDLLA, kompozitne Cestice praha
PDLLA+BSA i kompozitne Cestice praha PDLLA+HRP. U svim sistemima koriS¢ena je modifikovana
precipitaciona metoda. U prvom sistemu od komercijalnih granula PLLA molekulske mase 100 000
g/mol je dobijen prah PLLA. Kao rastvara¢ koriS¢en je hloroform, a kao ko-rastvara¢ metanol ili
etanol. Kao povrsinski stabilizator koriS¢en je vodeni rastvor polivinil alkohola, ¢ija koncentracija je
bila 0.5% ili 1%. Nakon rastvaranja 40 mg komercijalnih granula u 1.5 ml hloroforma, vrSeno je
ukapavanje polimernog rastvora u 3 ml ko-rastvaraca (metanola ili etanola). Dobijena disperzija je
ukapavana u 20 ml vodenog rastvora PVA, uz koriS¢enje magnetne mesalice. Dobijena disperzija je,
zatim, centrifugirana 2 sata na 4000 rpm, supernatant uklonjen, a prah suSen nekoliko dana na
sobnoj temperaturi pod vakuumom. U drugom sistemu od komercijalnih granula PDLLA molekulske
mase 50 000 g/mol je dobijen prah PDLLA. Svi koraci su identi¢ni koracima prvog sistema, s tim Sto
je u drugom sistemu pre koraka centrifugiranja vrSena homogenizacija pomoéu homogenizatora
Ultra Turrax. Vreme homogenizacije je bilo 1 ili 10 min, a brzina homogenizacije je bila 10 000 rpm ili
21 000 rpm. U drugom sistemu promenljivi parametri su pored ko-rastvara¢a bili i koncentracija PVA
(1% ili 5%) i odnos dispergovane prema kontinualnoj fazi. U treCem sistemu je kao model protein
koriS¢en BSA, koji je nakon rastvaranja u vodi emulgovan u rastvoru polimera PDLLA. U ¢etvrtom
sistemu je kao model protein koris¢en HRP, koji je nakon rastvaranja u vodi emulgovan u rastvoru
polimera PDLLA. Ostali koraci u trecem i ¢etvtom sistemu su identi¢ni koracima u drugom sistemu.

Skenirajuéa elektronska mikroskopija je koriS¢ena za morfoloSku analizu prahova sva Cetiri
sistema, dok su stereoloSkim merenjima odredeni parametri koji karakteriSu oblik i veliinu, kao i
distribuciju veli¢ina Cestica sva Cetiri sistema. Za identifikaciju faza prvog sistema koriS¢éena je
rendgenska analiza. Za identifikaciju faza drugog sistema koriS¢ena su infracrvena spektroskopija i
diferencijalno skaniraju¢a kalorimetrija. Za karakterizaciju proteina prisutnin u kompozitnim
Cesticama koriS¢ena je elektroforeza. U C&etvrtom sistemu je spektrofotometrijskim merenjima
odredena efikasnost inkapsulacije proteina HRP, a za potvrdu prisustva proteina u kompozitu
uradena je diferencijalno skaniraju¢a kalorimetrija.

Dobijeni rezultati pokazuju da su modifikovanom precipitacionom metodom uspesno
dobijene pravilne sferne Cestice u sva Cetiri sistema. Dobijeni rezultati pokazuju da su izbor
organskih rastvaraca i koncentracija stabilizatora veoma bitni za uspesSno procesiranje mikrosfera
PLLA i PDLLA. I1zborom ko-rastvarata se moze uticati na karakteristike mikroCestica PLLA dobijenih
modifikovanom precipitacionom metodom. Na osnovu rezultata dobijenih u prvom sistemu, moZze se
videti da se sa etanolom dobijaju manje Cestice sa uniformnijom raspodelom veli€¢ina. U naSim
eksperimentima koji su radeni sa PLLA, etanol se pokazao kao bolji ko-rastvara¢ jer su dobijene
najmanje sferne Cestice. Na osnovu stereoloSkih merenja moze se videti da su Cestice dobijene u

prvoj i drugoj seriji, u kojima je kao ko-rastvara¢ koriS¢en metanol velike, sa srednjim prec¢nikom
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22.38 uym i 10.94 um, respektivno. Cestice dobijene u tre¢oj i Setvrtoj seriji, u kojima je kao ko-
rastvara€ koriS¢en etanol su manje i uniformnije od Cestica dobijenih u prvoj i drugoj seriji. Srednja
vrednost Dy, Cestica treCe serije iznosi 6.69 pym, a srednja vrednost D Cestica Cetvrte serije
iznosi 4.93 ym. Medu procesnim promenljivama, koncentracija PVA predstavlja takode jedan od
kljuénih faktora u formiranju sferi¢nih mikroestica PLLA. MoZe se primetiti da se sa poveéanjem
koncentracije PVA veli¢ine ¢estica dosta smanjuju. Posebno se pri koncentracijama PVA manjim od
1% (w/v) dobijaju nepravilne Cestice sa velikim aglomeratima. MikroCestice dobijene sa veéim
koncentracijama surfaktanta pokazuju sferiéni oblik i odsustvo aglomerata. Pri veéim
koncentracijama PVA, formiraju se tanje micele oko mikrosfera i kao posledica toga dobijaju se
mikrosfere manjih veli€ina. Iz dobijenih rezultata se moZe zaklju€iti da su u nasim eksperimentima
optimalne Cestice PLLA dobijene sa etanolom kao ko-rastvaraem i 1% PVA.

Rezultati dobijeni u drugom sistemu, koji je raden sa PDLLA, pokazuju da se modifikovanom
precipitacionom metodom, koja je prethodno primenjena za dobijanje mikrosfera PLLA, uspeSno
mogu dobiti pravilne sferne Cestice PDLLA. Ipak, uradene su dodatne modifikacije kako bi se
testirala primenljivost ove metode na dobijanje mikrosfera PDLLA. KoriSéenjem precipitacione
metode, procenjeno je da nekoliko procesnih parametara utiCe na postizanje optimalnih
preparativnih uslova za dobijanje pravilnih sferiénih ¢estica PDLLA. Medu procesnim promenljivama
brzina homogenizacije predstavlja jedan od bitnijih faktora koji utiCe na pravljenje malih i uniformnih
mikrosfera. MozZe se zakljuditi da sa duzim vremenom homogenizacije (10 min), velika energija koja
se unosi u sistem vodi ka brzoj disperziji polimerne organske faze u mikrokapljice malih veliina sa
uskim profilom distribucije. 1z rezultata dobijenih strereoloSkom analizom se moze videti da su
Cestice u prvoj i petoj seriji, u kojima je radena homogenizacija 1 min na 10000 rpm, veée sa
srednjim preénikom 4.37 pm i 8.44 pm, respektivno. Cestice u treéoj i sedmoj seriji, u kojima je
radena homogenizacija 10 min na 10000 rpm, su takode veée ali uniformnije. Srednji pre¢nik ¢estica
treée i sedme serije je 6.72 ym i 5.48 pm, respektivno. Cestice u &etvrtoj seriji, u kojoj je kao ko-
rastvaraC koriSéen etanol, u kojoj je radena homogenizacija 10 min na 21000 rpm su vece, sa
srednjim preénikom od 5.36 um. Cestice u drugoj i 3estoj seriji, u kojima je radena homogenizacija 1
min na 21000 rpm, su dosta manje. Srednji pre¢nik Cestica druge i Seste serije iznosi 2.01 um i 1.58
gm, respektivno. Najmanje Cestice sa najuzom raspodelom veli€ina, u kojima je radena
homogenizacija 10 min na 21 000 rpm, su dobijene u osmoj seriji, sa metanolom kao ko-
rastvarad¢em, sa srednjim pre¢nikom 1.25 pm. Cestice u devetoj i desetoj seriji, koje su radene bez
koraka homogenizacije sa 5% rastvorom PVA, su manje sa srednjim pre¢nikom 2.28 ym i 2.46 um,
ali u ovim serijama se mogu primetiti dve serije Cestica razli¢itih veli¢ina. Da bi se sintetisale male
mikrosfere, podaci ukazuju da je idealno da se radi sa velikim koncentracijama PVA (5%), malim
odnosom hloroform/voda i velikim brzinama homogenizacije (21 000 rpm). Takode se moZe primetiti
da se sa metanolom dobijaju manje &estice. U svrhe intravenozne aplikacije sistema za dostavu
lekova koristile bi se najmanje Cestice. Glavha prednost ove metode je Sto ne zahteva poviSene
temperature i samim tim moze biti korisna za inkapsulaciju lekova osetljivih na toplotu, kao Sto su
proteini.
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Eksperimentalni uslovi pri kojima je radeno procesiranje mikrosfera PLLA i PDLLA bez
inkorporiranog proteina, su modifikovani sa daljim ciljem dobijanja Sto manijih, sferi¢nih kompozitnih
Cestica PDLLA, sa Sto uzom distribucijom veliina u kojima su inkorporirani proteini BSA ili HRP. Na
osnovu rezultata dobijenih sa Cesticama praha PDLLA bez proteina uolen je trend ponaSanja
Cestica pri razli¢itim uslovima procesiranja mikrosfera. Radene su dodatne modifikacije procesnih
parametara (zapremina vode je povec¢ana na 30 ml ili je koncentracija PVA povecana na 5%) sa
ciliem dobijanja jo§ manijih i uniformnijih submikronskih sfera PDLLA u kojima je inkorporiran protein.
U svim eksperimentima radena je homogenizacija 10 min na 25000 rpm. Na osnovu srednjih
vrednosti maksimalnog precnika Cestica praha PDLLA u kojima je kao protein inkapsuliran BSA
moZe se videti da su Cestice u prvoj i Cetvrtoj seriji, u kojima je koris¢en 1% PVA, vecée sa srednjim
preénikom 1.50 um i 1.15 pm, respektivno. Cestice u drugoj i tre¢oj seriji, u kojima je koriéen 5%
PVA, su manje sa srednjim pre¢nikom 530 nm i 490 nm, respektivno. U svim serijama je kao ko-
rastvara€ koriS¢en etanol, osim u tre¢oj seriji u kojoj je kao ko-rastvara¢ koris¢en metanol. PovrSina
ovih mikrosfera je relativno glatka. U svim serijama su dobijene pravilne sferne Cestice.

Na osnovu srednjih vrednosti maksimalnog pre¢nika Cestica praha PDLLA u kojima je kao
protein inkapsuliran HRP se moZze videti da su €estice u prvoj i drugoj seriji, u kojima je koris¢en 1%
PVA, veée sa srednjim preénikom 1.13 ym i 0.96 pym, respektivno. Cestice dobijene u treéoj, Setvrtoj
i petoj seriji, u kojima je koris¢en 5% PVA, su manje sa srednjim pre¢nikom 460 nm, 530 nm i 590
nm, respektivno. U svim serijama su dobijene pravilne sferne €estice. U svim serijama je kao ko-
rastvara¢ koriS¢en etanol, osim u trecoj seriji u kojoj je kao ko-rastvarag koriS¢en metanol. U svim
serijama je uspe3no inkapsuliran HRP osim u drugoj seriji u kojoj je kao rastvara¢ koris¢en toluol.
Kada se kao rastvarac koristi toluol, dobijaju se sferne polimerne estice sa povrSinskim porama bez
prisustva proteina usled trenutne difuzije proteina iz polimernih sfera ka toluolu i pojave Supljina na
povrsini polimernih sfera.

Mikrosfere u kojima je inkapsuliran protein imaju Siroku biomedicinsku primenu na polju
kontrolisane dostave lekova. Lekovi bazirani na proteinima su skloni gubljenju integriteta i bioloSke
aktivnosti tokom agresivnih procesa pripreme. Veli€ina polimerne &estice u kojoj je inkorporiran lek
znaCajno utiCe na njegova terapeutska svojstva. Generalno posmatrano, brzina otpusStanja
terapeutskog agensa se povecavanja sa povecanjem veliine Cestice. Sposobnost kontrole veli€ine
Cestice u kojoj je inkorporiran protein omogucava kontrolu kinetike otpuStanja proteina. Takode,
veliCina Cestica moze uticati na odgovor celije. Pokretljivost Cestica bilo u gasnim ili teénim
sistemima zavisi od njihove veli€ine; zbog toga veli¢ina ¢estica mora biti poznata i kontrolisana kako
bi se efektivno kontrolisalo njihovo kretanje i translociranje. Brojni faktori ukazuju na efikasnost ove
metode za pripremu distih i kompozitnih ¢estica PLLA i PDLLA sa vrlo dobrim karakteristikama kao
S§to su oblik i opseg veli€¢ina, kao i procenat inkapsulacije proteina. Proces inkorporiranja
peroksidaze u mikrosfere PDLLA nije prouzrokovao sekundarnu strukturu HRP i protein nije izgubio
aktivnost. Veli€ina mikrosfera u kojima je inkorporiran protein (BSA, HRP), kao Sto se iz rezultata
moZze primetiti, dosta zavisi od koncentracije surfaktanta i ko-rastvaraca, ali ne i od tipa proteina koji
je inkorporiran. U naSim eksperimentima hloroform se pokazao kao pozZeljan rastvara¢ sa

efikasnoScu inkapsulacije od 46%, dok se toluol pokazao kao nepozeljan jer dolazi do pojave koju
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nazivamo "initial burst" i velike erozije iz matrice. Peroksidaza (HRP) izolovana iz rena je izabrana
kao model protein jer je vrlo osetljiva na rastvarae i poviSene temperature. Ako proteini kao Sto je
HRP mogu biti inkorporirani u sferama bioresorbilnog polimera PDLLA bez gubitka aktivnosti,
postojala bi moguénost da se istom metodom dobiju novi kompoziti u kojima bi mogli da se
inkorporiraju i ostali proteini kao Sto su faktori rasta, interferoni, insulin itd., Sto ¢e biti predmet naSih
daljih istrazivanja.
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