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POVZETEK

Biorazgradljivi polimeri se Ze vrsto let uporabljajo za izdelavo dostavnih sistemov in tudi
za izdelavo kirurskega nitja in vsadkov za fiksacijo zlomov kosti ter usmerjanje rasti
regenerirajocega se tkiva. Trenutno potekajo obsezne raziskave biorazgradljivih
materialov, ki kazejo moznost uporabe na podrocju tkivnega inZenirstva in za izdelavo
sodobnih dostavnih sistemov, ki bi omogocali nadzorovano in ciljano spros¢anje zdravilnih
uc¢inkovin ter s takSnim pristopom izboljsali kakovost zdravljenja. Biorazgradljivi polimeri
Se po vnosu Vv organizem v znanem ¢asovnem obdobju razgradijo in preko naravnih poti
izlo¢ijo iz telesa, torej predstavljajo ugodno zamenjavo za polimere, ki se v fizioloSkem
okolju ne razgradijo in se zato, zlasti po veckratni aplikaciji, kopi¢ijo v organizmu, kar
lahko privede do nastanka nezelenih ucinkov in zakasnele imunske reakcije. Ker potrebe
po novih biorazgradljivih polimerih $e vedno nara$¢ajo, smo v diplomskem delu izvedli
sintezo kopolimerov iz trimetilenkarbonata in D,L—laktida, saj so le-ti obetavni kandidati
na podrocju izdelave novih dostavnih sistemov. Sintetizirali smo osem kopolimerov z
razliénimi razmerji monomerov v polimerni verigi. Polimerizacijo smo izvajali 24 ur pri
temperaturi 120 °C v prisotnosti katalizatorja kositrovega(ll) 2—etilheksanoata v atmosferi
argona. Sinteza je potekala s koordinativnim insercijskim mehanizmom z odpiranjem
obroca. Predlagali smo tudi verjetni potek polimerizacije, kjer v prvi stopnji poteCe
aktivacija monomera trimetilenkarbonata, ki nato reagira z drugimi monomeri. Izkoristki
sintez so znasali med 88 % in 99 %. Sintetizirane kopolimere smo strukturno ovrednotili z
'H-NMR analizo in jim z diferencialno dinamiéno kalorimetrijo (DSC) dolo¢ili termi¢ne
lastnosti. Razpadnost kopolimerov v vodi smo spremljali v Casu treh mesecev pri
temperaturi 37 °C. Z 'H-NMR analizo smo dolo&ili razmerje monomerov v kopolimerih in
ugotovili, da se dobro ujema s predvidenim; hkrati pa smo potrdili ¢istoto kopolimerov
(odsotnost nezreagiranih monomerov) in uspesnost izvedene sinteze. Z DSC analizo smo
ugotovili, da so kopolimeri amorfni in da temperatura steklastega prehoda narasca z
delezem D,L-laktida v kopolimeru. In vitro razpadnost kopolimerov v vodi v ¢asu treh
mesecev smo spremljali, da bi ugotovili hitrost razpada in vrsto erozijskega procesa.
Ugotovili smo, da so kopolimeri z visokim delezem hidrofobnega trimetilenkarbonata v
vodnem mediju zelo stabilni, zaradi minimalne dovzetnosti karbonatne vezi za hidrolizo in
razpadajo s povrsSinsko erozijo. Visoka vsebnost D,L—laktida v kopolimeru pospesi razpad.
Ti kopolimeri se razgrajujemo s procesom globinske erozije. 1z sintetiziranih kopolimerov

smo v zadnjem delu naloge izdelali polimerne mikro- in nanodelce. Mikrodelce smo
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izdelali z metodo elektrorazprsevanja iz kopolimerov z delezem D,L—laktida med 68 % in
84 %. Nanodelce smo izdelali z metodo nanoprecipitacije iz 0,5 % in 2,5 % raztopine
kopolimerov v acetonu, ki smo jo injicirali v disperzni medij (bidestilirana voda) brez
stabilizatorja ali s stabilizatorjem (polivinilalkohol (Moviol™ 4-98), poloksamer 188
(Lutrol®F68)). Izdelani nanodelci so imeli povprecno velikost od 80 do 252 nm,
polidisperzni indeks od 0,07 do 0,248, kar smo dolocili s fotonsko korelacijsko
spektroskopijo, in zeta potencial od — 13 do — 41 mV, kar smo dolo¢ili z Dopplerjevo
lasersko anemometrijo. Ugotovili smo, da so vse merjene lastnosti nanodelcev odvisne od
koncentracije kopolimera v organskem topilu, razmerja monomerov v kopolimeru in
prisotnosti 0z. odstotnosti stabilizatorja v disperznem mediju. Biorazgradljivi kopolimeri
na osnovi D,L-laktida in trimetilenkarbonata, ki smo jih sintetizirali in ovrednotili v
diplomski nalogi, predstavljajo obetaven material na izdelavo sodobnih dostavnih sistemov

za vnos ucinkovin v organizem.
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ABSTRACT

Biodegradable polymers are in use for several years for manufacturing drug delivery
systems, medical sutures in surgery and implants for fixation of bone fractures or guiding
growth of damaged tissue. Nowadays extensive research of biodegradable materials is
taking place in the areas of tissue engineering and for manufacturing advanced delivery
systems for controlled and targeted delivery of active substances, thereby enhancing the
quality of treatment. After apllication of biodegradable polymers in human body they
degrade after a known time, therefore presenting a better choice than polymers, which are
stable and accumulate in physiological environment after multiple intake, which may lead
to undesired side effects and late inflammatory reactions. Whereas the need for new
biodegradable polymers still increases, we synthesised copolymers from trimethylene
carbonate and D,L—lactide, since they represent a promising material for manufacturing
advanced drug delivery systems. We synthesised eight copolymers with different
monomeric ratios in polymer chain. Polymerization was carried out for 24 hours at120 °C
under argon using stannous octoate as a catalyst. Mechanistically the reaction should be
described as ring-opening polymerization with coordination insertion. We also suggested a
likely course of polymerization, whereby the first stage is activation of trimethylene
carbonate, which may react with other monomeric species. The yields were in range
between 88 % and 99 %. In further experimental work we evaluated structural and thermal
properties of copolymers using *H — NMR technique and differential scanning calorimetry.
Disintegration of copolymers in water was monitored for three months at 37 °C. With *H —
NMR analysis we determined a molar ratio of monomers in polymer chain and found out
that they fit well with the starting ratios of monomers. At the same time we confirmed
purity of copolymers (absence of nonreacted monomers) and effectiveness of synthesis.
The DSC analysis showed that the copolymers are amorphous and the glass transition
temperature increases with the proportion of D,L—lactide in copolymers. We monitored in
vitro degradation of copolymers in water during three months to determine decomposition
rate and type of erosion process. Copolymers containing high proportion of hydrophobic
monomer trimethylene carbonate are very stable in aqueous medium, because of minimum
susceptibility of carbonate bond towards hydrolysis and they degrade with surface erosion.
High levels of monomer D,L-lactide in copolymer accelerates the degradation and these
copolymers decompose in the process of bulk erosion. In the last part of our work we
prepared polymeric micro— and nanoparticles from synthesized polymers. Microparticles
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were produces by electrospinning method from copolymers containing between 68 % and
84 % of D,L—lactide in polymer chain. We prepared nanoparticles by solvent displacement
method from 0,5 % and 2,5 % copolymer solution in acetone, which was injected in
dispersion medium (double — distilled water) with or without a stabilizer (polyvinyl alcohol
(Moviol™ 4-98); poloxamer 188 (Lutrol® F68)). Manufactured nanoparticles had an
average size of 80 nm to 252 nm, polydispersity from 0,07 to 0,248, which was determined
by photon correlation spectroscopy and zeta potencial between —13 and — 41 mV, which
was determined by laser Doppler anemometry. We found that all measured properties of
nanoparticles depend on the concentration of copolymer in an organic solvent, the molar
ration of monomers in polymer chain and the presence or absence of stabilizer in
dispersion medium. The syntesized and evaluated copolymers based on D,L-lactide and
trimetylene carbonate trehefore represent a promising material for manufacturing advanced

delivery systems for the introduction of active substances in organism.
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SEZNAM OKRAJSAV

APC antigen predstavitvene celice

TPP cinkov tetrafenilporfolaktol

DSC diferencialna dinamic¢na kalorimetrija
PCS fotonska korelacijska spektroskopija
IFN —vy interferon - y

IL-2 interlevkin — 2

d kemijski premik (NMR spekter)
PGLA kopolimer iz mle¢ne in glikolne kisline
DLLA-TMC kopolimer iz trimetilenkarbonata in D,L—laktida
poli(mPEG — TMC) kopolimer iz trimetilenkarbonata in

monometoksipolietilenglikola

Sn(Oct), kositrov(Il) 2—etilheksanoat
m multiplet (NMR)

ND nanodelec

NMR jedrska magnetna resonanca
Pdl polidisperzni indeks

PEO polietilenoksid

PEG polietilenglikol

PGA polimer iz glikolne kisline
PLLA polimer iz L-mlec¢ne Kisline
PDLA polimer iz D,L-mle¢ne kisline
PVA polivinilalkohol

P-188 poloksamer 188

SCF supekriti¢ni fluid
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ScCO; superkriti¢ni ogljikov dioksid

Tm temperatura talis¢a

Ty temperatura steklastega prehoda

T™MC trimetilenkarbonat

VEGF -1 vaskularni endotelijski rastni dejavnik — 1

I vrednost integrala pri kemijskem premiku (NMR spekter)
SEM vrsti¢na elektronska mikroskopija

ZU zdravilna u¢inkovina
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1. UvOoD
1.1. BIORAZGRADLIJIVI POLIMERI

Biorazgradljivi polimeri so v zadnjih dvajsteh letih doziveli zelo velik razvoj in se danes v
veliki meri uporabljajo na podro¢ju farmacije, klinicne biomedicine in tkivnega
inZenirstva. Biorazgradljivi polimeri predstavljajo obetaven material v razvoju medicinskih
pripomockov, kot so zacasne proteze, tridimenzionalne porozne strukture, ki sluzijo kot
ogrodja v tkivnem inzenirstvu in v razvoju sodobnih dostavnih sistemov za vnos
nizkomolekularnih u€inkovin in biomakromolekul. Tak$ni dostavni sistemi omogocajo
stabilnost in kontrolirano ter podaljSano sproS€anje vgrajenih ucinkovin (1,2). Vsaka
aplikacija zahteva specificne fizikalne, kemi¢ne in mehanske lastnosti polimerov, da
dosezemo optimalne lastnosti sistema glede na namen uporabe. V ta namen se v zadnjih

letih intenzivno raziskujejo Stevilni novi naravni in sintezni biorazgradljivi polimeri.

Polimeri so makromolekule, ki so sestavljene iz ponavljajo¢ih se enot monomerov, Ki S0
med seboj povezane s kovalentnimi vezmi, verige polimera pa se med seboj povezujejo z
vodikovimi in Van der Waalsovimi vezmi ter ionskimi oz. drugimi elektrostatskimi
interakcijami. Reakcije sinteze polimerov, t.i. polimerizacije, v osnovi delimo v dve
skupini: stopenjske (polikondenzacije) in verizne, slednje pa se po mehanizmu delijo na
anionske, kationske, radikalske in koordinativne polimerizacije. Glede na izvor delimo
polimere na naravne in sintezne (3). Naravni polimeri so v klini¢ni uporabi Ze vrsto let in
vklju€ujejo polisaharide (npr. Skrob, dekstran, alginat, hitosan, hialuronska kislina) in
proteine (npr. kolagen, albumin, Zelatina, fibrin). Vedno veéji poudarek pa je na razvoju

sinteznih kopolimerov, ker imajo le-ti v sploSnem ve¢ prednosti pred naravnimi (4):

e Sestavljajo jih monomeri z dobro definirano strukturo in lastnostmi;

e S spreminjanjem reakcijskih pogojev polimerizacije (katalizator, razmerje
katalizator/polimer, temperatura, topilo, pH, uvajanje novih monomerov) lahko
pripravimo materiale z Zelenimi lastnostmi glede na namen uporabe;

e Postopki izolacije in ¢iscenja S0 bolj enostavni kot pri naravnih polimerih

e Manjsa imunogenost in posledi¢no boljsa biokompatibilnost;

e Bolj predvidljivi profili razgradnje in vivo, saj so naravni polimeri v ve¢ji meri
podvrzeni encimski razgradnji, kjer se koli¢ina posameznih encimov spreminja

tako med posamezniki kot tkivi v telesu.

10
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Med sinteznimi polimeri se najpogosteje uporabljajo poliestri, predvsem polimlecna in
poliglikolna kislina. Vendar pa imajo ti polimeri nekatere pomanjkljivosti kot so relativna
togost in krhkost, velik delez kristalini¢nosti, slaba adhezija celic in prehitra razgradnja v
bioloskem okolju (5). Erozija, ki poteka po celotnem volumnu, sproséa kisle razpadne
produkte razgradnje, ki lahko povrzrocijo zakasnelo vnetno reakcijo, kar je privedlo do
razvoja Stevilnih drugih sinteznih biorazgradljivih polimerov. Polikarbonati predstavljajo
ugodno alternativo, saj se razgrajujejo s povrsinsko erozijo, razpadni produkti so manj
kisli, amofnega znacaja, hkrati pa imajo superiorne mehanske lastnosti, ki so primernejse
za uporabo v tkivnem inZinirstvu in kot dostavni sistemi za vnos farmakolosko aktivnih
ucinkovin (6). Ravno tako se razvijajo druge skupine biorazgradljivih polimerov, kot so
poliortoestri, polifosfazeni, poliuretani in poliureje ter polianhidridi, ki vsaka na svoj nacin
zadovoljuje potrebe glede na namen uporabe. V kliniéni medicini se Ze uporabljajo
razli¢na kirurska nitja za zapiranje ran (Vicryl®, Maxon®™) in pripomocki za fiksacijo kosti
npr. vijaki (Lactosorb®, slika 1) in plo§¢ice (slika 2), veliko raziskav pa se posveca razvoju
sinteznih biorazgradljivih implantatov, ki za¢asno nadomes$cajo npr. delovanje sklepov

(gleznja, kolena, komolca), koznim nadomestkom in tridimenzionalnim polimernim

ogrodjem za regeneracijo mehkih tkiv npr. srca, perifernega zivéevja, mehurja, jeter in
ledvic (7).

Slika 1 in slika 2: Vijaki (levo) in plos¢ice (desno) iz biorazgradljivih polimerov PLA/PGA za
fiksacijo kosti.

1.2. LASTNOSTI IN UPORABA BIORAZGRADLIJIVIH MATERIALOV

Skupna lastnost vsem biorazgradljivim polimerom je, da v svoji verigi (glavni, stranski,
pre¢nih povezavah) vsebujejo skupine, ki in vivo s kemijsko in/ali encimsko hidrolizo

razpadejo na manjse fragmente, oligomere in monomere. Kemijska in encimska hidroliza

11
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lahko potekata paralelno in neodvisno ena od druge. Po vnosu medicinskega pripomocka v
organizem ne potrebujemo postoperativne kirurSke odstranitve, saj pripomocek V
dolo¢enem ¢asovnem obdobju sam razpade, se preko bioloSkih poti metabolizira in izloci
iz organizma. Z uporabo biorazgradljivega medicinskega pripomocka dodatno zmanjSamo
verjetnost nastanka poSkodbe, ki lahko nastane pri odstranitvi vsadka, s ¢imer mocno

izboljsamo komplianco zdravljenja (8).

Pogoj za uporabo medicinskih implantatov in dostavnih sistemov za vnos uéinkovin Vv
organizem sta biokompatibilnost in ustrezna adhezija celic na mestu implantacije. Polimeri
in njihovi produkti razpada morajo biti biokompatibilni z manjhno mero imunogenosti in
ne smejo povzrocati vnetnih reakcij, nekroze tkiva, alergi¢nih reakcij ali karcinogeneze (7).
Posledi¢no morajo biti vsi biomateriali najvi§je stopnje Cistote, material mora biti takSen,
da ga lahko enostavno steriliziramo s konvencionalnimi metodami (y-zarki, etilenoksidom)
ter ne smejo vsebovati necistot, ki se lahko med uporabo izluzijo (iniciatorji, stabilizatorji,
emulgatorji, plastifikatorji, nezreagirani oligomeri in monomeri), kar privede do neZelenih
uc¢inkov (7). V¢asih se na mestu vnosa Vv telo pojavi akutno sterilno vnetje, ki je posledica
naina aplikacije. Biorazgradljivi polimeri, ki so v stiku s krvjo, morajo biti
hemokompatibilni, kar pomeni, da ne smejo vezati proteinov iz plazme in krvnih celic, kar
bi privedlo do lokalnega strjevanja krvi in nastanka trombov na mestu uporabe. Pri izbiri
ustreznega biokompatibilnega polimera so kriti¢ni parametri mehanske lastnosti polimera

in ¢asovni profil njegove razgradnje.

Uporaba biorazgradljivih polimerov bi za fiksacijo pri kostnih zlomih (koleno, kolk,
stegnenica) lahko nasledila materiale, kot so nerjavece jeklo, zlitine kobalta in kroma,
titanove zlitine in strukturne keramike, ki so trdnejSe in bolj toge od kosti (9). Prav razlika
v togosti je vzrok za neustreznost Stevilnih implantatov. Togi implantati prenaSajo pri
normalni fizioloski aktivnosti npr. hoji, Sportni aktivnosti vec¢ji delez mehanske
obremenitve kot kostno ogrodje, ki se obnavlja, pri ¢emer §Citijo kostno ogrodje in
obdajajoc¢e misi¢no tkivo pred normalno stresno obremenitvijo. Kot rezultat $¢itenja pred
stresom se misi¢no tkivo postopoma resorbira, adhezija med implantatom in misSi¢nim
tkivom se zmanjsa in implantat postane skozi daljse ¢asovno obdobje ohlapen, kar vodi v
dodaten kirurski poseg in odstranitev implantata z mesta uporabe (9). Polimerni materiali
z razgradnjo izgubljajo mehansko trdnosto, kar omogoca rast kosti, kjer se je prej nahajal

implantat in tako postopno prenasajo breme preko implantanta na regenerirajoco se kostno

12
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ogrodje. Kljuénega pomena je, da polimerni matriks zagotavlja ustrezno mehansko
podporo tkivu, predvsem v zacetni fazi regeneracije, zagotoviti pa mora pritrditev,
migracijo in razvoj oz. zorenje osteogenetskih celic, ki tvorijo kostnino. Pri razvoju
umetnega kostnega ogrodja poskusamo ¢imbolje posnemati mehanske (natezna
trdnost,Youngov modul, elongacija pri zlomu) in strukturne lastnosti spongiozne kosti
(tabela 1), ki jih gradijo gosta kolagenska vlakna z rde¢im kostnim mozgom (10). Polimeri,
Ki se uporablajo za fiskacijo so togi z veliko mehansko trdnostjo (40-500 MPa) in velikimi
Youngovimi moduli (= 1000-2000 MPa). Nizek Youngov modul pomeni velik raztezek
materiala pri doloCeni obremenitvi 0z. sili v skladu s Hookovim zakonom, kar pri
materialih, ki jih uporabljamo za fiksiranje obnavljajoce se kosti, ni zazeleno, saj s tem ne
zagotovimo ustrezne mehanske podpore in zaséite regenerirajocemu tkivu. Biorazgradljivi
materiali bi lahko imeli poleg osnovne fiksacijske funkcije tudi vlogo dostavnega sistema.
Tak$ni kombinirani vsadki bi v poSkodovano tkivo sproscali zdravilne ucinkovine in
rekombinantne rastne dejavnike npr. kostni morfogenetski protein, trombocitni rastni
dejavnik, transformirajoci rastni dejavnik-p, medtem ko se polimerno ogrodje razgrajuje,

in s tem pristopom spodbujali rast kosti in celjenje zloma.

Tabela I: Mehanske lastnosti kostnega in vezivnega tkiva

Vrsta tkiva v organizmu Natezna trdnost (MPa) Youngov modul (MPa)
Spongiozna kost 7,4 20-500

Kortikalna kost 60-160 3.000-30.000

Hrustanec (sklep) 3,7-10 0,7-15,3

Ligamenti 13-46 65-541

Kita 24-112 143-2310

1.3.  POLIMERI V INZENIRSTVU MEHKIH TKIV

Izguba tkiva kot posledica fizicne poskodbe ali bolezenskega stanja v organizmu
predstavlja velik problem v klini¢ni medicini. Transplantacija tkiv in organov je standardni

postopek za zdravljenje taks$nih stanj, vendar ta pristop zdravljenja omejuje Stevilo
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ustreznih darovalcev. Ostali nacini zdravljenja, ki so Se na voljo, vkljucujejo kirursko
rekonstrukcijo, uporabo zdravil, umetnih protez in drugih medicinskih pripomockov, ki pa
niso sposobni v zadostni meri nadomestiti funkcije izgubljenega ali obolelega tkiva.
Osnovna ideja v tkivnem inzenirstvu mehkih tkiv je transplantacija celic, ki jih dobimo z
biopsijo vzorca tkiva in rastnih dejavnikov v porozno biorazgradljivo polimerno ogrodje
(slika 3) (11). Celice se v polimernem biorazgradljivem ogrodju razras¢ajo in tvorijo lastno
zunajcelicno okolje (medceli¢nino), medtem ko se polimerno ogrodje razgrajuje. Novo
tkivo nastane bodisi znotraj bodisi zunaj telesa in bi naj bilo ¢imbolj podobno zdravemu
tkivu ter naj s casom ne bi izgubljalo bioloskih lastnosti. Tako se raziskujejo Stevilni novi
biorazgradljivi polimeri, v katere je mozno vkljuciti celice in rekombinantne rastne
dejavnike, ter metode, ki omogocajo preoblikovanje teh polimerov v porozna
tridimenzionalna ogrodja. Naértovanje in razvoj tak$nih sistemov temelji na zagotavljanju
ustrezne poroznosti polimernega ogrodja (slika 4), ki omogoc¢a dosledno povezovanje med
porami v skeletu, komunikacijo med celicami v novo nastajajo¢em zunajcelicnem prostoru,
primerno mehansko trdnost in ustrezne mikrolastnosti na povrSini skeleta ter zagotavlja
pritrditev, razSirjanje in razvoj vneSenih celic v polimernem ogrodju (11). Polimerno
ogrodje mora imeti dovolj velik prosti volumen, ki omogoca raz§irjanje celic po celotnem

ogrodju in nastanek homogenega tkiva ter ne sme vplivati na funkcijo razvitih celic.

tridimenzionalno ogrodje iz
biorazgradljivega polimera

rastni dejavniki

Slika 3: Shematski prikaz transplantacije celic in rastnih dejavnikov v porozno polimerno ogrodije z
namenom tvorbe novonastajajocega tkiva.
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Slika 4: SEM fotografija pre¢nega prereza poroznega ogrodja na osnovi biorazgradljivega polimera
poli-L-laktida.

Kljub napredku na podro¢ju biomaterialov pa Stevilo polimerov za klini¢no uporabo $e
vedno ostaja omejeno. Materiali na osnovi PLA/PLG so relativno togi in krhki in imajo
neustrezno kinetiko razpada za aplikacije, kot sta tkivno inZinirstvo srca in priprava
polimernih oblog, ki sluzijo kot umetni kozni nadomestki, kjer je potrebna dobra
fleksibilnost materiala (12). Semikristalini¢ni polimeri PLA/PGA lahko fragmentirajo pod
nenehnimi mehanskimi obremenitvami, kar privede do nastanka vecjih kristalini¢nih
fragmentov, ki lahko drazijo okolisko tkivo, zato v inZenirstvu mehkih tkiv stremimo k
uporabi amorfnih polimerov (13). Dodatno ti polimeri v kon¢ni fazah razpadnega procesa
vezejo vedje koli¢ine vode zaradi nastajanja prostih hidroksilnih in karboksilnih skupin,
kar privede do nabrekanja polimera. Nabrekanje lahko povzroci kroni¢no lokalno ishemijo
zivéevja, kar je vzrok za kroni¢no bolecino dokler se implantat popolno ne resorbira. S tem
namenom se danes razvijajo bolj hidrofobni amorfni kopolimeri laktida in TMC, ki
izkazujejo boljse lastnosti za inzenirstvo mehkih tkiv, zaradi vecje fleksibilnosti, manjse
lomljivosti, relativne odpornosti na konstanten mehanski stres ter manjSega nabrekanja v
kon¢ni stopnji razgradnje. Kopolimeri DLLA-TMC predstavljajo ugodno alternativo
poliuretanom, ki se uporabljajo kot material za umetne sréne zaklopke in kot obloga za
kovinske razpornike pri balonski koronarni angioplastiki, vendar njihovo uporabo
omejejuje nastajanje relativno toksi¢nih razpadnih produktov. Semikristalini¢ni fleksibilni
kopolimeri TMC in e-kaprolaktona, iz katerih enostavno izdelamo visoko porozna ogrodia,

predstavljajo obetaven material v nevrokirurgiji za izdelavo umetnih Zivénih vodil z
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vklju¢enimi Schwannovimi celicami, kadar medsebojno povezovanje zivénih pletezev

zaradi obsezne lokalne poskodbe ni ve¢ mogoce (14).

1.4. BIORAZGRADLJIVOST POLIMEROQOV IN VIVO

Med najpomembnejSe Kriterije za uspe$no uporabo biorazgradljivih polimerov za
katerikoli namen v medicini, je poznavanje in razumevanje mehanizmov preko katerih se
doloCen polimer razgrajuje/erodira in se v kon¢ni fazi resorbira z mesta aplikacije.
Pretvorbo polimerov v vodotopne produkte najbolje opiSemo s terminom bioerozija.
Bioerozijski proces trdnega polimernega ogrodja je povezan z makroskopskimi
spremembami v videzu implantata, fizikalno-mehanskimi spremembami in spremembami
v fizikalnih procesih, kot so nabrekanje, deformacija in razpad strukture, izguba mase in

kon¢no izguba prvotne funkcije implantanta (15).

Razgradnja polimernega ogrodja je kemijski proces, Kjer v prisotnosti molekul vode poteka
hidroliti¢na cepitev skupin v glavni verigi polimera, stranskih verigah in/ali pre¢nih
povezavah med polimernimi verigami. Erozija pa sodi med fizikalne procese in vkljucuje
difuzijo vode, razpletanje in odplavljanje polimernih verig ter raztapljanje polimera. Glede
na mehanizem delimo erozijo na povrsinsko in globinsko (slika 5) (15). Pet pomembnih
dejavnikov vpliva na mesto, na katerem poteka erozija: stabilnost vezi, kristalini¢nost,
hidrofobnost polimera, lastnosti razgradnih produktov (topnost, Kislost) in poroznost

polimernega matriksa.
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| &as razgrajevanja 1 razpadni produk

Slika 5: PovrsSinska (a) in globinska (b) erozija polimernega ogrodja
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Pri globinski eroziji je hitrost difuzije molekul vode vec¢ja od hitrosti razgradnje polimera v
vodotopne produkte in poteka homogeno znotraj polimernega ogrodja. Kinetika globinske
erozije je zelo kompleksna in nanjo vpliva zaradi prisotnosti vode poleg erozije tudi
razgradnja samega polimera. Sprememba mase je sprva minimalna in v dolo¢eni ¢asovni
tocki zelo hitro naraste. Ta fenomen pogojuje dejstvo, da poteka cepitev vezi v verigi
polimera pocasi, dokler se ne doseze neka kritiéna molekulska masa, kateri sledi naglo
zmanjSanje polimerne mase, ki je posledica difuzije vodotopnih fragmentov iz notranjosti
polimernega sistema. Za globinsko erozijo je znacilno, da se zunanji volumen polimernega
ogrodja dosti ne spreminja, poveCuje pa se notranji prosti volumen. Pomanjkljivost
polimernih ogrodij, ki so podvrzena globinski erozije, je, da se preko celotnega ogrodja
tvorijo reze in razpoke, ki so lahko vzrok za nenadzorovane fragmentacije ogrodja. Vecina
polimerov, iz katerih izdelujemo medicinske pripomocke za fiksacijo kostnih zlomov in
sodobne dostavne sisteme za vnos u¢inkovin v organizem, je podvrzena globinski eroziji.
Taks$ni medicinski pripomocki za fiksacijo zlomov lahko nenadzorovano fragmentirajo, kar
vodi v izgubo mehanske trdnosti implantata in neuc¢inkovito oporo regenerirajoéemu
kostnemu tkivu, dostavni sistemi pa zagotavljajo manjSo za$¢ito uéinkovinam in ne
omogoc¢ajo ohranjanja konstantnih plazemskih profilov. Razgradnja ucinkovine lahko
poteCe Ze znotraj polimernega ogrodja, kar ima za posledico manjSo terapevtsko

ucinkovitost dostavnega sistema.

V nasprotju z globinsko erozijo je pri povrSinski eroziji hitrost difuzije molekul vode
manj$a od hitrosti erozije. Zatorej je erozijski proces omejen na povrSino ogrodja, ki bo ¢ez
Cas postajalo vse manjse tj. prostornina ogrodja se bo manjsala, razmerje med maso in
volumnom pa bo ostalo konstantno, prav tako se bo ohranila integriteta strukture
implantata. Izguba mase je postopna in skoraj linearna v prouc¢evanem ¢asovnem intervalu.
Kinetika povrSinske erozije je bolj predvidljiva, saj je njena hitrost sorazmerna povrsini
implantata oz. dostavnega sistema. Z izdelavo dostavnih sistemov iz polimerov, ki se
razgrajujejo s povrsinsko erozijo, je omogocena vecja zaséita ucinkovine v ogrodju in
kinetika nultega reda sproscanja ucinkovine. Med taksne polimere sodijo, poliortoestri,
polifosfati in polianhidridi, kjer so v hidrofobni verigi prisotne skupine, ki so zelo

obcutljive za hidrolizo.

Biorazgradljivi polimeri se lahko razgrajujejo in vivo tudi z oksidacijo in pod vplivom

svetlobe (fotoliza). Skoraj vsi trenutno dostopni implantati oz. dostavni sistemi se v
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najvecji meri razgrajujejo zaradi hidroliti¢ne cepitve vezi v glavni verigi polimera. Klju¢ni

dejavniki, ki vplivajo na hitrost razgrajevanja so (15):

e Kemicna stabilnost hidroliti¢no reaktivnih skupin v glavni verigi polimera
¢ Hidrofilnost/hidrofobnost monomerov v polimerni verigi

e Molekulska masa polimera

e Proces proizvodnje in geometrija polimernega ogrodja

e Morfoloske lastnosti polimera

Dovzetnost reaktivnih skupinih za proces hidrolize v verigi polimera je poglaviten
parameter, ki vpliva na hitrost procesa hidrolize. V sploSnem je znano, da anhidridna vez
hitreje hidrolizira kot esterska, esterska pa hitreje kot amidna, torej bo hidroliza
polianhidridov hitrejSa kot hidroliza poliestrov ali poliamidov (15). Dejanske hitrosti
procesa hidrolize ne moremo napovedovati le na podlagi labilnih skupin v polimerni
verigi, saj je pomembna tudi prepustnost polimernega ogrodja za molekule vode. Le-ta je
odvisna od hidrofilne oziroma hidrofobne narave monomerov v polimeru in ima kljucen
vpliv na hitrost hidrolize. Hidrofobne molekule imajo manjSo teZnjo za vezavo molekul
vode, saj ne tvorijo vodikovih vezi. Tako lahko z zamenjavo bolj hidrofilne sebainske
kisline z bolj hidrofobnim bis(karboksifenoksi)propanom za kar trikrat upocasnimo
hidrolizo polianhidrida, ¢eprav je kemic¢na reaktivnost anhidridne vezi za hidrolizo v obeh
primerih zelo podobna (16). Na hitrost hidrolize polimera vplivajo tudi skupine, ki steri¢no
ovirajo dostop molekul vode do hidroliticnih skupin v verigi polimera npr. metilne, fenilne
skupine. Denimo polilaktid in aromatski polianhidridi hidrolizirajo pocasneje kot
poliglikolid in alifatski anhidridi, zaradi prisotnih metilnih skupin v polilaktidu in fenilnih
skupin v aromatskih polianhidridih, ki ovirajo penetracijo vode do estrske in anhidridne
vezi (17, 18). Molekulska masa polimera oz. dolzina polimerne verige prav tako vpliva na
razgradnjo polimera. Ve¢ja kot je molekulska masa polimera, daljSe so polimerne verige.
Dolge polimerne verige tvorijo med seboj vecje Stevilo interakcij, kar zmanjSa razdaljo
med njimi in tako preprecuje dostop molekul vode do labilnih vezi v polimeru. Nadalje
vplivata na potek hidrolize tudi morfoloski lastnosti polimera, kot sta semikristalinicnost in
amorfnost. Polimerne verige so v kristalinicnem podrocju gosto naloZene in urejene ena ob
drugo, kar preprecuje prodiranje molekulam vode. Posledi¢no poteCe najprej hidroliza
amorfnih podroc¢ij in povrSinska hidroliza kristalinicnih podrocij, delez kristalini¢nosti

polimera pa se med potekom erozije postopno povecuje. Ta vpliv je posebno pomemben
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pri polimerih z veliko stopnjo kristalini¢nosti kot sta PLLA (37%) in PGA (45-55%).
Dober primer vpliva morfologije polimera na hitrost hidrolize sta PLLA in PDLA. Oba
polimera imata enako kemic¢no zgradbo verige in enak delez hidrofobnih skupin, vendar
ima stercoregularen (izotakti¢en) in semikristalini¢en polimer PLLA ¢as razpadnosti (12-
18 mesecev) kot racemen in amorfen PDLA (11-15 mesecev) (15). Prav tako je za amorfne
polimere pomembna temperatura steklastega prehoda (Tg). Polimeri, ki imajo T4 pod
telesno temperaturo (T;), SO Vv in vivo okolju v zmeh¢anem stanju, kjer so polimerne verige
zaradi manjSega Stevila vodikovih vezi, interakcij dipol-dipol in Van der Wallsovih vezi
med molekulami polimera bolj gibljive, z vecjo moznostjo rotacij in omogocajo
molekulam vode lazji dostop, kar ima za posledico hitrejSo hidrolizo. Predvsem pa je
temperatura steklastega prehoda pomembna za polimere, ki imajo T4 malo nad 37 0C, saj
lahko voda deluje kot mehcalo in zniza Tq pod telesno temperaturo, kar povzro¢i prehod
polimera iz steklastega v zmehc¢ano stanje. Posledi¢no se spremeni profil razpada takSnega
polimera. Geometrija polimernega ogrodja, predvsem razmerje med povrSino in
volumnom, tudi vpliva na njegovo razgradnjo. Vecje razmerje med povrsino in volumnom
pomeni vecjo povrsino polimernega ogrodja, ki je v stiku z molekulami vode, kar vodi v

hitrej$o difuzijo vode v polimerno ogrodje, torej hidroliza nastopi hitreje in poteka hitreje.

Razgradnja polimerov poteka in vivo tudi z encimsko hidrolizo, ki ima ve¢ji pomen pri
hidrolizi naravnih polimerov (19). Encimi so biomakromolekule, ki zaradi velike
molekulske mase ne morejo prodirati v polimerno ogrodje, torej hidroliza poteka na
povrsini le-tega. Omenili smo ze, da lahko kemijska in encimska razgradnja polimerov
potekata vzporedno in neodvisno ena od druge. V zacetnih stopnjah prevladuje kemijska
hidroliza polimernega ogrodja. Postopna fragmentacija in izguba integritete strukture
polimernega ogrodja poveca njegovo povrSino in olajSa dostop encimskim
makromolekulam do verig polimera, kar vodi v hitrejSo encimsko razgradnjo v kon¢nih
stopnjah razpada. Encimska razgradnja sinteznih polimerov je opazna pri dolocenih
alifatskih poliestrih, poliamidih, polikarbonatih in poli(ester uretanih). Predstavili jo bomo
na primeru alifatskega poliestra. Hidroliza polimera poteka v aktivnem mestu hidrolaz s
pomoc¢jo treh aminokislinskih preostankov tj. kataliti¢ne triade: aspartata, histidina in
serina (slika 6) (19). V prvi stopnji aspartat tvori vodikovo vez z obro¢em histidina.
Bazi¢na aminokislina histidin v drugi stopnji odcepi vodikov atom y-hidroksilne skupine

serina. Tvori se alkoksidna skupina, ki izvede nukleofilni napad na elektrofilni ogljik
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estrske skupne, kar vodi v nastanek acil-encimskega kompleksa. V zadnji stopnji molekula
vode odcepi acilno skupino z encima, pri ¢emer nastane prosta karboksilna skupina
polimera, encimska molekula pa se regenerira in lahko vstopa v reakcijo s preostalimi

estrskimi skupinami v verigi polimera.
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Slika 6: Encimska razgradnja poliestrov v kataliticnem mestu hidrolaz preko treh aminokislin oz.

kataliti¢ne triade: aspartata, histidina in serina

1.5. NANODELCI IZ BIORAZGRADLJIVIH POLIMEROV KOT
DOSTAVNI SISTEM

Polimerni nanodelci so polimerni delci koloidne velikosti (10 do 1000 nm). Zdravilna
uc¢inkovina (ZU) je v njih raztopljena, suspendirana ali adsorbirana na njihovo povrsino. S
spreminjanjem parametrov proizvodnje, fizikalno-kemijskih lastnosti ZU ter narave

nosilnega polimera lahko izdelamo dve po zgradbi razli¢ni vrsti nanodelcev (slika 7)
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e nanosfere, ki imajo u¢inkovino razporejeno po celotnem ogrodju in

¢ nanokapsule, ki imajo rezervoar uc¢inkovine, ki ga obdaja polimerna ovojnica (20).

Slika 7: Polimerni nanodelci: nanosfere (a) in nanokapsule (b).

Z vkljucitvijo ZU v nanodelec le-to zas¢itimo pred vplivi okolja, lahko pove¢amo obseg
arbsorbcije preko mukoznih barier v organizmu ter posledi¢no pove¢amo njeno biolosko
uporabnost, z vkljucitvijo hidrofilnih u¢inkovin v polimerni nanodelec pa lahko pospesimo
hitrost njihovega prehajanja cez lipofilne bariere v organizmu. Med sinteznimi
biorazgradljivimi polimeri se za izdelavo dostavnih sistemov najve¢ uporabljajo naslednji
polimeri: polilaktid in poliglikolid ter njuni kopolimeri, v manj$i meri pa tudi poli-e-

kaprolakton.

Izsledki predkliniénih in klinicnih raziskav predstavljajo polimerne nanodelce kot
uéinkovit sodoben dostavni sistem, ki omogoca nadzorovano sprosc¢anje ter ciljano
dostavo zdravilnih u¢inkovin. Koncept nadzorovanega spros¢anja je kljuénega pomena pri
vnosu uc¢inkovin z nizkim terapevtskim indeksom, kjer se zahteva konstantna plazemska
koncentracija v ozkem obmoc¢ju med terapevtskim in letalnim odmerkom. PovrSino
nanodelca lahko funkcionaliziramo z vezavo razli¢nih hidrofilnih polimerov (PEO, PEG),
kar nanodelcem omogoca, da se izognejo prepoznavi celicam retikuloendotelijskega
imunskega sistema in se posledi¢no daljsi ¢as zadrzijo v krvnem obtoku, da lahko dosezejo
taréno mesto (21). Vezava bioloskih makromolekul na povr$ino nanodelcev, kot so
imunoglobulini G in aptameri, omogoc¢a nanodelcem prepoznavo specificnih povrSinskih
struktur (npr. transmembranskih proteinov) na dolo¢enem tipu celic in posledi¢no ciljano
dostavo zdravilnih ucinkovin (angl. »magic bullets«). TakSen pristop zdravljenja je
kljuénega pomena pri vnaSanju citostatikov in genski terapiji, kjer Zelimo minimalne

uc¢inke ZU na zdrava tkiva po sistemskem vnosu ZU v organizem in maksimalen u¢inek na
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tumorske celice. Dokazano je, da polimerni nanodelci s citostatiki u¢inkovito prehajajo
skozi endotelij zilja tumorjev. Nanokapsule iz poli-DLLA so ucinkovit sistem za vnos
paklitaksela v cerebrospinalno tekoc¢ino pri zdravljenju glioma. Na tak nacin dosezemo
podaljsano spros$éanje ucinkovine (do 20) dni ter visjo koncentracijo (10-20 ug/mL) v
citoplazmi malignih celic, s ¢imer izboljSamo ucinkovitost zdravljenja (22). Kopolimer
mlecne in glikolne kisline (PGLA) se uporablja tudi za izdelavo nanodelcev, ki vsebujejo
vgrajeno fotoobcutljivo ucinkovino cinkov tetrafenilpofrolaktol (TPP) za fotodinami¢no
terapijo koznega raka, glioma, raka dojk in plju¢nega raka (23). Rezultati raziskav na
malignih celicnih kulturah in glodalcih kazejo popolno unicenje tumorskega tkiva.
Fotodinamic¢na terapija omogoca aktivacijo TPP z obsevanjem z vidno svetlobo specifi¢ne
valovne dolzine, pri Cemer nastajajo reaktivne kisikove zvrsti, ki selektivno uniéijo
maligne celice. Selektivnost je posledica dejstva, da se TPP dalj ¢asa zadrzuje v malignih
celicah (24-36 ur) kot v zdravem tkivu, zato lokalno maligno tvorbo obsevamo po 24 urah
glede na vnos v organizem. V raziskavah razvijajo nanokapsule iz blokkopolimera
poliTMC-PEG-poliTMC, ki naj bi predstavljali obetaven sistem za vnos citostatika
metotreksata in nanosfere iz blokkopolimera poli(mPEG-TMC), ki omogo¢ajo vnos in
nadzorovano sproscanje glukokortikoida deksametazona (24, 25). Zvezdast kopolimer

TMC-DLLA pre¢nopremrezen s ,o,o—triakrilatom se uporablja za izdelavo nanodelcev z

vgrajenimi proteini kot so VEGF-1, IL-2 in IFN-y. Polimerni nanodelci so ustrezen sistem

tudi za uporabo v diagnosticne namene npr. slikanja z magnetno resonanco.
Blokkopolimera poli(mPEG-DLLA) in PGLA se uporabljata za oblaganje nanokapsul, ki
vsebujejo anorgansko jedro iz superparamagnetnih materialov in sluzijo kot kontrastno
sredstvo v preiskavah magnetne resonace, kjer se ugotavlja terapevtska ucinkovitost

citostatikov za zaviranje razras¢anja metastazirajo¢ih malignih tvorb (26).

Polimerni nanodelci niso najprimernej$i dostavni sistem, ki bi omogocal lokalno
podaljSano sprosc¢anje ucinkovine na mestu vnosa v organizem. Majhna velikost
nanodelcem onemogoca zadrZzevanje na mestu vnosa zaradi neoviranega prehajanja skozi
endotelij zilja in prehajanja v sistemski krvi obtok (27). Kadar zelimo doseci podaljsano
spros¢anje ucinkovine iz depo sistema, predstavljajo ugodno zamenjavo nanodelcem
polimerni mikrodelci (1-1000 um), ki imajo vedjo teznjo ostati na mestu vnosa Vv
organizem npr. po podkozni, intramuskularni, plju¢ni aplikaciji. Izsledki predklini¢nih

raziskav kazejo podaljSano sproSCanje anestetikov in nesteroidnih antirevmatikov iz
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mikrodelcev po intramuskularnem vnosu skozi obdobje ve¢ tednov v primerjavi S
polimernimi nanodelci (< 30 ur), kar lahko s pridom izkoristimo za simptomatsko
zdravljenje bolnikov s kroni¢no bole¢ino (27). Dolgotrajnejsi ucinek zdravilne uéinkovine
v polimernih mikrodelcih dodatno doseZzemo zaradi manjSega takojSnjega sproscanja
(»burst release«) le-te iz dostavnega sistema, kar je posledica manjse specificne povrsine
polimernih mikrodelcev v primerjavi z nanodelci. S farmacevtskega stalis¢a so zanimivi
mikrodelci z velikostjo manjSo od 100 pum. Tasna velikost mikrodelcev omogoca
intravenski vnos, vendar doloc¢ene raziskave nakazujejo na moznost nastanka pljucne
embolije z eksudacijo proteinov zaradi masenja pljucnih kapilar, kar lahko vodi v nastanek
pljucne hipertenzije. Velikost polimernih mikrodelcev mocno vpliva na njihov nacin vnosa
v organizem. Polimerni mikrodelci ne prodirajo skozi celiéne membrane, ampak se
zdravilna ucinkovina spros¢a s postopnim razgrajevanjem polimernega ogrodja o0z. z
difuzijo, torej ti dostavni sistemi omogoc¢ajo manjSo zas¢ito u¢inkovine pred vplivi okolja
v primerjavi z nanodelci. Polimerne mikrodelce prevzemajo samo specializirane celice, ki
so sposobne fagocitoze (npr. monociti, makrofagi, APC), kadar je njihova velikost manjsa
od 10 pm (27). Tak3ni dostavni sistemi bi torej omogocili dostavo antigena le do
fagocitirajocih celic, s ¢imer bi izboljSali ucinek imunskega odziva zaradi manjSega
volumna porazdelitve antigena po ostalih tkivih v organizmu. Polimerni mikrodelci manjsi
od 5 pum kazejo moznost uporabe za lokalno dostavo in podaljSano sproscanje
bronhodilatatorjev  (npr. Pz-adrenergi¢nih agonistov), mukolitikov, protivnetnih,
baktericidnih (npr. pentamidina) in protivirusnih uéinkovin v spodnje dihalne poti do
pljuénih alveolov, medtem ko polimernih nanodelcev ne moremo uporabiti v obliki
praskov za inhalacijo, saj se z izdihanim zrakom v trenutku odstranijo iz organizma (28). Z
upocasnjenim sprosc¢anjem iz mikrodelcev zmanjSamo »burst release« in hitrost sistemske
absorbcije ucinkovine preko pljucnih kapilar in verjetnost nastanka neZelenih ucinkov

povezanih s takSnimi u¢inkovinami.

1.6. METODE IZDELOVANJA POLIMERNIH NANODELCEV

Tezavo pri  izdelovanju nanodelcev  predstavlja obvladovanje  neugodnega
termodinamskega stanja, ki je posledica zmanjSanja velikosti delcev. Zaradi nanometrske
velikosti delcev naraste prosta Gibbsova energija sistema, ki je merilo za spontanost
procesa. Za stabilizacijo disperzij nanodelcev uporabljamo dva splo$na pristopa, s pomo¢jo

katerih kompenziramo naraslo Gibbsovo prosto energijo: kineti¢ni in termodinamski
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pristop. Termodinamsko stabilnost sistema dosezemo z dodajanjem povrSinsko aktivnih
snovi, ki se razporedijo na medfazi trdno/tekoce in znizajo medfazno napetost oz. energijo
sistema, medtem ko pri kineticnem pristopu stabilizacije uporabljamo ionske in steri¢ne
stabilizatorje. Z adsorbcijo ionskega stabilizatorja na povrSino nanodelca, postane le-ta
nabita, istovrstni naboj pa preprecuje zblizevanje delcev zaradi elektrostatskih odbojnih sil,
ki delujejo med njimi. Prevelika koncentracija ionskega stabilizatorja lahko destabilizira
koloidni sistem, saj prebitek stabilizatorja deluje kot elektrolit, ki zmanjSa debelino
elektricnega dvosloja nanodelcev, kar vodi v flokulacijo nanodelcev v disperznem sistemu.
Steri¢ni stabilizatorji se z Van der Waalsovimi in vodikovimi vezmi vezejo na povrsino
delca, njihove dolge verige pa so raztopljene v disperznem mediju. Kadar se dva delca
medsebojno priblizata in se verige stabilizatorja pri¢nejo prepletati, se topilu v tem
podro¢ju zniza vrednost kemijskega potenciala v primerjavi z molekulami topila zunaj tega
obmocja. Vzpostavitev gradienta vodi v povecan pretok molekul disperznega medija v
podrocje prepletanja verig stabilizatorja po principu osmoze, kar zene delca narazen (29).
Uporaba neionogenih steri¢nih stabilizatorjev je metoda izbora, saj so le-ti fiziolosko
sprejemljivejsi v primerjavi z ionogenimi stabilizatorji (npr. natrijev dodecilsulfat), ki
lahko poSkodujejo celicne membrane, hkrati pa so manj obcutljivi na prisotnost
elektrolitov v krvem obtoku in gastrointestinalnem traktu, torej omogocijo vecjo stabilnost

nanodelcev tudi po vnosu v organizem.

Za izdelavo polimernih nanodelcev (ND) je v literaturi opisanih vrsta razli¢nih metod, vse
pa imajo skupno lastnost, da iz polimernih molekul izdelujemo vecje delce tj. nanodelce
(angl. »bottom-up methods«). ND lahko izdelujemo s postopkom kemicne polimerizacije
iz monomerov npr. polimerizacija iz (mikro)emulzije, suspenzije, medfazna
polimerizacija; v ve€ini primerov pa se za izdelavo polimernih ND poslozujemo metode
ionotropnega geliranja in kompleksacije polielektolitov ter obarjalnin metod kot so:
metoda obarjanja iz emulzije, metoda nanoprecipitacije in metoda obarjanja v prisotnosti
supekriti¢nih fluidov. Splosna prednost obarjalnih metod je odsotnost ostrih reakcijskih
pogojev (npr. zelo visoke temperature, tlaki), ki jih uporabljamo pri polimerizacijskih
metodah. Dodatno teZzavo predstavlja pri izdelavi nanodelcev s polimerizacijo tezko
odstranjevanje nezreagiranih monomerov oz. oligomerov in iniciatorjev polimerizacije, Ki

lahko delujejo toksi¢no po vnosu taksnega dostavnega sistema v organizem.
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Za proizvodnjo nanodelcev iz hidrofobnih polimerov se najpogosteje uporabljajo metode
obarjanja nanodelcev iz emulzije O/V (21). Obarjanje delcev lahko dosezemo z red¢enjem
emulzije (emulzijsko-difuzijska metoda) ali z odparevanjem topila (metoda odparevanja
lahkohlapnega organskega topila). Kot topilo oz. netopilo lahko pri teh metodah
uporabimo tudi superkriticne fluide. Proces izdelave nanodelcev z obarjanjem iz

dvofaznega sistema razdelimo na tri stopnje, ki so pri vseh metodah enake:

e Vv prvi stopnji polimer in ucinkovino raztopimo v organskem topilu ali

superkritiénem fluidu

e v drugi stopnji raztopino polimera z zdravilno u¢inkovino primeSamo vodnemu

mediju s stabilizatorjem O/V in homogeniziramo pri ¢emer nastane emuzija
e s spremembo pogojev povzro¢imo obarjanje polimera v obliki nanodelcev

Pri emulzijsko-difuzijski (angl. »emulsion-diffusion method«) metodi se organsko topilo
(npr. etilacetat, metiletilketon, benzilalkohol) in vodni medij delno mesata, zato dobimo v
prvi fazi emulzijo. Z redenjem te emulzije z vodnim medijem povzro¢imo obarjanje

polimernih delcev v vodno fazo (21).

Metodo odparevanja lahko hlapnega organskega topila (angl. »solvent evaporation
method«) uporabimo, kadar se topilo (npr. diklorometan, kloroform) in vodni medij ne
mesata. Disperzijo segrejemo na vi§jo temperaturo, kot je temperatura vrelisca organskega
topila, da povzrof¢imo odparevanje organskega topila. Metoda odparevanja s povisano
temperaturo je primerna, kadar imamo opravka s termostabilno ucinkovino. V kolikor
imamo opravka s termolabilnimi u¢inkovinami, odparevamo topilo pri znizanem tlaku z

rotavaporjem ali vakumsko ¢rpalko (21).

Z metodo nanoprecipitacije (angl. »solvent displacement method«) lahko izdelamo
polimerne nanodelce v primeru, da se organsko topilo in vodni medij popolnoma mesata.
Raztopino polimera in u€inkovine v organskem topilu dodajamo npr. s kapljanjem ali
injiciranjem v vodni medij s stabilizatorjem. Organsko topilo zelo hitro oddifundira v
vodno fazo, topnost polimera in u€inkovine se posledicno mo¢no zmanjSa in oborijo se

polimerni nanodelci v zmesi organsko topilo/vodni medij (30).
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Nanodelci iz hidrofobnih polimerov niso najprimernej$i dostavni sistem za vgrajevanje
hidrofilnih u¢inkovin, saj pri tak$nih u¢inkovinah prevlada afiniteta do zunanjega vodnega
medija, zato se v polimerno ogrodje ne vkljucijo ali se vklju¢i le majhen del. V tem
primeru uporabimo metode obarjanja z difuzijo/odparevanjem topila iz dvojne emulzije
V/O/V (31). Primarno V/O emulzijo pripravimo z dodajanjem majhnega volumna vodne
raztopine s hidrofilno ucinkovino v raztopino polimera v organskem topilu, ki se delno
mesa z vodo npr. etilacetat, ali se z vodo ne mesa. Tako dobimo primarno emulzijo, ki jo
nato zdruzimo s sekundarno vodno fazo s stabilizatorjem O/V. Tako pripravljeno dvojno
emulzijo homogeniziramo (rotor stator homogenizator, visokotlatni homogenizator ali
soniciranje), organsko topilo pa odparimo pod znizanim tlakom z vakumsko crpalko ali
rotavaporjem ali sistem razred¢imo, da se delno topno organsko topilo popolnoma raztopi

v vodni fazi.

Obarjanje polimera lahko potece tudi v prisotnosti superkriti¢nih fluidov (SCF) (32). Med
superkriticnimi fluidi najpogosteje uporabljamo superkriticni CO, (scCO5), ker ima nizko
kriti¢no tocko (T¢ = 31,1 °C; P, = 73,7 bar), veliko stistljivost in difuzibilnost, je
netoksi¢en, negorljiv in relativno poceni. Poznamo dve osnovni metodi z uporabo SCF

(32): pri prvi je SCF topilo za na$ polimer, pri drugi je SCF netopilo za na§ polimer:
- hitra ekspanzija superkriticnega fluida (angl. »rapid expansion of supercritical solution«)
- obarjanje v superkriti¢cnem fluidu (angl. »supercritical antisolvent«)

Pri metodi hitre ekspanzije raztopine polimera v superkriticnem fluidu (angl. »rapid
expansion of supercritical solution«) uporabimo scCO; kot topilo za raztapljanje polimera
in ucinkovine (33). Polimer in ucinkovino pod visokim tlakom raztopimo v scCO; in
raztopino z veliko hitrostjo razprSujemo skozi ozko iglo v posodo oz. precipitator, ki sluzi
za zbiranje produkta. RazprSevanje raztopine v scCO; in mocno znizanje tlaka v
precipitatorju zmanj$ata moc¢ raztapljanja scCO,, kar vodi v desolvatacijo polimera in
obarjanje v obliki nanodelcev. Prednost te metode je, da pri postopku obarjanja ne
uporabljamo organskih topil, pomanjkljivost pa slaba topnost vecine polimerov in
ucinkovin v scCO,. Pri metodi obarjanja v superkriticni fluid (angl. »supercritical
antisolvent method«) raztopimo polimer in uéinkovino v primernem organskem topilu in
raztopino razprSujemo v superkriti¢ni fluid (34). Pri tej metodi izkoris¢amo lastnost, da se

scCO; in organsko topilo dobro mesata, u¢inkovina in polimer pa sta v scCO; netopna. Z
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razprSevanjem moc¢no povecamo specificno povrsino kapljic organskega topila, ki je v
stiku s scCOy, kar vodi v hitro medsebojno difuzijo scCO; in organskega topila ter dodatno
zmanjSanje premera kapljic raztopine polimera, ki se obori v obliki nanodelcev, vanj pa se

vgradi u¢inkovina.

Nanodelce lahko izdelujemo tudi s tehnoloskim postopkom elektrorazprsevanja, kjer s
pomoc¢jo elektrod ustvarimo elektricno polje visoke napetosti (do 50 kV) med ozko
kapilaro, skozi katero dovajamo raztopino polimera z ustrezno hitrostjo, in zbiralnikom.
Zaradi zmanjSevanja velikosti kapljic topilo hitro odpareva in elektri¢ni naboj na povrsini
kapljic se zgosti. Ko se doseze kriti¢ni naboj na povrsini kapljice nastopi t.i. Coulombova
eksplozija, kjer se inducira popoln razpad kapljice na nanometrsko velikost, polimer pa se

obori v obliki nanodelcev v zbiralniku (35).

Za tehnolosko proizvodnjo nanodelcev iz hidrofilnih naravnih (alginat, hitosan, pektin) in
sinteznih (polivinilalkohol, polietilenoksid, polietilenimin, polivinilpirolidon) polimerov
sta uporabni metodi ionotropnega geliranja in kompleksiranja polielektrolitov. Pri metodi
ionotropnega geliranja polielektrolit pre¢no premrezimo z veévalentnimi ioni z nasprotnim
nabojem (npr. Ca**, Mg?*, Zn*, tripolifosfat™). Za primer lahko navedemo dodajanje
raztopine tripolifosfata v kislo vodno raztopino polisaharida hitosana in u¢inkovine. Delci
nastanejo zaradi intramolekularnih in intermolekularnih elektrostatskih interakcij med
protoniranimi aminskimi skupinami hitosana in negativno nabitim polifosfatom (36). Pri
metodi  kompleksiranja polielektrolitov doseZzemo preéno premreZenje zaradi
elektrostatskih interakcij med dvema polimeroma z nasprotnima nabojema npr. hitosan in
alginat. V splosnem uporabljamo dve raztopini polimerov z razliénim pH, v eni od teh
raztopin pa raztopimo/suspendiramo ucinkovino. Molekule hitosana so pozitivno nabite
zaradi protoniranja aminskih skupin v Kisli raztopini, molekule alginata pa negativne zaradi
ionizacije karboksilnih skupin guluronske kisline v bazicnem mediju. Z dodajanjem
raztopine hitosana v raztopino alginata z u€inkovino se oborijo nanodelci, v katere se
ujame ucinkovina. Metodi ionotropnega geliranja in kompleksacije polielektrolitov lahko
hkrati uporabimo za izdelavo nanodelcev. Avtorji raziskav navajajo u¢inkovito vgrajevanje
insulina v nanodelce, ki so jih izdelali s predhodnim geliranjem alginata s kalcijevim
kloridom, v drugi stopnji pa so izvedli kompleksiranje hitosana na nastale nanodelce.
Kompleksiranje hitosana omogoc¢i nastanek ovoja na povrSini nanodelcev, kar poveca

njihovo obstojnost v vodnem mediju (37).
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2. NAMEN DELA

Znanstveni napredek na podrocjih farmacije, medicine in biotehnologije z razvojem novih
tehnologij izdelave farmacevtskih oblik, nacinov zdravljenja in diagnosticiranja, je vzrok
za intenzivno raziskovanje novih biorazgradljivih polimerov. Raziskave temeljijo
predvsem na odkrivanju novih sinteznih biorazgradljivih polimerov, saj lahko z
optimizacijo reakcijskih pogojev in vkljucevanjem raznovrstnih monomerov pripravimo
kopolimere z Zelenimi lastnostmi, kot so kinetika razpada, fizikalno—kemijske in mehanske
znacilnosti. Razumevanje dejavnikov, ki vplivajo na kinetiko razpada in mehanske
lastnosti ter biokompatibilnost, bo v prihodnosti klju¢nega pomena za razvoj
biorazgradljivih polimerov. Kljub velikemu napredku na podro¢ju biomaterialov ostaja
njihovo Stevilo omejeno, saj aplikacije zahtevajo specificne lastnosti polimerov glede na
namen uporabe. Iz prej navedenih razlogov smo se odlo¢ili, da bomo v okviru diplomske
naloge sintetizirali kopolimere TMC — DLLA z razli¢nim mnozinskim razmerjem D, L—

laktida in trimetilenkarbonata v polimerni verigi.

V prvi stopnji eksperimentalnega dela bomo izvedli sintezo kopolimerov TMC — DLLA s
postopkom koordinativne polimerizacije in uporabo katalizatorja kositrovega(Il) 2—
etilheksanoata. Sintetizirane kopolimere TMC — DLLA bomo izolirali, ocistili in
strukturno ovrednotili z 'H-NMR spektroskopijo in diferencialno dinami¢no kalorimetrijo

(DSC).

V in vitro pogojih bomo spremljali kinetiko razpada sintetiziranim kopolimerom TMC —
DLLA v ¢asovnem obdobju treh mesecev. Izgubo mase kopolimerov bomo merili v petih
casovnih tockah (po 2, 4, 6, 8, 12 tednih) in izracunali delez razpadlih kopolimerov ter
poskusali ugotoviti mehanizem njihove razgradnje. Ker bodo izdelani kopolimeri
potencialni izhodni material za oblikovanje mikro- in nanodostavnih sistemov, bomo iz
njih poskusali izdelati polimerne nanodelce z metodo nanoprecipitacije in nanovlakna z
metodo elektrorazprSevanja. Izdelanim nanodelcem bomo dolocili velikost in porazdelitev
velikosti s fotonsko korelacijsko mikroskopijo ter zeta potencial s pomocjo laserske
Dopplerjeve anemometrije, produkt elektrorazprSevanja pa bomo ovrednotili s pomocjo
vrsti¢ne elektronske mikroskopije. Namen diplomske naloge je v prvem delu prouciti vpliv

razmerja monomerov TMC in DLLA v polimerni verigi na lastnosti izdelanih kopolimerov
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in v drugem delu prouciti moznost izdelave mikro- in nanodostavnih sistemov iz teh

kopolimerov.

3. METODE IN MATERIALI

3.1. REAGENTIIN TOPILA

Aceton za analizo (Merck; Nemcija)

Diklorometan (Merck; Nemcija)

Kositrov(Il) 2-etilheksanoat (Sigma — Aldrich Chemie GmbH; Nemcija)
Laktid (Acros Organics, Belgija)

Polivinilalkohol (Moviol™ 4 — 98; Nem¢ija)

Poloksamer 188 (Lutrol“F68; Lek, Slovenija)

TMC (Boehringer Ingelheim Pharma & CO. KG; Nemc¢ija)

3.2. LABORATORIJSKA OPREMA

DSC aparat Star W — 9.30 (Mettler Toledo; Svica)

Membranska ¢rpalka (Vacuubrand GMBH & CO. KG; Nemcija)

Magnetno mesalo IKA RCT basic (IKA® Werke GmbH & Co. KG; Nemcija)
NMR — spektrometer Avance DPX 300 (Bruker; ZDA)

Rotavapor R — 144 (Biichi Labortechik AG; Svica):
a) vodna kopel B — 480 (Biichi Labortechik AG; Svica)
b) membranska ¢rpalkaVario PC — 3001 (Vacuubrand GMBH & CO. KG; Nemcija)

Susilna komora SP — 45 (Kambi¢; Slovenija)
Tehtnica EG 220 — 3NM (Kern & Sohn GmbH; Nemcija)

Tehtnica XS — 205 Dual Range (Mettler Toledo; Svica)
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Ultracentrifuga Centric — 322A (Tehtnica; Slovenija)
Vorteks Vibromix X — 10 (Tehtnica; Slovenija

Zetasizer nano ZS ZEN 3600 (Malvern Instruments; Anglija)

Spektroskopske metode

'H-NMR spektri so bili posneti na instrumentu Bruker Avance DPX 300 na Fakulteti za
kemijo in kemijsko tehnologijo v Ljubljani. Kot topilo smo uporabili kloroform CDClI; in
tetrametilsilan TMS kot interni standard.

Mettler TA 1 Star software apparatus

3.3. REAKCIJA POLIMERIZACIJE TMC IN DLLA V KOPOLIMERE,
IZOLACIJA IN CISCENJE KOPOLIMEROV

Pri reakciji polimerizacije smo sintetizirali kopolimere TMC-DLLA v osmih razli¢nih
mnozinskih razmerjih monomerov D,L-laktida in trimetilenkarbonata. V 250 mL bucko
smo natehtali ustrezno maso monomerov glede na predvideno mnozinsko razmerje v
kopolimeru (enac¢ba 1), dodali 5 kapljic katalizatorja Sn(Oct), in zmes prepihovali z
argonom. Skupna masa reakcijske zmesi je znasala med 10-12 g. Bucko smo zatesnili s
parafilmom in sintezo izvajali 24 ur na silikonski kopeli pri temperaturi 120 °C ob
neprestanem meSanju z magnetnim meSalom. Potek sinteze ustavimo, ko opazimo
svetlorumeno barvo taline. Po segrevanju smo reakcijsko zmes ohladili na sobno
temperaturo in raztopili ob intezivnem mesanju v 25 mL diklorometana. Diklorometan smo
odparevali pri znizanem tlaku (T=40 °C: hitrost=200 vrtljajev/minuto; p = 600 mbar).
Preobarjanje kopolimerov smo izvedli iz zmesi acetona v vodi. Kopolimere smo raztopili v
25 mL acetona in jih oborili z dodatkom 225 mL ledene vode. Vodno fazo smo
oddekantirali. Sledove organskih topil (acetona in diklorometana) v kopolimeru smo
odstranili z odparevanjem pri znizanem tlaku z uporabo rotavaporja (T=25 °C; hitrost=200
vrtljajev/minuto; p = 10 mbar; t=1,5 ure) in membranske ¢rpalke (t=4 ure). Kopolimere z
velikim delezem DLLA po koncani sintezi raztopimo neposredno v 25 mL acetona (brez
predhodnega raztapljanja v diklorometanu) in preoborimo z dodatkom 225 mL ledene

vode.
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mz M (DLLA)
% * M (TMC) + M (DLLA)

mz M (DLLA)

m (DLLA) = Y. M (TMC) + M (DLLA)

m (TMC)=m; -

Enacba 1. Izratun zatehtanih mas monomerov TMC in DLLA za dosego predvidenega
mnozinskega razmerja v kopolimeru TMC — DLLA; M=molekulska masa monomerov, m, = masa
Zmesi, %z mnozinsko razmerje TMC:DLLA v kopolimeru

3.4. VREDNOTENJE KOPOLIMEROV Z 'H-NMR — SPEKTROSKOPIJO

Izhodna monomera DLLA in TMC ter sintetizirane kopolimere TMC-DLLA smo raztopili
v 600 uL CDCl; in posneli *H-NMR spektre s 300 MHz spektrometrom. Z NMR tehniko
smo ugotavljali uspeSnost sinteze, prisotnost morebitnih stranskih produktov in
nezreagiranih monomerov ter dolocili razmerje monomerov DLLA in TMC v kopolimeru.
Uspesnost sinteze smo potrdili zaradi premika integralov skupin monomerov v spektrih
sintetiziranih kopolimerov. Mnozinsko razmerje TMC in DLLA v kopolimeru smo dolocili
s primerjavo vrednosti integralov protonov (Is) pri ustreznih kemijskih premikih 6 (ena¢ba
21in 3):

e §,=1,42-1,64 ppm (m; 6H; O(C=0)CHCH3)

e 8=2,02-2,10 ppm (M; 2H; OCH,CH,CH,0)

e 83=4,20— 4,37 ppm (m; 4H; OCH2CH2CH,0)

o 3,=4,97 527 ppm (m; 2H; O(C=0)CHCH5)
DLLA:TMC:%:%

Enacba 2: Razmerje DLLA:TMC v kopolimeru izra¢unano s primerjavo vrednosti integralov pri
kemijskih premikih 65 = 4,20 — 4,37 ppm (m; 4H) in 8, = 4,97 — 5,27 ppm (m; 2H).

DLLA: TMC=-2: 22

Enacba 3: Razmerje DLLA:TMC v kopolimeru izraéunano s primerjavo vrednosti integralov pri
kemijskih premikih 8, = 1,42 — 1,64 ppm (m; 6H) in &, = 2,02 — 2,10 ppm (m; 2H).

3.5. SPREMLJANJE IN VITRO RAZPADA KOPOLIMEROQV V
TRIMESECNEM CASOVNEM OBDOBJU

V 15 ml centrifugirko smo natan¢no natehtali priblizno 1600 mg kopolimera in dodali 10
mL acetona. Kopolimere smo raztopili s pomocjo ultrazvoka v ultrazvocni kadicki in
vorteksiranjem. Vzorce smo nato centrifugirali pri 3900 obratih/minuto 10 minut, da smo

odstranili morebitne neraztopljene dele vzorca. Prazne 1,5 mL viale smo stehtali in jih nato
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napolnili s 500 pL raztopine kopolimera z uporabo 1000 pL avtomatske pipete. Vzorce
smo pripravljali v treh paralelkah. Polimerni film smo pripravili tako, da smo vzorce susili
do konstantne mase. Viale smo pustili odprte 7 dni pri sobni temperaturi, tako da je aceton
izhlapel in vsakodnevno spremljali njihovo maso; kon¢ni zaostanek topila smo odstranili s
24 urnim sugenjem v susilniku pri temperaturi 50 °C. Maso kopolimerov v vialah smo
dolocili gravimetri¢no. Na pripravljen polimerni film v vialah smo s pipeto dodali 1 mL
bidestilirane vode in viale zamasili s plasticnimi pokrovcki ter jih prenesli v inkubator s
temperaturo 37 °C. Po 2, 4, 6, 8 in 12 tednih smo ugotavljali delez razpadlega polimera
tako, da smo z 2 mL injekcijsko brizgo iz vial odstranili vodni medij in vialo dvakrat sprali
z 1 ml bidestilirane vode, pri ¢emer smo popolnoma odstranili razpadle fragmente
kopolimera. Viale z nerazgrajenim kopolimerom smo prenesli za 22 ur v suSilnik z vro¢im
zrakom (T = 90 °C). Po suSenju smo vzeli viale iz suSilne komore in jih zatesnili s
pokrovckom, da smo preprecili vezanje vlage na segrete kopolimere. Viale smo ohladili na
sobno temperaturo, odstranili pokrovcke in stehtali zaostanek mase kopolimerov v vialah.
Delez razpadlega kopolimera (%) smo izraunali po naslednji enacbi:

m (V + Pt)

Xr (%) = (1 T m®V+ Py

)*100

Enacba 4: delez razpadlega kopolimera TMC — DLLA v odstotkih; m (V + P;) — masa viale s
kopolimerom ob ¢asu t; m (V + Py) — masa viale s kopolimerom pred izvedbo testa razpadnosti

3.6.  VREDNOTENJE KOPOLIMEROQOV Z DSC ANALIZO

DSC analizo smo uporabili za vrednotenje termi¢nih lastnosti kopolimerov. Za kalibracijo
DSC inStrumenta smo kot standard uporabili indij. V aluminjaste loncke (V = 40 pL) smo
zatehtali 15-25 mg vzorcev kopolimerov in monomerov TMC ter DLLA. Pokrovcke za
lonc¢ke smo preluknjali z iglo in loncke nato nehermeti¢no zaprli v stiskalnici. Loncke s
kopolimeri smo prenesli v DSC aparaturo, kjer smo jih segrevali v temperaturnem
obmo&ju od — 40 °C do 150 °C s hitrostjo 10 °C/minuto v dusikovi atmosferi (pretok 40
mL/minuto). S prvim segrevanjem do 150 °C smo iz vzorcev odstranili zaostanek topil
(aceton in voda), ki izvirajo iz reakcije polimerizacije. Vzorce smo ohladili na sobno
temperaturo (T = 25 °C) in jih e drugic segrevali. Iz termogramov drugega segrevanja smo

dolocili temperaturo steklastega prehoda (Ty) kopolimerov in temperaturo talis¢a (Tpm)
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monomerov. Analizo vzorcev smo izvedli dvakrat, da bi zagotovili ponovljivosti

rezultatov.

3.7. 1ZDELAVA NANODELCEV Z METODO DIFUZIJE TOPILA
(NANOPRECIPITACIJA)

Nanodelce smo izdelali iz 0,5 %, 2,5 % in 5 % raztopine kopolimerov TMC — DLLA v
acetonu in 0,5 % raztopine stabilizatorjev polivinilalkohola (PVA) in poloksamera 188 (P
— 188) v bidestilirani vodi.

5 % raztopino kopolimera smo pripravili z raztapljanjem 1000,00 mg polimera v 20,00 mL
acetona z uporabo vorteksa in ultrazvocne kadicke. 2,5 % in 0,5 % raztopino kopolimera
smo pripravili z red¢enjem 5 % raztopine kopolimera v acetonu. Z merilnim valjem smo
odmerili 25 mL bidestilirane vode (bd H,0) v 50,0 mL ¢aso z ozkim vratom in jo postavili
na magnetno mesalo. Z injekcijsko brizgo smo injicirali 1 mL raztopine polimera v acetonu
v ¢aso z bd H,O o0z. v raztopino stabilizatorja med meSanjem z magnetnim mesalom (500
obratov/min). Ob stiku raztopine polimera in vodne faze je aceton oddifundiral v vodni
medij, kar je vodilo v desolvatacijo in oboritev kopolimera v obliki nanodelcev v vodni
fazi. Suspenzijo nanodelcev smo meSali na magnetnem mesSalu 24 ur pri hitrosti 500
obratov/minuto, da smo iz sistema odstranili organsko topilo. Nanodelce v 0,5 % raztopini

stabilizatorjev PVA in P — 188 smo izdelali po enakem postopku.

Priprava 0,5 % (m/v) raztopine PVA in P -188: V 50,0 mL bd H,O, ki smo jo segreli na 90

°C smo postopoma med meSanjem na magnetnem meSalu raztopili 2500 mg PVA (500
obratov/minuto. Nato smo 5 % (m/v) raztopino PVA ohladili na sobno temperaturo in
nadomestili izparelo vodo. 0,5 % raztopino PVA smo pripravili z desetkratnim red¢enjem
5 % raztopine. 0,5 % (m/v) raztopino P — 188 smo pripravili na enak nac¢in kot 0,5 % (m/v)

raztopino PVA, vendar brez segrevanja bd H,0O na 90 °C.

3.8. MERJENJE VELIKOSTI IN ZETA POTENICIALA NANODELCEV

Velikost in zeta potencial smo merili nanodelcem, ki smo jih izdelali iz 0,5 % in 2,5 %
raztopine polimerov v acetonu, na PCS napravi Zetasizer nano ZS. Disperzijo nanodelcev
smo s pipeto prenesli v kiveto, ki smo jo nato vstavili v nosilec v merilni celici PCS
naprave in izvedli meritve pri ustreznih pogojih sistema (tabela 11). Z laserskim zarkom

svetimo preko lece na kiveto, ki vsebuje vzorec z dispergiranimi delci. Naprava omogoca
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neinvazivno »back scatter« detekcijo sipane svetlobe, ki jo merimo pod kotom 173°. S
takSnim pristopom zmanjSamo moznost veckratnega sipanja svetlobe na prisotnih delcih v
disperziji. Signal se v zadnji stopnji prenese z detektorja do korelatorja v racunalniku. PCS
naprava izkori$¢a tehniko fotonske korelacijske spektroskopije za analiziranje velikosti
delcev na podlagi razlik v intenziteti sipane svetlobe v kratkih ¢asovnih intervalih. Rezultat
meritve nam predstavlja avtokorelacijska funkcija intenzitete sipane svetlobe v odvisnosti
od Casovnega zamika korelatorja. Krajsi kot je ¢asovni zamik (1), vecja je korelacija v
intenziteti sipane svetlobe med meritvami, ki s podaljSevanjem cCasovnega zamika

postopoma limitira proti O (slika 8).

T T T T bl | T T T T
20 -
=
=
=
Elapsed time
= 1.5 7
e
1.0
PET | PEEEEE R | P EE T TT | MEEC B EET | L o aaaaal MR EETT | MBI TT | L raanasl M sl
107 10° 10°5 104 1073 102 167 10° 10"
Time (s)

Slika 8: Korelacija intenzitete sipane svetlobe v odvisnosti od ¢asovnega zamika korelatorja.

Razlika v intenziteti sipane svetlobe delcev je posledica nakljuénega Brownovega gibanja
delcev, ki zaradi trkov z molekulami disperznega medija difundirajo v vzorcu. Hitrost
difuzije je odvisna od oblike in velikosti delcev ter kineticne energije in viskoznosti
medija, ki sta pogojeni s temperaturo sistema. Manjsi delci difundirajo hitreje, zato
opazimo hitrejSe spreminjanje intenzitete sipane svetlobe in hitrejSi padec korelacijske
krivulje na nicelno vrednost. Iz difuzijskega koeficenta (D), vektorja sipanja (q) in
difuznega Casa sipalnega vektorja (t4), racunalniSka programska oprema izraCuna
hidrodinamski premer sferi¢nih delcev z uporabo Einstein — Stokesove enacbe (enacba 5),
homogenost porazdelitve pa poda v obliki polidisperznega indeksa (PdI). Zelene vrednosti
PdI so priblizno enake 0 (0,1 — 0,3), kar nakazuje na unimodalno porazdelitev velikosti
hidrodinamskega premera delcev. ViSanje PdI proti vrednosti 1, je posledica nehomogene

porazdelitve velikosti delcev v preiskovanem vzorcu.
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kp*T _ 1 4m .0
ﬁ = -t q= T* Sll‘lE
Enacba 5 (Einstein — Stokesova enacba): k, — Boltzmannova konstanta; T — temperatura (K); r —
polmer delca; n — viskoznost disperznega medija; 14 — Cas difuzije sipalnega vektorja; q — vrednost

sipalnega vektorja; 6 — kot sipane svetlobe; A — valovna dolZina sipane svetlobe

Meritve zeta potenciala (naboj difuzne plasti elektricnega dvosloja) temeljijo na merjenju
elektroforezne mobilnosti nanodelcev proti nasprotno nabiti elektrodi v elektriénem polju.
Elektroforezna mobilnost delcev (v) je odvisna od napetostne razlike med elektrodama,
zeta potenciala ({) in viskoznosti () ter dielektri¢ne konstante medija (g). Dolo¢amo jo s
tehniko Dopplerjeve laserske anemometrije (M3 tehnika), ki omogoca merjenje hitrosti
potovanja delcev znotraj tekocega medija. Laserski zarek se deli preden doseze kiveto na
dva dela: referencni, ki poteka neposredno do detektorja ter zarek, ki poteka skozi vzorec
ter povzro¢i sipanje svetlobe delcev v nanodisperziji. Zarek sipane svetlobe pod kotom 17°
se zdruzi z referenCim in skupaj prispeta do detektorja. Hitrosti sprememb v intenziteti
sipane svetlobe so direktno proporcionalne elektroforezni mobilnosti nabitih delcev, preko

katere izraCunamo zeta potencial z uporabo Henryjeve enacbe (enacba 6).

_ 3xvxn
- 2x exf(Ka)

¢

Enacba 6: ¢ — zeta pozencial; v — elektroforezna mobilnost; n — viskoznost medija; € - dielektricna
konstanta; f(Ka) je Henryjeva funkcija z vrednostjo 1,5 za vodni medij (aproksimacija
Smoluchowsky - jevega).

Tabela Il: Ekserimentalni pogoji meritve velikosti in zeta potenciala z aparaturo Zetasizer ZS ZEN
3600

MERJENJE MERJENJE ZETA
VELIKOSTI POTENCIALA
Temperatura 25°C 25°C
Cas meritve Avtomatski Avtomatski
Stevilo ponovitev 3 3
Viskoznost medija | 0,89 cP 0,89 cP
M)
Valovna dolzina (A)- | 633 nm _
Ne — He laser
Kot merjenja (0) 173° 17°
Lomni koli¢nik 1,330
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3.9. ELEKTRORAZPRSEVANIJE RAZTOPINE KOPOLIMEROV V
ACETONU

Z metodo elektrorazprSevanja obicajno izdelujemo nanovlakna pod vplivom elektri¢cnega
polja, ki ga ustvarja vir visoke napetosti (nekaj kV). Najprej smo pri¢vrstili injekcijsko
brizgo, ki vsebuje nasi¢eno raztopino polimera v acetonu, na avtomatsko ¢rpalko na potisk,
ki ustvarja konstanten pretok raztopine skozi injekcijsko iglo. Vir visoke napetosti smo
prikljucili z elektrodo na konico injekcijske igle in na ustrezni razdalji postavili zbiralec

(kovinska folija) priklju¢en na ozemljitev (slika 9).

Ozek curek o
Raztopina 1212 raztopine polimera (1"’ 2N
polimera o K /
[ o ,,--_,./ \6 | ):
|
| ! ' .
\wl \ o
: : - \J/
Crpalka na potisk Taylorjev stoZec \\
ye . +
¥ix “501,“ Zbiralec
napetosti —

Slika 9: Shematski prikaz procesa elektrorazprSevanja in zbiranje nanovlaken na zbiralcu.

FEkserimentalni pogoji izdelave nanovlaken z elektrorazprsevanjem -

Cas razprSevanja : 15 minut

- elektri¢ni tok : 2-3 mV

- koncentracija raztopine polimera : nasi¢ena raztopina
- napetost : 15000 V

- premerigle: 0,8 mm

- pretok raztopine polimera : 1,41 mL/uro

- razdalja do zbiralca : 12 cm

- topilo : aceton

Po 15 minutah razprsevanja smo aluminjasto folijo z vzorci odstranili iz plosce zbiralca.
Vzorce smo susili pri sobni temperaturi 24 ur in nato izrezali del vzorca skupaj s folijo, kar

smo uporabili za SEM analize.
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3.10. VREDNOTENIJE VZORCEV ELEKTRORAZPRSEVANIJA Z
VRSTICNO ELEKTRONSKO MIKROSKOPIJO (SEM)

Morfologijo vzorca, ki smo ga pripravili z elektrorazprSevanjem, smo ovrednotili s SEM.
Izrezan del aluminjaste folije z vzorcem smo pritrdili na kovinske nosilce z dvostranskim
prevodnim ogljikovim trakom (premer 12 mm, Oxon, Oxford instruments, Velika
Britanija) in jih opazovali z vrsticnim elektronskim mikroskopom Supra 35 VP
(Oberkochen, Zeiss, Nemcija) s pospesevalno napetostjo 1,00 kV in z uporabo

sekundarnega detektorja.

4. REZULTATI IN DISKUSIJA
4.1. SINTEZA KOPOLIMEROV

n(Oct), O CH; CHj
O > )k
i :\[ Ar atmosfera *\O/\/\O OJ\H/H(*
0
T=120"C; t=24 ur o) 0

™G DLLA del strukture

Slika 10: Sintezna reakcija kopolimera TMC — DLLA iz monomerov trimetilenkarbonata (TMC) in
laktida (DLLA) v atmosferi argona (Ar) in prisotnosti katalizatorja Sn(Oct),; a = mnozina
monomera TMC; b = mnozina monomera DLLA

Sintezo kopolimerov TMC — DLLA smo izvedli v prisotnosti katalizatorja Sn(Oct),.
Sn(Oct), se uporablja v sintezah mnogih biorazgradljivih polimerov zaradi relativne
netoksic¢nosti, dobre kontrole nad polimerizacijskim procesom in visoke stopnje pretvorbe
monomerov, kar omogoca sintezo polimerov visokih molekulskih mas (38). Polimerizacija
poteka preko koordinativnega insercijskega mehanizma z odpiranjem obroc¢a. Kovinski
center katalizatorja (kositer; Sn) deluje kot Lewisova kislina (elektron akceptor), ki tvori
koordinativno vez s kisikom karbonilne skupine estra DLLA in karbonatne skupine TMC.
Kisikov atom donira prost elektronski par v nastalo koordinativno vez, kar poveca
elektropozitivnost ogljika (6+) v karbonilni skupini in omogo¢i nukleofilni napad (adicija s
sledeco eliminacijo) oktanoatne skupine katalizatorja. Adicija oktanoatne skupine povzroci
odpiranje obroca DLLA oz. TMC in intramolekularno premestitev Sn na prosto
hidroksilno skupino, kar vodi v nastanek novega nukleofila. Iniciacija sinteze kopolimerov
TMC-DLLA poteka po dveh moznih mehanizmih:
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e Kkjer Sn(Oct), v prvi stopnji omogoci aktivacijo estrske skupine monomera
DLLA

e Kkjer Sn(Oct), v prvi stopnji omogoéi aktivacijo karbonatne skupine
monomera TMC (slika 11).

Slika 11: Mehanizem polimerizacije z odpiranjem obroca pri sintezi kopolimera TMC — DLLA,
kjer v prvi stopnji poteCe aktivacija monomera TMC v prisotnosti katalizatorja Sn(Oct),. V drugi
stopnji je prikazan nukleofilni napad aktiviranega monomera TMC na molekulo D,L-laktida in
nastanek dimera TMC — DLLA.

Mehanizem poteka sinteze tezko pojasnimo, vendar predvidevamo, da katalizator Sn(Oct),
v prvi stopnji omogoc¢i aktivacijo monomera TMC, saj je karbonatna skupina bolj dovzetna
za nukleofilni napad (ve¢ji o+ ogljikovega atoma) v primerjavi z estrsko skupino. Z
odpiranjem obro¢a TMC nastane aktivirana hidroksilna skupina, ki reagira z elektrofilnimi

centri ciklicnih monomerov DLLA in TMC (faza propagacije). Terminacijo sinteze
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opazimo, kadar v reakcijski zmesi zmanjka monomerov ali katalizatorja Sn(Oct),, oziroma
velika koli¢ina produktov ustavi potek polimerizacije. Na terminalnem koncu polimerne
verige nastane z adicijo oktanoatne skupine visokoenergijska anhidridna skupina, ki v
prisotnosti vode hidrolizira, torej nastaneta prosti hidroksilna in karboksilna skupina, ki

daje kopolimerom naboj.

Sn(Oct),; ni edini katalizator, ki omogoci iniciacijo sinteze kopolimerov TMC-DLLA.
Monomer DLLA in katalizator Sn(Oct), sta higroskopni substanci in obi¢ajno vsebujeta
rezidualno vodo, ki izvira iz njune sinteze (38). Adsorbirana vlaga povzroé¢i hidrolizo
Sn(Oct), in nastanek in situ katalizatorja oktanoil kositrovega(ll) hidroksida, ki ima
sinergistien udinek na sintezo kot Sn(Oct),, vendar se pri temperaturah visjih od 120 °C
obarja v obliki SnO, kar vodi v pomanjkanje obeh katalizatorjev in premik ravnoteZja
sinteze v smer reaktantov ter K nizjim izkoristkom sinteze. V literaturi zasledimo, da
omogocajo koiniciacijo sinteze tudi 2-etilheksanojska kislina, ki predstavlja necistoto v
katalizatorju Sn(Oct), in laktoil kositrov(ll) hidroksid (38, 39). Sintezo kopolimerov bi
lahko izvedli tudi v prisotnosti razli¢nih bazi¢nih alkoksidov (npr. kovinski tercbutiloksid),
ki delujejo kot anionski katalizatorji. Le—ti v splosnem omogoc¢ajo hitrejso iniciajo sinteze
in fazo propagacije kot Sn(Oct),, vendar proces polimerizacije tezje kontroliramo, kar
privede do nastanka ve¢jega deleza stranskih produktov zaradi transesterifikacije. Dodatno
so anionski katalizatorji zmozni odcepiti kisel vodik z metinske skupine DLLA. Odcep
vodika bi privedel do epimerizacije (nastanek R,S—mezolaktida), zato je izbira neionskega
katalizatorja Sn(Oct), primerna resitev (38). Ceprav veljajo kositrovi(ll) katalizatorji za
relativno netoksi¢ne, se lahko v organizmu izluzijo iz kopolimerov in hidrolizirajo v
bazi¢ne hidrokside, ki delujejo iritantno. V kolikor katalizatorja Sn(Oct); ne bi bili zmozni
v zadostni meri odstraniti iz kopolimerov, bi sintezo lahko izvedli z uporabo
organokataliti¢nih iniciatorjev npr. tiosecnin, gvanidinov, N-heterocikli¢nih karbenov v

prisotnosti alkoholov (38).

Sintetizirane kopolimere s predvidenim delezem DLLA med 20 % in 80 % v polimerni

verigi smo strukturno ovrednotili z *H — NMR spektrometrijo (tabela I11).
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Tabela 111: Mnozinski delez monomera DLLA v kopolimeru z navedenimi izkoristki polimerizacije
v prisotnosti katalizatorja Sn(Oct),.

Oznaka Predviden mnoZinski Mnozinski delez Izkoristek sinteze (%)
vzorcev delez (%) monomera monomera DLLA

. (%) v ko-polimeru

DLLA v ko-polimeru
(iz'H - NMR spektra)

DLLA 19 20 18,5 90,09
DLLA 24 25 24,3 88,81
DLLA 32 33,3 32,4 87,51
DLLA 68 66,7 68,4 91,28
DLLA 74 71,8 73,7 92,10
DLLA 77 75 77,1 92,88
DLLA 81 75 81 93,12
DLLA 84 80 83,5 98,58

V 'H-NMR spektru kopolimerov vidimo pet signalov: dva signala pripadata vodikom
TMC in dva signala vodikom DLLA ter signal acetona (6; = 2,18 ppm; s; 6H), ki ga kljub

odparevanju pri znizanem tlaku iz produkta nismo uspeli popolnoma odstraniti. Signal z

ey e

ey

skupin TMC (ob karbonatni skupini) vidimo pri premiku 63 = 4,19-4,30 ppm (m, 4H) in
signal pri premiku &, = 2,02-2,10 (m, 2H) pripada preostali -CH,- skupini TMC. Signali
vodikov v kopolimerih imajo nekoliko druga¢ne premike v primerjavi z monomeroma
TMC in DLLA (priloge 1, 2 in 3). Vsi imajo obliko multipleta. 1z spektrov kopolimerov
razberemo, da le-ti ne vsebujejo nezreagiranih vhodnih monomerov TMC in DLLA.

Multipleti nastanejo zaradi razli¢ne okolice vodikov monomerov v kopolimeru, kar vpliva
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na spremembo kemijskega premika. Vodiki metilenskih skupin fragmenta, ki ustreza TMC
imajo rahlo spremenjene kemijske premike, ¢e se nahajajo v zaporedju TMC-TMC-TMC,
kot v zaporedju DLLA-TMC-DLLA oziroma TMC-TMC-DLLA. Enaka teorija velja tudi
za premike vodikov DLLAnNega dela v kopolimeru. S primerjavo vrednosti integralov med
premikoma d; in 9 ter 63 in 64 smo dolo¢ili dejansko mnozinsko razmerje TMC in DLLA v
seriji kopolimerov (enacba 2 in 3). Kopolimeri z ve¢jim delezem TMC imajo razmerje
monomerov v kopolimeru zelo podobno predvidenemu mnozinskemu razmerju (tabela 5).
Vecja odstopanja v sestavi kopolimera zasledimo pri kopolimerih z visoko vsebnostjo
DLLA (81-84 %). Izkoristki sinteze so veliki, saj se njihove vrednosti gibajo med 87,5 %
in 98,5 %. Najveéje izkoristke sinteze dobimo pri kopolimerih z velikim delezem
monomera TMC (DLLA 19) ali DLLA (DLLA 81, DLLA 84) v polimerni verigi.

4.2. DSC ANALIZA KOPOLIMEROV TMC - DLLA

Z DSC analizo smo vrednotili termicne lastnosti in ¢istost sintetiziranih kopolimerov TMC
— DLLA. Na DSC krivuljah sintetiziranih kopolimerov vidimo endotermno spremembo z
obliko prevoja (temperatura steklastega prehoda, Ty), kjer naraste specifi¢na toplota vzorca
(slika 12). Na podlagi teh rezultatov lahko zaklju¢imo, da so vsi sintetizirani kopolimeri
amorfni ne glede na razmerje monomerov v polimerni verigi. Sprememba specifi¢ne
toplote je znacilnost amorfnih snovi in predstavlja termi¢no spremembo drugega reda.
Spremembi prvega reda predstavljata kristalizacija in taljenje, kjer se v doloceni izotermni
toCki spremeni notranja energija vzorca. Volumna trdne snovi in taline se ne razlikujeta
dosti in posledi¢no je sprememba notranje energije pri konstantem tlaku enaka spremembi

entalpije, ki jo z DSC aparatom zaznavamo kot razliko v toplotnem toku skozi vzorec.
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Aexo  _
~ | monomer DLLA

~{monomer TMC______

Sprememba relaksacijske entalpije

\ _DLLATMC =4.25:1
—_DLLATMC = 5,051
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Slika 12: DSC termogram izbranih kopolimerov TMC — DLLA in referen¢na spektra monomerov
TMC in DLLA. Sprememba relaksacijske entalpije je oznaCena s pus€ico. DLLA 19
(DLLA:TMC=1:4,4); DLLA 24 (DLLA:TMC=1,3,12); DLLA 32 (DLLA:TMC=1:2,085); DLLA
74 (DLLA:TMC=2,80:1); DLLA 81 (DLLA:TMC=4,25:1); DLLA 84 (DLLA:TMC=5,05:1)

DSC krivulji monomerov TMC in DLLA, ki smo jih uporabili za sintezo kopolimerov,
kazeta endotermna pika, ki predstavlja proces taljenja (Ty) vzorca. To potrjuje, da sta
monomera kristalini¢cna. Na DSC krivulji monomera TMC opazimo pred T, majhen
endotermen pik (T = 47 °C), ki nakazuje na spremembo kristalne resetke (transformacija
trdno — trdno). T4 kopolimerov je mo¢no odvisen od razmerja monomerov TMC in DLLA
v polimerni verigi (tabela IV). Vecji kot je delez TMC v kopolimeru, nizja je Ty, Kar je
posledica viSje konformacijske entropije kopolimera, zaradi vecje fleksibilnosti TMC
zaporedij v polimerni verigi. Poleg fleksibilnosti verig kopolimerov vpliva na Tq tudi
molekulska masa kopolimera, ki je ob predpostavki enotne polimerizacijske stopnje za vse
molekule kopolimerov vecja za kopolimere z vec¢jim delezem DLLA, kar se kaze v visjih
vrednostih Tq. V' konéni tocki steklastega prehoda kopolimerov vidimo majhno

endotermno spremembo, ki nakazuje na spremembo relaksacijske entalpije vzorca.

42



L. Cergol: Sinteza kopolimerov D,L-laktida in trimetilenkarbonata ter izdelava mikro in nanodelcev

Sprememba relaksacijske entalpije nastane zaradi napetosti med verigami kopolimera, ki
se ustvari pri staranju vzorca; z dovajanje toplotnega toka v vzorec pa se verige relaksirajo.
Na DSC krivuljah kopolimerov ne vidimo specifi¢nih pikov karakteristicnih za monomera
DLLA in TMC. Iz tega razloga sklepamo, da serija kopolimerov TMC — DLLA ne vsebuje
nezreagiranih reaktantov. Rezultati DSC analize kazejo torej komplementarne rezultate
rezultatom NMR analize, torej lahko trdimo, da smo sintetizirali kopolimere TMC — DLLA

ustrezne Cistote.

Tabela IV: Temperatura steklastega prehoda sintetiziranih kopolimerov v odvisnosti od
mnozinskega deleza D,L—laktida v kopolimeru

Oznaka vzorca T, (C)
DLLA 19 - 18,75
DLLA 24 - 16,57
DLLA 32 - 10,50
DLLA 68 26,46
DLLA 74 28,59
DLLA 77 29,84
DLLA 81 33,85
DLLA 84 36,89
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Slika 13: Odvisnost temperature steklastega prehoda kopolimerov TMC — DLLA od deleza D,L—
laktida v polimerni verigi.
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Temperatura steklastega prehoda kopolimerov TMC — DLLA linearno naras¢a z delezem
DLLA v polimerni verigi (slika 13). Kopolimeri, v katerih prevladuje delez TMC so pri
sobni temperaturi zelo viskozne teko¢ine (zmeh¢ano stanje), medtem ko so kopolimeri z
veéjim delezem DLLA pri sobni temperaturi trdni (Steklasto stanje). Celotna serija
sintetiziranih kopolimerov TMC — DLLA kaZe moznost uporabe na podrocju izdelave
nanodostavnih sistemov. Primerni kandidati za medicinsko uporabo so kopolimeri, ki
vsebujejo delez DLLA visji od 70 %, saj imajo le—ti Ty nad 26 °C. Materiali, ki so
predvideni za uporabo v Kirurgiji, morajo imeti T4 nad sobno temperaturo, saj steklasto
stanje amorfnih polimerov omogoca lazje rokovanje z materialom. Kopolimera DLLA 74
(Tg = 28,6 °C) in DLLA 81 (T4 = 33,85 °C) bi lahko uporabili za povrsinsko prekrivanje
ran in opeklin (npr. kirurSkih gaze) telesnih okoncin, Kkjer je telesna temperatura med 25—
27 °C. Povrsinska aplikacija bi kopolimeru omogocila, da obdrzi prvotno steklasto stanje in
strukturno integriteto. Zavedati se moramo, da prisotnost fizioloskih tekoc¢in deluje kot
mehcalo, ki zniza Ty kopolimerom. Posebno pozornost lahko namenimo kopolimeru
DLLA 74, ki v fizioloskih pogojih preide iz steklastega v zmehc¢ano stanje, kar mu zniza
Youngov modul in natezno trdnost ter spremeni strukturne lastnosti (40). Kopolimer
DLLA 84 (T4 = 36,89 °C) ima Ty pri telesni temperaturi in izkazuje najprimernejse
mehanske lastnosti za izdelavo kirurskih materialov za uporabo v notranjih telesnih
votlinah kot so kirur§ka nitja, fiksacijske naprave pri kostnih zlomih in porozna 3-D
ogrodja za regeneracijo mehkih tkiv ali kot nadomestek pri transplantaciji organov. Iz
navedenih razlogov sklepamo, da potrebujemo za izdelavo stabilnega dostavnega sistema,
ki omogoca podaljSano sproscanje lipofilnih zdravilnih u€inkovin iz ogrodja, kopolimere z
vsebnostjo DLLA visjo od 85 % (Ty = 37 OC), saj tako dosezemo, da se struktura

polimernega ogrodja pri vnosu v organizem ne spremeni.

4.3. INVITRO RAZPADNOST KOPOLIMEROV TMC —DLLA

Slika 14 predstavlja in vitro razpadnost celotne serije sintetiziranih kopolimerov TMC —
DLLA v casu treh mesecev (priloga 4). Hidrolipofilne lastnosti, hitrost in mehanizem
razgradnje polimerne verige so odvisni od vsebnosti monomerov TMC in DLLA v
polimeru. Vecja kot je vsebnost DLLA v polimeru, bolj je polimer hidrofilen, kar
posledicno omogoca lazji dostop molekulam vode in hitrejSe prodiranje vode v globino
kopolimernega filma. Iz grafikona vidimo, da kopolimeri z najvecjo vsebnostjo TMC (68—

81 %) razpadajo izredno pocasi. V treh mesecih izgubijo manj kot 4 % in kazejo linearno
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izgubo mase s ¢asom. Kopolimeri z zelo velikimi delezi DLLA v polimerni verigi (68—84
%) izgubijo v treh mesecih med 30-55 % zacetne mase; izguba mase je do Sestega tedna

razpada minimalna, nato pa zelo hitro naraste.
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Slika 14: In vitro razpad kopolimerov TMC — DLLA v ¢asu treh mesecev v odvisnosti od
mnozinskega deleza D,L—laktida v kopolimeru.

Razgradnja hidrofobnih kopolimerov TMC — DLLA poteka s hidrolizno cepitvijo estrskih
in karbonatnih vezi, kar vodi v nastajanje monomerov TMC in DLLA in oligomernih
razgradnih produktov. Kopolimeri z vecjim delezem DLLA vsebujejo v svoji strukturi
daljsa DLLA-DLLA zaporedja med sekvencami TMC (40). Prednostno poteka hidroliza
kovalentne estrske vezi v DLLA zaporedjih in izplavljanje oligomernih fragmentov iz
kopolimernga matriksa, zato se v polimernem ogrodju posledicno veca vsebnosti TMC

med procesom razgradnje (41).

Wt v W

Po dodatku medija (prec¢iséene vode) polimernim filmom smo opazili, da se le-ti razli¢no
obnasajo, kar je bilo odvisno od razmerja monomerov v polimeru. Kopolimeri z visoko
vsebnostjo DLLA v vodi nabrekajo, medtem ko kopolimeri z ve¢jim delezem TMC tvorijo
obliko kepice. Nabrekanje je posledica hitre difuzije molekul vode v kopolimerni matriks
preko hidrofilnejsih DLLA zaporedij v kopolimeru TMC — DLLA, kar omogoca proces

erozije preko celotnega volumna (globinske) kopolimerov z visokim delezem DLLA. Po
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dveh tednih vidimo, da kopolimeri z velikim delezem TMC (68-91%) razpadejo v nekoliko
vecjem obsegu (= 2 %) kot tisti z vecjo vsebnostjo DLLA, ¢eprav v naslednjih 10 tednih
izgubijo le dodaten 1 % zacetne mase vzorca. Ta ugotovitev zelo verjetno nakazuje na
storjeno eksperimentalno napako pri suSenju vzorcev, kjer nismo popolnoma odstranili
acetona, ki smo ga uporabili kot topilo za pripravo filmov iz kopolimerov TMC — DLLA,

zato se je masa polimernega filma v prvih dveh tednih navidezno zmanjsala za 2 %.

V prvih Sestih tednih opazimo minimalno izgubo mase celotne serije kopolimerov TMC —
DLLA. Kopolimeri z velikim delezem TMC (DLLA 19-DLLA 32) izgubijo le dodatnih
0,25 % mase v primerjavi z meritvijo po 14 dneh. Hidrofobni TMC segmenti onemogocajo
prodiranje molekulam vode v globino polimernega ogrodja, zato le-ti zapadejo procesu
povrsinske erozije. PovSinska erozija nastopi kot posledica pocasne difuzije molekul vode
v kopolimerno ogrodje v primerjavi s hitrostjo cepitve labilnih vezi v kopolimerni verigi in
Jo pogosto opazimo pri zelo lipofilnih kopolimerih. Najvecjo izgubo mase (3—4 %) smo
opazili pri kopolimerih z najvisjim delezem hidrofilnega DLLA (DLLA 81 in DLLA 84).
Ta dva polimera zapadeta procesu globinske erozije. Erozija poteka v ogrodju postopoma
od notranjih k zunanjim plastem kopolimernega filma. Obsezne izgube mase ne opazimo,
ker povrSina ogrodja ni prizadeta v tolikSni meri, da bi se v njej tvorile reZe in razpoke, ki
bi omogocile odplavljanje oligomernih fragmentov kopolimera iz notranjosti ogrodja v
vodni medij. Proces globinske erozije avtokatalizirajo Kisli produkti hidrolize (mle¢na
kislina in fragmenti s kon¢nimi Kislimi skupinami). Vi§ja koncentracija mle¢ne kisline
vpliva na nizji pH kopolimernega filma, kjer esterske vezi hidrolizirajo hitreje kot v
nevtralnem mediju. Pri hidrolizi TMC segmentov nastaja kot razpadni produkt CO,. CO, je
presibka Kislina, ki bi povzrocala avtokatalizo, torej kopolimeri z velikim delez TMC
razpadajo bistveno pocasneje v primerjavi s kopolimeri s prevladujoco vsebnostjo DLLA v

polimerni verigi (42).

Vpliv vsebnosti monomerov TMC in DLLA v kopolimerih na hitrost in vrsto erozije se
izrazito odraza v C¢asovnem obdobju med 6. in 8. tednom. Delez TMC vecji od 70 %,
kopolimeru omogoca minimalen razpad in ohranjanje skoraj konstantne mase, medtem ko
kopolimera z vsebnostjo DLLA visjo od 80 % izgubita ve¢ kot 22 % zacetne mase. V tem
¢asovnem obdobju vidimo, da Ze majhna sprememba vsebnosti DLLA med kopolimeroma
DLLA 68 in DLLA 84 izrazito vpliva na deleZ razpada kopolimera (slika 14). Kopolimeri
z visoko vsebnostjo DLLA dosezejo kriticno molekulsko maso, zato kopolimerno ogrodje
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izgubi strukturno integriteto. Dolzina verige kopolimera se zaradi razgradnje skrajsa, kar
vodi v manj$e Stevilo interakcij med verigami in povecanje prostega volumna polimernega
ogrodja. Na povrsini ogrodja se polimerne verige razpletejo in skupaj z razpadlimi
fragmenti iz notranjosti ogrodja odplavljajo v okoliski medij, kar je vzrok za obsezno
izgubo mase kopolimerov s prevladujo¢o vsebnostjo DLLA v polimerni verigi. Po 3
mesecih vidimo enak trend kot po 8 tednih, le da so razlike v delezih razpada kopolimerov
TMC — DLLA ocitnejSe zaradi stopnjevanja hitrosti avtokatalizirane globinske erozije in
popolne izgube strukturne enovitosti kopolimernih filmov z velikimi delezi DLLA.
Nasprotno pa so kopolimeri s prevladujo¢o vsebnostjo TMC v vodnem mediju izredno
stabilni. Sprememba vsebnosti TMC (19-32 %) v kopolimerih, ki zapadejo procesu
povrsinske erozije, nima takSnega vpliva na povecanje kinetike razpada kot sprememba
vsebnosti DLLA v kopolimerih, za katere je znacilna globinska erozija. Delez razpadle
mase med 2. in 12. tednom znasa za kopolimer DLLA 19 0,67 % in za DLLA 32 1,22 %.
Ugotovitve kazejo na dejstvo, da je karbonatna vez minimalno dovzetna za proces
hidrolize, verjetno pa se masa kopolimerov z velikim delezem TMC zmanjSuje kot

posledica razpada kratkin DLLA segmentov v verigah TMC — DLLA.

Na sliki 15 vidimo, da kopolimeri z vsebnostjo DLLA med 68 % in 84 % zapadejo
enakemu trendu razpada in sicer globinski eroziji, ki je znacilnost kopolimerov TMC —
DLLA z vsebnostjo DLLA vecjo od 40 % DLLA. Potrdimo lahko, da so rezultati naSega 3
mesec¢nega in vitro testa razpadnosti skladni z ugotovitvami predhodno izvedenih raziskav
(42). Delez razpada je linearno odvisen od vsebnosti DLLA v kopolimeru (slika 15), kar
nam omogoc¢a napovedovanje deleza razpada kopolimerov s spremenljivo vsebnostjo
DLLA (40-100 %). Vsebnost hidrofilnega monomera DLLA izrazito vpliva na hitrost in
delez konc¢nega razpada kopolimerov, ki so pod vplivom globinske erozije. Kopolimer
DLLA 68 med 2. in 12. tednom izgubi 29 % zaletne mase, medtem ko v enakem
Casovnem obdobju razpade 58 % kopolimera DLLA 84. Rezultat nakazuje na enkrat
hitrejSo razgradnjo DLLA 84 kot posledico avtokatalizirane globinske erozije zaradi vi§je
koncentracije razpadnih produktov mlecne kisline in fragmentov s kislimi koncénimi

skupinami.
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Slika 15: Delez razpada kopolimerov TMC — DLLA med 2. in 12. tednom v odvisnosti od
vsebnosti D,L—laktida v kopolimeru.

Iz navedenih rezultatov lahko povzamemo, da z razmerjem monomerov TMC in DLLA v
produktu vplivamo na vrsto in kinetiko razpada ter na obseg avtokatalize, kar posledi¢no
pomeni razlike v razpolovnih ¢asih kopolimerov TMC — DLLA. Sintetizirani kopolimeri
TMC — DLLA so glede na literaturne podatke varni, saj sta produkta popolne razgradnje
mle¢na kislina in CO,, netoksi¢na in se iz telesa odstranjujeta s fizioloskim procesom
dihanja in z metabolizmom v Krebsovem ciklu (11). Za uporabo v medicinske namene so
primernejsi kandidati kopolimeri z veéjo vsebnostjo DLLA (68-84 %), saj lahko z izbiro
ustreznega razmerja med monomernimi enotami v polimeru bolj vplivamo na cas
razgradnje kot pri Kkopolimerih z vejo vsebnostjo TMC. Globinska erozija teh
kopolimerov omogoca hitro resorbcijo z mesta implantacije, ko pride zaradi razgradnje do
izgube mehanske trdnosti, kar zmanjSa moznost pojava zakasnele imunske reakcije v tkivu.
Pred uporabo bi morali preveriti njihovo biokompatibilnost ter preuciti mehanske lastnosti
(natezna trdnost, Youngov modul) glede na specificne lastnosti posamezne aplikacije.
Kopolimeri z vsebnostjo DLLA med 50 % in 90 % so relativno moc¢ni elastomeri, ki
ohranjajo svoje mehanske lastnosti v in vitro okolju do 3 mesece, kar omogoca njihovo
uporabo na podroc¢ju fiksacijskih naprav pri zlomih kosti (plos¢ice, vijaki) ter za izdelavo

3-D ogrodij v tkivnem inZenirstvu razli¢nih tkiv kot npr. ledvic, srca in zivénih kanalov
(43).
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4.4. |ZDELAVA NANODELCEV

Iz biorazgradljivih kopolimerov TMC — DLLA smo izdelali nanodelce z uporabo metode
difuzije topila (angl. solvent displacement method). Metodo smo izbrali glede na lastnosti
kopolimerov; poleg tega je metoda hitra in enostavna, saj se celoten postopek izvede v
enem koraku. Pri injiciranju raztopine kopolimera v acetonu v bidestilirano vodo (z ali brez
stabilizatorja) pride do hitre difuzije molekul acetona v disperzni medij in zato nastopi
desolvatacija kopolimera. Le—ta se obori v obliki nanodelcev, saj pride do turbulenc na
medfazi ob stiku acetona in disperznega medija. Te turbulence nastopijo zaradi razlik v
povrsinski napetosti obeh tekoCin, kar povzro¢i tok topila (acetona) z obmocja nizje
povrsinske napetosti v obmocje visje povrSinske napetosti (disperzni medij) ter nastanek
vrtincev na medfazi (Gibbs — Marangonijev ucinek). Najprej smo poskusili izdelali
nanodelce iz 5 % (m/v) raztopine kopolimera v acetonu, vendar niso nastali nanodelci,
ampak je polimer izpadel iz disperznega medija v obliki oborine. Disperzije kopolimerov z
vi§jo vsebnostjo TMC so bile na videz mle¢ne, medtem ko so bili vzorci z vecjim delez
DLLA (68-84 %) na videz opalescentni, kopolimer pa se je oboril tudi v obliki kepice in
ve¢jih agregatov, ki so flotirali na gladini vzorca. Nato smo izdelali nanodelce iz raztopin s
pol manjSo koncentracijo kopolimerov tj. 2,5 % (m/v). Vzorci so bili ponovno na videz
mle¢ni z oborino, vendar je bila le—ta prisotna v veliko manj$i meri. Na podlagi teh
rezultatov smo se odlocili, da bomo $e bolj razred¢ili osnovno raztopino in pripravili
nanodelce iz 0,5 % (m/v) raztopine kopolimerov v acetonu. V tem primeru smo dobili

opalescentne disperzije brez prisotnih vidnih delcev oborine.

4.5. MERJENJE VELIKOSTI NANODELCEV

Nanodelcem, ki smo jih pripravili iz 2,5 % (m/v) raztopine kopolimerov TMC — DLLA v
odsotnosti ali prisotnosti stabilizatorja (PVA, poloksamer 188(P — 188)) smo izmerili
velikost delcev, saj smo Zeleli ugotoviti ali razmerje monomerov v polimerni verigi vpliva

na velikost izdelanih nanodelcev (slika 16 in priloga 5).
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Slika 16: Velikost nanodelcev, ki smo jih izdelali iz 2,5 % raztopine kopolimerov, v odvisnosti od
deleza D,L—laktida v kopolimeru ter vpliv prisotnosti/odsotnosti stabilizatorja (PVA, Poloksamer
188 (P 188)). Meritve smo izvedli 24 h po izdelavi nanodelcev, ko je iz sistema izhlapel aceton.

Iz slike 16 razberemo, da smo najmanj$e nanodelce izdelali v mediju brez stabilizatorja.
Rezultat analize je v skladu z naSimi pri¢akovanji, saj adsorpcija stabilizatorjev PVA in P —
188 na povrsino nanodelcev poveca njihov hidrodinamski premer. Velikost nanodelcev
brez stabilizatorja je v obmocju 113 — 219 nm, kar nakazuje na vpliv sestave kopolimera na
velikost izdelanih nanodelcev. Manjse nanodelce smo izdelali iz kopolimerov z vecjo
vsebnostjo TMC, zaradi hitrejse difuzije molekul topila v disprezni medij. Hitrost difuzije
je pri konstantnih procesnih parametrih (hitrost meSanja in injiciranja, temperatura,
koncentracija kopolimera, volumsko razmerje sistema organsko topilo/disperzni medij)
funkcija interakcijskega parametra organsko topilo — kopolimer (¥). Molekule acetona
imajo manjSo afiniteto do daljsih in lipofilnejsih TMC zaporedij (1y) v kopolimeru, kar
vodi v hitrejSo difuzijo organskega topila s teh podrocij in ve¢jo medfazno turbolenco ter
obarjanje kopolimera v obliki nanodelcev z manjsim premerom (44). Iz enakega razloga
vidimo, da se najvecji nanodelci oborijo v primeru kopolimerov z delezem DLLA 77 %
(219 nm) in 84 % (199 nm) v polimerni verigi. S stabilizatorjema PVA in P - 188 smo
izdelali nanodelce z velikostjo 169 — 249 nm in 173 — 252 nm. Najve¢je nanodelce s PVA
in P — 188 dobimo iz kopolimerov z delezem DLLA veéjim od 80 %, medtem ko najman;si
nanodelci nastanejo iz kopolimerov DLLA 19 in DLLA 32. Na podlagi grafikona 16 lahko

sklepamo, da ima PVA vecjo afiniteto za adsorpcijo na povrsino delcev iz kopolimerov s
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prevladujo¢im delezem DLLA (68-84 %) v primerjavi s P — 188, medtem ko sta afiniteti
stabilizatorjev do nanodelcev iz kopolimerov z delezem DLLA 19 % in 24 % zelo
podobni, saj se oborijo nanodelci prakti¢no enakih velikosti. V prisotnosti stabilizatorja
PVA nastanejo nanodelci podobnih velikost ne glede na razmerje monomerov v

kopolimeru, kar je posebno opazno v primeru kopolimerov DLLA 68— DLLA 84.

V prilogi 5 vidimo vrednosti Pdl nanodelcev izdelanih brez stabilizatorja in s
stabilizatorjema PVA in P — 188. Vrednosti PdI so za vse disperzije manjse od 0,30, kar
pomeni, da so izdelani nanodelci dokaj enotni po velikosti tj. nimamo zelo Siroke
porazdelitve velikosti delcev v vzorcu. Najnizje vrednosti Pdl smo dobili pri nanodelcih, ki
smo jih izdelali v odsotnosti stabilizatorja (0,07-0,19), nato so sledili vzorci, ki smo jih
izdelali v prisotnosti P — 188 (0,07-0,22) in najvecje za tisti, ki smo jih stabilizirali s PVA
(0,09-0,28). V wvseh primerih so imele disperzije nanodelcev iz kopolimerov s
prevladujoco vsebnostjo TMC nizje vrednosti PdI in sicer najnizjo vrednost za nanodelce
iz polimera z najvi$jo vsebnostjo monomera TMC (DLLA 19) v polimerni verigi (0,07—
0,09). Tako nizka vrednost PdI kaze, da je bila v tem wvzorcu prisotna populacija

nanodelcev zelo enotne velikosti.
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Slika 17: Velikost nanodelcev, ki smo jih izdelali iz 0,5 % raztopine kopolimerov, v odvisnosti od
mnozinskega deleza D,L—laktida v kopolimeru ter vpliv prisotnosti/odsotnosti stabilizatorja (PVA,
Poloksamer 188 (P 188)). Meritve smo izvedli 24 h po izdelavi nanodelcev, ko je iz sistema
izhlapel aceton.
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Pri izdelavi nanodelcev iz 0,5 % (m/v) raztopine kopolimerov v acetonu vidimo manj$o
povpre¢no velikost nanodelcev kot pri nanodelcih, ki smo jih izdelali iz 2,5 % (m/v)
raztopine; neodvisno od prisotnosti stabilizatorja (Slika 17; priloga 6). Rezultat je
pri¢akovan, saj imajo raztopine z nizjo koncentracijo kopolimera manjSo viskoznost, kar
vodi v hitrejSo difuzijo organskega topila v disperzni medij (ve¢ja medfazna turbolenca) in

tvorbo nanodelcev manjsih velikosti (30).

Nanodelci izdelani iz 0,5 % (m/v) raztopine kopolimerov brez stabilizatorja izkazujejo
enak trend kot ga opazimo pri nanodelcih izdelanih iz 2,5 % (m/v) raztopine kopolimerov.
Vedji kot je delez hidrofilnega dela v kopolimeru (tj. segmenti DLLA) vec¢ja je moznost, da
polimer vstopa preko vodikovih vezi v interakcije s topilom. Posledi¢no nizja hitrost
difuzije topila v disperzni medij prispeva k obarjanju vecjih nanodelcev kot pri
kopolimerih s prevladujo¢im delezem TMC v polimerni verigi. Velikost nanodelcev brez
stabilizatorja je v obmoc¢ju 80-120 nm. NajmanjSi nanodelci nastanejo v primeru
kopolimera DLLA 19, medtem ko najve¢je nanodelce dobimo iz kopolimerov z delezem
DLLA veéjim od 80 %; povprecna velikost le-teh je ve¢ja od 110 nm. Vmesna razmerja
monomerov TMC in DLLA dajejo izredno nanodelce zelo podobnih velikosti nanodelce tj.

v obmocju 83-93 nm.

V prisotnosti stabilizatorja PVA so nastali nanodelci s povpre¢no velikostjo v obmo¢ju 87—
125 nm. Najmanj$i nanodelci so v tem primeru nastali iz polimerov z mnozinskim delezem
DLLA 74-77 %. Ti nanodelci so se med seboj le minimalno razlikovali po velikosti. Pri
teh kopolimerih lahko sklepamo, da je ucinek stabilizacije s PVA minimalen, saj so razlike
v povpreéni velikosti teh nanodelcev in nanodelcev, ki smo jih izdelali v odsotnosti
stabilizatorja, skoraj neznatne (0-5 nm). Nanodelci z najvecjim premerom so nastali iz
kopolimerov DLLA 81 in DLLA 84. Povprec¢na velikost le—teh je ve¢ja od 120 nm.
Stabilizator PVA ima vecjo afiniteto do povrS§ine nanodelcev iz kopolimerov z vsebnostjo
TMC vecjo od 68 %.

Velikost nanodelcev s stabilizatorjem P-188 je v obmocju 83-119 nm. Nanodelce z
najve¢jim premerom smo izdelali iz kopolimerov z delezem DLLA v polimerni verigi
ve¢jim od 80 %, najmanjs$e pa iz kopolimerov DLLA 32 in DLLA 74. Pri teh razmerjih
vidimo minimalni ucinek prisotnosti stabilizatorja P — 188 na povprecno velikost

nanodelcev, saj so velikosti nanodelcev primerljive z velikostmi nanodelcev, ki smo jih
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izdelali brez stabilizatorja. Najvecji u€inek ima prisotnost amfifilnega P — 188 na velikost
nanodelcev, ki smo jih izdelali v prisotnosti kopolimerov z delezem TMC vecjim od 75 %,
kar si razlagamo z vecjo afiniteto hidrofobnega propilenoksidnega bloka P — 188 do TMC

zaporedij v kopolimeru, zato je steri¢na stabilizacija bolj u¢inkovita.

V prilogi 6 vidimo Pdl vrednosti izdelanih nanodelcev iz 0,5 % raztopine kopolimerov
TMC — DLLA brez stabilizatorja in s stabilizatorjema PVA in P — 188. Najnizje vrednosti
Pdl so imele disperzije nanodelcev, ki smo jih izdelali v prisotnosti stabilizatorja P — 188
(0,094 0,126), nato tiste izdelane brez stabilizatorja (0,1-0,136) in najvecje tiste, ki smo
jih izdelali v prisotnosti PVA (0,130-0,248). Na podlagi teh rezultatov lahko zakljuc¢imo,
da lahko s koncentracijo raztopine polimera vplivamo na polidisperznost izdelanih
nanodelcev. Torej, Pdi vrednosti za disperzije nanodelcev, ki smo jih izdelali iz 0,5 %
raztopine so nizje kot pri izdelavi nanodelcev iz 2,5 % raztopine kopolimerov, kar
nakazuje na ve¢jo homogenost nanodelcev, ki smo jih izdelali iz raztopin z nizjo
koncentracijo kopolimerov. Na podlagi eksperimentalnih rezultatov izdelave nanodelcev v
odsotnosti stabilizatorja lahko zaklju¢imo, da lahko vplivamo na velikost izdelanih
nanodelcev s spreminjanjem koncentracije kopolimera v topilu in razmerja monomerov
TMC in DLLA v kopolimeru. Pri izdelavi nanodelcev iz 0,5 % in 2,5 % raztopine
kopolimerov so imele izdelane disperzije nanodelcev vrednost Pdl < 0,3, kar nakazuje na
dokaj homogeno velikost delcev v vzorcu. Stabilizatorja PVA in P — 188 nimata bistvenega
vpliva na poenotenje velikosti nanodelcev. Nanodelci s P — 188 imajo izredno podobne
vrednosti Pdl kot nanodelci izdelani brez stabilizatorja, medtem ko prisotnost stabilizatorja
PVA celo nekoliko poveca polidisperznost vzorcev. Smiselnost uporabe stabilizatorjev
PVA in P — 188 bi morali $e dodatno ovrednotiti s spremljanjem velikosti nanodelcev med
procesom shranjevanja vzorcev v daljSem Casovnem obdobju in s tem preuciti steri¢ni

vpliv na stabilnost izdelanih disperzij nanodelcev.

4.6. MERJENJE ZETA POTENCIALA NANODELCEV

Nanodelcem, ki smo jih izdelali iz 2,5 % raztopine kopolimerov brez stabilizatorja, s
stabilizatorjema PVA in P — 188 v acetonu, smo izmerili zeta potencial dan po izdelavi, da
bi ugotovili, ali je vrednost zeta potenciala odvisna od razmerja monomerov TMC in
DLLA v kopolimeru (slika 18, priloga 5).
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Slika 18: Zeta potencial nanodelcev, ki smo jih izdelali iz 2,5 % raztopine kopolimerov, v
odvisnosti od deleza DLLA v kopolimeru ter vpliv prisotnosti/odsotnosti stabilizatorja (PVA,
Poloksamer 188 (P 188)). Meritve smo izvedli 24 h po izdelavi nanodelcev, ko je iz sistema
izhlapel aceton.

Nanodelci izdelani v disperznem mediju brez stabilizatorja imajo vecjo negativno vrednost
zeta potenciala, ki naras¢a z vsebnostjo DLLA v kopolimeru in se giblje od —30 mV do —
41 mV (slika 18). Kopolimeri TMC — DLLA vsebujejo na koncu verige proste karboksilne
ali hidroksilne skupine. Negativni zeta potencial nanodelcev izvira iz prisotnosti prostih
kon¢nih karboksilnih skupin v verigah kopolimerov. Te proste kon¢ne karboksilne skupine
so prisotne pri vseh razmerjih monomerov TMC in DLLA. Vecji delez DLLA v
kopolimeru poveca verjetnost, da se na koncu verige pojavi prosta karboksilna skupina, kar
ima za rezultat vecji negativni zeta potencial nanodelcev. Z uporabo stabilizatorjev PVA in
P — 188 se zeta potencial zniza v povprecju za 10-15 mV. Pri PVA in P — 188 vidimo
minimalne razlike v vrednosti zeta potenciala, kar nakazuje na podobno afiniteto
stabilizatorjev do kopolimerov TMC — DLLA. V prisotnosti stabilizatorjev PVA in P — 188
je vrednost zeta potenciala nanodelcev iz kopolimerov z delezem DLLA vecjim od 74 %
precej podobna (24 mV-27 mV). Pri nanodelcih iz kopolimerov DLLA 68, DLLA 81 in
DLLA 84 vidimo najvecje razlike zeta potenciala v primerjavi z nanodelci izdelanimi brez
stabilizatorja. Rezultat je verjetno posledica ucinkovite adsorbcije PVA in P — 188 na
povrsino nanodelcev, saj je pri teh razmerjih najvecja razlika v velikost nanodelcev v

primerjavi z disperzijami nanodelcev brez stabilizatorja (slika 16).
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Primerjali smo tudi zeta potencial nanodelcev, ki smo jih izdeli iz 0,5 % raztopine
kopolimerov TMC — DLLA v acetonu: brez stabilizatorja, s stabilizatorjema PVA in P —
188 dan po izdelavi (slika 19, priloga 6).
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Slika 19: Zeta potencial nanodelcev, ki smo jih izdelali iz 0,5 % raztopine kopolimerov, v
odvisnosti od deleza DLLA v kopolimeru ter vpliv prisotnosti/odsotnosti stabilizatorja (PVA,
poloksamer 188 (P 188)). Meritve smo izvedli 24 h po izdelavi nanodelcev, ko je iz sistema
izhlapel aceton.

Pri nanodelcih izdelanih iz 0,5 % raztopine kopolimerov v odsotnosti stabilizatorja vidimo
enak trend kot pri nanodelcih, ki smo jih izdelali iz 2,5 % raztopine kopolimerov v acetonu
tj. narasanje negativne vrednosti zeta potenciala z veCanjem vsebnosti DLLA v
kopolimeru (slika 19). Vrednosti zeta potenciala nanodelcev brez stabilizatorja so v
obmocju od —21 do —31 mV. V prisotnosti stabilizatorjev P — 188 in PVA imajo nanodelci
zeta potencial v obmocju od —14 do —19 mV in od -13 do —21 mV, kar nakazuje na
podobno afiniteto obeh stabilizatorjev do nanodelcev. V prisotnosti stabilizatorjev
opazimo, da je zeta potencial skoraj neodvisen od vrste kopolimera. Iz tega sklepamo, da
ze tanek film stabilizatorja ucinkovito zasen¢i naboj same povrSine nanodelcev. Pri
nanodelcih z majhnim delezem TMC (DLLA 81 in DLLA 84) v kopolimeru vidimo
najvecje razlike vrednosti zeta potenciala v primerjavi z nanodelci, ki smo jih izdelali v
odsotnosti stabilizatorja (10-12 mV).

Meritve zeta potenciala smo izvedli z namenom, da bi ugotovili, ali so izdelane disperzije

nanodelcev fizikalno stabilne. Koloidni sistemi z absolutno vrednostjo zeta potenciala
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vecjo od 30 mV smatramo za stabilne. V tem obmocju zeta potenciala delujejo na delce
mocne elektrostatske odbojne sile, ki omogocajo ohranjanje ustrezne razdalje med delci in
preprecujejo njihovo agregacijo, kar zagotavlja stabilnost nanodisperznega sistema. Za
koloidne sisteme, ki so poleg elektrostatske, stabilizirani tudi s stericnimi stabilizatorji, se
za stabilne sisteme smatra absolutna vrednost zeta potenciala vecja od 20 mV, saj se
stabilnost sistema doseze s kombinacijo elektrostatskega in stericnega ucinka. Iz zgoraj
navedenih rezultatov meritev zeta potenciala vidimo, da imajo nanodelci izdelani iz 0,5 %
raztopine kopolimerov, ki imajo v verigi ve¢ji delez TMC, vrednost zeta potenciala manj$o
od —25 mV. Ta naboj je premajhen, da bi bile te disperzije dolgotrajno fizikalno stabilne.
Stabilne nanodelce brez stabilizatorja in s stabilizatorjema PVA ter P — 188 je mozno
izdelati le iz kopolimerov z vsebnostjo DLLA ve¢jo od 80 %, kjer z dovolj velikim
delezem prostih karboksilnih skupin zagotovimo zadosten elektrostatski odboj med delci.
Nanodelci, ki smo jih izdelali iz 2,5 % raztopine kopolimerov TMC — DLLA brez
stabilizatorja izkazujejo vrednosti zeta potenciala manjse od —30 mV in jih smatramo za
stabilne neodvisno od razmerja DLLA in TMC v kopolimeru. Zeta potencial nanodelcev s
stabilizatorjema PVA in P — 188 je v obmo¢ju od —20 do —28 mV, kar pomeni, da so te
disperzije ustrezno stabilizirane s kombinacijo elektrostatske in steri¢ne stabilizacije. Za
izdelavo nanodelcev (brez stabilizatorja, PVA, P — 188) bi bilo smiselno uporabiti
kopolimere s prevladujoco vsebnostjo DLLA oz. ve¢jo od 68 %, saj z vecjo negativno
vrednostjo zeta potenciala pove¢amo stabilnost nanodisperznega sistema v smislu
prepreCevanja agregiranja nanodelcev. V tehnologiji predstavljajo hidrofobni negativno
nabiti nanodelci na osnovi TMC - DLLA obetavne kandidate za vnos lipofilnih nenabitih
ali kationskih ucinkovin. V primeru kationskih ucinkovin pride do elektrostatskih
interakcij med ucinkovino in kopolimerom, kar lahko pripomore k ucinkovitemu

vgrajevanju uc¢inkovin v polimerno ogrodje nanodelcev.

4.7. MORFOLOGIJA VZORCEV ELEKTRORAZPRSEVANJA

Z vrednotenjem morfologije vzorcev s SEM smo ugotovimo, da z elektrorazprSevanjem
raztopine kopolimerov v acetonu pri izbranih eksperimentalnih pogojih niso nastala

nanovlakna, ampak polimerni filmi in mikrodelci (slika 20:a—h ).
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DLLA 84
Slika 20 (a—h): Morfologija vzorcev elektrorazprSevanja nasi¢ene raztopine ko-polimerov TMC-
DLLA v odvisnosti od deleza DLLA v kopolimeru. Slike so posnete z vrsticnim elektronskim
mikroskopom Supra 35 VP pri 10000 kratni povecavi.
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Proces elektrorazprsevanja poteka tako, da z visoko napetostjo na konici injekcijske igle
ustvarimo ustrezen naboj raztopine, ki jo razprSujemo, kar omogoci, da Columbove
odboijne sile (elektrostatske sile) raztopine premagajo njeno povrsinsko napetost. Takrat se
hemisfericna oblika kapljice preoblikuje v konicasto obliko, t.i. Taylorjev stozec, kjer se
inducira popoln razpad kapljice na nanometrsko velikost, napetostna razlika med
injekcijsko iglo in zbiralcem pa omogoci prenos raztopine v smeri nizje napetosti,torej
proti zbiralcu. Polimerni filmi so nastali iz kopolimerov TMC-DLLA z delezem TMC
ve¢jim od 70 % v polimerni verigi (slika 20 a—), kar je posledica nizke temperature
steklastega prehoda teh kopolimerov (od -19 °C do -10 °C), torej so med procesom
elektrorazprsevanja v amorfnem zmehcanem stanju (viskozne tekocine). Z vecanjem
izvorne napetosti smo opazili nastanek Taylorjevega stozca, iz katerega izhaja ozek curek
raztopine, ki potuje proti zbiralcu, vendar se posamic¢ne kapljice kopolimera na zbiralcu
zdruzujejo, kar vodi v tvorbo polimernih filmov. Z elektrorazprSevanjem raztopin
kopolimerov, ki so pri sobni temperaturi v steklasti amorfni obliki (DLLA 68-DLLA 84),
smo izdelali mikrodelce s porozno strukturo (slika 20 d-h). Iz kopolimerov z velikim
delezem DLLA bi teoreti¢no lahko izdelali polimerna nanovlakna, vendar bi morali
procesne parametre elektrorazprSevanja optimizirati (npr. izvorno napetost, razdaljo do
zbiralca, koncentracijo in hitrost pretoka raztopine). Na moZnost izdelave nanovlaken ima
poleg procesnih parametrov zelo velik vpliv viskoznost raztopine kopolimera, ki jo
razpriujemo. Zeleno je, da polimere raztopimo v organskem topilu, v katerem imajo
polimeri veliko topnost, saj tako doseZemo ustrezno viskoznost raztopine. Visoka
koncentracija polimera omogoca u¢inkovito prepletanje polimernih verig med raztezanjem
viskozne tekoc€ine v elektricnem polju, kar omogoci nastanek nanovlaken. Predvidevamo,
da je ravno nizka viskoznost raztopine kopolimerov TMC-DLLA klju¢en vzrok, da z
elektrorazprSevanjem niso nastala nanovlakna, vendar koncentracije raztopine kopolimera
nismo mogli zvecati, saj smo elektrorazprSevanje izvedli z nasi¢eno raztopino kopolimera
v acetonu. lz rezultatov predhodno izvedenih analiz ugotovimo, da je polimerna
nanovlakna mozno izdelati iz 14 % (m/v %) raztopine kopolimera na osnovi TMC (15 %)
in L-laktida (85 %) v zmesi diklorometan/dimetilformamid (5), medtem ko v literaturi

podatka o izdelavi nanovlaken iz kopolimera TMC-DLLA nismo zasledili.
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5. SKLEP

» Kopolimere TMC — DLLA z delezem DLLA med 19 % in 84 % smo sintetizirali z
uporabo katalizatorja kositrovega(ll) 2—etilheksanoata. Izkoristki sinteze so bili v
obmocju med 87,5 % in 98,5 %. Mehanizem polimerizacije je koordinativno
insercijski z odpiranjem obroc¢a. Potek sinteze smo skrajsali za 24 ur v primerjavi z
literaturnimi podatki, kar je dodana vrednost nase sinteze.

» 1z NMR spektrov smo dolocili razmerje monomerov v kopolimerih. Kopolimeri
niso vsebovali nezreagiranih monomerov; torej smo z ustrezno nacrtovano sintezo
in metodo izolacije pripravili kopolimere ustrezne Cistote.

» Z DSC analizo smo ugotovili, da so bili vsi kopolimeri amorfni, neodvisno od
razmerja monomerov v polimerni verigi. Temperatura steklastega prehoda linearno
narasca z delezem DLLA v kopolimeru. Kopolimeri z velikim delezem TMC so pri
sobni temperaturi v zmehCanem amorfnem stanju, medtem ko so kopolimeri z
vsebnostjo DLLA veéjo od 68 % v steklasti amorfni obliki. Steklasto stanje
kopolimerov z delezem DLLA vecjim od 80 % se ohrani tudi pri telesni
temperaturi, torej so le—ti primernejsi za uporabo v medicinske namene.

» lz rezultatov in vitro testa razpadnosti smo ugotovili, da lahko z razmerjem
monomerov TMC in DLLA v kopolimeru vplivamo na hitrost in vrsto erozijskega
procesa ter posledicno na razpolovni ¢as kopolimerov. Ugotovili smo, da
hidrofoben znacaj kopolimerov naras¢a z delezem TMC v polimerni verigi. Visoka
vsebnost monomera TMC preprecuje prodiranje molekul vode v polimerno
ogrodje, torej se ti kopolimeri razgrajujejo s povrsinsko erozijo in izgubljajo maso
linearno s casom. Kopolimeri z delezem DLLA ve¢jim od 68 % Sse razgrajujejo z
globinsko erozijo, ki jo avtokatalizirajo kisli produkti razpada, zato le-ti razpadajo
bistveno hitreje kot kopolimeri s prevladujoco vsebnostjo TMC v polimerni verigi.
Po treh mesecih razpada vidimo, da so kopolimeri s prevladujoc¢o vsebnostjo DLLA
izgubili med 30-55 % zacetne mase, medtem ko kopolimeri z velikim delezem
TMC razpadejo manj kot 4 %. Kopolimeri z velikim delezem DLLA so primernejsi
za izdelavo medicinskih vsadkov, saj vzdrzujejo strukturo polimernega ogrodja v
vodnem mediju do osem tednov.

» Z metodo elektrorazprsevanja smo izdelali polimerne mikrodelce le iz kopolimerov
z delezem DLLA ve¢jim od 68 %, saj so le—ti pri sobni temperaturi v steklastem

amorfnem stanju.
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» 1z kopolimerov smo z metodo nanoprecipitacije izdelali nanodelce s povpre¢no
velikostjo delcev od 80 do 252 nm in z zeta potencialom od — 13 do — 41 mv.
Ugotovili smo, da velikost nanodelcev in absolutna vrednost zeta potenciala
naraSCata z delezem DLLA v kopolimeru in s koncentracijo kopolimera v
organskem topilu. Nanodisperzije izdelane iz 2,5 % raztopine kopolimerov so
fizikalno stabilne, v smislu prepre¢evanja agregacije nanodelcev, medtem ko iz 0,5
% raztopine kopolimerov lahko izdelamo stabilen koloiden sistem (zeta potencial
manj$i od - 30 mV) le iz kopolimerov z delezem DLLA vecjim od 80 %.
Povzamemo lahko, da smo izdelali dokaj homogene disperzije nanodelcev, saj je
vrednost polidisperznega indeksa vseh vzorcev manj$a od 0,3. Nanodelci zelo
enotne velikosti nastanejo iz kopolimerov z vsebnostjo TMC vecjo od 68 % Vv
polimerni verigi. Pri izdelavi nanodelcev v prisotnosti polivinilalkohola in
poloksamera 188 smo ugotovili, da prisotnost stabilizatorjev nimata bistvenega

vpliva na poenotenje velikosti nanodelcev.
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Priloga 1: 'H — NMR spekter monomera D,L — laktida.
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Priloga 2: *H — NMR spekter monomera trimetilenkarbonata (TMC).
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Priloga 3: 'H — NMR spekter kopolimera z mnozinskim razmerjem D,L-laktida in
trimetilenkarbonata 19:81 (DLLA 19).
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Onaka kopolimera TMC Delez razpadle mase (%) po dolo¢enem ¢asu (tedni)
-DLLA 5 4 6 8 12
DLLA 19 1,56 1,72 1,90 1,88 2,23
DLLA 24 2.20 2,03 2,05 2,35 2,69
DLLA 32 2.60 2,68 2,83 3,20 3,83
DLLA 68 1,10 0,97 1,12 1,87 29,95
DLLA 74 1,08 0,99 1,27 9,00 31,73
DLLAT7 1,16 1,20 1,89 13,46 38,96
DLLA 81 2,29 2,74 3,87 22,25 53,30
DLLA 84 1,52 1,44 2,60 22,02 57,66
Relativna standardna
deviacija (%)

DLLA 19 0,08 0,08 0,07 0,11 0,12
DLLA 24 0,31 0,24 0,06 0,34 0,20
DLLA 32 0,41 0,19 0,16 0,24 0,30
DLLA 68 0,03 0,03 0,06 0,13 1,61
DLLA 74 0,08 0,06 0,04 0,68 0,14
DLLA 77 0,05 0,02 0,04 1,36 0,90
DLLA 81 011 0,13 0,07 0,81 2,91
DLLA 84 0,05 0,06 0,07 2,08 2,20

Priloga 4: Rezultati in vitro razpada kopolimerov v vodnem mediju v trimese¢nem ¢asovnem
obdobju po 2, 4, 6, 8 in 12 tednih.
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Brez Brez Brez Stabilizator | Stabilizator | Stabilizator | Stabilizator | Stabilizator | Stabilizator P-188
stabilizatorja | stabilizatorja | stabilizatorja PVA PVA PVA P-188 P-188
Oznaka Povpreéna Pdl vrednost Zeta Povpreéna Pdl Zeta Povprecna Pdl Zeta potencial
kopolimera velikost nanodelcev potencial velikost vrednost potencial velikost vrednost nanodelcev (mV)
delcev (nm) nanodelcev | delcev (nm) | nanodelcev | nanodelcev | delcev (nm) | nanodelcev
(mV) (mV)
DLLA 19 145,6 £ 1,931 | 0,074+0,007 |-31,5+0,985 | 168,5% 0,091 + -255+£2,11 | 1733+ 0,073 + -22,9+0,351
2,442 0,034 1,447 0,010
DLLA 24 163,5+ 1,858 | 0,102+0,016 |-29,8+0,681 |207,0+ 0,170 + -25,8+ 2158 + 0,115+ -23,7+0,1
2,905 0,009 0,306 3,539 0,026
DLLA 32 113,2 £ 0,126 £0,007 | -30,4+0,520 | 174,8 0,162 + -28,7+£0,6 147,5 £ 0,094 + -19,4+ 0,436
0,3055 2,991 0,020 0,8737 0,006
DLLA 68 176,6 + 0,137+ 0,002 | -29+0,757 230,7 + 0,167 + -22.8+ 206,1 + 0,173 + -16,1 £0,252
0,7550 2,574 0,009 0,802 0,5508 0,021
DLLA 74 198,9 + 0,177+0,021 |-31,6+0,393 | 232,6 + 0,111+ -26+0,709 | 205,6 + 0,229 + -26,7+0,252
0,4583 2,458 0,021 1,767 0,009
DLLA 77 219,0+2,203 | 0,188+0,013 |-36,5+£0,252 | 242,1+ 0,180 -26,9+1,41 | 205,8+ 0,163 + -27,4+0,985
3,989 0,006 4,892 0,029
DLLA 81 174,2 £ 0,122+0,014 | -36,5+1,79 249,0 + 0,232 + -241 £ 220,6 + 0,158 -27,2+0,283
0,5033 2,909 0,025 0,586 0,4041 0,014
DLLA 84 198,5+ 1,852 | 0,164+ 0,007 | -40,5+0,351 |248,8+ 0,283 + -27,6 £ 252,0+ 0,189 + -274+0,153
8,143 0,038 0,907 2,444 0,003

Priloga 5: Meritve velikosti, indeksa polidisperznosti (Pdl) in zeta potenciala nanodelcev, ki smo jih izdelali iz 2,5 % raztopine kopolimerov, v odvisnosti od deleza

DLLA v kopolimeru ter vpliv prisotnosti/odsotnosti stabilizatorja (polivinilalkohol (PVA), poloksamer 188 (P 188)). Meritve smo izvedli 24 h po izdelavi nanodelcev.
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Brez Brez Brez Stabilizator | Stabilizator | Stabilizator | Stabilizator | Stabilizator | Stabilizator P-188
stabilizatorja | stabilizatorja | stabilizatorja PVA PVA PVA P-188 P-188
Oznaka Povpreéna Pdl vrednost Zeta Povpreéna Pdl Zeta Povpreéna Pdl Zeta potencial
kopolimera velikost nanodelcev potencial velikost vrednost potencial velikost vrednost nanodelcev (mV)
delcev (nm) nanodelcev | delcev (nm) | nanodelcev | nanodelcev | delcev (nm) | nanodelcev
(mV) (mV)

DLLA 19 79,6 £0,3643 | 0,106 +0,013 | -20,6+ 1,01 104,7 + 0,196 + -13,1+ 89,28 £ 0,103 + -13,7 £ 1,46
1,531 0,011 0,702 0,6861 0,006

DLLA 24 92,96 + 0,618 | 0,136+0,012 | -25+3,82 116,3 + 0,130 + -13,9+ 105,3 + 0,115+ -16,5+ 0,611
0,6429 0,019 0,173 1,039 0,005

DLLA 32 90,31 +£0,2196 | 0,108 £ 0,003 | -23,5+ 0,569 103,2 + 0,230 + -14,5 £ 79,97 + 0,120 + -16,4 £2,08
0,5686 0,008 0,351 0,4744 0,011

DLLA 68 90,91+ 0,205 | 0,103+0,008 | -26,4+0,907 | 89,56+ 0,239 + -16,6 £1,45 | 104,6 = 0,095 + -17,8+ 1,1
1,016 0,003 0,5686 0,010

DLLA 74 82,45+0,4524 | 0,102+ 0,012 | -25,4+1,14 87,26 £ 0,153 + -19,5 £ 83,4+0,165 | 0,110+ -18,4 £ 0,231
0,9125 0,011 0,839 0,010

DLLA 77 83,88 +0,6062 | 0,102+ 0,010 | -26,0+0,462 | 89,88+ 0,248 + -193+ 93,46 + 0,094 + -18,6 + 0,354
0,8173 0,013 0,778 0,6493 0,004

DLLA 81 120,3 £ 1,662 | 0,126 £0,002 | -29,9 +0,361 1249 + 0,168 = -20,3+ 1,26 | 119,0+ 0,126 -16,6 £0,557
1,258 0,018 1,127 0,011

DLLA 84 113,840,041 | 0,123+0,007 | -31,5+1,21 1233 + 0,190 + 21,4+1,29 | 113,77+ 0,118 + -19,2+ 0,231
0,6364 0,006 0,3512 0,023

Priloga 6: Meritve velikosti, indeksa polidisperznosti (Pdl) in zeta potenciala nanodelcev, ki smo jih izdelali iz 0,5 % raztopine kopolimerov, v odvisnosti od deleza
DLLA v kopolimeru ter vpliv prisotnosti/odsotnosti stabilizatorja (polivinilalkohol (PVA), poloksamer 188 (P 188)). Meritve smo izvedli 24 h po izdelavi nanodelcev.
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Priloga 7: Izgled kopolimera z razmerjem monomerov TMC in DLLA 81:19 (DLLA 19).

Priloga 8: Izgled kopolimera z razmerjem monomerov TMC in DLLA 76:24 (DLLA 24).
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Priloga 9: Izgled kopolimera z razmerjem monomerov TMC in DLLA 32:68 (DLLA 68).

Priloga 10: Izgled kopolimera z razmerjem monomerov TMC in DLLA 19:81 (DLLA 81).
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" - 3 -
Priloga 11: Disperzije nanodelcev izdelane iz 2,5 % raztopine kopolimerov TMC-DLLA v
bidestilirani vodi brez stabilizatorja. Vidno mle¢ne disperzije kopolimerov DLLA 19-DLLA 32
(spodaj) ter nastanek opalescentnih disperzij in oborine iz kopolimerov DLLA 68-DLLA 84
(sredina in zgoraj).

Priloga 12: Opalescentne disperzije nanodelcev izdelane iz 0,5 % raztopine kopolimerov TMC-
DLLA v bidestilirani vodi brez stabilizatorja.
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