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1. POVZETEK

Sodoben pristop k celjenju ran temelji na vzdrzevanju vlaznega mikrookolja na rani, kar
prinasa Stevilne prednosti pred klasicno oskrbo ran. Raziskave so pokazale, da se kroni¢ne
rane ne celijo zaradi porusenega ravnovesja med rastnimi faktorji in proteazami. Zaradi
prevelike aktivnosti proteaz v ranah prevladujejo procesi razgradnje. Ce tak$ni rani
dodajamo rastne faktorje ali inhibiramo proteaze, premagamo unic¢ujo¢e delovanje proteaz,
ponovno se vzpostavi ravnovesje in s tem izboljsa celjenje.

Kot sodobne obloge za vlazno celjenje ran se nam ponujajo hidrogeli. Ti zaradi svoje
visoke vsebnosti vode zagotavljajo na rani vlazno okolje, hkrati pa je okolje v hidrogelu

primerno za dostavo proteinov brez porusenja njihove nativne strukture.

Namen naSega dela je bil razvoj ter proucevanje hidrogelov, ki bodo omogocili
nadzorovano spro$¢anje vgrajenega proteina ves ¢as zadrZzevanja obloge na rani. Vgrajeni
protein je predstavljal modelni protein za proteazni inhibitor cistatin. Ker je stabilnost
proteinov v hidrogelu obi¢ajno slabsa kot v suhem stanju, smo hidrogele posusili z
liofilizacijo. Ugotavljali smo, ali razli¢ni na¢ini zamrzovanja ter celoten proces liofilizacije
vplivajo na kinetiko spro$¢anja proteina iz hidrogela po rehidraciji. Ideja celotnega dela je
bila, da bi se sistem shranjeval kot liofiliziran suh vzorec, saj je tako bolj zasc¢iten tudi pred
mikrobiolosko kontaminacijo. VVzorec bi pred nanosom rehidrirali in s tem ponovno
pridobili hidrogel, le tega pa bi aplicirali na rano.

Najprej smo z rotacijsko reometrijo proucili reoloske lastnosti komercialnih hidrogelov,
njihove viskoznosti pa so nam predstavljale referencne vrednosti. Nato smo iz Sirokega
nabora hidrofilnih biokompatibilnih polimerov, ki so primerni za oblikovanje sodobnih
oblog, izbrali hidroksietilcelulozo in ksantan ter pripravili razliéno koncentrirane
hidrogele. Kot hidrogela s primerno viskoznostjo sta se izkazala 3% hidrogel iz
hidroksietilceluloze in 6% hidrogel iz visokoviskoznega ksantana. Ker je struktura
hidrogela iz HEC manj obcutljiva na poviSano temperaturo pri sterilizaciji ter ionsko mo¢
in pH medija, smo nadaljnjo raziskovalno delo izvajali le na hidrogelu iz HEC, v katerega
smo vgradili jaj¢ni albumin kot modelni protein. Ovrednotili smo stabilnost proteina
vgrajenega Vv hidrogel, poiskali optimalen postopek izdelave hidrogela ter spremljali

Stiridnevno spros¢anje albumina z modelom, ki smo ga delno razvili sami.



Ugotovili smo, da je protein po vgradnji v hidrogel stabilen. Najverjetneje se ohranja
njegova nativna struktura, saj smo s HPLC analizo potrdili enak retencijski ¢as in obliko
kromatografskih vrhov. Za dokon¢no potrditev pa bi morali izvesti preskus aktivnosti
proteina, kar za jaj¢ni albumin ni mogoce. To bi izvedli v primeru cistatina. Izkazalo se je,
da ro¢ni nacin izdelave hidrogela omogo¢i homogeno porazdelitev proteina po celotnem
hidrogelu.

Vecdnevno spros$¢anje proteina iz HEC hidrogela poteka po procesu dvofazne kinetike, z
nekoliko hitrej$im zacetkom do 10 h, temu sledi spros¢anje s kinetiko po ni¢tem redu.
Vzorce smo zamrzovali na tri razli¢ne nacine ter jih nato posusili z liofilizacijo. Ugotovili
smo, da niti liofilizacija niti nac¢in zamrzovanja ne vplivata na strukturo proteina ali na
Kinetiko sproscanja.

Izdelali smo hidrogel, katerega struktura omogoca aplikacijo in kontinuirano Stiridnevno
sproscanje proteina ter pri tem najverjetneje ohranja njegovo nativno strukturo. Izbrani
hidrogel z vsemi postopki vrednotenja in povecanja njegove stabilnosti predstavlja dobro
0snovo za vgrajenje inhibitorjev proteaz, ki bi po aplikaciji izboljsali celjenje rane z dveh
vidikov. Hidrogel bi zagotavljal vlazno okolje, cistatin pa bi hkrati povrnil ravnovesje med

premalo izrazenimi rastnimi faktorji ter preve¢ aktivnimi proteazami.



2. SEZNAM OKRAJSAV

DSC....... Differential Scanning Calorimetry- diferen¢na dinami¢na kalorimetrija

HEC....... hidroksietiletilceluloza

HPLC......High Performance Liquid Chromatography- tekocinska kromatografija visoke
loCljivosti

PBS....... fosfatni pufer s pH 7



3.UVvOD

Koza je najvecji organ Cloveskega telesa, ki varuje vse ostale organe v organizmu. Po
povrsini je najvecji, po masi najtezji, po funkciji pa najbolj vsestranski organ. Sluzi za
razmejitev telesa od okolice, uravnavanje telesne temperature, proizvodnjo vitamina D, je

prva obrambna linija pred vdorom tujkov v organizem in ¢lovekovo najveéje Cutilo.

Kadar je integriteta koze prekinjena, govorimo o rani. Rana je po definiciji odprta
poskodba koze in globljega tkiva ali sluznic zaradi fizikalnih dejavnikov (1). Poskodba
koze 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, da se sama zaceli. Kadar je samoceljenje okrnjeno in oslabljeno, je

potrebna zunanja pomo¢ naravnim procesom celjenja (1,2).

3.1. FIZIOLOGIJA CELJENJA RAN

Fizioloski proces celjenja se odvija v vecih fazah, kjer se posamezne celicne aktivnosti
odvijajo v doloenem Casovnem zaporedju in se navezujejo ena na drugo. Vcasih teh
obdobij ni mogoce lociti, saj se med seboj prekrivajo ali napredujejo skupaj. Ponavadi
celjenje razdelimo v §tiri faze: hemostaza, vnetna faza, proliferacija ter faza remodelacije

oziroma maturacije (slika 1).
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Slika 1: Faze celjenja ran. Povzeto po (2).
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3.1.1 Obdobje hemostaze

Po prekinitvi tkiva in s tem prekinitvi zile nastopi vazokonstrikcija zaradi zivénih
refleksov, lokalnega miogenega spazma in lokalnih humoralnih faktorjev, sprosc¢enih iz
poskodovanih tkiv in trombocitov. Na poskodovanem mestu pride kolagen iz zilne stene v
neposreden stik s krvjo, kar privlaci trombocite, iz endotelnih celic pa se zacneta sproscati
tromboplastin in von Willebrandov faktor. Vse to povzro¢i takojs$no adhezijo trombocitov
na razgaljeni kolagen bazalne membrane v Zilni steni preko von Willebrandovega faktorja.
Sama adhezija aktivira trombocite in povzro¢i njihovo agregacijo, ob ¢emer hkrati pride
tudi do sprememb oblike trombocitov in sproSc¢anja ADP, serotonina, fibrinogena,
kalikreina, tromboksana A2. Med agregacijo se trombociti tudi Kréijo in moc¢no
spreminjajo obliko, na povrSini pa se izpostavijo glikoproteini IIb/Illa, ki omogocajo
povezavo trombocitov s fibrinogenom. Oblikuje se beli krvni strdek, ki zaasno zaustavi
krvavitev. Pretok krvi v zili se zmanj$a, kar pospesi koagulacijo. V steni rane, kjer so se
skrcile prekinjene arterije, postopoma pada tlak kisika; v tkivu in tudi v steni skrcene
arterije nastaja acidoza. Ta privede do pasivne iztegnitve misic v zilni steni in arterija se
ponovno razsiri (pasivna vazodilatacija), rano pa napolnijo eritrociti. V fazi koagulacije se
tvori kon¢ni krvi strdek, sestavljen iz fibrinske mreze in v njej ujetih krvnih celic.
Koagulacija poteka po intrinzi¢ni in ekstrinziéni poti. Intrinzi¢na pot se sprozi, ko pride do
stika med plazmo in razgaljenim kolagenom bazalne membrane Zilne stene, ekstrinzi¢na pa
ob stiku plazme s tkivnim faktorjem, spros¢enim iz poskodovanih celic. Obe poti potekata
vzporedno kot kaskada encimskih reakcij, ki na koncu privedejo do nastanka fibrinske
mreze. V njej sodelujejo koagulacijski faktorji, kalcijevi ioni in fosfolipidi, ki izhajajo iz
trombocitov in iz tkiva. Strdek zapolni poskodbo v Zilni steni v 3-6 minutah po poskodbi,
po 20-60 minutah pa se zafne strdek krciti, kar Se bolj zapre Zilo. Da je koagulacija
omejena le na mesto poskodbe, poskrbi encim plazmin, ki nastane iz plazminogena pod
vplivom tkivnega aktivatorja plazminogena (t-PA), urokinaze (u-PA) ali streptokinaze, in
je sposoben razgraditi vezi fibrina, a tudi fibrinogena in nekaterih faktorjev koagulacije
(2,3).

3.1.2 Obdobje vnetja

Ko je hemostaza zakljucena, sledi vnetni proces, ki nastopi nekaj ur po poskodbi. V
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pripravlja na proliferativno fazo. V rano pridejo levkociti, iz razsirjenih zil pa izstopa
plazma z beljakovinami. Onkotski tlak v okolici zil raste, tekoc¢ina se seli v intersticij,
posledica je oteklina obmocja v okolici rane. V podro¢je vnetja prvi pridejo nevtrofilci
(slika 1), ki imajo sposobnost fagocitiranja bakterij in zunajceliénega matriksa, nato Se
monociti. Slednji se pretvorijo v makrofage, ki imajo dve nalogi: razgrajujejo odmrlo tkivo
v steni rane in v strdku ter spodbujajo razmnoZzevanje fibroblastov in preko njih rast
kapilar.

V podro¢ju vnetja se torej cirkulacija upocasni, povecajo se katabolni procesi, nastopi
lokalna acidoza, ki dodatno stimulira avtoliti¢no razgradnjo necistot na rani. Fagociti za
svoje procese potrebujejo proste kisikove radikale, zato je pomembna zadostna
koncentracija kisika v lokalnem tkivu (2). Ta faza je najbolj bogata z izlockom iz rane, ki
mehansko odplavlja mrtvino, tujke in red¢i toksi¢ne sestavine. Fagociti, tako nevtrofilci
kot makrofagi, z mrtvino in eksudatom predstavljajo gnoj. Vnetno fazo spremlja tudi
bole¢ina, ki je posledica razkritja zivénih koncicev in delovanja razlicnih mediatorjev
vnetja (prostaglandini, bradikinin). Ta faza lahko traja ve¢ dni. Infiltracija nevtrofilcev
doseze svoj maksimum po priblizno 24 urah in nato upada v naslednjih dneh. Nevtrofilci

prezivijo v obmocju vnetja okoli 24 ur (2).

3.1.3 Obdobje proliferacije

Medtem ko so v vnetni fazi prevladovali katabolni, v fazi proliferacije prevladujejo
anabolni procesi kot so angiogeneza, epitelizacija itd. Razvoj tega obdobja, ki ga vidimo
kot rast granulacijskega tkiva, je odvisen od hitrosti vraS¢anja novih kapilar in
razmnoZzevalne sposobnosti fibroblastov. Lahko traja tudi do 24 dni, v asepti¢nih razmerah
pa doseze proliferativno obdobje vrhunec sedmi dan po nastanku rane (4).

V proliferativni fazi nastajajo nove kapilare in vezivno tkivo. Makrofagi poleg mediatorjev
vnetja izlo¢ajo tudi rastne dejavnike, ki spodbujajo rast novega granulacijskega tkiva (slika
1). Granulacijsko tkivo lahko opisemo kot prehodno, primitivno maso tkiva ali tudi organ,
ki dokon¢no zapre rano in sluzi kot podlaga za naslednjo stopnjo v procesu celjenja rane.
Po 3-5 dneh je tkivo po izgledu roznato in mehko ter Ze dobro osnovano, kapilarne pentlje
pa dajejo izgled tipi¢ne granuliranosti (2). Pomembne celice te faze so torej fibroblasti, ki
pridejo v rano po principu kemotakse in za¢no proizvajati kolagen in ekstracelularni

matriks. Kolagenska vlakna so klju¢na pri procesu celjenja, saj so bila identificirana kot



najobilnejse vezno tkivo (5). Hipoksi¢no okolje v rani stimulira angiogene dejavnike in
tvorbo nove kapilarne mreze, ki oskrbuje rano in celice s hranilnimi snovmi in kisikom.

Za normalni neprekinjeni epitelij je znacilno, da izlo¢a lokalni inhibitorni faktor. Ob
nastanku rane se njegova koncentracija zmanjsa, zato se 24 ur po prekinitvi epitelija zacne
povecana metabolna aktivnost na robovih epitelija. Celice z robov zacenjajo v eni plasti
prekrivati nastajajo¢e granulacijsko tkivo, sedmi do deveti dan je povrSina pokrita z
neznim epitelijem. Ta se zacne debeliti in dvanajsti dan epitelijske celice ze vrascajo v
globino v samo granulacijsko tkivo. V tem obdobju se tudi zmanj$a zunanja povr$ina rane.

Pogoj za epitelizacijo je vlazna in gladka povrsina (2).

3.1.4 Obdobje maturacije

To obdobje se pri¢ne takrat, ko zane upadati Stevilo novih fibroblastov. V tem ¢asu je
prostornina granulacijskega tkiva najvedja. Stevilo kapilar se zmanj$uje in namesto
rdeCega granulacijskega tkiva nastaja Cedalje bolj bleda brazgotina, ki jo tvorijo
kolagenska vlakna ter epitelij. Cim bolj je brazgotina zrela, tem slab3e je oziljena. Njena
¢vrstost na raztezanje se povecuje, vendar v odvisnosti od vrste tkiva, starosti organizma in
delovanja podroc¢nih in sistemskih dejavnikov, ki vplivajo na celjenje. Mehansko gledano
ima zrela brazgotina dve vlogi: spajanje tkiv in zapolnjevanje prostora, ki nastane po
odstranjenju tkiva (5). Ker se melanociti, ki tvorijo pigment, ne morejo obnoviti, ostane
brazgotina bele barve (2,5).

3.2. RASTNI FAKTORJI IN PROTEAZE V RANAH

3.2.1 Rastni faktorji

Rastni faktorji PDGF (platelet-derived growth factor), TGF-B (transforming growth factor-
beta), VEGF (vascular endothelial growth factor) in EGF (epidermal growth factor) so
kljucni v procesu normalnega celjenja rane; sodelujejo pri migraciji celic, proliferaciji,
sintezi proteinov in tvorbi ekstracelularnega matriksa. Delujejo lahko na endokrini,
parakrini, avtokrini in tudi juksakrini na¢in. Nacin njihovega nastanka in spro$canja je zelo
kompleksen (2,6). Njihovo premajhno izlocanje ali inhibicija delovanja vodi v

neravnotezje in posledi¢no se rana ne celi (6).
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Slika 2: Shema kompleksnega uravnavanja spros¢anja rastnih faktorjev pri procesu celjenja ran.
Povzeto po (6).

3.2.2. Proteaze

Proteoliti¢ni encimi oziroma proteaze so encimi, ki katalizirajo hidrolizo peptidnih vezi.
Sodelujejo pri procesih, ki zagotavljajo normalen razvoj organizma npr. uravnavajo
katabolizem celi¢nih proteinov, sodelujejo pri procesiranju in aktivaciji prekurzorjev v
aktivne encime, hormone in rastne faktorje. Njihova aktivnost je natan¢no uravnavana na
razlicnih nivojih: na nivoju sinteze in razgradnje, pri aktivaciji proencimov, s subceli¢no
lokalizacijo ter specifi¢nimi inhibitorji.

Proteoliti¢ni encimi so prisotni v vseh izlockih ran in igrajo pomembno vlogo pri celjenju.
Vecinoma jih v rani izlo¢ajo granulociti, keratinociti in fibroblasti. Njihova aktivnost je
mocno nadzorovana, zato okvara katerega od mehanizmov kontrole vodi v zvecano
proteolitsko aktivnost. Slednje velja za primarni vzrok neceljenja kroni¢nih ran. Zato je

glavni cilj celjenja rane ravno uravnavanje delovanja proteaz.
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Glede na mesto cepitve peptidne vezi, proteaze delimo na endopeptidaze ter
eksopepetidaze. Eksopeptidaze delimo glede na mesto cepitve peptidne vezi (N- oz. C-
konec polipeptidne verige) in glede na velikost odcepljenih fragmentov. Endopeptidaze pa
delimo glede na kemijsko naravo katalitske skupine v aktivnem mesta: serinske, cisteinske,

aspartatne, metaloproteaze in proteaze z neznanim mehanizmom (7,9).

3.2.3 Cisteinske proteaze

Nekaj ve¢ opisa namenjamo cisteinskim proteazam, saj smo Vv diplomskem delu poskusali
razviti model za spro$¢anje njihovega inhibitorja cistatina. Cisteinske proteaze (CP) se ne
nahajajo le v zivalih in ¢loveku, pa¢ pa tudi v rastlinah in mikroorganizmih. CP lahko
glede na njihovo strukturo delimo v pet klanov (CA-CE), posamezne klane pa v druzine.
Najvecja med cisteinskimi druzinami je papainska druzina (C1), ki jo sestavljajo papain in
njemu podobne proteaze (9).

Vse papainu podobne cisteinske proteaze imajo podobno primarno in terciarno strukturo.
Povpreéna velikost molekul je med 30 in 50 kDa. Sintetizirajo se kot neaktivni prekurzorji,
na katere se v Golgijevem aparatu vezejo ogljikovi hidrati in fosfatne skupine. Sestavljeni
so iz dveh domen, med katerima je reza z aktivnim mestom. Aminokislinska preostanka
Cys 25 in His 159 v aktivnem mestu tvorita ionski par, sestavljen iz tiolne in imidazolne
skupine. Cepitev vezi poteka prek tvorbe kovalentnega intermediata, pri ¢emer sodelujeta
tako cisteinski kot tudi histidinski ostanek (9,10).

3.3. KRONICNE RANE

Kroni¢ne rane so vse sekundarno zdravljene rane, ki se v ¢asu osmih tednov ne zacelijo.
Kroni¢ne rane lahko nastanejo kadarkoli iz akutne rane zlasti v primeru, ko pride do vnetja
rane, ali kadar primarna oskrba rane ni bila ustrezna. Ponavadi kroni¢ne rane predstavljajo
zadnji stadij napredujocega unicenja tkiva, ki ga povzrocajo venozne, arterijske ali
presnovne poskodbe ozilja, kot tudi poSkodbe zaradi pritiska, sevanja ali tumorjev. V teh
primerih gre za nezadostno funkcionalnost, ki ima za posledico metabolne motnje tkiva s
hipoksijo. Posledi¢no pride do odmrtje tkiva — nekroze (4).

Kroni¢ne rane lahko nastanejo kjerkoli na telesu, vendar jih najveCkrat najdemo na
spodnjih okonc¢inah. Vzroki za nastanek so Stevilni, mnogokrat se tudi prepletajo. Kroni¢ne

rane razdelimo glede na prevladujo¢ vzrok nastanka na:
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— ishemicne rane,

— venozne razjede,
— diabeti¢ne razjede,
— prelezanine

— indruge (4).

3.3.1 Procesi v kroniéni rani

V kroni¢ni rani je eden ali ve¢ naravnih procesov celjenja prekinjenih. Najpogosteje se
celjenje ustavi v vnetni fazi (4). V kroni¢nih ranah je prisotno neravnovesje med rastnimi
faktorji in proteazami, pri ¢emer je koncentracija rastnih faktorjev znizana, proteaz pa
povisana. V vnetni fazi makrofagi izlo¢ajo vnetne citokine, ki povisajo produkcijo proteaz
in znizajo sintezo inhibitorjev ter rastnih faktorjev. Tako je za razliko od fizioloske rane, ki
se celi in Kkjer so vnetni citokini vedno v ravnotezju z njihovimi inhibitorji, v kroni¢ni rani
prisotna prevlada citokinov. Dodatno stanje $e poslabSajo reaktivne kisikove spojine,

kopica nekroznega tkiva ter kolonizacija bakterij (4).

3.3.2 Nesorazmerje med rastnimi faktorji in proteazami v kroni€ni rani

Kronicna rana, ki se ne celi, ima biokemic¢no okolje z veliko vnetnimi citokini, proteazami
in malo rastnimi faktorji. Bakterijski eksotoksini, ki se sprostijo ob unienju bakterije,
povzro€ijo sprostitev vnetnih citokinov, ki stimulirajo nastanek protez. Nenormalno
poviSane koncentracije proteaz unicujejo rastne faktorje in njihove receptorje, inhibirajo
angiogenezo ter razgrajujejo granulacijsko tkivo. Ko torej proteaze unicijo rastne faktorje,
se rana zaradi pove¢anega unicenja tkiva slabo celi. Ce rani, ki se slabo celi, dodajamo Ze
prej omenjene rastne faktorje ali inhibiramo proteaze, lahko premagamo unicujoce
delovanje proteaz in s tem omogo¢imo rani boljSe celjenje. Tak primer inhibitorja proteaz
je cistatin, ki ga uvrs¢amo med:

X reverzibilne inhibitorje

X inhibitorje s tesno vezavo in

X inhibitorje, ki delujejo v zunajceliénem prostoru (9).
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3.3.3 Cistatini — inhibitorji cisteinskih proteaz

Cistatin ni samo en protein, temve¢ obstaja cela druzina cistatinov. V zadnjih 10 letih je
postalo jasno, da lahko cistatini, inhibitorji cisteinskih proteaz, zascitijo celice pred
nezeleno endogeno ali eksogeno proteolizo. Vezejo se reverzibilno na papainu podobne
cisteinske proteaze. Druzino homolognih proteinov cistatinov lahko razdelimo v tri
poddruzine inhibitorjev: stefini, cistatini in kininogeni, seveda pa ni izkljucena tudi
prisotnost novih druzin (10).

Stefini so enoverizni proteini z molekulsko maso okrog 11 kDa, so brez ogljikovih hidratov
in disulfidnih vezi. So toplotno stabilni, prav tako pa ohranijo strukturo v nevtralnem in
alkalnem okolju. Za razliko od cistatinov ne vsebujejo signalnega peptida, odgovornega za
prenos inhibitorja v zunajceli¢ni prostor, zato stefine uvrS¢amo med inhibitorje
znotrajcelicnega prostora. Stefini so reverzibilni kompetitivni inhibitorji, inhibicijska
konstatna humanega stefina A za papain je 1.9 x 10 M (10).

Glavna znacilnost druzine cistatinov, kot ene izmed poddruzin cistatinov, je prisotnost
dveh disulfidnih vezi v blizini karboksilnega konca. So enoverizni, priblizno 115
aminokislin dolgi in 13 kDa veliki proteini, svojo aktivnost pa ohranjajo v alkalnem in
nevtralnem okolju. Ti proteini se v relativno visokih koncentracijah pojavljajo v stevilnih
telesnih tekocinah. Cistatin nastaja v vseh jedrnih celicah, njegova serumska koncentracija
pa je neodvisna od spola, stanja prehranjenosti, akutnih in kroni¢nih bolezni. Kokosji
cistatin in njegov Cloveski analog sta najmocnejSa reverzibilna inhibitorja cisteinskih
proteaz (slika 3) (10).

Kininogeni so vecfunkcionalni proteini, katerih molska masa znasa od 50 do 115 kDa.
Glede na dolzine njihovih verig jih delimo v ve¢ skupin. Svojo encimsko aktivnost
ohranjajo v nevtralnem in alkalnem okolju, ne pa pod pH 4. Kratek ¢as so stabilni tudi pri
povisani temperaturi (10). Nahajajo se ekstracelularno in so prekurzorji vazoaktivnega
peptida Kinina, vpleteni so v kaskado koagulacije, imunski odziv akutne faze, vnetje ter pri
inhibiciji cisteinskih proteaz (9).
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Slika 3: Mehanizem delovanja inhibitorjev cisteinskih proteaz. Primer inhibicije papaina s koko$jim
cistatinom (10).

3.3.4 Zdravljenje kronic¢nih ran

Prej omenjeno nesorazmerje med rastnimi faktorji, citokini in proteazami vodi v nastanek

kroni¢nih ran. Zdravljenje takSnih ran predstavlja pogost in teZaven problem za Stevilne

veje medicinske znanosti in tudi za mnoge sorodne stroke. Zdravljenje je dolgotrajno,

povezano z velikimi materialnimi stroSki in potrebo po spremembi nacina Zivljenja.

Zdravljenje pogosto ni popolnoma uspesno.

Kroni¢ne rane lahko oskrbujemo na ve¢ nacinov:

z nekrektomijo,

z metodo stalnega podtlaka (vacuum sealing),

z laserjem,

z dodatkom rastnih faktorjev in/ali inhibitorjev proteaz,

prekrijemo jih lahko s sodobnimi oblogami, ki morajo biti vpojne, zagotavljati

morajo vlazno okolje in nuditi zas¢ito rane ter okolice (11).

Z lokalnega vidika je pogoj za zacCetek celjenja Cista rana, ki ima ustrezno oskrbljeno

lezis¢e, zadostno vlaznost in preskrbo s krvjo (5). Sele takSna rana namre¢ omogoca
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naslednje faze celjenja, proliferacijo in epitelizacijo. Vlazna mikroklima je za celjenje zelo
pomembna, saj z izsusitvijo rane lahko ponovno pride do odmiranja celic in nastanka novih

nekroz. Vlazenje je klju¢nega pomena, predvsem v zadnjih fazah, ko rana zelo malo izloca.

3.3.4.1 Klasi¢na oskrba rane

Tako akutne kot kroni¢ne rane se Se vedno veliko oskrbujejo na klasi¢en nacin. Pri klasi¢ni
oskrbi rane le-to prekrijemo s gazo, ki je prepojena s fiziolosko raztopino ali antiseptiki.
Gaza se na rani zaéne suSiti, novonastalo granulacijsko tkivo se vras¢a v nitke gaze, zato
je prevezovanje boleCe in vsakokrat privede do poskodbe tkiva, v rani ostajajo drobci
materiala, ki kot tujki povzrocajo vnetje. Poleg tega ima gaza veliko prepustnost za
bakterije, pline in izloc¢ke in je zato velika moznost kontaminacije. Zaradi hitrega susenja
in ohlajanja rane se celjenje upocasni, saj celice in encimi ne morejo delovati v suhem
okolju. Zato se rana poc¢asneje celi, prevez je veliko ter so bolece. Nenazadnje so stroski

klasi¢ne oskrbe visoki, zdravljenje dolgotrajno in zelo obremenilno za pacienta (8).

3.3.4.2 Sodobna oskrba rane

Vse prej nastete pomanjkljivosti so pripeljale do razvoja sodobnejse oskrbe rane. Sodobni
pristopi k celjenju ran temeljijo na vzdrzevanju vlaznega mikrookolja na rani. Prednosti, ki
jih prinaSa vlaZzno okolje so Stevilne. Vlaga ustrezno hidratira tkivo in omogoci vecjo
celicno in encimsko aktivnost. Posledicno se zniza pH, nastane blaga hipoksija, ki
stimulira angiogenezo in omogo¢i tvorbo novega kapilarnega omrezja. Taks$no okolje
ugodno vpliva na avtoliticne procese CiS€enja in razkrajanja nekroz (5). Vlazno okolje
prekrije proste Zivéne koncice, zato je njithovo draZenje zmanjSano in bolecina umirjena.

Vot w v

Sodobne obloge predstavljajo nadomestek mankajocega tkiva, ustrezno pripravijo lezisce
rane, vpijajo izloCke, zasc¢itijo pred sekundarno infekcijo, potrebno je manj pogosto
prevezovanje, ki je tudi manj bolece. S tem se povisa kakovost bolnikovega zivljenja,
zmanj$ajo pa se tudi celokupni stroski zdravljenja, ¢eprav so sodobni materiali drazji od
klasi¢ne gaze.

Zdravljenje s sodobnimi oblogami je torej bistveno hitrejSe in poteka bolj naravno kot
celjenje v suhem okolju. Sodobne obloge pa niso univerzalne, vsaka je namenjena za
doloceno vrsto rane ali faze celjenja. Katero izberemo je odvisno od velikosti rane,

koli¢ine izcedka, prisotnih infekcij in lastnosti okoliske koze (8).
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3.4 SODOBNI MATERIALI ZA OBLOGE ZA VLAZNO CELJENJE RAN

Materiale, iz katerih so sestavljene obloge, delimo glede na izvor na:
— naravne (celuloza, bombaz, alginat, pektin, hitosan in drugi)
— sintezne in polsintezne (poliamidi, poliestri, poliuretani, polipropileni, celulozni

acetati, akrilati, silikoni in drugi).

Povecini so to polimeri, ki imajo sposobnost, da vodo ali izlo¢ek iz rane vezejo bodisi
kemijsko ali fizikalno, pri ¢emer nabrekajo, lahko tvorijo tudi gel. Sodobne obloge za rane
so sestavljene iz sti¢ne, aktivne in krovne plasti (Slika 4).

Po eni od razdelitev jih lahko razvrstimo v hidrogele, hidrokoloide, pene, alginate in
poliuretanske filme. Tovrstna delitev je zelo razSirjena, Ceprav z vidika osnovnih
gradnikov oblog, polimerov, ni najbolj smiselna. Alginati tako spadajo lahko med
hidrokoloide ali hidrogele. Prav tako tudi lo¢nica med hidrogeli in hidrokoloidi ni jasna.
Glede na vrsto ran in fazo celjenja imamo moznost izbrati razli¢ne sodobne obloge, kot je

prikazano na sliki 5.

krovna plast

osrednja - aktivna plast

stitna plast

adhezivni rob

zastitna folija

Slika 4: Shematski prikaz vecplastne obloge za rane (8)
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Slika 5: Uporaba sodobnih oblog za vlazno celjenje ran glede na fazo celjenja in koli¢ino izlo¢ka iz
rane. Crne lise na trakovnih modelih pri oblogah kaZejo primernost uporabe (8).

3.4.1 Izbor optimalnega polimera za sodobno oblogo

Raziskave na podro¢ju novih materialov so pokazale, kaks$ne lastnosti naj bi imel optimalni
polimer za obloge:

1. Hidrofilni znacaj ter s tem posledi¢no veliko afiniteto za vezavo hidrofilnih
tekocin. Hidrofilni polimeri lahko delujejo tako, da bodisi vpijajo izlocek iz
rane, ali pa hidratirajo in vlazijo zasusene obloge in mrtvine. V vpojnih oblogah
so hidrofilni polimeri v nehidratiranem stanju, ki nato ob stiku z izlockom iz
rane nabrekajo in na rani tvorijo vlazen gel, kar ugodno vpliva na celjenje. Le te
uporabljamo v primerih, kadar rana obilno izlo¢a. Po drugi strani so v
hidrogelih hidrofilni polimeri Ze v hidratiranem stanju in vsebujejo Ze vezano
vodo, lahko do 80%. Po mehanizmu delovanja so hidrogeli namenjeni oskrbi
suhih in zasusenih ran, kjer vlazijo, in s tem pospesijo odstranjevanje nekroz in

fibrinskih oblog (8).
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Prisotnost hidroksilnih, karboksilnih in drugih funkcionalnih skupin, Ki
razpolagajo z mesti dovzetnimi za radikalske reakcije, saj v vnetnem podroc¢ju
nastajajo tako radikali kot tudi reaktivne kisikove spojine. Te funkcionalne
skupine so sposobne loviti radikale in s tem zmanjSati njihov Skodljiv ucinek.
Prisotnost vecjega Stevila teh funkcionalnih skupin pa omogo¢i kompleksiranje
kovinskih ionov in tako lahko ustavijo katalizo reakcij oksidacij na proteinskih
molekulah (8).

Sposobnost tvorbe vodikovih vezi in elektrostatskih interakcij z encimi.
Biomateriali na ta nacin inhibirajo encime in imajo pomembno viogo v
inhibiciji proteaz, elastaz in matriks metaloproteaz. Mehanizem same inhibicije
Se ni pojasnjen, predpostavljajo pa, da denaturacija proteinov nastopi ravno
zaradi omenjenih interakcij, zaradi Cesar se poru$i nativna konformacija
aktivnega mesta encima. Funkcionalne skupine, ki bi naj vstopale v interakcije
z encimi, so OH, COOH, CO ter CHO. Z modifikacijo teh skupin so namre¢
dokazali zmanjsano inhibicijo encimov. Za tovrstne obloge pa so ugotovili Se
dodatne prednosti, saj stimulirajo delovanje fibroblastov in tvorbo novega
krvozilja (8).

Prisotnost molekul v obliki vlaken. Fibrilarne molekule, kot v primeru
kolagenskih oblog, dodatno omogocajo pravilno nalaganje in orientacijo
novonastalih kolagenskih vlaken ter dajejo podporo tudi drugim celi¢nim
elementom, kar vodi k zgodnejsi zacelitvi (8).

. Moznost sterilizacije oblog. Obloga mora biti ob aplikaciji na odprto rano
sterilna, da ne pride do dodatnih infekcij. Zaradi ucinkovitosti in varnosti je
metoda izbire sterilizacija z vodno paro. Tako imajo pri izbiri sestavin prednost
tiste pomoZne snovi, pri katerth po koncanem avtoklaviranju ne pride do
signifikantnih sprememb v lastnostih (5).

Ustrezno viskoznost gela. Ustrezna viskoznost je pomembna iz vecih razlogov:
omogocati mora proizvodnjo, ob aplikaciji na rano pa mora na rani ostati in

zagotavljati dober in tesen kontakt (5).
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3.5. DOSTAVA PROTEINSKIH MOLEKUL 1Z HIDROGELOV

3.5.1 Lastnosti hidrogelov

Hidrogeli so sestavljeni iz hidrofilnih polimerov, ki tvorijo premrezeno tridimenzionalno
strukturo, v katero sprejmejo vec¢jo koli¢ino vode. Polimer v vodi nabreka, ne da bi se pri
tem raztapljal. Netopnost in fizikalna integriteta sta posledica prisotnih kemijskih
(ireverzibilni hidrogeli) ali fizikalnih (reverzibilni hidrogeli) premrezenj med polimernimi
verigami. Povezava med polimernimi verigami je pri kemijskih premrezenjih kovalentne
narave, pri fizikalnih pa so verige medsebojno povezane s $ibkimi van der Waalsovimi ali
vodikovimi vezmi, hidrofobnimi interakcijami oziroma pride le do prepletov verig (slika 6)
(12).
A

H('fCH CH.CH, CH

ALY

2 ﬁ
kation (Ca“") glutaraldehld M
@
kolagen
polianion
(alginat) fizikalno premreZeni hidrogel kemijsko premreZeni hidrogel

Slika 6: Primer tvorbe interakcij v fizikalno premreZenem alginatnem gelu (A) in kovalentno

premreZenje kolagena s glutaraldehidim (B) (12).

Polimeri tvorijo skupaj z vodo v hidrogelih trdno gelsko mrezZo, ki ima dolo¢ene lastnosti
tekoCin. Ta omogoca prepustnost snovi v hidrogelu, ki je posledica ujete vode v
tridimenzionalni mreZi polimera. Na zacetku hidratacije pride najprej do vezave vode na
polimer zaradi moé¢nih interakcij med hidrofilnimi skupinami polimera in vodo-vezana
voda. Hidrogel nato zaradi osmozne sile vsrka dodatno vodo, ki pa ni vezana. V splo§nem
velja: ¢im veC je vezane vode, tem manj je je na razpolago za raztapljanje zdravilne
ucinkovine in za njeno difuzijo skozi gel. Kon¢na koli¢ina vode je odvisna od hidrofilnosti
polimera in stopnje premrezenja. Bolj kot polimer nabrekne, vecja je njegova vpojnost v
oblogah za rane. Prednost hidrogela je tudi ta, da je potrebna le majhna koli¢ina izcedka za
zagotovitev vlaznega okolja, saj geli Ze sami po sebi vsebujejo veliko koli¢ino vode (12).

Hidrogeli so zaradi svoje sorazmerno visoke vsebnosti vode ter mehke konsistence

podobni tkivom. Mehka konsistenca in proznost hidrogela zmanjSujeta moznost drazenja
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okoliskega tkiva, zato je biokompatibilnost hidrogelov zelo velika. Poleg tega zaradi nizke
medfazne napetosti med hidrogelom in okolisko tekocino obstaja manjSa moznost
adsorpcije proteinov iz telesnih teko¢in (12). Adsorpcija proteinov je namre¢ zacetni
korak pri prepoznavanju in zavracanju tujih snovi in s tem povezano nekompatibilnostjo
materiala. Biorazgradljivost polimernega nosilca sicer ni vedno nujna, zlasti pri oblogah za
rane, saj hidrogel z rane speremo s fiziolosko raztopino (12). Zaradi nastetih ugodnih

lastnosti hidrogelov so moznosti uporabe le-teh v biomedicini zelo velike.

3.5.2 Uporaba hidrogelov

Hidrogeli so na medicinskem, farmacevtskem in kozmeti¢cnem podrocju v uporabi ze ve¢
let. Geli z ali brez vgrajene zdravilne ucinkovine se vecinoma aplicirajo dermalno za
doseganje lokalnega ucinka. lzjema so seveda transdermalni dostavni sistemi. V zadnjem
casu pa hidrogelom ponovno posvecajo veliko pozornosti predvsem zaradi moznosti

sistemske dostave tako proteinov kot tudi majhnih molekul.

3.5.3 Primernost hidrogelov za dostavo proteinov

Peptidi in proteini morajo, dokler ne dosezejo ciljnega mesta, ohraniti svojo nativno
strukturo, med to potjo pa ne sme priti do njihove encimske razgradnje. Le v tem primeru
bodo namre¢ ohranili svojo biolosko aktivnost. Fizioloske bariere, kot so koza in celi¢ne
membrane, predstavljajo Se dodatno oviro. Vse to mora zagotavljati ali izboljsati tudi
dostavni sistem, v katerega je protein vgrajen.

Vodno okolje hidrogela je podobno fizioloskemu okolju proteinov v organizmu, zato so
hidrogeli eden izmed najprimernejsih sistemov za ohranjanje stabilnosti in aktivnost teh
obcutljivih substanc. Adsorpcija proteinov na hidrogele in adhezija na celice sta majhni
zaradi majhne povrSinske napetosti med hidrogeli in vodo. Prav tako lahko hidrogeli
sprejmejo ucinkovine z razliéno molekulsko maso in hidrofilnostjo, neproblemati¢na je
tudi najvecja koli¢ina vgrajene ucinkovine (13). Vse te lastnosti omogocajo uporabo

hidrogelov kot dostavnih sistemov za peptide in proteine (5).

3.5.4 Dosedanje raziskave na podro¢ju vlaznega celjenja kroniénih ran

Kroni¢ne rane, med njimi diabeti¢ni ulkus in venozna razjeda, prizadenejo globalno vec

kot 12 milijonov ljudi. Pristopi k zdravljenju so Stevilni in razli¢ni. Da bi preprecili
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infekcije, se v terapiji ze dolgo uporabljajo antibiotiki, med njimi na primer neomicin in
gentamicin, jod, srebrove soli, klorheksidin in metronidazol. Ceprav so ué¢inkovine lahko
vgrajene v obloge, se pogosteje nanasajo direktno na rano v obliki praskov, mazil, krem,
pen ali gelov. Slabost teh tradicionalnih vehiklov je, da je tezko nanesti natan¢no koli¢ino
zdravila, prav tako nanos ni vedno enakomeren, zato lokalne koncentracije lahko nihajo.
Taksni nacini aplikacije seveda ne vodijo do kontroliranega ali podaljSanega sproS¢anja
(14).

NovejSe raziskave na molekularnem nivoju so dale mozZnost boljSega razumevanja celjenja
ran in razkrile potencialne tarCe za njihovo izboljSanje. S tega vidika najve¢ obeta
aplikacija rastnih faktorjev in inhibitorjev proteaz.

Kljub temu da so rastne faktorje poskusali dostaviti s pomo¢jo polimernih gelov, pre¢no
premrezenih hidrogelov, proteinskih matric, $e vedno ni razvit idealen nacin aplikacije
(14). Z rastnimi faktorji so bila izvedena ze Stevilna klini¢na testiranja, a So rezultati glede
uspesnosti precej kontradiktorni. Klini¢ne Studije, ki so jih izvedli Richard et al., niso
ugotovile nobene razlike v uspesnosti zdravljenja diabeti¢ne razjede z dostavo b-FGF v
primerjavi s placebom (5). Po drugi strani pa je bil Ze leta 1999 odobren PDGF
(Regranex®™) za hitrejse in popolnejSe celjenje diabeti¢nih stopal (5). Rayment et al.
poroc¢ajo, da se lahko cinkove metaloproteaze v kroni¢ni rani inhibira z alendronatom,
bifosfonatom, ki so ga vgradili v hidrogel (15).

Mnogi avtorji trdijo, da je vzrok neuspesnosti zdravljenja z rastnimi faktorji izredno visoka
aktivnost proteaz (15). Gre za to, da je aktivnost proteaz tako velika, da le te razgradijo
aplicirane rastne faktorje, se preden bi lahko prisla do izraza njihova aktivnost. Zaradi tega
se je porodila ideja o dermalni dostavi proteaznih inhibitorjev v kroni¢no rano, kar bi
izboljsalo celjenje. Kot proteazni inhibitorji so bile patentirane Ze Stevilne majhne
molekule, pa tudi a-antikimotripsin so Ze raziskovali v te namene (5), vendar do sedaj Se
nobena od spojin ni pridobila dovoljenja za promet (5). Dobra in u¢inkovita alternativa tem
spojinam je lahko tudi fizioloski inhibitor cistatin. Z aplikacijo slednjega bi lahko inhibirali
cisteinske proteaze ter z deaktivacijo proteaz omogocili delovanje rastnih faktorjev. Tako

bi ponovno vzpostavili ravnotezje med razgradnjo in izgradnjo.
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3.6 POLIMERI ZA IZDELAVO HIDROGELOV ZA VLAZNO CELJENJE

3.6.1 Hidroksietilceluloza (HEC)

Kemijsko je HEC delno substituiran poli( hidroksietilni)celulozni eter (slika 7). Na trzis¢u
je prisotnih ve¢ vrst, ki se med seboj razlikujejo po stopnji substitucije in viskoznosti 2%

vodne raztopine polimera pri 20 °C (16).

- ~
B OR
——/0 B\
H H
CHy0R

Slika 7: Strukturna formula HEC : n je $tevilo polimernih enot, R =H ali -( H,-CH(CH3)O)-xH

HEC je neionski polimer, po videzu bel do kremno obarvan prasek, brez vonja in okusa.
Topen je tako v hladni kot v topli vodi in prakti¢no netopen v veéini organskih topil. V bolj
polarnih organskih topilih, kot so glikoli, je HEC delno topen ali nabrekne (16).

HEC v obliki praSka je stabilen, ¢eprav higroskopen material. V vodnih sistemih je HEC
kemijsko stabilna v pH obmoc¢ju od 2 do 12, ¢eprav pri pH pod 5 Ze poteka hidroliza, pri
visjih pH-jih pa lahko pride do oksidacije.

Na viskoznost vodnih raztopin pH ne vpliva, ima pa vpliv temperatura. Z viSanjem
temperature namre¢ pada viskoznost, vendar pa se z ohlajanjem sistem povrne v prvotno
stanje (16).

HEC je Siroko uporabna pomozna snov, ki se uporablja v Stevilnih farmacevtskih oblikah.
V peroralnih farmacevtskih oblikah se uporablja kot vezivo v tabletah ter za filmsko
oblaganje, ali kot ogrodje tablet s podalj$anim spros¢anjem. V dermalnih farmacevtskih
oblikah in v kapljicah za o¢i se uporablja kot zgoS¢evalo. Uporaba HEC pa je zelo
razSirjena tudi v kozmetiki (16). Kot hidrogel je primerna tudi za vgradnjo in dostavo

proteinskih molekul v oblogah za vlazno celjenje ran.
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3.6.2 Ksantan

Ksantan (ang. xanthan) je visokomolekularni anionski polisaharid, ki ga ekstracelularno
izloCa gram negativna bakterija Xanthomonas Campestris z namenom, da jo $¢iti pred
visoko temperaturo in vplivom svetlobe. Bakterija je povzrocitelj Stevilnih bolezni pri

rastlinah, za ¢loveka pa ni patogena (17).

Kemijsko je ksantan heteropolisaharid, sestavljen iz osnovnega skeleta, ki ga tvorijo
molekule D-glukoze, povezane z 3 (1,4) vezmi, kar je enako kot pri celulozi. Vsaka druga
molekula glukoze je substituirana s trisaharidno stransko verigo, ki jo sestavljata dve
manozi, med Kateri je vrinjena molekula glukuronske kisline. Manoza, pripeta na osnovno
verigo, je lahko na mestu 6 acetilirana, na terminalni manozi je lahko na mestu 4 in 6
pripet ketal piruvicne kisline (slika 8). Stopnja acetilacije in koli¢ina piruviéne kisline sta
odvisno od pogojev fermentacije ter seva bakterije, iz katerega je ksantan izoliran.
Evropska farmakopeja pa postavlja zahtevo po minimalni vsebnosti piruviénih kislin 1.5%
glede na suho substanco. Ksantan je dostopen v obliki natrijeve, kalijeve in kalcijeve soli
(17,18,19).

D - glukoza D - glukoza
C“P” CHOH

\j\o‘
on "
acetat ———p» CHzOAL
( 1’ manoza
ketal plruwcne kisline It
H 7

coo-Ng: P
Q
Na' mc O’LH‘
? OH glukuronska kislina
HC ohOB O
H

manoza

Slika 8: Struktura ksantana

Po videzu je ksantan bel ali rahlo rumen prah, topen v vodi, pri cemer daje visokoviskozno
raztopino, medtem ko je v organskih topilih prakti¢no netopen (18).
V vodnih sistemih je ksantan kemijsko stabilen v Sirokem temperaturnem intervalu (10-

90°C) in pH obmocju (pH 3-12). Pri vi§jih pH vrednostih potece delna deacetilacija
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stranskih verig. Molekula ksantana se pri sobni temperaturi v trdnem stanju in mediju z
visoko ionsko mocjo nahaja v obliki dvojne vijacnice, kar je njena nativna konformacija.
PoviSanje temperature ali znizanje ionske moci privede do denaturacije molekule, dvojna
vijaCnica se razpre in pri doloCeni temperaturi povsem razpade. Ksantan je anionski
polimer, zato praviloma ni zdruzljiv s kationskimi povrsinsko aktivnimi snovmi, polimeri
ali konzervansi (16).

Viskoznost ksantana v vodnem mediju je odvisna od temperature, koncentracije
biopolimera, koncentracije soli in pH. Viskoznost raztopine ksantana mocno naraséa z
naras¢ajoco koncentracijo polimera.

Ksantan je netoksiCen, neiritirajo¢ in kompatibilen z ve€ino farmacevtskih pomoznih
snovi, zato je pogosto uporablja v prehrambeni, kozmeti¢ni in faramcevtski industriji kot

zgoscevalo in stabilizator suspenzij in emulzij (16).

3.7. REOLOSKO VREDNOTENJE HIDROGELOV

Izraz reologija izhaja iz grSkega jezika in je sestavljen iz dveh besed: RHEOS, kar pomeni
tok, in LOGOS, kar pomeni veda. Reologija je znanost o toku, deformacijah in
preoblikovanju snovi in snovnih sistemov pod vplivom razliénih striznih sil. Preiskave
reoloskih lastnosti snovi segajo od pravih kapljevin preko poltrdnih teles vse do trdnih

snovi (18).

Najlazje prikazemo pestrost tokovnega obnaSanja sistemov z reogrami, Kjer predstavimo
odvisnost strizne napetosti (t) od strizne hitrosti (D), druga moznost t.i. viskoznostni
reogram pa je prikaz odvisnosti viskoznosti (1) od strizne hitrosti (D) (15,17). Viskoznost

predstavlja notranjo upornost teko¢in pri pretakanju.

Sisteme, ki jih reoloSko preucujemo, v grobem delimo na:

— newtonske, kjer je viskoznost lastnost sistema in odvisha le od temperature in
atmosferskega tlaka, na pa tudi od tokovnih pogojev (smeri, jakosti in casa
mehanske obremenitve). Med te sodijo idealne tekoc¢ine (voda, mineralna olja...). Z
nara$¢ajoCo temperaturo viskoznost pada zaradi povecanega Brownovega gibanja
osnovnih molekul. Cim bolj je teko¢ina viskozna, tem bolj je temperaturno

obcutljiva (18).
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— nenewtonske, ki pri konstantnem tlaku in temperaturi nimajo konstantne
viskoznosti, ampak je le ta odvisna od jakosti in smeri mehanske sile, ki deluje na
njih V nekaterih primerih pa imajo tudi ¢asovno odvisno strukturo. Nenewtonski
sistemi lahko izkazujejo strizno odvisno upadanje viskoznosti ali pa, pod
dolo¢enimi pogoji, strizno odvisno nara$¢anje viskoznosti-dilatanco. Nekateri pa
steCejo Sele potem, ko je presezena neka mejna strizna napetost (18). Sisteme lahko
razdelimo na casovno neodvisne in ¢asovno odvisne. Med ¢asovno neodvisne
sisteme, katerih viskoznost je odvisna le od jakosti delovanja strizne sile, ne pa tudi
od ¢asa obremenitve, sodijo pseudoplasti¢ni, plasti¢ni in dilatantni sistemi (slika 9).
Ce pa se viskoznost sistema pri konstantnih striznih pogojih spreminja tudi s ¢asom
in smerjo delovanja sile, take sisteme imenujemo Casovno odvisne. Med te pa
sodijo tiksotropni in reopeksni sistemi (slika 10). Spreminjanje viskoznosti
nenewtonskih sistemov pri danem tlaku in temperaturi je posledica preurejanja
notranje strukture sistema pod vplivom delovanja strizne sile (18). Med
obremenitvijo ¢asovno odvisnih sistemov pride do porusitve strukture, ki pa se po
prenehanju delovanja sile obnovi, vendar le delno. Med nenewtonske sisteme,

najveckrat pseudoplasti¢ne ali plasti¢ne, pa sodijo tudi geli (16,17).

Slika 9: Reogrami oziroma odvisnost striZzne napetosti T od strizne hitrosti D za newtonske (2),
psevdoplasti¢ne (1) , dilatantne (3) in plasti¢ne (4) sisteme.
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Slika 10: Viskoznostne krivulje za tiksotropne (A) in reopeksne sisteme (B)

Za preucevanje reoloskega obnasanja nenewtonskih snovi obi¢ajno uporabljamo rotacijske
reometre in viskozimetre. Te naprave sodijo med t.i. absolutne metode, saj lahko vrednosti
reoloskih parametrov izratunamo s pomocjo merljivih in nastavljivih koli¢in (navor, kotna
hitrost) ter s pomocjo znacilnosti senzorskega sistema.

Merilni sistem rotacijskega reometra je sestavljen iz dveh delov, od katerih lahko eden
miruje in drugi rotira, ali pa oba dela rotirata. Za dolo¢anje reoloskih lastnosti zelo pogosto
uporabljamo rotacijski reometer s senzorskim sistemom stozca in plos¢e. Poglavitne
prednosti tega sistema so enostavnost odmerjanja vzorca in ¢iS¢enja merilnega sistema po
opravljeni meritvi, majhna koli¢ina potrebnega vzorca ter konstantna strizna hitrost po

celotnem vzorcu pri majhnih kotih stozca.
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Slika 11: Shematski prikaz merilnega sistema stoZec — plos¢a (17)

Na sliki 11 je prikazan senzorski sistem stozca in plosce, kjer se stozec vrti s kotno
hitrostjo o, plos¢a s polmerom R pa miruje. Naprava meri navor na stozcu, ki je posledica
upora tekoCine proti strigu, in kotno hitrost stozca. Ob poznavanju geometrijskih
parametrov stoZca (polmer in kot) lahko izraGunamo striZzno napetost in viskoznost sistema.
Strizna hitrost je sorazmerna nastavljeni kotni hitrosti, strizna napetost pa izmerjenemu
navoru (17, 21).
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4. NAMEN DELA

Na podroc¢ju celjenja kroni¢nih ran zbujajo veliko zanimanje farmacevtske oblike, ki bi
omogocile prenos rastnih faktorjev in inhibitorjev proteaz na mesto njihovega delovanja,
jim omogocile nadzorovano spro$¢anje ter tako aktivno posegale k celjenju.

Kot moznost prenosa proteinov se nam ponujajo hidrogeli, ki se sami ze na Siroko
uporabljajo, prav tako pa je ze bila dokazana kompatibilnost hidrogelov tako z mnogimi

proteini kot tudi zivim tkivom (15).

Namen diplomske naloge bo izdelati hidrogel, ki bo omogocil nadzorovano sprosc¢anje
vgrajenega jajénega albumina. Slednji bo predstavljal modelni protein za proteazni
inhibitor cistatin. Z razvojem taksnega hidrogela bi izboljsali celjenje z dveh vidikov: po
eni strani bi hidrogel zagotavljal idealno vlazno okolje rane, po drugi strani pa bi inhibitor
proteaz zmanjsal prekomerno aktivnost teh encimov. Posledica takih posegov bi tako bilo

hitrejSe in popolnejse celjenje zlasti kroni¢nih ran.

Na trziS¢u so ze prisotni hidrogeli, ki se uporabljajo kot sodobne obloge za rane, saj
zagotavljajo vlazno okolje. Zato bomo preucili reoloske lastnosti treh razli¢nih hidrogelov
s trzis¢a z metodo rotacijske reometrije. S tem bomo ugotovili, kaksna je primerna
viskoznost hidrogelov za aplikacijo na rano. Nato bomo izbrali polimer, ki bi bil primeren
za oblikovanje sodobne obloge.

Z izbranim polimerom bomo pripravili hidrogele razli¢nih koncentracij in izbrali tisto, ki
najbolje ustreza referenénim vrednostim. Hidrogel bomo sterilizirali in ovrednotili nastale
spremembe.

V izbrani hidrogel bomo vgradili modelni protein- jajéni albumin. Najprej bomo preverili
stabilnost albumina pod pogoji v hidrogelu. Ovrednotili bomo uspe$nost ro¢ne izdelave
hidrogela z vrednotenjem enakomernosti porazdelitve jajénega albumina po celotnem
hidrogelu ter izvedli preskus sprosc¢anja albumina.

V zadnjem delu naloge bomo hidrogele, zaradi izboljsanja stabilnosti med shranjevanjem,
Se liofilizirali. Vzorce bomo zamrznili na tri razli¢ne nacine in po rehidraciji ugotavljali, ali
razli¢ni naCini zamrzovanja ter celoten proces liofilizacije poSkodujejo strukturo proteina

ter vplivajo na njegovo sproséanje.



5. EKSPERIMENTALNO DELO

5.1 MATERIALI

Hidrogeli s trzisca:
— Intrasite® gel, Smith&Nephew, Velika Britanija

Purilon®, Coloplast, Danska; sestava: karboksimetilceluloza, propilen glikol,

voda
Tegaderm® hydrogel 91110, Wound Filler, 3M Health Care, Velika Britanija;

sestava: guar gumi, propilen glikol, voda, natrijev tetraborat

Materiali za izdelava hidrogelov:
brezvodni glicerol ( > 99,5%), Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,

Nemcija
hidrokisetilceluoza Natrosol® Pharm, tip 225 HHX- Pharm, Lot: X-01017
— jajéni albumin (albumine from chicken egg white, Grade V), min. 98%

(agarozna gelska elektroforeza), kristaliziran in liofiliziran, brez prisotnosti soli;



molekulska masa: 44287 Da, videz: beli do svetlo rumeni kosmici, Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Nemcija

ksantan (xanthan gum) XANTURAL® 75, CP Kelco Knowsley Plant, Velika
Britanija; videz: bel do svetlo rumen prah, viskoznost 1% gumija v 1% KCI
1200-1600 mPas

ksantan (xanthan gum), Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Nemcija;
molekulska masa 1x10° Da videz: bel do svetlo rumen prah

dinatrijev tetraborat dekahidrat ( >99.5%), Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija

bidestilirana voda

Reagenti za pripravo fosfatnega pufra in mobilne faze za HPLC analitiko:

dinatrijev  hidrogenfosfat dodecahidrat (99,0- 102,0%), Merck KGaA,
Darmstadt, Nemc¢ija

kalijev dihidrogenfosfat ( 99,5 - 100,5% ), Merck KGaA, Darmstadt, Nem¢ija
kalijev klorid ( >99,5%), Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija

Klorovodikova kislina 37%, Merck KGaA, Darmstadt, Nemc¢ija

natrijev hidroksid ( > 99% ), Merck KGaA, Darmstadt, Nemdija

natrijev Klorid ( >99,5% ), Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija

bidestilirana voda

5.2 NAPRAVE

avtoklav Kambi¢ Laboratorijska oprema, Semi¢, Slovenija

avtomatska pipeta BIOHIT m1000 (100-1000 ul), Kemomed, Finska

analitska tehtnica, Mettler Toledo AG245, Schwerzenbach, Svica

digitalna tehtnica, Exacta 2200 EB, Tehtnica, Zelezniki, Slovenija

digitalna tehtnica, Sartorius BP310S, Goéttingen, Nemcija

DSC 1, Star system, Mettler Toledo, Schwerzenbach, Svica

Liofilizator CHRIST BETA 1-8K, Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen
GmbH, Osterode, Nemcija

naprava za merjenje viskoznosti, ki jo sestavljajo: oscilacijsko rotacijski

viskozimeter Rheolab MC 100, Paar Physica, Stuttgart, Nemcija; termostat
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Viscotherm VT 10, Pysica, Sttutgart, Nemcija; osebni ra¢unalnik ter merilni
sistem stozec ploscica KP 22

—  pH meter, MA 234, Mettler Toledo, pH/Ion Analyzer, Schwerzenbach, Svica

— sistem za visokotlacno tekoc¢insko kromatografijo (HPLC), Agilent Series,
Agilent Technologies, Nemc¢ija; kolona ZORBAX GF-225 z dolzino 225mm in
notranjim premerom 9,4 mm ter velikostjo delcev 4 um

— ultrazvoc¢na kadicka, Sonis 4, Iskra, Kranj, Slovenija

5.3 POSTOPKI IN METODE

5.3.1 Priprava hidrogelov

Po preucitvi optimalnih lastnosti, ki bi jih naj imel polimer za sodobne obloge, smo se
odlo¢ili, da se zelenim lastnostim dobro priblizata tudi hidroksietilceluloza (HEC) in
ksantan. Hidrogeli so ponavadi sestavljeni iz polimera, vlazilca, konzervansa ter vodne
faze.

Pripravili smo hidrogele z 1,5-, 3- in 4,5-odstotno koncentracijo HEC. Na digitalni tehtnici
smo natehtali ustrezne koli¢ine HEC (1,59; 3g; 4,59) in 10,0g brezvodnega glicerola
(vlazilec) ter ju zmeSali v ¢asi. Nato smo v drugo ¢aSo natehtali do skupno 100g vzorca
bidestilirane vode (88,4qg; 86,9g; 85,4g), dodali 0,1 g natrijevega tetraborata (konzervans)
ter mesali z magnetnim meSalom, dokler se ves tetraborat ni raztopil. Potem smo raztopino
konzervansa ob stalnem mesanju s stekleno pal¢ko pocasi dodajali k zmesi glicerola in
HEC. Po dodatku celotne koli¢ine vodne raztopine smo vzorec hidrogela $e za priblizno
0,5 min dali v ultrazvo¢no kadicko. Med pripravo hidrogela je bilo potrebno paziti, da smo
razbili polimerne skupke, saj so ti nastali takoj ob prvem stiku vodne raztopine in zmesi
polimera z glicerolom. Skupke smo razbili s stalnim meSanjem, dodatno je k temu
pripomogla tudi ultrazvo¢na kadicka, Ki je hkrati omogocala tudi hitrejSo difuzijo zraka iz
vzorca. Hidrogel smo nato pustili gelirati en dan pri sobni temperaturi. Nastal je homogen
gel.

Na enak nacin smo pripravili tudi hidrogele iz ksantana, pri ¢emer Smo uporabili tako
nizkoviskozni kot tudi visokoviskozni ksantan. Pripravili smo 1,5-,3-,4,5-in 6-odstotne
koncentracije hidrogelov obeh ksantanov. Pri izdelavi hidrogelov smo morali bistveno

pocasneje dodajati vodo in intenzivneje mesati, da bi razbili nastale skupke. Prav tako je
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bil ksantanski gel dlje Casa v ultrazvocni kadicki (15 minut), vse to z namenom, da bi

izdelali homogene vzorce.

5.3.2 Reolosko vrednotenje hidrogelov

Preizkus$ali smo odvisnost viskoznosti od strizne hitrosti z rotacijsko reometrijo. Uporabili
smo senzorski sistem stozec-plos¢a. Meritve smo izvajali tako da, smo v rezo med stozcom
in plos¢ico dali ustrezno koli¢ino vzorca, spustili stozec do plos¢e in morebitni prebitek
vzorca odstranili, da ni segal Cez rob stozca za ve¢ kot 1 mm. Meritve smo vodili z
racunalniskim programom Rheo-logic OS 300, Version 1.10 E, ki tece pod programom
Windows 3.1. Program je omogocal sproten prikaz izmerjenih toc¢k na zaslonu, izracunal

reoloske parametre in omogocil izpis podatkov v obliki grafov in preglednic.

Spremljali smo viskoznost v odvisnosti od strizne hitrosti, pri ¢emer se je strizna hitrost
spreminjala od 0-50 s™ in navzdol od 50-0 s™. Ker smo Zeleli ovrednotiti vpliv temperature
na viskoznost, smo meritve izvajali pri treh razli¢nih temperaturah:

1. pri 25 °C - sobna temperatura

2. pri 32 °C - temperatura na povrsini koze

3. pri 37 °C - telesna temperatura.
Najprej smo kot referenco za primerno viskoznost reolosko ovrednotili hidrogele s trzis¢a

ter nato Se lastno izdelane hidrogele.

5.3.3 Sterilizacija z vodno paro

Sterilizacija je postopek, s katerim dosezemo odsotnost vseh zivih mikroorganizmov v ali
na nekem materialu. To lahko dosezemo z izpostavitvijo materiala letalnim fizikalnim,
kemijskim ali mehanskim ucinkom. Poznamo Stevilne sterilizacijske metode, izbor pa je
ve¢inoma odvisen od priro¢nosti postopka in narave materiala, ki ga je potrebno
sterilizirati.

Sterilizacija z nasiceno vodno paro pod tlakom ali avtoklaviranje je metoda izbire kon¢ne
sterilizacije predvsem za vodo in vodne raztopine termostabilnih ucinkovin v zaprtih
posodah (ampule, steklenicke), kovinske, steklene in porcelanaste instrumente, obvezilni
material, obleke, perilo in gumijaste zamaske. NasiCena vodna para kot izvor toplote

povzroc€i uni¢enje celic mikroorganzmov kot posledica denaturacije kriti€nih proteinov in
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nukleinskih kislin, kar je rezultat pretrganja vodikovih vezi. Tako mocan sterilizacijski
ucinek nastane zaradi masovnega prenosa toplote ob kondenzaciji pare na celico

mikroorganizma (24).

Vzorce smo natehtali v ¢aSe, pokrili z alufolijo ter sterilizirali v avtoklavu pri standardnih
pogojih sterilizacije, ki jih dolo¢a Evropska farmakopeja: T= 121 °C, P= 2 bara, t= 15 min.

Po sterilizaciji Smo vzorce organolepti¢no ocenili in jim ponovno izmerili viskoznost.

5.3.4 Hidrogel z vgrajenim albuminom

5.3.4.1 Priprava izotoni¢nega fosfatnega pufra s pH=7 (PBS)

Fosfatni pufer (PBS) smo pripravili tako, da smo natehtali 0.2g KCI, 0,249 KH,PO,, 1,44¢
Na;HPO, ter 8g NaCl. Vse soli smo kvantitativno prenesli v litrsko buco, dodali priblizno
800 mL bidestilirane vode ter meSali s magnetnim meSalom, dokler se vse soli niso
raztopile. Tako pripravljeni raztopini smo z 1M NaOH ali 1M HCI umerili pH na vrednost

7,0 £ 0,05, nato pa bucko z vodo dopolnili do oznake.

Fosfatni pufer predstavlja okolje, v katerem je albumin najbolj stabilen, zato smo vso vodo,
ki smo jo uporabili pri tvorbi gela, zamenjali s pufrom. Najprej smo naredili prazen
hidrogel s pufrom ter ponovno izmerili viskoznost, da bi ugotovili, kako ve¢ja osmolarnost
medija vpliva na reoloSke lastnosti hidrogela. Pri HEC z menjavo medija nismo imeli
ve¢jih tezav. Sam ksantan pa je zaradi svoje polianionske narave zelo obcutljiv na
prisotnost soli v mediju. V odvisnosti od jakosti mo¢i medija namre¢ zavzame razlicne
konformacije, kar se kaze kot razli¢na ¢vrstost nastalega hidrogela. Poleg tega je ksantan
problematicen tudi z mikrobioloSkega vidika, zato smo se v nadaljevanju osredotocili na

hidrogele iz HEC.

5.3.4.2 Vrednotenje stabilnosti albumina

Pred vgradnjo albumina v hidrogel smo morali preveriti, ali je albumin pri taksnih pogojih
sploh stabilen. Pripravili smo raztopini albumina v vodi s koncentracijo 1mg/ml brez in z

dodatkom 0,1 % natrijevega tetraborata ter raztopini albumina v PBS s koncentracijo
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Img/ml z in brez konzervansa. Raztopine smo razdelili v plasti¢ne epruvete, jih zaprli ter
za testiranje stabilnosti odvzeli vzorce ob Casih 0, 12, 22, 44, 60 h. Prav tako smo preverili
stabilnost Ze vgrajenega albumina v HEC hidrogel. Priblizno 1 g hidrogela z Ze vgrajenim
albuminom smo raztopili v PBS ter testirali stabilnost 4 dni v ¢asovnih to¢kah 0,5, 1, 2, 4,

8, 12, 24, 48, 72 in 96 h. Vzorce smo ovrednotili s HPLC metodo opisano v nadaljevanju.

5.3.4.3 Vgraditev albumina v 3% HEC hidrogel

Proteine je mozno enostavno in homogeno vgraditi v hidrogele tako, da ustrezno koli¢ino

proteina raztopimo v vodni fazi, le to pa nato uporabimo pri tvorbi hidrogela (25) .

Natehtali smo 86,9 mg albumina, ga raztopili v 86,9 ml PBS in tako dobili raztopino s
koncentracijo 1mg/ml. Dodali smo $e 0,1g natrijevega tetraborata ter mesali na magnetnem
mesalu, dokler se ves konzervans ni raztopil. To raztopino smo nato uporabili kot vodno
fazo pri pripravi hidrogela po ze opisanem postopku (5.3.1). Za koncentracijo raztopine
albumina 1 mg/ml smo se odlocili z ozirom na mejo detekcije HPLC sistema, da bi tako
lahko detektirali koli¢ino spros¢enega albumina tudi na zacetku, ko je delez le tega Se

majhen.

5.3.4.4 Enakomernost porazdelitve albumina po celotnem hidrogelu

Ali rona metoda izdelave omogoca enakomerno porazdelitev albumina po celotnem
hidrogelu, smo preverili tako, da smo odvzeli vzorce hidrogela iz dna caSe, iz sredine
hidrogela in iz povrSine ob steni posode. Vzorcem smo nato dodali 10 ml PBS ter jih
mesali z magnetnim mesalom. Ker se tudi po daljsem ¢asu mesanja (4 ure) niso popolnoma
raztopili, smo postopoma dodajali po 2 ml medija do kon¢nega volumna pufra 14 ml.

Raztopljene vzorce smo ovrednotili s HPLC.

5.3.5 Preskus sproséanja albumina iz hidrogela

5.3.5.1 Priprava umeritvene premice za albumin

Na digitalni tehtnici smo zatehtali 50,0 mg albumina, ga kvantitativno prenesli v 25 ml
bucko in z mobilno fazo dopolnili do oznake. Tako smo dobili osnovno raztopino s
koncentracijo 2 mg/ml, ki smo jo nato z mobilno fazo redc¢ili tako, da smo dobili raztopine

s koncentracijo 1, 0,5, 0,2, 0,1 in 0,010 mg/ml. Najnizja koncentracija je bila dolo¢ena
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glede na mejo detekcije HPLC sistema. Umeritveno krivuljo smo izdelali na osnovi

priprave dveh osnovnih raztopin.

5.3.5.2 Izdelava mobilne faze in vrednotenje albumina s HPLC

Iz analiznih postopkov, ki jih na Fakulteti za farmacijo ze uporabljajo za testiranje
albumina z visokotla¢no tekoc¢insko kromatografijo, smo povzeli naslednje parametre:

— mobilna faza je bila sestavljena iz 130 mM NaCl in 20 mM NaHPO,4 s pH 7.
Pripravili smo jo tako, da smo 7,6g NaCl in 7,2 Na,HPO4*12H,0 raztopili v
priblizno 1800 mL bidestilirane vode, z 1M NaOH ali 1M HCI uravnali pH na
740,05, ter dopolnili do 2000 ml

— uporabili smo kolono ZORBAX GF-225 z dolzino 225 mm in notranjim premerom
9,4 mm ter velikostjo delcev 4um. Locevanje poteka na osnovi izkljucitvene
kromatografije po velikosti, primerna pa je za vodotopne makromolekule z
molekulsko maso od 4 do 400 kDa,;

— volumen avtomatsko injiciranega vzorca je bil 10 uL

— pretok mobilne faze je bil Iml/min

— sistem je bil termostatiran na 23°C, temperatura vzorce je bila 20°C

— UV detekcija je potekala pri valovni dolZini 210 nm

— Cas potovanja enega vzorca po koloni je bil 15- 20 min

— vzorce za stabilnost in spros$¢anje smo hranili v vialah, ki smo jih takoj po odvzemu

zamrznili, da bi lahko analizo vseh vzorcev izvedli skupaj.

5.3.5.3 Razvoj modela za izvedbo spros¢anja jajénega albumina iz hidrogela

Najbolj uveljavljen model sprosc¢anja za farmacevtske oblike, ki jih apliciramo dermalno,
so Franzove celice. Pri teh ucinkovina prehaja skozi membrano iz enega razdelka v
drugega, kjer vzor¢imo. V naSem primeru pa uporaba Franzovih celic ni najboljSa za
posnemanije realne situacije. Ob aplikaciji na kroni¢no rano namre¢ nimamo kozne bariere,
ki bi predstavljala oviro pri prehodu proteina. Torej sploh ne gre za klasi¢no perkutano
absorbcijo. Protein lahko iz hidrogela prehaja na mesto delovanja nemoteno z enostavno

difuzijo.
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Razvoj modela, ki bi bolj posnemal realno stanje, smo deloma povzeli po ¢lankih, delno
smo ga razvili sami. Najprej smo v majhne penicilinke (V= 4ml) z ravnim dnom natan¢no
natehtali priblizno 1 g gela, tako da je bil stolpec hidrogela visok priblizno 1 cm. Nanj smo
dodali dvakratno maso (volumen) modro obarvanega pufra ter tako mediju izpostavili le
zgornjo povrsino hidrogela. VVzorce smo opazovali ve¢ dni, da bi videli, ¢e plasti hidrogela
in medija ostaneta loceni in ali je mozno odvzeti vzorec medija, ne da bi posegali v vzorec
hidrogela. Prav tako smo opazovali tudi, ali se je spremenila konsistenca hidrogela oziroma

¢e in koliko medija je hidrogel Se sprejel s povrSine.

Ko smo potrdili, da dodani medij, v katerega se bo sprosc¢al jajéni albumin, pretirano ne
red¢i hidrogela v Casu petih dni in je jemanje vzorca neproblemati¢no, smo dokon¢no
postavili model za spros¢anje albumina (slika 12). V penicilinke smo natehtali ustrezno
koli¢ino hidrogela (priblizno 1g), nanj odpipetirali PBS, pri ¢emer je bilo razmerje masa
hidrogela/ volumen pufra vedno 1:2. Vzorce smo pokrili s parafilmom in sproséanje
izvajali na sobni temperaturi. 1z sredine medija smo odvzemali vzor¢ke po 500 ul ob
rednih ¢asovnih intervalih ter jih nadomestili z enakim volumnom sveZega pufra, da bi
zagotovili sink pogoje. Poleg hidrogelov, ki so vsebovali albumin, smo spros¢anje izvajali
tudi na praznih hidrogelih kot negativno kontrolo. Odvzete vzoréke smo zamrznili do

ovrednotenja s HPLC. Vsako sprosc¢anje smo izvajali v treh paralelkah.

odvzem vzorca

medij

hidrogel

Slika 12: Shematski prikaz postavljenega modela za spros$¢anje albumina iz hidrogela

Da bi ugotovili, ali in kako spros¢anje sploh poteka, smo prvo spros¢anje izvajali 2 dni, pri
¢emer smo vzorce odvzeli 0,5h,1h,2h,4h,8h, 10 h, 24 h in 48 h po zacetku sproscanja.
Optimalen ¢as zadrzevanja sodobne obloge na rani je 5 dni (2), zato smo spros¢anje
podaljSali. Zaradi neugodnega cCasovnega odvzema (zadnji vzorec med vikendom)
spros¢anje ni potekalo 5 dni, temvec 4, pri cemer smo vzorce odvzeli $e dodatno po 72 h in

96 h od zacetka sproscanja.
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5.3.6 Lioflilizacija hidrogelov

Liofilizacija je postopek susenja, pri katerem gre za odstranjevanje topila (obicajno vode)
iz zamrznjenega vzorca s sublimacijo. Parametri, ki jih moramo nastaviti, so temperatura
police ter tlak. Liofilizacijo moramo izvajati pod temperaturo taliS¢a vzorca oziroma pri
raztopinah pod temperaturo evtekticne tocke, da se vzorec ne tali. Pomembna je tudi
debelina vzorca, ki naj ne bi presegala 10 mm, saj se spodnje plasti vzorca susijo zelo
dolgo (26).

Proces liofilizacije poteka v treh fazah (slika 13):

1. FAZA ZAMRZOVANJA:
V tej fazi vzorce zamrznemo, ponavadi pri atmosferskem tlaku, voda v vzorcih se
spremeni v led, hkrati pa tako vzorec imobiliziramo, da ohrani svojo strukturo, velikost

in obliko.

2. PRIMARNO SUSENJE

Pri zelo zniZzanem tlaku in nara$c¢ajoci temperaturi police poteka sublimacija, pri ¢emer
trdna snov (led) preide direktno v plinasto stanje (paro). V tej stopnji odstranimo 95%
vsebnosti vode, in sicer nevezano vodo. Ceprav vzorec stoji na toplej§i podlagi, se
zaradi hladilnega efekta sublimacije ne tali, zato se ohrani struktura, ki smo jo dosegli z

zamrzovanjem. To je najdaljSa faza v procesu liofilizacije.

3. SEKUNDARNO SUSENJE

Vzorec lahko po odstranitvi ledu Se vedno vsebuje nekaj odstotkov vode, ki je nismo
mogli odstraniti, in sicer gre za kapilarno vodo, fizikalno adsorbirano vodo, vodo za
nabrekanje...

Desorpcijo vezane vode dosezemo tako, da tlak Se dodatno znizamo, temperaturo pa
dvignemo na 15-40 °C. Sekundarno suSenje omogoca, da imamo na koncu Vv vzorcu
prisotne le Se 0,5% vode, vendar pa Se vedno ne moremo odstraniti kristalizacijske ter

kemijsko vezane vode (26).
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zamirzovanje

) See—

primarno susenje : sekundarno susenje

Slika 13: Shema liofilizacijskega postopka

Nasi eksperimentalni parametri:

najprej smo s pomoc¢jo DSC dolocili evtekticno tocko 3% HEC hidrogela z
vgrajenim albuminom, ki je znasala od -13 do -18°C. Temperaturo evtektika
smo sprva poskusali dolociti s pomocjo elektrod za temperaturo in upornost v
liofilizatorju, vendar pa ta pristop ni dal pri¢akovanih rezultatov.

vzorce sSmo zamrznili na 3 razli¢ne nacine: v zmrzovalniku pri -22°C 5 ur, v
liofilizatorju na polici, kjer se je temperatura znizala od 18°C in do -22°C v
petih urah ter v teko¢em dusiku, ki ima priblizno -200°C in vzorci zamrznejo
takoj.

odloc¢ili smo se, da bomo liofilizacijo izvajali e nekaj °C pod evtekti¢no tocko,
zato smo temperaturo police nastavili na -21°C, kar je bila najnizja temperatura,
ki jo je bil liofilizator Se sposoben doseci.

tlak primarnega suSenja je znasal 0,37 milibarov, sekundarnega pa okoli 0,11
milibarov

cas liofilizacije je bil od 20-24 ur

proces liofilizacije smo izvajali na vzorcih enake mase v enaki steklovini kot
smo jo uporabljali za vrednotenje spros¢anja, da bi se izognili nepotrebnemu
prenaSanju vzorca ter napakam pri nadaljnjem delu. Nekaj vzorcev pa je bilo
ve¢jih, saj smo jih uporabili za nadaljnje reolosko vrednotenje. Preverjali smo

namre¢, ¢e po dodatku vode ob rehidraciji, vzorci ohranijo prvotno obliko.
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Po koncani liofilizaciji smo pridobili HEC hidrogele z vgrajenim albuminom- kserogel, ki

smo ga do nadaljnjega dela hranili v eksikatorju.

5.3.7 Rehidracija liofiliziranih vzorcev

Liofilizirane vzorce smo rehidrirali in na tak nacin ponovno rekonstituirali. Rehidracijo
smo izvedli tako, da smo vzorce 3% HEC hidrogela z albuminom v ustrezni steklovini
pred liofilizacijo stehtali, nato liofilizirali in ponovno stehtali po liofilizaciji, pri ¢emer je
prislo do izgube mase zaradi odstranitve vode. Suhim vzorékom smo s kapalko dodali
toliko bidestilirane vode, da smo povrnili prvotno maso. Vzorcke smo potem pustili stati
en dan na sobni temperaturi ali ¢ez vikend v hladilniku, pri ¢emer je suh vzorec sprejel
celotno dodano vodo in se povrnil v prvotno stanje. Rehidracija je enostavna in poteka
spontano brez dodatnih posegov v sistem.

Rehidrirane vzorce smo reolosko ovrednotili z rotacijsko reometrijo pri treh razliénih
temperaturah, prav tako pa smo ponovili preskuse spros¢anja albumina iz rehidriranih

VZOorcev.
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6. REZULTATI IN RAZPRAVA

6.1 REZULTATI REOLOSKEGA VREDNOTENJA KOMERCIALNIH
HIDROGELOV: Purilon®, Tegaderm®, Intrasite®

Primerna viskoznost hidrogelov je bistvenega pomena, saj mora biti tak$na, da hidrogel po
aplikaciji ostane na rani ter zagotavlja tesen kontakt z njo, prav tako pa mora omogoditi
primerno proizvodnjo in aplikacijo iz vsebnika. Da bi postavili merilo za primerno
viskoznost hidrogelov za vlazno celjenje ran, smo uporabili tri hidrogele s trzisca:
Purilon®, Intrasite® in Tegaderm®. Vsi se ze uporabljajo kot sodobne obloge za vlazno
celjenje ran, med seboj pa se razlikujejo po sestavi ter proizvajalcu.

V ta namen smo vse hidrogele s trzis¢a reolosko ovrednotili s pomocjo rotacijske
reometrije s sistemom stozec-plosCica pri treh razli¢nih temperaturah in tako opredelili
odvisnost viskoznosti od temperature. Temperature, ki smo jih izbrali, predstavljajo realne
situacije, katerim je hidrogel izpostavljen. Hidrogele shranjujemo pri sobni temperaturi,
zato je izbrana temperatura 25°C. Ko hidrogel nanesemo na odprto rano je temperatura

priblizno 37°C oziroma 32°C v primeru povrSinske rane.

Viskoznostni reogrami razli¢nih hidrogelov pri razli¢nih temperaturah imajo vsi podobno
obliko (slika 14,15,16), zato lahko sklepamo, da imajo vsi sistemi med seboj primerljive
tiksotropne lastnosti. Tiksotropni sistemi so sistemi, katerih obnasanje je odvisno tudi od
casa delovanja mehanske sile. Viskoznost tiksotropnih sistemov s ¢asom in nara$c¢ajoco
obremenitvijo pada, kar je znacilno za gele in paste. Razlog za tiksotropijo je porusenje
strukture sistema v obremenitveni fazi, v razbremenitveni fazi pa se po dolo¢enem casu
struktura ponovno zgradi (reverzibilen proces). Ce je ¢as do povrnitve strukture neskonéen,
pravimo, da gre za nepopolno tiksotropijo (17).

Pri vseh treh obravnavanih hidrogelih sicer gre za reverzibilen proces (slika 14,15,16),
vendar v primeru Purilon®-a in Tegaderm®-a (slika 15,16) do popolne obnovitve strukture
hidrogela ne pride. Opazna je namre¢ histerezna zanka, katere povrSina je mera za
tiksotropijo, njena velikost in oblika pa sta odvisni od striznih pogojev in Casa trajanja
eksperimenta (18). Vse razlike so seveda posledica razli¢nih osnovnih komponent. Ker
natan¢ne sestave, tako kvalitativne kot kvantitativne, od proizvajalcev nismo mogli dobiti,

bolj poglobljena diskusija ni mogoca.
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Slika 14: Viskoznostni reogram Intrasite® hidrogela pri 25°C, 32°C in 37°C, kjer predstavlja

naras¢ajoco strizno hitrost od 0-50 modra, padajoco od 50-0 pa roza krivulja.
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Slika 15 Viskoznostni reogram Tegaderm® hidrogela pri 25°C, 32°C in 37°C, kjer predstavlja

naras¢ajoco strizno hitrost od 0-50 modra, padajoco od 50-0 pa roza krivulja.
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Slika 16: Viskoznosti reogram Purilon® hidrogela pri 25°C, 32°C in 37°C, Kjer predstavlja
naras¢ajoco strizno hitrost od 0-50 modra, padajoco od 50-0 pa roza krivulja.

Iz viskoznostnih reogramov smo odcitali viskoznost za posamezni hidrogel pri strizni
hitrosti priblizno 2,3 st (druga tocka meritve), kjer je bila le- ta najvisja (Preglednica I).
Iz tabele je razvidno, da imajo lahko hidrogeli kot sodobne obloge zelo razlicne

viskoznosti. Tako lahko postavimo Sirok interval, znotraj katerega viskoznost lahko variira,
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in sicer med 50 in 225 Paxs, pri veéini primerov pa s poviSanjem temperature opazimo
padec viskoznosti, kar je znacilno za gelske sisteme. PoviSanje temperature pomeni vecjo
mobilnost polimernih verig v vodnem mediju, zato je naceloma potrebna manjsa
obremenitev za poruSenje strukture oziroma za ureditev polimernih verig v smeri
deformacije (18). Pri poviSani temperaturi je viskoznost manjSa zaradi manjSe upornosti
gela proti vsiljeni deformaciji.

Wew v

Preglednica I: Viskoznost (Pas) hidrogelov s trzi§¢a pri razli¢nih temperaturah

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

6.2 IZBIRA SESTAVIN ZA IZDELAVO HIDROGELOV

Izmed velikega nabora polimerov smo glede na literaturne podatke o optimalnih lastnostih
za polimere, Ki tvorijo sodobne obloge za vlazno celjenje, izbrali hidroksietilcelulozo in
ksantan iz naslednjih razlogov:

— oba polimera imata hidrofilni znacaj,

— oba polimera sta biokompatibilna,

— oba polimera imata hidroksilne skupine, ksantan tudi karboksilne. Le te na eni
strani omogocajo reakcije z radikali in tako zmanjSujejo oksidativni stres, na drugi
pa te iste funkcionalne skupine omogocajo tvorbo vodikovih in elektrostatskih
interakcij z encimi ter s tem inhibicijo njihovega prekomernega izrazanja v
kroni¢nih ranah,

— Z izbiro ustrezne koncentracije polimerov lahko pripravimo hidrogele z ustrezno

viskoznostjo po geliranju.

Glicerol ima v hidrogelu vlogo vlazilca. Tako omogoca lazje raztapljanje HEC na zacetku
priprave hidrogela ter hidratacijo polimernih verig ob geliranju. Skupaj z vodnim medijem
je imobiliziran v koherentni resetki iz HEC in preprecuje prikrito izhlapevanje vode po

aplikaciji hidrogela.
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Za zasCito pred razvojem mikroorganizmov smo izbrali enak konzervans - natrijev
tetraborat- kot v komercialnih hidrogelih. Najpogosteje uporabljena koncentracija
natrijevega tetraborata v gelskih sistemih je 0,1%, zato smo to koncentracijo uporabili tudi
pri naSem delu. Zavedamo se, da iz odlo¢be Komisije evropskih skupnosti z dne 21. junija
2007 izhaja, da borova kislina, borati in perborati ne smejo biti vkljuceni v proizvod, niti
kot del sestave niti kot del kateregakoli pripravka, vkljuéenega v sestavo, zaradi njihove
toksi¢nosti tudi pri dermalnih pripravkih (22). Vendar pa smo v naSem delu natrijev
tetraborat vseeno uporabili, ker je prisoten tudi v komercialnih hidrogelih. Poleg tega je Slo
pri naSem delu Se vedno za zacetne Studije v in vitro sistemih, v primeru nadaljnjih testiranj
pa bi bilo potrebno konzervans zamenjati. Pod pogojem, da konzervans na strukturo
proteina ne bi vplival, menimo, da se uporaba drugega konzervansa, predvsem zaradi

uporabljenih nizkih koncentracij, ne bi bistveno odrazala na rezultatih.

6.3 IZBIRA USTREZNE KONCENTRACIJE POLIMERA ZA IZDELAVO
HIDROGELOV IN NJIHOVA STERILIZACIJA

Izdelali smo hidrogele z 1,5-, 3-, 4,5-odstotno koncentracijo obeh polimerov in dodatno $e
hidrogel s 6% ksantanom ter jih reolosko ovrednotili. Sliki 16 in 17 predstavljata tipi¢ne
viskoznostne reograme. Opazimo, da so tudi v primeru HEC-ih in ksantanskih hidrogelov
viskoznostne krivulje podobne tistim s trzis¢a (slika 14, 15, 16).

Pri treh razli¢nih temperaturah sta izmed vseh hidrogelov postavljenim mejam viskoznosti,
od 50 do 225 Pas, ustrezala le 3% HEC hidrogel ter 6% hidrogel iz ksantana z visjo
viskoznostjo (preglednica Il). Viskoznost vseh ostalih hidrogelov je bila bodisi prenizka
(1.5% HEC, wvsi odstotki nizkoviskoznega ksantana ter 1,5-,3-, 4,5- odstotki
viskoviskoznega ksantana) bodisi previsoka ( 4,5% HEC hidrogel). Vsi rezultati so zbrani
v preglednici II.

Viskoznost HEC hidrogelov nekoliko pade s temperaturo, pri hidrogelih iz ksantana pa se

viskoznost v temperaturnem obmocju od 25 do 37°C prakti¢no ne spremeni.

Zaklju¢imo lahko, da tako 3% HEC hidrogel kot tudi 6% ksantanski hidrogel z visjo

viskoznostjo dobro posnemata ze uveljavljene sodobne obloge za vlazno celjenje ran.
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Slika 17: Viskoznostni reogram 3% HEC hidrogela pri 25°C, 32°C in 37°C, Kjer predstavlja
nara§¢ajo¢o strizno  hitrost od 0-50 modra, padajoéo od 50-0 pa roza krivulja.
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Slika 18: Viskoznostni reogram 6% hidrogela iz visokoviskoznega ksantana pri 25°C, 32°C in 37°C,
Kjer predstavlja naras¢ajoco strizno hitrost od 0-50 modra, padajo¢o od 50-0 pa roza krivulja.

V naslednji stopnji smo hidrogele s primerno viskoznostjo sterilizirali v avtoklavu ter jih
po koncanem procesu organolepti¢no ocenili in ponovno reolosko ovrednotili. Ker je
reolos$ko obnaSanje zelo odvisno od zgodovine vzorcev, smo meritve viskoznosti po
sterilizaciji izvedli po 24 urah.

3% HEC hidrogel je po sterilizaciji ostal brezbarven, njegova Cvrstost se je na videz
zmanjsala, saj je bil po izgledu bolj teko¢. Rezultati reoloskega vrednotenja pa so pokazali,
da se je viskoznost spremenila malo, z naras¢anjem temperature je S¢ dodatno padla, a je
kljub temu $e vedno znotraj postavljenih mej viskoznosti od 50-225 Pas (preglednica II).
6% hidrogel iz ksantana je po sterilizaciji postal bolj rumen, lepljiv in gostej$i. Viskoznost
le tega se je po sterilizaciji pri vseh temperaturah povecala, a je bila prav tako se vedno
znotraj zahtevanega intervala (preglednica Il). Ksantan pri povi$ani temperaturi preide v
denaturirano obliko, kar pomeni, da stranske trisaharidne verige §trlijo stran od osnovne
verige. To pa pomeni, da je veliko hidrofilnih skupin izpostavljenih mediju, afiniteta vode
do polimera je velika. Vodne molekule se uredijo okrog ksantana, zato pri povisani

temperaturi viskoznost naraste.

Vse hidrogele smo nato izdelali tudi s PBS namesto z vodo. Zamenjavo smo izvedli z
namenom, da bi ugotovili vpliv poveéane osmolarnosti na viskoznost. Vse seveda s ciljem
zagotovitve optimalnega okolja modelnemu proteinu v hidrogelu, vendar kljub temu
ohraniti zelene reoloske lastnosti. Vpliv zamenjave vode s PBS smo pri HEC hidrogelu
opazili kot majhen padec viskoznosti, pri ksantanu pa je prislo do povecanja le te
(preglednica I1). Vzrok temu je struktura polimerov. HEC je neionski polimer, zato je

nabrekanje relativno neodvisno od ionske mo¢i. Zaradi povecane ionske moci lahko pride
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do odtegnitve vodnega medija (izsoljevanje) in zato nekoliko nizja viskoznost. Z razliko od
HEC pa ionska jakost mo¢no vpliva na strukturo osnovnih molekul ksantana. V mediju z
vi$jo ionsko jakostjo se molekule ksantana nahajajo praviloma v nativni konformaciji, v tej
obliki pa, po nekaterih literaturnih podatkih, lahko tvorijo bolj ¢vrst gel (16). V naSem
primeru pa gre za kombinacijo vpliva pH in ionske mo¢i medija na strukturo ksantana. pH
s PBS izdelanega hidrogela je 7, kar pomeni, da so po eni strani —COOH skupine
ionizirane, dodani elektroliti pa sencijo negativne naboje. Glede na rezultate viskoznosti
kaze, da ionizacija prevladuje nad sencenjem naboja, saj se viskoznost poveca. To pomeni,
da ksantan ni ohranil nativne strukture, pa¢ pa je preSel v denaturirano obliko, kjer je

koli¢ina vezane vode na polimer lahko vecja in viskoznost sistema naraste.

Preglednica Il: Zbrani rezultati viskoznosti hidrogelov pred in po sterilizaciji ter z uporabo PBS kot
vodnega medija

POLIMER Viskoznost pri 25°C | Viskoznost pri 32°C | Viskoznost pri 37°C
HEC 1,5% 21,7 + 1,65 Pas 20,5+ 0,43 Pas 11,3+ 7,33 Pas
HEC 3% 145 + 3,46 Pas 143,7 + 7,55 Pas 129,3 + 7,51 Pas
HEC 4,5% 412 + 4,21 Pas 408,3 £ 6,98 Pas 390,2 + 8,97 Pas
HV ksantan 1,5% 18,8 + 2,33Pas 19,5+ 1,76 Pas 19,7 + 1,84 Pas

HV ksantan 3% 27,9+ 5,63 Pas 30,5+ 2,11 Pas 30,3 £+ 3,54 Pas

HV ksantan 4,5% 36,4+ 7,22 Pas 43,3+ 2,21 Pas 40,2 + 2,55 Pas

HV ksantan 6%

STERILIZACIJA

50,6 + 1,56 Pas

62,3+ 6,01Pas

60,3 + 10,5 Pas

HEC 3%

111 + 2,43 Pas

94,2 + 3,55 Pas

81,6 + 6,32 Pas

HV ksantan 6%

121 + 7,07 Pas

132 + 5,33 Pas

102 + 8,69 Pas

PBS

HEC 3%

134 + 4,24 Pas

131 + 3,22 Pas

116 + 7,89 Pas

HV ksantan 6%

93,2+ 1,13 Pas

90,2 + 2,65 Pas

96,3 + 2,89 Pas

Za nadaljnje delo smo izbrali 3% HEC hidrogel zaradi bistveno lazje izdelave in s tem
povezano manjSo verjetnostjo posSkodovanja nativne strukture proteina. Dodatno je k
odlo¢itvi prispevalo dejstvo, da je njegova viskoznost ravno nekje na sredini postavljenega

intervala viskoznosti, ter da so HEC hidrogeli mikrobiolosko bolj obstojni kot hidrogeli iz

47



ksantana. Na osnovi reoloskih meritev smo prav tako ugotovili, da je sama struktura
ksantanskega hidrogela bistveno bolj obcutljiva tako na povisanje ionske jakosti ter pH kot
tudi na pogoje sterilizacije, kar pomeni, da bi sistemi na osnovi ksantana le tezko

zagotavljali enakomerno spros¢anje proteina.

6.4 STABILNOSTI ALBUMINA IN ENAKOMERNOST PORAZDELITVE
PO HIDROGELU

6.4.1 Dolocitev enacbe umeritvene premice

Izdelali smo razli¢ne koncentracije raztopin jajcnega albumina ter jih ovrednotili s HPLC
metodo. V splosnem se, predvsem zaradi nizje cene, v raziskavah pogosteje uporablja
goveji alboumin (MM= 69 kDa) kot jaj¢ni, vendar pa ga pri naSem delu nismo uporabili,
saj je molekulska masa jajénega manjsa (MM= 44 kDa) in s tem bliZje molski masi
cistatina (MM= 14 kDa). Jaj¢ni albumin je zato predstavljal primernej$i modelni protein.
Temu primerno smo izbrali tudi HPLC kolono, ki je bila primerna za dolocitev molekulske
mase od 4 do 400 kDa. Ostali eksperimentalni podatki so opisani v poglavju

Eksperimentalno delo 5.3.5.2.

Na kromatogramu iz umeritvene premice je jasno viden kromatografski vrh z retencijskim
casom okoli 10 min (slika 19A). Z visanjem koncentracije albumina se poleg tega
osnovnega vrha pojavljata Se dodatna vrhova s retencijskim ¢asom 9,0 min in 11,0 min
(slika 19B). Ker tudi ta dva kromatografska vrhova predstavljata albumin (razlaga v
poglavju 6.5.2), smo iz podatkov o povrSinah pod vsemi krivuljami pri razli¢nih

koncentracijah postavili umeritveno premico (slika 20) z enacbo:

Enacba umeritvene premice:
A=9820,9*c-191,63——c[mg/ml]= (A+191,63)/9820,9  /enacha 1/,
kjer A predstavlja vsoto povrSin pod krivuljami (Rt= 9-11 min), ¢ pa koncentracijo

albumina.
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Slika 19: Oblike kromatografskih vrhov za albumin pri razli¢nih koncentracijah v mobilni fazi: A) 0,1
mg/ml, B) Img/ml
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Slika 20: Umeritvena premica: odvisnost vsote povrsin pod vrhovi albumina od njegove koncentracije
v mobilni fazi.
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6.4.2 Stabilnost albumina in enakomernost porazdelitve po hidrogelu

Preverili smo, ali je jajéni albumin po vgradnji v hidrogel stabilen, zlasti v smislu tvorbe
agregatov in vezave na polimer v hidrogelu. Znano koli¢ino albumina smo natehtali v
razli¢ne medije: vodo ali PBS z ali brez konzervansa, nato pa smo s HPLC analitiko
preverjali, ali lahko to znano koli¢ino tudi dolo¢imo. Albumin smo v mediju pustili do asa
60 ur, s ¢imer smo preverili, ali do kakrSnekoli agregacije morda pride v Casovnem
obdobju izvajanja preskusa sproscanja. Rezultati so prikazani na sliki 21 in so podani kot
razmerje med eksperimentalno dolo¢eno koncentracijo albumina (iz povr$in s pomocjo
umeritvene premice) in dejansko, ki smo jo pripravili. Ker je razmerje K(alb)exp/K(alb)teor=
1 za vse vzorce, pomeni, da smo teoreti¢no koncentracijo albumina v vseh medijih lahko
tudi eksperimentalno dolocili. To pa pomeni, da PBS in konzervans na dolocitev albumina
ne vplivata. Prav tako v ¢asu 60 ur ne povzrocCata njegove agregacije.

Nato smo 86,9 mg albumina vgradili v hidrogel (koncentracija 1Img/ml) in ga pustili 24
ur. Po 24 urah smo ga raztopili v PBS in dolo¢ili, koliko ga dejansko lahko detektiramo
(slika 22).
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Slika 21: Spremljanje znane koncentracije albumina v razli¢nih medijih v odvisnosti od casa.
K(alb)exp pomeni koncentracijo albumina dolo¢eno iz umeritvene krivulje s HPLC analizo, K(alb)teor
pa je dejanska koncentracija albumina, ki je bila 1mg/ml (n=3)
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Slika 22: Spremljanje znane koncentracije albumina v hidrogelu. K(alb)exp pomeni koncentracijo
albumina dolo¢eno iz umeritvene krivulje s HPLC analizo, K(alb)teor pa je dejanska koncentracija
albumina, ki je bila 1mg/ml (n=3)
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Sslik 21 in 22 je razvidno, da smo albumin lahko doloc¢ali tako v PBS s konzervansom ali
brez in tudi v hidrogelu. Najverjetneje albumin ohranja tudi svojo nativno strukturo. To
smo lahko sklepali iz dveh razlogov:

— zacetna koncentracija se ni spreminjala ter je ostajala tudi po vecih dneh enaka

— kromatografski vrhovi so pri vseh odvzetih vzorckih bili enaki po obliki in

retencijskih ¢asih (t= 10 min).

Velja omeniti, da sta imela vzorca brez konzervansa po koncu testiranja bolj neprijeten
vonj, ki je nakazoval, da je verjetno Ze prislo do mikrobioloSke kontaminacije.

Eden od pomembnih preliminarnih poskusov je bil tudi ugotavljanje homogenosti vzorca
in ponovljivosti ro¢ne izdelave. Zato smo izdelali 3% HEC hidrogel z vgrajenim
albuminom v treh ponovitvah. Nas cilj je bil optimizirati postopek izdelave do te mere, da
bo omogocil enakomerno porazdelitev albumina po celotnem hidrogelu. 1z vseh treh
pripravljenih hidrogelov smo odvzeli ve¢ vzorékov hidrogela iz razli¢nih mest (3 odvzemi

S posameznega mesta) ter jim dolocili vsebnost albumina (slika 23).
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Slika 23: Koncentracije albumina na razliénih mestih odvzema v hidrogelu. K(alb)exp pomeni
koncentracijo albumina doloceno iz umeritvene krivulje s HPLC analizo, K(alb)teor pa je dejanska
koncentracija albumina, ki je bila 1mg/ml (n=3)

Ceprav je postopek izdelave ro¢en, smo potrdili, da je albumin enakomerno porazdeljen po
celotnem sistemu in da ni prislo do lokalnega kopicenja le tega (stolpéni diagram). Na vseh

mestih odvzema smo dolo¢ili vsebnost albumina v hidrogelu zelo blizu teoreti¢ni.
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S slike 23 je razvidno, da je nekoliko vi$ja koncentracija na povrs$ju hidrogela, vendar je
razlika minimalna oziroma nesignifikantna. Visja koncentracija na povrSini lahko
predstavlja tudi dodatno prednost, saj je zgornja povrsina tista, ki bo prva v stiku s rano in
bo na tak nacin Cas potreben za doseg terapevtske koncentracije krajsi.

Velja omeniti, da za zdaj v literaturi Se nikjer ni navedeno ali opisano, kolik$na bi bila
terapevtska koncentracija proteaznega inhibitorja, da bi ravnotezje pri celjenju ran
premaknili v pravo smer. V nasem primeru smo izbrali koncentracijsko obmocje do
Img/ml, kar je primerno zlasti s staliS¢a HPLC analitike. Menimo pa, da so »terapevtske«

koncentracije s tem precej presezene.

6.5 SPROSCANJE ALBUMINA IZ HIDROGELA

6.5.1 Spros€anje albumina iz 3% HEC hidrogela

Ob iskanju primernega modela za spros¢anje albumina (Eksperimentalni del 5.3.5) smo na
zacetku preverili, ali ostaneta plasti hidrogela in medija lo¢eni, potem ko pufer nalijemo
neposredno na hidrogel. To pa je mozno le, ¢e raztapljanje hidrogela ob stiku s pufrom ni
prehitro, plasti morata ostati lo¢eni po veéih dneh izpostavitve. Dodaten sprejem vode v
strukturo hidrogela je sicer sprejemljiv, ¢e pri tem hidrogel $e ohrani svojo strukturiranost.
Ni pa dopustna popolna raztopitev hidrogela, saj takSen sistem ne bi zagotavljal

nadzorovanega sproS¢anja modelnega proteina.

Pufer smo obarvali modro z metilenskim modrilom, da bi, sicer brezbarven medij, lahko
videli ter spremljali obarvanost hidrogela v stiku z obarvanim PBS ve¢ dni. Do 24 h od
zacetka testiranja je hidrogel ostal brezbarven, plasti medija in hidrogela pa sta bili jasno
loceni (slika 24). Po tem ¢asu smo opazili, da je hidrogel sprejel nekaj medija in se obarval
modro, loCeni plasti nista bili ve¢ tako jasno vidni (slika 25). Vendar pa je bilo Se vedno
mozno odliti medij nad gelom, pri ¢emer je v casi ostal hidrogel, a nekoliko Sibkejse
konsistence.

3% HEC hidrogel se torej pocasi raztaplja, saj so pogoji precej stacionarni. HEC je
visokomolekularni polimer, katerega erozija je ob tako stacionarnih pogojih pocasna.
Polimer je prav tako dobro hidratiran, zato dodatnega PBS medija ne sprejema tako

intenzivno. Po 4 dneh sicer res sprejme dodatno priblizno 36% medija, vendar je struktura
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hidrogela ohranjena in omogoca odvzem vzorca vzorce medija nad gelom. Potrdili smo, da

je postavljen model za spros¢anje albumina primeren.

approx. VBt -

Slika 24: 3% hidrogel HEC v stiku z obarvanim PBS po 6 urah. Oznaka 0 predstavlja zafetno viSino
hidrogela v ¢asi.

Slika 25: 3% hidrogel HEC v stiku z obarvanim PBS po 48urah. Oznaka 0 predstavlja zacetno visino
hidrogela v ¢asi.

Po ugotovitvi, da se HEC ne raztaplja prehitro v PBS, smo pripravili hidrogel z vgrajenim
albuminom, ga priblizno 1g prenesli z injekcijsko brizgo v penicilinke, dodali dvakratni
volumen pufra ter izvedli najprej 2-dnevno, nato Se 4-dnevno sproséanje. Poleg hidrogelov
z vgrajenim proteinom smo izvajali sproS¢anje tudi iz hidrogelov brez albumina, t.i.
praznih hidrogelov, ki so predstavljali negativno kontrolo. Nas cilj je bil narediti takSen
dostavni sistem, ki bo omogocal ¢im bolj kontrolirano enakomerno spro$¢anje albumina
skozi daljsi casovni interval (nekaj dni), saj je za sodobne obloge znacilno, da jih ne

menjujemo vsakodnevno. V tem ¢asu naj bi se iz hidrogela sprostil ves albumin in ne bi
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zaostajal v hidrogelu, saj bi to kasneje pomenilo, da v realnih pogojih ne bo na voljo vsa

uc¢inkovina oziroma bi le to z menjavo obloge odstranili skupaj s hidrogelom.

V rednih ¢asovnih intervalih smo odvzemali 500 ul vzorcke iz sredine PBS medija s pipeto
ter jih prenesli direktno v viale, ki so namenjene testiranju vzorcev na HPLC sistemu. Vse
viale smo takoj po odvzemu zamrznili in jih zamrznjene shranjevali do zacetka
kromatografije.

Kromatogrami, ki smo jih posneli s HPLC na odvzetih vzorcih, so imeli enega ali vec
vrhov z retencijskim ¢asom okoli 10 min ter dodaten vrh z retencijskim ¢asom pri 13 min
(slika 26). Vemo, da je retencijski Cas albumina okoli 10 min, zato smo se lotili

ugotavljanja, kaj predstavljajo dodatni vrhovi.
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Slika 26: Tipi¢en kromatogram, ki smo ga posneli na vzorcu po 24 urah spros$canja .

Opazili smo, da se z veCanjem koncentracije spro$Cenega albumina zane najprej
spreminjati oblika osnovnega vrha albumina (rama-slika 27C), prav tako se formirata $e
dodatna vrhova ( Rt= 9.0, Rt= 11.0 min), ki se drzita osnovnega vrha, kar prikazuje slika
27 (A-D). Ko smo raztopili samo albumin v visji koncentraciji v PBS pufru in posneli
spekter smo dobili enako obliko kromatograma (slika 28) kot v primeru sproscanja
albumina (slika 27C) ali obliko vrha albumina v mobilni fazi (slika 19B). Za razjasnitev,
kaj so ti trije kromatografski vrhovi (Rt=9.0, 10.1, 11.0 min), smo posneli UV spektre in

ugotovili, da vsi kazejo enak absorbcijski spekter (slika 29 A-C). Zato smo sklepali, da vsi
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ti trije vrhovi pripadajo albuminu. Ker gre ocitno Ze v osnovi za takSen vzorec, smo V
primerih, ko je sistem bil zmozen detektirati ter kvantificirati te vrhove, pri vseh izra¢unih
upostevali vse vrhove. Ti vrhovi se pojavijo le pri visji koncentraciji spro$éenega
albumina, zato menimo, da so to nekoliko ve¢je molekule albumina, ki difundirajo
pocasneje in se lahko sprostijo Sele, ko se s povrSine ze razplete nekaj polimernih verig
HEC.
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Slika 27: Spreminjanje oblike kromatografskega vrha za albumin po razliénem ¢asu spro$¢anja
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Slika 28: Kromatogram 1mg/ml raztopine jajénega albumina v PBS

A)

Rt= 9,0 min
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B)

Rt= 10,1 min

)

Rt= 11,0 min

Slika 29: UV abéorbéijski spektri kf"cjmat‘t)grafskih vrhov s retencijskim ¢asom 9.0 (A), 10.1 (B) in 11.0
min (C)
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Razjasniti smo morali e vrh pri Rt= 13 min. Z analizo vzorcev praznih hidrogelov smo
ugotovili, da ta vrh pripada HEC. Med samim spro$¢anjem se je namre¢ nekaj polimernih
verig HEC razpletlo, le te so se raztopile, posledica tega pa je detekcija HEC na
kromatogramu. Tudi za ta vrh smo posneli UV spekter, ki se je bistveno razlikoval od UV
spektra albumina. S tem smo potrdili da kljub temu, da ima HEC veliko —OH skupin, le te

ne vezejo albumina tudi po daljSem casu.

Ko smo razresili identitete vseh kromatografskih vrhov, smo zaceli z vecdnevnim
preskusom spros¢anja albumina iz hidrogelov. Vse hidrogele smo pripravili s teoreticno
koncentracijo aloumina 1mg/ml. Ze prej smo ugotovili, da lahko v hidrogelu dologimo
prakti¢no ves vgrajen albumin. Zdaj smo vsebnost preverjali med vzorci tako, da smo po
koncu preskusa preostali hidrogel raztopili v PBS in ga analizirali na preostanek albumina.
Pri izracunu odstotka sproscenega albumina smo te racunali glede na dejansko vsebnost.
Najprej smo izvedli dvodnevno sproséanje, da bi ugotovili ali do difuzije aloumina iz
hidrogela sploh pride oziroma, ali se le ta ne sprosti takoj. Iz tega preliminarnega preskusa
smo ugotovili, da spros¢anje albumina na zacetku poteka nekoliko hitreje, po desetih urah
pa sledi spros¢anje priblizno s Kinetiko nictega reda, kar pomeni, da se albumin spros¢a
¢asovno enakomerno. V dveh dneh se sprosti priblizno 30% vgrajenega proteina. Zaradi
teh ugodnih rezultatov smo spros¢anje podaljsali, da bi ugotovili, kdaj in kako se sprosti Se
preostali albumin. Pri Stiridnevnem sproscanju smo v vseh paralelkah potrdili dvofazno
Kinetiko spros¢anja. SproScanje najverjetneje poteka kot enostavna difuzija, kateri se
kasneje priklju¢i Se povrsinska erozija hidrogela. 1z standardnih odklonov (slika 30) je
razvidno, da je tudi ponovljivost sprosc¢anja iz pripravljenih vzorcev zelo dobra.
Zaklju¢imo lahko, da je 3% HEC hidrogel primeren kot dostavni sistem za nadzorovano
sproscanje proteina. Ker je sproS€anje neodvisno od ¢asa, nam to potrjuje tudi, da nam je s

postavljenim sistemom uspelo zagotoviti »sink« pogoje.
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Slika 30: Profil spros¢anja jajénega albumina s iz 3% HEC hidrogela po 96-ih urah.

6.5.2. Vrednotenje hidrogelov po liofilizaciji

Hidrogeli zaradi velike vsebnosti vode predstavljajo ugoden medij za razvoj
mikroorganizmov in imajo poslediéno zaradi tega omejen rok uporabnosti. Cetudi smo
hidrogele po izdelavi shranjevali v hladilniku, je po priblizno dveh tednih priSlo do vidne
razrasti mikroorganizmov in gel ni bil ve¢ uporaben. V hidrogel smo sicer vgradili
konzervans, vendar pa je bilo tega ocitno premalo, da bi omogocil zadostno protimikrobno
zai¢ito med shranjevanjem. Studije o mikrobioloski obstojnosti bi lahko preudevali v
nadaljnjem delu.

Zavedamo se tudi tega, da bi vzorce morali predhodno sterilizirati in jih asepti¢no
pripraviti, saj morajo biti izdelki, ki jih apliciramo na odprte rane, praviloma sterilni.
Sterilnost pa bi izdelek, ki bi se dejansko uporabljal za vlazno celjenje ran, ohranjal le do
prvega odprtja ovojnine.

Za povecanje mikrobioloske stabilnosti hidrogelov smo se odlocili, da bomo vzorce
posusili z liofilizacijo. Liofilizirani sistemi imajo namre¢ odstranjeno vodo in s tem
osnovni pogoj za rast mikroorganizmov, posledi¢no Se njihov rok uporabnosti podaljsa.
Ideja celotnega procesa je, da bi se vzorci shranjevali kot suhi sistemi, pred aplikacijo bi

izvedli rehidracijo ter nastali hidrogel nanesli na rano.
Nas cilj je bil ugotoviti, ali lahko kljub takSnemu posegu v dostavni sistem Se vedno

zagotovimo njegove prvotne lastnosti. Zanimalo nas je torej, ali liofilizacija vpliva na

spros¢anje in strukturo albumina ter ali na to dvoje vplivajo razli¢ni na¢ini zamrzovanja.
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Vzorce smo zamrznili v liofilizatorju, zmrzovalniku ter teko¢em duSiku in izvedli
liofilizacijo (Eksperimentalni del 5.3.6). V vseh primerih smo dobili bel material, ki je bil
na otip nekoliko lepljiv (slika 31). Ker smo z liofilizacijo odtegnili vodo, v vzorcu ostane

glicerol, ki daje snovi lepljiv otip.

Slika 31: Liofilizirani vzorci albumina vgrajenega v 3% HEC

Rehidracija je potekala spontano in enostavno, suhi vzorci so sprejeli vso dodano vodo v
24 urah, dobili smo hidrogele, ki so na pogled izgledali enako kot pred liofilizacijo (slika
32).
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C)
Slika 32: Liofilizirani vzorci po rehidraciji, ki smo jih zamrznili v A) zmrzovalniku B) liofilizatorju in

C) teko¢em dusiku

Na rehidriranih hidrogelih smo ponovili spro$¢anje ter izvedli merjenje viskoznosti z
rotacijsko reometrijo. Rezultati viskoznosti so podani v preglednici Ill.

Iz oblike viskoznostnih reogramov (slike 33, 34, 35), ki se ohranja pri vseh temperaturah,
lahko sklepamo, da so se po rehidraciji povrnile tiksotropne lastnosti hidrogela. Rezultate
meritev viskoznosti smo skuSali korelirati s hitrostjo in temperaturo zamrzovanja in
posledi¢nim vplivom na strukturo. Hitrosti zamrzovanja namre¢ lahko vplivajo na velikost
liofiliziranih delcev in njihovo polidisperznost (28). Hitreje ko vzorci zamrznejo, vecja je
moznost, da se bo ohranila struktura snovi, saj so tudi kristali vode, ki nastanejo, manjsi.
To se lahko odraza tudi na drugacni strukturi rehidriranega kserogela. Ugotovili smo, da se
je ne glede na hitrost zamrzovanja viskoznost rehidriranih vzorcev nekoliko povecala, in
da med vzorci ni signifikantnih razlik. Viskoznost rehidriranih vzorcev je nato s
poviSanjem temperature povecini padla, tako kot pri neliofiliziranem HEC hidrogelu. Ne
glede na nacin zamrzovanja pa SO Vse viskoznosti e vedno v intervalu, ki Smo ga postavili

na zacetku.

Preglednica I11: Viskoznost 3% HEC pred liofilizacijo in rehidriranih liofiliziranih vzorcev glede na

razli¢ne nafine zmrzovanja

POLIMER

Viskoznost pri 25°C

Viskoznost pri 32°C

Viskoznost pri 37°C

HEC 3%

145 + 3,46 Pas

143,7 £ 7,55 Pas

129 + 7,51 Pas

Liofilizacija 180 + 13,4 Pas 173,7 + 4,51 Pas 174 + 8,37 Pas
zmrzovalnik

Liofilizacija 202,3 + 4,16 Pas 173,3 £ 16,25 Pas 180 + 2,00 Pas
liofilizator

Liofilizacija duSik

195 + 16, 29 Pas

168,7 £ 9,45 Pas

149 + 7,07 Pas
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Slika 33: Viskoznostni reogram rehidriranega hidrogela, ki smo ga zamrznili v zmrzovalniku.
Viskoznost vzorca smo merili pri 32°C, modra Kkrivulja predstavlja naras¢ajoco strizno hitrost od 0-50,
padajoco od 50-0 pa roza krivulja. Oblike krivulj so enake tudi pri 25 in 37°C.
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Slika 34: Viskoznostni reogram rehidriranega hidrogela, ki smo ga zamrznili v liofilizatorju.
Viskoznost vzorca smo merili pri 32°C, modra Kkrivulja predstavlja naras¢ajoco strizno hitrost od 0-50,
padajoco od 50-0 pa roza krivulja. Oblike krivulj so enake tudi pri 25 in 37°C.
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Slika 35: Viskoznostni reogram rehidriranega hidrogela, ki smo ga zamrznili v duSiku. Viskoznost
vzorca smo merili pri 32°C, modra krivulja predstavlja naras¢ajoco strizno hitrost od 0-50, padajoco
od 50-0 pa roza krivulja. Oblike krivulj so enake tudi pri 25 in 37°C.

Na rehidriranih hidrogelih smo ponovili spros¢anje albumina ter po koncanem
stiridnevnem preskusu ostali hidrogel raztopili v pufru ter ga analizirali s HPLC-jem. Tudi
tukaj nas je namre¢ zanimalo, ali je ves tisti albumin, ki smo ga vgradili, dejansko tudi na
voljo za spros¢anje. Kumulativna vsota odvzetih vzorcev in albumina, ki je zaostal v gelu,
je bila v vseh primerih zamrzovanja 100- odstotna glede na teoreti¢no vrednost vgrajenega
albumina (Img/ml). Iz tega lahko sklepamo, da je bil za spros¢anje na voljo ves albumin
ter da med procesom liofilizacije ni priSlo do novo nastalih moc¢nih interakcij med

proteinom in HEC polimerom, ki bi spros¢anje preprecile.

Tipi¢ni kromatogram analiziranih vzorcev po spros¢anju iz rehidriranih liofiliziranih
vzorcev je imel enake vrhove kot kromatogrami pred liofilizacijo, iz ¢esar sklepamo, da je
struktura albumina ostala neposkodovana. To lahko razloZimo na slede¢ nacin. Glicerol, ki
ima v hidrogelu prvotno vlogo vlazilca, je hkrati tudi krioprotektant. Polioli namre¢ obdajo

molekule proteinov, jih s tem za$citijo ter omogocajo ohranitev njihove nativne strukture

in, ¢e gre za encim, lahko tudi aktivnosti.

Ce smo liofilizirane vzorce direktno raztopili v pufru, brez da bi prej izvedli rehidracijo,
smo dobili na kromatogramu nov Sirok vrh z Rt= 6,9 min (slika 36), ki je imel enak UV
spekter kot albumin. Ostali vrhovi so nespremenjeni. Trdimo lahko, da gre najverjetneje za
aglomerat albumina. Celotna koli¢ina aglomeriranega albumina v tem primeru je priblizno

14 % glede na vgrajeno koli¢ino, o njegovi strukturi pa ne moremo niCesar povedati.
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Pravzaprav ve¢ informacij o tem niti ne potrebujemo, saj se ta vrh v primerih spro$canja iz
rehidriranih hidrogelov pojavlja le pri zadnjih treh odvzetih vzorcih, ko se hidrogel ze
dovolj razred¢i in HEC odplete. Celotna koli¢ina aglomeriranega albumina je priblizno 3%
glede na celotno vgrajeno koli¢ino, delez pa je bil enak ne glede na nacin zamrzovanja.
Manjsi odstotek pri rehidriranih hidrogelih nakazuje na to, da se ti aglomerati med
rehidracijo razgradijo nazaj na posamezne albuminske molekule. Menimo pa, da bi se vecji
delez aglomeriranega albumina lahko pojavil v primeru, ¢e ne bi zagotovili dovolj Casa za
rehidracijo. Posledi¢no pa bi to lahko pomenilo spremembo nativne strukture in s tem vpliv

na aktivnost realnih proteinov- inhibitorjev cisteinskih proteaz.

9699

> 11.278

> 8.878

16882
|
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Slika 36 : Pojav dodatnega vrha pri 6,9 min, kar kaZe na prisotnost aglomeratov albumina, ki se
tvorijo po liofilizaciji hidrogelov.
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Profili spros¢anja albumina iz rehidriranih hidrogelov so podani na spodnjih grafih.

100

80

60

40

% sprosc.alb

20 +

e

—e— l.vzorec
—=— 2.vzorec

3.vzorec

40 60

cas (h)

80 100 120

Slika 37: Profil spro$¢anja albumina iz vzorcev 3% HEC, ki so bili po liofilizaciji rehidrirani. Vzorce
smo zamrznili na polici liofilizatorja.
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Slika 38: Profil spros¢anja albumina iz vzorcev 3% HEC, ki so bili po liofilizaciji rehidrirani. Vzorce
smo zamrznili v zmrzovalniku pri -22°C.
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Slika 39: Profil spro$¢anja albumina iz vzorcev 3% HEC, ki so bili po liofilizaciji rehidrirani. Vzorce
smo zamrznili v teko¢em dusiku.
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Slika 40: Primerjava profilov spro$¢anja albumina iz 3% HEC hidrogela pred liofilizacijo in iz
razlicno zamrznjenih vzorcev po rehidraciji liofilizata.

S slik 37-40 je razvidno, da so si profili spros¢anja, ne glede na na¢in zamrzovanja, med
seboj podobni. Razli¢ni nacini zamrzovanja torej na profile sproscanja ne vplivajo. Prav
tako so ti profili podobni tudi profilu prvotnega sproscanja, s ¢imer je bil nas cilj doseZen.
Povisanje viskoznosti hidrogelov po liofilizaciji in rehidraciji o¢itno ni bilo tako znatno, da
bi dodatno upocasnil spros¢anje. Konéni odstotek spros¢enega albumina je v povprecju za
10% nizji kot pri spros¢anju pred liofilizacijo. Opazimo, da se za¢ne po 72 urah spros¢anja
pri liofiliziranih vzorcih formirati plato, kaze da se albumin ne sprosc¢a ve¢. Mozno je, da
se tvori ve¢ agregatov, kot smo jih dejansko dolo¢ili med spros¢anjem, ter da je njihova
masa tako velika, da se mora raztopiti celoten hidrogel preden bi ji dolo¢ili s HPLC
analizo. Hkrati pa nas primerjava vseh profilov spro$¢anja napelje na dejstvo, da je
spros¢anje do 72 ur povsem ponovljivo in primerljivo z vzorcem pred liofilizacijo, kasneje

pa se kaze vpliv agregatov.

Prisli smo do ugotovitve, da lahko tudi po liofilizaciji in rehidraciji $e zagotovimo dostavni
sistem, ki bo nadzorovano sproséal nepoSkodovano strukturo proteina, vsaj 72 ur. Seveda
pa so potrebne Se nadaljnje izboljSave, ki vkljuCujejo: menjavo konzervansa, izdelavo
hidrogela v asepticni komori, vgraditev cistatina in vrednotenje njegove aktivnosti po

vgradnji v hidrogel in med sproScanjem ter nenazadnje, preskusi ucinkovitosti in vivo.
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7. SKLEP

V diplomski nalogi smo proucevali hidrogele kot sodobne obloge za vlazno celjenje ran, v
katere smo kot modelni protein vgradili jajéni albumin. Nase raziskovalno delo je potekalo
vse od razvoja hidrogela do liofilizacije, preskuse spro§c¢anja pa smo izvajali na modelu, ki
smo ga delno povzeli po literaturi, delno pa ga razvili sami.

Hidrogela, ki imata viskoznost znotraj referen¢nih vrednosti od 50 do 225 Pas, dolo¢enih
na osnovi preskusov hidrogelov s trzis¢a, hkrati pa jih tvorita polimera z optimalnimi
lastnostmi za sodobne obloge, sta 3% hidrogel iz hidroksietilceluloze (HEC) ter 6%
hidrogel iz ksantana z visjo molekulsko maso. Zaradi lazje izdelave, boljse mikrobioloske
stabilnosti, manjSega vpliva ionske moci, pH in temperature na strukturo, smo nadaljnje
raziskovalno delo izvajali le na HEC hidrogelu, ki poleg polimera in vode vsebuje $e
glicerol in natrijev tetraborat kot konzervans.

Dokazali smo, da je jaj¢ni albumin v HEC hidrogelu, stabilen, saj se ohrani njegova
zacdetna koncentracija ter najverjetneje tudi nativna struktura.

Rocen proces izdelave 3% HEC hidrogela smo optimizirali do te meje, da je vanj vgrajen
albumin, enakomerno homogeno porazdeljen po celotnem hidrogelu, ne da bi pri tem
prislo do lokalnega kopic¢enja in poSkodovanja nativne strukture proteina.

Spros¢anje albumina iz HEC hidrogela opisuje dvofazna kinetika z nekoliko hitrej$im
spros¢anjem do 10. ure, nato pa sledi pocasno sproscanje po kinetiki ni¢tega reda. V 4
dneh se sprosti okoli 90-odstotkov vgrajenega proteina.

Liofilizacija omogoc¢a pridobitev suhega vzorca. Rehidracija nazaj do hidrogela potece
spontano po dodatku tolik$ne koli¢ine vode, kot je je bilo odstranjene med liofilizacijo,
struktura hidrogela se povrne. Povrnejo se reoloske lastnosti, liofilizacija pa ne vpliva niti
na profil spros¢anja ne glede na razli¢ne nacine zamrzovanja vzorcev pred liofilizacijo.
Kljub temu, da smo delali in vitro z modelnim proteinom, trdimo, da so rezultati dober
pokazatelj realnega obnasanja. S razvojem modela za spros¢anje albumina smo ves Cas
poskusali ¢im bolj posnemati fizioloSke pogoje. Za modelni protein, ki je bil vgrajen v
hidrogel, je bil izbran jajéni albumin, ki je po molekulski masi podoben cistatinu, hkrati pa
je tudi cenovno bistveno dostopnejsi. Proteazni inhibitor cistatinu bi namre¢ s svojo
prisotnostjo v oblogah dejansko lahko povrnil ravnovesje med premalo izrazenimi rastnimi
faktorji in  prekomerno aktivnimi proteazami v kroni¢nih ranah. Naslednja stopnja
raziskovalnega dela bi bila vgradnja cistatina in proucevanja spro$canja, vendar pa je poleg

sproscanja potrebno dodatno preverit, ali cistatin ohrani svojo aktivnost.



Zaklju¢imo lahko, da hidrogeli z vgrajenim proteinom, ki aktivno posega v celjenje rane,

predstavljajo napredek pri zdravljenju kroni¢nih ran.
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