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Povzetek: Sodoben pristop k celjenju ran temelji na vzdrzevanju vlaznega mikrookolja na rani, kar lahko dosezemo s hidrogelnimi oblogami.
Raziskave so pokazale, da lahko izboljSamo celjenje kroni¢nih ran z vklju¢evanjem rastnih dejavnikov ali inhibitorjev proteaz v obloge. V ¢lanku
je predstavljeno oblikovanje hidrogelov iz hidroksietilceluloze ali ksantana v razli¢nih koncentracijah in z vgrajeno modelno proteinsko u¢inkovino.
Hidrogeli iz 3% hidroksietilceluloze ali 6% ksantana imajo ustrezne reoloske lastnosti, ne glede na uporabljen medij (voda, fosfatni pufer),
sterilizacijo ali nac¢in zamrzovanja pred liofilizacijo. Uporaba blagih tehnoloskih pogojev izdelave omogoca ohranitev nativne strukture proteina.
Za preskuse sproS¢anja smo razvili lastno metodo, saj uveljavljeni modeli po farmakopejah ne posnemajo stanja v kroni¢ni rani. Metoda omogoc¢a
sproscanje proteina neposredno v medij brez vmesne bariere dalj$e ¢asovno obdobje. Modelni protein se je iz hidroksietilceluloznega hidrogela
sprosc¢al difuzijsko nadzorovano, kar opisuje Higuchijeva kinetika, pri cemer se je v 4 dneh sprostilo 90 % vgrajenega proteina. TakSen hidrogel
zagotavlja vlazno okolje na rani, vanj pa bi lahko med drugim vgradili tudi proteazni inhibitor, ki bi pomagal povrniti ravnovesje med rastnimi
dejavniki in proteazami v rani, kar bi zmanj8alo vnetni proces in omogocilo hitrejSe celjenje.

Kljuéne besede: hidrogel, reoloske lastnosti, celjenje ran, modelni protein, kontrolirano spro$canje

Abstract: Modern approach in the wound healing is based on maintenance of moist environment on the wound and as modern dressings
hydrogels have been offered. Based on diffrent researches the healing of the wound can be improved by application of growth factors or
protease’s inhibitors. In the article the development of hydrogels from hydroxyethylcellulose or xantan in different concentrations and with
incorporated model protein is presented. Hydrogels from 3% hydroxyethycellulose or 6% xantan posess appropriate rheological characteristics,
regardless to the medium used (water, phosphate buffer), sterilization process or way of freezing before lyophilization. The mild technologic
conditions of preparation prevent denaturation of the native structure of protein. A new method for release studies was developed, due to the fact
that established pharmacopoeial models do not simulate chronic wound’s state. The method enables protein’s release directly into the medium
without barrier through longer period of time. The release of protein from hydroxyethylcellulose hydrogel is controlled by diffusion and in 4 days
around 90% of incorporated protein has been released. Hence, such hydrogel enables moist wound environment and incorporation of protease’s
inhibitor, which might help to regain the balance between growth factors and proteases in the wound, what could decrease inflammation and
guarantee faster healing.

Key words: hydrogel, rheological properties, wound healing, model protein , controlled release

1 Uvod

Rana je po definiciji odprta poskodba koze in globljega tkiva ali sluznic
zaradi fizikalnih, patofizioloskih ali drugih dejavnikov. Poskodba koze

epitelizacije ter preoblikovanje in zorenje tkiva. Te faze potekajo
razlicno dolgo, se med seboj prepletajo, sprozajo pa jih razli¢ni
dejavniki, kar je predstavljeno na sliki 1 (1, 2, 3). Pri procesu celjenja
sodelujejo tudi rastni dejavniki in proteaze, njihovo izrazanje ter

pomeni prekinitev njene integritete, kar je lahko vzrok za oslabitev ali
izpad njenih funkcij. Tem spremembam nasprotujejo endogeni procesi
celjenja rane, saj ima vsaka rana lastno sposobnost za celjenje.
Fizioloski proces celjenja poteka v fazah, kjer se posamezne celi¢ne
aktivnosti odvijajo v dolo¢enem Casovnem zaporedju in se navezujejo
ena na drugo. Po fazi hemostaze si sledijo faze vnetja, proliferacije in

aktivnost pa sta natan¢no nadzorovani (1). Rastni dejavniki sodelujejo
pri migraciji celic, proliferaciji, sintezi proteinov in tvorbi
ekstracelularnega matriksa, delujejo pa lahko na endokrini, parakrini,
avtokrini in tudi juksakrini nacin. Proteaze so encimi, ki katalizirajo
hidrolizo peptidnih vezi, prisotni so v vseh izlo¢kih ran, v rani pa jih
vec¢inoma izlo¢ajo granulociti, keratinociti in fibroblasti.
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1.1 Kroniéne rane

Kroni¢ne rane so vse zdravljene rane, ki se v ¢asu osmih tednov ne
zacelijo. Nastanejo lahko kjerkoli na telesu, vendar najveckrat na
spodnijih okon¢inah. Vzroki za njihov nastanek so Stevilni, mnogokrat se
tudi prepletajo (1, 3). V kroni¢ni rani so moteni naravni procesi celjenja.
Prisotno je neravnovesje med rastnimi dejavniki in proteazami, pri
Cemer je koncentracija rastnih dejavnikov znizana, proteaz pa zviSana.
Najpogosteje se celjenje ustavi v vnetni fazi (1, 4), ker izlo¢ajo
makrofagi vnetne citokine, ki poviSajo izrazanje proteaz in znizajo
izrazanje njihovih inhibitorjev ter rastnih dejavnikov. Tako za razliko od
akutne rane, ki se celi in kjer so vnetni citokini vedno v ravnotezju z
njihovimi zaviralci, v kroni¢ni rani previada delovanje citokinov. Stanje
dodatno poslab$ajo reaktivne kisikove spojine, kopica nekroti¢nega
tkiva ter kolonizacija bakterij (4). Nenormalno povisane koncentracije
proteaz uniCujejo rastne dejavnike in njihove receptorje, zavirajo
angiogenezo ter razgrajujejo na novo nastalo granulacijsko tkivo in tako
zavirajo celjenje. UniCujoce delovanje proteaz lahko prepre¢imo z
dodajanjem rastnih dejavnikov ali z zaviranjem delovanja proteaz (4, 5).
Rastni dejavniki, ki sodelujejo pri procesih celjenja, so PDGF
(trombocitni rastni dejavnik), TGF-B (transformirajoci rastni dejavnik
beta), VEGF (Zilni endotelijski rastni dejavnik), EGF (epidermalni rastni
dejavnik), FGF (fibroblastni rastni dejavnik) in IGF (inzulinu podoben
rastni dejavnik). Aplikacija le-teh na rano bi izboljSala zdravljenje
kroni¢nih ran (5, 6, 7).

Izpeljana so bila ze Stevilna klini¢na testiranja z uporabo rastnih
dejavnikov za celjenje kroni¢nih ran, a so si rezultati raziskav glede
uc¢inkovitosti zdravljenja precej nasprotujoci (7). Klini¢ne studije, ki jin
je izvedel Rayment s sodelavci, so pokazale, da ni nobene razlike v
uspesnosti zdravljenja diabeti¢ne razjede z dostavo FGF v primerjavi
s placebom (7). Po drugi strani pa je bila Zze leta 1999 odobrena
uporaba PDGF (Regranex™) za hitrejSe in popolnejSe celjenje
diabeti¢nih stopal (7), kjer je rastni dejavnik vgrajen v
karboksimetilcelulozni gel za lokalno aplikacijo. Mnogi avtorji zatrjujejo,
da je vzrok za neuspes$nost zdravljenja z rastnimi dejavniki izredno
visoka aktivnost proteaz v rani (4,7). Aktivnost proteaz je namrec¢
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tako velika, da le-te razgradijo rastne dejavnike, ki jih nanesemo v rano,
Se preden bi se lahko izrazil njihov terapevtski ucinek. Zato se je
porodila ideja o dermalni dostavi proteaznih inhibitorjev v kroni¢no
rano, kar bi izbolj$alo njeno celjenje. Eden od proteaznih inhibitorjev,
ki jih raziskujejo za celjenje kroni¢nih ran, je tudi cistatin (8). Uvrs€amo
ga med reverzibilne inhibitorje, ki delujejo v zunajceli¢nem prostoru (8,
9,10, 11).

Kot proteazni inhibitorji so bile patentirane ze $tevilne majhne molekule
- oleinska kislina, hidroksamske kisline in druge. Rayment in sodelavci
poro¢ajo, da lahko cinkove metaloproteaze v kroni¢ni rani zavira
bifosfonat alendronat v hidrogelu (7). V namene zdravljenja kroni¢nih
ran pa so raziskovali tudi uporabo a-antikimotripsina (4).

1.2 Sodobna oskrba rane

Sodobni pristopi k celjenju ran temeljijo na vzdrZevanju vlaznega
mikrookolja na rani. Prednosti, ki jih prinasa vlazno okolje, so Stevilne.
Vlaga ustrezno hidratira tkivo in omogoci vecjo celi¢no in encimsko
aktivnost. Posledi¢no se zniza pH in nastane blaga hipoksija, kar
vzpodbudi tvorbo novega kapilarnega zilja. Tak8no okolje ugodno
vpliva na avtoliticne procese ¢is¢enja in razkrajanje nekroz (1, 3, 12).
Vlazna obloga prekrije tudi proste zivéne koncCiCe, zato sta drazenje in
bole¢ina manjSsa. Sodobne obloge predstavljajo nadomestek
manjkajoCega tkiva, ustrezno pripravijo lezisCe rane, omogocajo
izmenjavo kisika in CO,, ohranjajo vlazno okolje, preprecujejo
maceracijo in izusitev, vpijajo izlocke, zascitijo pred sekundarno
okuzbo in fizicno poskodbo, prevezovanje pa je redkejSe in manj
bolece. S tem se poviSa kakovost bolnikovega Zivljenja in zmanjSajo
celokupni stroski zdravljenja; Ceprav so sodobni materiali drazji od
klasi¢nih gaz, pa je bistveno skrajsan ¢as zdravljenja (12, 13).

Obloge niso univerzalne, saj so materiali, iz katerih so sestavljene, po
kemijski sestavi zelo razlicni. Med naravnimi materiali se pogosto
uporabljajo alginati, hitosan, pektin, celuloza, med sinteznimi in
polsinteznimi pa poliamidi, poliestri, poliuretani, polipropileni, celulozni
derivati, akrilati, silikoni in drugi (3, 12). Povecini so to polimeri, ki imajo
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sposobnost, da vodo ali izloCek iz rane vezejo bodisi kemijsko bodisi
fizikalno, pri ¢emer nabrekajo in lahko tvorijo tudi gel (1, 3, 12).

Raziskave na podro¢ju materialov za vlazno celjene ran so razkrile
bistvene lastnosti, ki jih mora imeti primeren polimer za sodobne
obloge. Polimer mora izkazovati hidrofilen znac¢aj, da lahko deluje kot
vpojna obloga, ¢e ga apliciramo v nehidratiranem stanju, ali omogoc¢a
hidratacijo suhe ali zasuSene rane, kadar je nane$en v hidratirani obliki.
Zeleno je, da ima polimer v svoji strukturi funkcionalne skupine, ki
omogocajo lovljenje radikalov in kompleksiranje kovinskih ionov, kar
zmanj8a oksidativni stres v vnetni fazi (1, 12). Dodatno naj bi bil polimer
sposoben tvoriti vodikove in elektrostatske vezi. Biomateriali na ta nacin
lahko zavirajo encime in tako dodatno prispevajo k terapevtskemu
ucinku vgrajenega proteaznega inhibitorja. Mehanizem same inhibicije
$e ni pojasnjen, predpostavljajo pa, da denaturacija proteinov nastopi
ravno zaradi omenjenih interakcij s funkcionalnimi skupinami polimera:
s hidroksilno, karbonilno in karboksilno skupino. K uspesnemu celjenju
ran pripomore tudi urejenost polimernih molekul v obliki viaken, saj
omogoc¢a pravilno nalaganje in orientacijo novonastalih kolagenskih
vlaken, kar daje podporo tudi drugim celi¢nim elementom (4, 12).

Doslej so za dostavo rastnih dejavnikov proucevali razli¢ne sisteme
(polimerne gele, nanodelce in druge), vendar do danes $e ni bil razvit
idealen dostavni sistem (7). Dostavni sistem mora zagotoviti vnos
proteinske uc¢inkovine v aktivni obliki in omogogiti primerno spros¢anje
v rani.

Eden izmed primernih dostavnih sistemov za vnos proteinskih
ucinkovin na rano so tudi hidrogeli. Sestavljeni so iz hidrofilnih
polimerov, ki tvorijo premrezeno tridimenzionalno strukturo, v katero
sprejmejo vecjo koli¢ino vode. Polimer v vodi nabreka, ne da bi se pri
tem raztapljal. Zaradi visoke vsebnosti vode omogocajo hidratacijo
tkiva, mehka konsistenca in proznost hidrogela pa zmanjSujeta
moznost drazenja okoliSkega tkiva, zato je biokompatibilnost
hidrogelov zelo velika. Nizka medfazna napetost med hidrogelom in
okolisko tkivno tekoc¢ino dodatno zmanj§a moznost adsorpcije
proteinov iz telesnih tekogin (13, 15, 16). Polimer v hidrogelu za vlazno
celjenje ran mora biti odporen na pogoje sterilizacije, kar pomeni, da
se ne sme razgraditi, so¢asno pa mora ohraniti ustrezno viskoznost.
Slednja je pomembna predvsem zaradi aplikacije gela na rano, saj
mora omogocati nebole¢ nanos in zagotavljati dober in tesen stik z
rano skozi daljsi ¢as (3, 12).

Razvojne usmeritve zdravljenja kroni¢nih ran so torej sodobne obloge
za vlazno celjenje z vgrajeno ucinkovino, ki aktivno posega v celjenje.
Namen naSega raziskovalnega dela je bil izdelati hidrogel z ustreznimi
reolo8kimi lastnostmi, ki bo omogocCal nadzorovano spro$canje
vgrajenega modelnega proteina, ki bi lahko posnemal bodisi proteazni
inhibitor bodisi enega od rastnih dejavnikov. lzdelali smo hidrogele iz
hidroksietilceluloze (HEC) in ksantana, proucevali vpliv razli¢nih
koncentracij polimera, osmolarnosti medija, sterilizacijskega postopka
ter liofilizacije na reolosko obnasanje hidrogelov. Rezultate viskoznosti
smo primerjali z viskoznostjo hidrogelov, ki so Ze prisotni na trziS¢u.
Ovrednotili smo tudi spro$¢anje proteina iz hidrogela na posebnem
modelu, ki smo ga razvili v ta namen. Rezultati raziskave naj bi bile
obloge, ki bi jih zaradi povec¢anja stabilnosti bioloske ucinkovine
shranjevali v suhi obliki v primarni ovojnini in jih pred aplikacijo
rehidrirali ter nanesli na rano kot hidrogel. TakSen hidrogel bi po eni

strani zagotavljal idealno vlazno okolje na rani, po drugi strani pa bi
lahko vanj namesto modelnega proteina vgradili inhibitor proteaz, ki bi
zmanij$al prekomerno aktivnost teh encimov.

2 Materiali in metode
2.1 Materiali

Hidrogele smo izdelali iz hidrokisetilceluoze (Natrosol® Pharm, tip 225
HHX- Pharm, Lot: X-01017) ali ksantana (XANTURAL® 75, proizvajalec
CP Kelco Knowsley Plant, Velika Britanija), brezvodnega glicerola kot
vlazilca (Sigma, Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Nemcija) ter
dinatrijevega tetraborat dekahidrata (Merck KGaA, Darmstadt,
Nemcija) v vlogi konzervansa. Kot modelno proteinsko uc¢inkovino smo
uporabili jajéni albumin (Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Nemcija; molska masa 44 kDa). Sterilni komercialno dostopni hidrogeli:
Intrasite® gel, Purilon®n Tegaderm® hydrogel 3M 91110, ki so
namenjeni za neposreden nanos na kroni¢ne rane, so nam sluzili za
opredelitev primerne viskoznosti hidrogelov za obloge.

2.2 Priprava hidrogelov

Pripravili smo prazne hidrogele z 1,5-, 3- in 4,5- odstotno koncentracijo
ter HEC 1,5-,3-,4,5-in 6 - odstotno koncentracijo ksantana. K disperziji
polimera v glicerolu smo po¢asi dodali 0,1 % raztopino konzervansa,
nato pa vzorec homogenizirali v ultrazvo¢ni kadi¢ki 1 min in ga pustili
gelirati en dan pri sobni temperaturi. Proteinsko ucinkovino smo vgradili
v hidrogele tako, da smo jo raztopili v steriliziranem izotoni¢nem
fosfatnem pufru s pH 7 (PBS: 0,02 m/m % KCI, 0,024 m/m % KH,PO,,
0,144 m/m % Na,HPO,, 0,8 m/m% NaCl), le to pa nato uporabili za
tvorbo hidrogela z vsebnostjo proteina 1 mg/g hidrogela. Postopek
smo izvedli v asepti¢nih pogojih. Vzorce praznih hidrogelov smo
sterilizirali v avtoklavu pri 121 °C, 2 barih, 15 minut.

Homogenost porazdelitve proteina po celotnem hidrogelu smo preverili
tako, da smo odvzeli vzorce hidrogela iz razli¢nih mest znotraj ¢ase,
v kateri smo izdelali hidrogel (dno, sredina in povrsje hidrogela), jih
nato raztopili v PBS ter dologili koli¢ino vgrajenega proteina s HPLC
metodo.

Hidrogele smo zamrznili na tri razlicne nacine (v zmrzovalniku,
neposredno v liofilizatorju ter v tekoGem dusiku) in jih liofilizirali pri -
21°C 24 ur pri tlaku 0,37 mbar v fazi primarnega susenja in 0,11 mbar
v fazi skundarnega susenja (CHRIST BETA 1-8K, Osterode, Nemcija).
Izdelane liofilizate smo rehidrirali tako, da smo suhim vzorcem v
asepti¢nih pogojih s kapalko dodali sterilizirano vodo, in sicer toliko kot
smo je odstranili med liofilizacijo. Rehidrirane gele smo vrednotili po
24- ih urah rehidracije.

2.3. Metode

2.3.1 Reolosko vrednotenje hidrogelov

Vse hidrogele smo reolo$ko ovrednotili z rotacijskim viskozimetrom
Rheolab MC 100 Paar (Physica, Sttutgart, Nemcija) s sistemom stozec-
plos¢a KT 22, pri T = 25°C, 32°C in 37°C in pri razli¢nih striznih hitrostih.

2.3.2 Doloéevanje albumina v vzorcih s HPLC
metodo

farm vestn 2010; 61 189



Pregledni znanstveni clanki - Review Scientific Articles

Pri merjenju koli¢ine sproS¢enega albumina iz hidrogelov ter za
spremljanje stabilnosti smo uporabili HPLC metodo (HPLC, Agilent
Series, Agilent Technologies, Nemcija). Mobilna faza je bila sestavljena
iz 130 mM NaCl in 20 mM Na,HPO, s pH 7. Uporabili smo kolono
Agilent ZORBAX GF-250 velikosti 9,4 x 250 mm, s premerom por 4um,
ki je primerna za lo€evanje proteinskih molekul na osnovi velikosti.
Pretok mobilne faze je bil 1ml/min, volumen injiciranega vzorca 10 ul,
detekcija eluiranega proteina je potekala z UV spektrometrom pri
valovni dolzini 210 nm, analiza pa je trajala 20 minut.

Umeritveno premico smo izdelali tako, da smo albumin raztopili v
mobilni fazi in pripravili osnovno raztopino s koncentracijo 2 mg/ml.
Osnovno raztopino smo ustrezno redcili do koncentracije 0,010 mg/m,
ki ze predstavlja spodnjo mejo detekcije. Umeritveno premico smo
delali v treh paralelkah.

2.3.3 Vrednotenje stabilnosti vgrajenega proteina
Hidrogel z Ze vgrajenim albuminom smo raztopili v fosfatnem pufru,
vzorec hranili pri sobni temperaturi ter iz raztopine odvzemali vzorce v
dolo¢enih ¢asovnih intervalih (0.5, 1, 2, 4, 8, 12, 24, 48, 72 in 96 h).
Koli¢ino albumina smo dologili s HPLC metodo.

odvzem vzorca

S——medij

AR RNy

SO S hidrogel

oh S )

Slika 2: Shematski prikaz modela sprosc¢anja.

Figure 2: Scheme of developed release model.

175 mn

Slika 3: Tipicni kromatogram, ki smo ga posneli po 24 h sproscanja.
Kromatografska vrhova z retencijskim casom priblizno 9,0 in
9,8 min predstavijata sprosc¢eni albumin, vrh pri 13 min pa
hidroksietilcelulozo.

Figure 3: Tipical chromatogram after 24 h of drug release. Peaks at
retention time at about 9,0 and 9,8 min represent released
albumin, peak at 13 min is hydroxyethylcellulose.
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2.3.4 Sproséanje albumina iz hidrogelov

Izvedli smo ga na lastno razvitem modelu. Na plast hidrogela v vialah
(priblizno 1g) smo dodali fosfatni pufer kot medij, kamor se je
sprosc¢al albumin. Masno razmerje med hidrogelom in pufrom je bilo
1:2, mediju pa smo tako izpostavili le zgornjo povrsino hidrogela.
Medij nad hidrogelom je slednjega sicer redcil, vendar je bila meja
med njima ves ¢as zaznavna, odvzem vzorca pa neproblematicen. Iz
sredine medija smo odvzemali vzor¢ke ob rednih ¢asovnih intervalih,
jih nadomestili z enakim volumnom svezega pufra ter analizirali s
HPLC.

3 Rezultati in razprava
3. 1 Viskoznost hidrogelov

3.1.1 Vpliv koncentracije polimera

Pri meritvah viskoznosti hidrogelov smo spremljali odvisnost viskoznosti
od strizne hitrosti v intervalu 0 - 50 s pri treh razli¢nih temperaturah. Z
reoloskim vrednotenjem nekaterih komercialno dostopnih hidrogelov, ki
se ze uporabljajo kot sodobne obloge in so brez u¢inkovine, smo
ugotovili, da se le-ti med seboj razlikujejo po viskoznosti, kar je
posledica razli¢ne sestave hidrogelov (Tabela 1). Izmerjeni interval
viskoznosti od 50 do 225 Pas pa nam je sluzil kot referenéna vrednost
za izbor ustreznega hidrogela. Vsi komercialni hidrogeli so imeli Sibko
izrazene tiksotropne lastnosti.

Tabela 1: Viskoznost nekaterih komercialno dostopnih hidrogelov za
vlazno celjenje ran, merjena pri razlicnih temperaturah.
Table 1: Viscosity of some commercial hydrogels for moist wound
healing measured at different temperatures.

HIDROGEL Viskoznost (Pa x s)

25°C 32°C 37°C
Purilon™ 225,3 + 8,51 163 + 4,58 154,3 £ 6,11
Tegaderm™ 75,7+ 3,16 67,7 £1,59 68,7 + 2,66
Intrasite™ 67,9+1,77 56,1 + 1,45 51,0+ 1,53

Iz Sirokega nabora poznanih polimerov smo za izdelavo hidrogelov
izbrali HEC in ksantan, saj se glede na v uvodu navedene Zelene
lastnosti priblizujeta optimalnim polimerom za sodobne obloge.
Viskoznost izdelanih hidrogelov pri razli¢nih koncentracijah polimera
prikazuje Slika 4. Prisotnost proteina v hidrogelih, zaradi njegove nizke
koncentracije (1 mg/g), na viskoznost hidrogelov ne vpliva.

Rezultati kaZejo, da daje HEC visje vrednosti za viskoznost kot ksantan
pri isti koncentraciji polimera. V postavljen referen¢ni interval
viskoznosti sodi 3 % hidrogel HEC in 6 % hidrogel iz ksantana, oba pa
imata tudi izrazene tiksotropne lastnosti. Pomembno je, da viskoznost
Ze pri nizki strizni hitrosti zelo hitro pade, kar omogoc¢a enostaven in
nebole¢ nanos na rano.
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Slika 4: Viskoznost hidrogelov A) HEC B) ksantana v odvisnosti od
strizne hitrosti pri T = 25°C.

Figure 4: Viscosity of hydrogels A) from HEC B) from xanthan
dependence on shear rate at T = 25°C.

3.1.2 Vpliv medija

Priprava hidrogela z vodo za injekcije in izotoni€no raztopino
fosfatnega pufra vpliva na viskoznost le-tega, kar je bolj izrazeno v
primeru ksantana kot v primeru HEC hidrogela (Tabela 2). Priprava
hidrogela z izotoni¢nim fosfatnim pufrom s pH vrednostjo 7 predstavlja
primernej$e okolje za vgrajevanje modelnih proteinov, kot so dokazali
v predhodnih raziskavah (8).

3.1.3 Vpliv sterilizacije

Hidrogela po sterilizaciji nekoliko spremenita barvo in konsistenco,
vendar pa viskoznost ostane znotraj postavljenega intervala (Tabela
2). Viskoznost HEC hidrogelov pade za priblizno 20 %, medtem ko se
viskoznost pri ksantanskih hidrogelih prakticno podvoji.

V nadaljevanju smo za vgrajevanje proteina izbrali 3 % HEC hidrogel
v PBS zaradi bistveno lazje izdelave. Priprava hidrogela iz ksantana
namre¢ zahteva intenzivnejSe mesanje in daljo uporabo ultrazvocne
kadicke, uporaba ostrejSih tehnoloskih pogojev pa poveca verjetnost
za poru$enje nativne strukture proteina. Kot kazejo nasi rezultati so
HEC hidrogeli tudi manj obcutljivi na poviséano osmolarnost medija in
pogoje sterilizacije ter mikrobioloSko bolj obstojni kot ksantanski
hidrogeli. Ksantan je namre¢ zaradi svoje strukture bolj obcutljiv na
spremembe medija in temperature kot HEC. V fosfatnem pufru je
vecina karboksilnih skupin ksantana nabitih, hidratacija je zelo obsezna
in viskoznost takega sistema naraste. Pri poviSanju temperature med
procesom sterilizacije pa ksantan preide iz dvojne v enojno vijaénico,
interakcij med verigami je manj, naraste pa S$tevilo interakcij z
molekulami vode, kar spet privede do povisanja viskoznosti (14).

3.1.4 Vpliv liofilizacije na lastnosti hidrogela po
rehidraciji

Rehidracija liofilizatov nazaj do hidrogelov pote¢e spontano po

dodatku toliksne koli¢ine vode, kot smo je odstranili med liofilizacijo.

Casa potrebnega za rehidracijo sicer nismo preverjali, je pa le-ta

popolnoma potekla po 24-ih urah. Ugotovili smo, da nacin zamrzovanja

Tabela 2: Viskoznost hidrogelov pred in po sterilizaciji, z uporabo PBS kot vodnega medija ter rehidriranega hidrogela po liofilizaciji.
Table 2: Viscosity of hydrogels before and after sterilization, with PBS as water medium and viscosity of rehydrated hydrogel after

lyophilizated.

HIDROGEL Viskoznost (Pa x s)
25°C 32°C 37°C

HEC 3% v vodi 145+ 3,46 143,7 £ 7,55 129,3 + 7,51
HEC 3% v PBS 134 +4,24 131+ 3,22 116 £ 7,89
Ksantan 6 % v vodi 50,6 + 1,56 62,3+ 6,01 60,3+ 10,5
Ksantan 6 % v PBS 93,2+ 1,13 90,2 = 2,65 96,3 = 2,89
PO STERILIZACIJI
HEC 3 % v vodi 111 £2,43 94,2 + 3,55 81,6 +6,32
Ksantan 6 % v vodi 121+ 7,07 132 £5,33 102 = 8,69
LIOFILIZACIJA IN VISKOZNOST PO REHIDRACIJI
HEC 3% v PBS, zamrznjen v zmrzovalniku 180 + 13,4 173,7 £ 4,51 174 + 8,37
HEC 3% v PBS, zamrznjen v liofilizatorju 202,3 + 4,16 173,3 + 16,25 180 = 2,00
HEC 3 % v PBS,zamrznjen v teko¢em dusiku 195 = 16, 29 168,7 £ 9,45 149 = 7,07
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vzorcev ne vpliva na reolosko obnasanje HEC hidrogelov po rehidraciji,
saj imajo tudi ti izrazene tiksotropne lastnosti, viskoznost le teh pa je za
30-40 % vecja, vendar $e vedno v pri¢akovanih mejah (od 50 do 225
Pas), kot kazejo rezultati v Tabeli 2.

3.2 Stabilnost proteina v hidrogelu

Potrdili smo, da je vgrajen protein v 3 % HEC hidrogelu v PBS stabilen
skozi dalj§e Casovno obdobje, saj se ohrani njegova zacetna
koncentracija (Slika 5). Postopek izdelave hidrogela smo optimizirali
do te mere, da smo dosegli homogeno porazdelitev proteina po
celotnem hidrogelu ob majhni mehanski obremenitvi pri sobni
temperaturi (Slika 6).

5 151
H
I
I . 4 . 4
i 4 N .
a
s
¥

05

0 10 20 30 40 50 60 10 80

¢as (h)

Slika 5: Spremljanje znane koncentracije albumina (1 mg/ml) v
hidrogelu. K(alb)exp je koncentracija albumina doloceno iz
umeritvene krivulje s HPLC analizo, K(alb)teor pa je
teoreticno vgrajena koncentracija albumina, ki je bila Tmg/ml
(n=3).

Figure 5: Monitoring of know concentration of albumin (1mg/ml)
dependence on time. K(alb)exp is concentration of albumin
determined from standard curve with HPLC analysis,
K(alb)teor is theoretical concentration of built-in albumin,
that was 1Tmg/ml (n=3).
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Slika 6: Koncentracije albumina na razli¢nih mestih odvzema v
hidrogelu. K(alb)exp je koncentracija albumina doloceno iz
umeritvene krivulje s HPLC analizo, K(alb)teor pa je
teoreticno vgrajena koncentracija albumina, ki je bila Tmg/ml
(n=3).

Figure 6: Concentration of albumin from different places in hydrogel.
K(alb)exp is concentration of albumin determined from
standard curve with HPLC analysis, K(alb)teor is theoretical
concentration of built-in albumin, that was Tmg/ml (n=3).
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3.3 Sproséanje proteina iz hidrogelov

Za preskuse spros$¢anja smo razvili lastno metodo spros¢anja, saj
uveljavljeni modeli po farmakopejah ne posnemajo stanja v kroni¢ni
rani. Metoda omogoc¢a spro$¢anje proteina neposredno v medij brez
bariere skozi daljSi ¢as ob mirovanju vzorca. Spros¢anje proteina iz
HEC hidrogela smo spremljali 4 dni, saj sodobne obloge ne menjujemo
vsakodnevno, pac¢ pa je optimalni ¢as zadrzevanja sodobne obloge
na rani ravno 4 do 5 dni (12). Ugotovili smo, da spro$¢anje albumina
iz HEC hidrogela poteka s Fickovo difuzijo, saj je koli¢ina spros¢enega
albumina sorazmerna s korenom iz ¢asa (koeficient naklona = 9,4796,
r? = 0,9949). To je bilo tudi pritakovano, saj erozija zaradi stati¢nosti
sistema poteka zelo pocasi in je njen vpliv manjsi. Vseeno pa smo
opazili tudi erozijo polimera, saj je kromatografski vrh pri 13 min
nara$cal, vendar pa se le to pri spro$¢anju albumina ni odrazalo. V 4
dneh se je sprostilo okoli 90 % vgrajenega proteina. Standardna
deviacija meritev je majhna, kar odraza ponovljivost meritev. Dokazali
smo, da proces liofilizacije na profil spro$¢anja ne vpliva, ne glede na
razlicne nacine zamrzovanja vzorcev, prav tako pa tudi ne na
mehanizem spro$céanja (koeficient naklona = 8,539, r2 = 0,9767).
Rezultati kazejo, da nekoliko poviSana viskoznost rehidriranih
hidrogelov (Tabela 2) ne vpliva na hitrost difuzije proteina.
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Slika 7: Profil sproscanja jajcnega albumina iz neliofiliziranega 3 %
HEC hidrogela (pred liofilizacijo) in rehidriranega 3 % HEC
(po liofilizaciji) (n = 3).

Figure 7: Release profile of egg albumin from 3% HEC hydrogel
before and after lyophilization (n= 3).

6 Sklep

Hidrogeli z vgrajenimi ucinkovinami, ki aktivno posegajo v celjenje ran,
predstavljajo napredek v terapiji kroni¢nih ran. Razvili smo hidrogel, v
katerega je mogoce vgraditi proteinsko ucinkovino (npr.proteazni
inhibitor), ki ga hidrogel po nanosu na rano ve¢ dni nadzorovano
sprosc¢a. Dostavljen inhibitor proteaz bi pomagal povrniti ravnovesje
med prekomerno aktivnimi proteazami in premalo izrazenimi rastnimi
dejavniki v kroni¢ni rani, kar bi zmanj$alo vnetni proces ter omogocilo
boljSe in hitrejSe celjenje kroni¢ne rane.
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