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POVZETEK

Hiter biotehnoloski razvoj omogoca proizvodnjo razli¢nih peptidnih in proteinskih ucinkovin,
ki zbujajo ¢edalje ve€ pozornosti v terapiji razli¢nih bolezni. Mednje priStevamo tudi cistatine-
inhibitorje cisteinskih proteaz, ki veliko obetajo pri zdravljenju kroni¢nih ran. Povecana
proteoliticna aktivnost je namreC poglavitna znacilnost kroni¢nih ran in eden glavnih vzrokov
za motnje v celjenju. Pomemben dosezek na podrocju celjenja ran predstavlja koncept vlazne
oskrbe: sodobne obloge vzdrzujejo vlazno mikrookolje v rani, omogocajo potek razlicnih
biokemijskih procesov in ugodno vplivajo na celjenje. Ena od moznosti za vlazno celjenje ran
so hidrogeli: zaradi visoke vsebnosti vode zagotavljajo optimalno vlaznost v rani in tako
pospesujejo celjenje, hkrati pa predstavljajo primeren dostavni sistem za proteine, saj

omogocajo ohranjanje njihove nativne strukture in aktivnosti.

V diplomskem delu smo se ukvarjali s Studijem vpliva sestave hidrogela na sproScanje
modelnega proteina. Izdelali smo hidrogele iz hidroksietilceluloze in fosfatnega pufra PBS ter
vanje vgradili jajéni albumin, ki je predstavljal modelni protein za cistatin. Pri sestavi
hidrogelov smo spreminjali odstotke hidroksietilceluloze in jajénega albumina. Testirali smo
stabilnost albumina v fosfatnem pufru kot tudi vgrajenega v hidrogelu. SproScanje albumina
smo spremljali 96 ur, kolikor znasa okvirni ¢as zadrZevanja obloge na rani. Pri delu smo
uporabili HPLC analitiko. Ravno s slednjo smo se zelo veliko ukvarjali, saj smo med analitiko
ugotovili, da na merjenje rezultatov sproscanja vpliva ve¢ dejavnikov: predvsem filtriranje
vzorcev, vrsta filtrata in Cas analize. Natan¢no smo proucili vpliv filtracije vzorcev na samo
HPLC analitiko albumina. Ugotovili smo, da moramo vsak 2.5- mililitrski vzorec pred
analitiko filtrirati skozi svez 0.20 um filter, ki je predhodno omocen z 2 ml PBS. Prve tri
Cetrtine vsakega filtrata smo zavrgli ter za HPLC analizo obdrzali samo zadnjo Cetrtino, s
¢imer smo se najbolj priblizali koncentraciji albumina v nefiltriranih standardnih raztopinah.
Po dolocitvi optimalnih pogojev smo vrednotili sproS¢anje albumina iz pripravljenih

hidrogelov.

S HPLC analizo smo potrdili stabilnost albumina po vgradnji v hidrogel. Retencijski ¢as in
kromatogram albumina se po vgradnji nista spremenila, iz Cesar sklepamo, da hidrogel

omogoca ohranjanje nativne strukture proteinov. Seveda bi to morali potrditi z vgradnjo
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cistatina in ugotavljanjem njegove aktivnosti. Ugotovili smo tudi, da ro¢ni nacin izdelave

hidrogela omogoca homogeno porazdelitev proteina v hidrogelu.

Eksperimentalni podatki preskusov spro$¢anja so se najbolj prilegali Higuchijevemu modelu,
kar pomeni, da je proces sproScanja albumina iz pripravljenih hidrogelov v veliki meri
nadzorovan z difuzijo. Hitrost sproScanja je bila premo sorazmerna s koncentracijo proteina in
obratno sorazmerna s koncentracijo hidroksietilceluloze. Kljub razlikam v masah spros¢enega
albumina pri razli¢nih koncentracijah vgrajenega albumina (0.5-, 1- in 2 mg/ml) in HEC (1.5-,

3-in 4.5 m/m %), se delezi spros¢enega albumina v odstotkih niso dosti razlikovali.
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SEZNAM OKRAJSAV

ECM  zunajceli¢ni matriks (extracellular matrix)

HEC  hidroksietilceluloza

HPLC tekocinska kromatografija visoke lo¢ljivosti (High Performance Liquid
Chromatography)

IL-1 interlevkin-1

PBS  fosfatni pufer s pH 7 (phosphate buffered saline)

PDGF rastni dejavnik trombocitov (platelet- derived growth factor)

TGF-B transformirajoci rastni dejavnik B (transforming growth factor )

TNF-B dejavnik tumorske nekroze B (tumor necrosis factor f3)
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1. UVOD

KoZza je najvecji organ v cloveSkem organizmu, ki opravlja vrsto pomembnih nalog:
predstavlja prvo obrambno linijo pred vdorom tujkov v organizem; preko cutil omogoca
sprejemanje informacij iz okolja; omogoc¢a prenos impulzov; sodeluje pri termoregulaciji in
homeostazi telesnih teko€in; tudi sinteza vitamina D se za¢ne v kozi. Lahko je tudi odraz

stanja notranjih organov: spremembe na kozi so namre¢ znacilne za Stevilne sistemske bolezni

().

1.1 ZGRADBA KOZE

Koza je sestavljena iz treh osnovnih plasti, od katerih ima vsaka specifi¢no vlogo (Slika 1):

—r— Stratum corneum

| Stratum lucidum

 — Stratum granulesum Epidermis
|_~ Stratum spinosum

|~ Stratum germinativum

Basal
lamina
Dermis privzdignjen
epidermis
papile
dermis ~
krvna Zilica
Zleza lojnica
hipodermis
ZivEni kongici
Zivec lasnega

Slika 1: Tridimenzionalni prikaz strukture koze (1)
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» epidermis (vrhnjica)
Epidermis je najbolj zunanja plast koze, v kateri ni veziva in zil. Sestavljen je iz
vecplastnega epitelija, v katerem vecino celic predstavljajo keratinociti, ki proizvajajo
fibrilarni protein keratin. Keratinociti se med procesom diferenciacije pretvarjajo iz
proliferativnih nediferenciranih celic v visoko diferencirane celice, ki niso vec
sposobne delitve. Epidermis je glede na stopnjo razvoja keratinocitov razdeljen na vec

plasti (Slika 2).

odmrle celice

;.w_mm %:':'_,__;;“m ffm.;ﬂ’... Stratum comeum
y‘ Yt --' -ﬂ‘u‘ a }Stra!um lucidum
ﬁ'; ']'} 2 |+ Stratum granulosum
D B N
. 1 Stratum spinosum
'—_ Stratum germinativum

Slika 2: Plasti epidermisa (1)

Keratinociti nastajajo v zarodni plasti (Stratum germinativum) in odmirajo v rozeni
plasti (Stratum corneum), kjer poteka zadnja stopnja diferenciacije - sprememba v
korneocite. RozZena plast s svojo specificno zgradbo predstavlja bariero, zaradi katere
je povrsina koze slabo prepustna za vecino snovi. V epidermisu se nahajajo tudi
nekatere druge celice: melanociti, ki vsebujejo zrnca pigmenta melanina; Merklove
celice, ki omogocajo senzori¢no zaznavanje informacij; ter Langerhansove celice, ki
sodelujejo pri epidermalnem imunskem odzivu. Ravno tako so v epidermisu prisotna
izvodila zlez znojnic in lojnic. Poglavitna naloga epidermisa je zas¢ita organizma pred

dejavniki okolja (1, 2, 3, 4).
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» dermis (usnjica)
Pod epidermisom lezi debelejSa plast dermis oziroma usnjica, ki je glavno lezisce
krvozilnega obtoka v kozi. Vrhnja plast dermisa sega v epidermis z bradavicastimi
podaljski, imenovanimi papile, v katerih se razpletajo Stevilne kapilare (Slika 1). V
dermisu so pomembne celice fibroblasti, odgovorni za izgradnjo kolagenskih in
elasti¢nih vlaken, ki zagotavljajo kozi ¢vrsto oporo in hkrati proznost. V tej plasti so
Stevilne Zleze lojnice in znojnice, bolecinski in senzori¢ni receptorji, Zivci, Zile in lasni
mesicki. V dermisu so prisotne tudi imunske T celice, makrofagi in mastociti, ki skupaj
z Langerhansovimi celicami epidermisa sodelujejo pri imunskem odzivu koze. Plast

dermisa strukturno podpira epidermis in je poglavitni vir hranil (1, 2, 3, 4).

» hipodermis (podkozje)
Hipodermis, kjer potekajo debelejse zile in Zivci, je v ve€ini sestavljen iz mascevija,
njegova koli¢ina in razporeditev pa sta odvisni od spola, starosti, prehrane, delovanja
endokrinih Zlez ipd. PodkoZzno mascevje varuje spodaj lezeCe organe pred mehanskimi
vplivi iz okolice. Ker je mascevje slab toplotni prevodnik, prepreuje ¢ezmerno

oddajanje telesne toplote (1, 2, 3, 4).

1.2 FIZIOLOGIJA CELJENJA RAN

Rana je odprta posSkodba koze in globljega tkiva ali sluznic zaradi fizikalnih dejavnikov (5).
Izguba celovitosti koZe zaradi poSkodbe ali bolezenskega stanja in posledien izpad zas¢itnih

funkcij koze lahko predstavljajo resno groznjo za organizem (1).

Tkiva telesnih struktur in organov lahko v grobem razdelimo na dve vrsti: parenhimska in
stromalna tkiva. Parenhimska tkiva sestavljajo funkcionalne celice organov, kot so hepatociti,
medtem ko so stromalna tkiva sestavljena iz opornega vezivnega tkiva, krvozilnega sistema in
zivénih vlaken. PoSkodovana tkiva se celijo bodisi z regeneracijo parenhimskih celic, kar

pomeni nadomestitev celic v poskodovanem tkivu s parenhimskimi celicami enake vrste, ali z
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obnovo vezivnega tkiva, pri kateri nastalo brazgotinsko tkivo nadomesti parenhimske celice

okvarjenega tkiva. Glede na sposobnost regeneracije se delijo celice v tri skupine (1):

» labilne celice
Tovrstne celice, kot so epitelne celice koze in ustne votline, se v Casu Zivljenja

kontinuirano delijo in nadomescajo poskodovane celice.

» stabilne celice
Po koncani telesni rasti se nehajo deliti, vendar so ob stiku z dolo¢enim drazljajem

sposobne delitve, ob pogoju, da je podporno stromalno tkivo celic funkcionalno.

» permanentne celice
Permanentne celice, kot so zivéne celice in celice sréne miSice, nimajo sposobnosti
regeneracije, zato jih po poskodbi nadomesti fibrozno brazgotinsko tkivo brez

funkcionalnih lastnosti.

Namen celjenja ran je ponovno vzpostavljanje celicnih struktur in tkivnih plasti ter
zagotavljanje strukturne kontinuitete. Ko regeneracija celic ni mozna, vlogo zagotavljanja
strukturne kontinuitete prevzame nadomescanje celic z vezivnim brazgotinskim tkivom.
Brazgotinsko tkivo sicer zapolni vrzel po poSkodbi, vendar ne more nadomestiti funkcionalnih
parenhimskih celic. Glede na to, da ima vecina tkiv bolj ali manj omejene regenerativne
zmoznosti, je v procesu celjenja obi¢ajno v dolocenem obsegu udelezena tudi obnova

vezivnega tkiva (1).

Celjenje rane je zapleten proces, ki vkljuCuje medsebojno sodelovanje Stevilnih rastnih
dejavnikov, citokinov in ostalih signalnih molekul, razli¢nih populacij celic in zunajceli¢nega
ogrodja v kozi. Odvija se v ve¢ fazah, v katerih si posamezne aktivnosti na celi¢ni in
molekulski ravni sledijo v dolo¢enem ¢asovnem zaporedju in se navezujejo druga na drugo
(Slika 3). Procese celjenja, med katere pristevamo kemotakso (gibanje organizma ali
posamezne celice glede na smer koncentracijskega gradienta kemotaktinega agensa),
fagocitozo (proces, pri katerem celica zajame in prebavi delce trdne snovi), sintezo in

razgradnjo kolagena, preoblikovanje kolagena, angiogenezo (razvoj krvnih zil), epitelizacijo
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ter proizvodnjo novih glikozaminoglikanov in proteoglikanov, lahko v sploSnem razdelimo na
tri obdobja: obdobje hemostaze in vnetja, obdobje proliferacije in obdobje zorenja oziroma

maturacije (1).

" obdobje vnetja obdobje proliferacije
* t obdobje proliferacije
wSpremetnbe v eni ali vl Tazah Tahiko g .
8 jodijo do nastanka kroni¢ne rane iy
éu D, . nepravilnosti v teh fazail vodijo v nastanek
4 . makrofag: '*-»‘.. hipertrofic¢nih brazgotin
-% | citokini in rastni fakforji %, —_— }
g 4 SR SO
- limfociti 4 . nadaljnja sinteza ECM, degradacija ', 3
o / tvorba ECM %, in remodelacija \ obdobje
obdobje & ;

hemostaze e * fagociti

! \ + aktivnost MMP in TIMP |, IR
h sevirofiled angiogeneza in rast pranlacijskega tkiva
( 1 re-epitelizacija \ k. \

T T
ol 0.z 1 2 in 20 100 a0

dnevi po poskodbi (log skala)

“ECM: ekstracelularni matriks, MMP: metaloproteaze, TIMP: tkivni inhibitorji metaloproteaz

Slika 3: Faze celjenja rane (6): ECM- ekstracelularni matriks; MMP- metaloproteaze; TIMP- tkivni
inhibitorji metaloproteaz

1.2.1 Obdobje vnetja

V casu poskodbe se pricne vnetno obdobje, med katerim potekajo kljucni procesi, odgovorni
za pripravo rane in okolice na celjenje. Obdobje je sestavljeno iz hemostaze ter vnetnega

odziva na Zilni in celi¢ni ravni (1).

Poskodbe tkiva ponavadi prizadenejo krvozilje, kar privede do krvavitve. Posledi¢no se
aktivirajo hemostati¢ni procesi, katerih namen je ustavljanje krvavitve in obnova integritete
krvozilja. Pri poskodbi zilnega tkiva se sprozi nevrogeni aksonski refleks in povzroci
vazokonstrikcijo, kar zmanjSa velikost rane in jakost krvavitve. Produkt agregacije
trombocitov in koagulacije je s fibrinom bogat strdek, ki ustavi krvavitev. Nastali fibrinski ¢ep

predstavlja zasnovo za nastajajo¢e ogrodje med procesom celjenja.
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Poskodovana tkiva preko aktivacije fosfolipaze A, katalizirajo razgradnjo arahidonske kisline
ter nastanek vazoaktivnih eikozanoidov prostaglandinov in tromboksanov, ki vplivajo na
tvorbo trombocitnega Cepa, zilno prepustnost in celitno kemotakso. Sprosc¢ajo se tudi
vazoaktivni amini, ki povecajo lokalni pretok krvi in prepustnost kapilar, kar povzroci obilen
prestop plazme v intersticij. Zacetni vazokonstrikciji sledi torej vazodilatacija in pojav
klasi¢nih znakov vnetja: rdec¢ine, otekline, toplote in bolecine. Rdecina in bolec¢ina nastopita
na mestu poskodbe zaradi povecane Zilne prepustnosti in vzdrazenja perifernih nociceptorjev,

oteklina in toplota pa sta posledica iztekanja plazemskih proteinov in tekocine (1).

Za vnetno obdobje so znacilni katabolni procesi, katerih naloga je ¢iS€enje rane, razgradnja in
odstranjevanje mikroorganizmov ter priprava rane na obdobje proliferacije. Osnovne vrste
celic, ki sodelujejo pri vnetju, so trombociti, nevtrofilci in monociti oziroma makrofagi.
Aktivirani trombociti spros¢ajo poleg adhezivnih proteinov, ki olajSajo njihovo agregacijo,
tudi kemotakti¢ne dejavnike za levkocite ter Stevilne rastne dejavnike za tvorbo novega tkiva.
Trombociti so glavni vir rastnega dejavnika trombocitov (PDGF) in transformirajocega
rastnega dejavnika B (TGF-B). Oba rastna dejavnika stimulirata vstop nevtrofilcev in
monocitov v rano, PDGF pa deluje tudi mitogeno na fibroblaste. Nevtrofilci prispejo prvi na
mesto poskodbe, kjer fagocitirajo bakterije, tujke, mrtve celice in poSkodovane sestavine
ogrodja. Sproscajo lizosomske encime in reaktivne kisikove spojine ter preko signalnih
molekul aktivirajo makrofage. Ko opravijo svojo nalogo, so podvrzeni apoptozi in razgradnji.
Nevtrofilcem sledijo monociti, ki jih iz krvnega obtoka kemotakticno privabijo rastni
dejavniki iz trombocitov in drugih celic. Monociti se na mestu poskodbe adherirajo na
zunajceli¢ni matriks in dozorijo v makrofage. Makrofagi so vecje in manj specifi¢ne fagocitne
celice, ki nadaljujejo s fagocitozo in obenem sprosc¢ajo razlicne rastne dejavnike, potrebne za
epitelizacijo, angiogenezo in privabljanje fibroblastov (TGF, IL-1, TNF, PDGF). Makrofagi so
za razliko od nevtrofilcev klju¢nega pomena pri celjenju ran. Fagociti za opravljanje svojih
procesov potrebujejo proste kisikove radikale, zato je v fazi vnetja nujna zadostna oskrba tkiva

s kisikom (1, 7).

V vnetnem obdobju je izloek iz rane najobilnejsi. Sestavljen je iz elektrolitov, proteinov in
proteoliti¢nih encimov. Vsebuje Stevilne komponente, kot so citokini (IL-1, IL-6, IL-8, TNF-

B, interferon a), levkociti, fibrinogen in fibrin. I1zlo¢ek ima pomembne transportne lastnosti: v
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rano prinaSa pomembne sestavine za celjenje, kot so hranila in kisik, ter iz nje odplavlja mrtvo
tkivo, tujke in mikroorganizme. Obenem zagotavlja vlazno okolje in pospeSuje celjenje

(1,7, 8).

Vnetje ima zelo pomembno vlogo pri preprecevanju okuzbe, odstranjevanju necisto¢ in
omogocanju proliferativnega obdobja celjenja, vendar lahko povzroci Se vecje poskodbe, ce

traja predolgo (1, 7, 8).

1.2.2 Obdobje proliferacije

Proliferativno obdobje se za¢ne 2 do 3 dni po posSkodbi in lahko traja ve¢ tednov. Nastop
obdobja oznacuje vstop fibroblastov v rano, Se preden se vnetna faza zaklju¢i v celoti.
Poglavitni cilj prevladujocih anabolnih procesov v tem obdobju je izgradnja novega tkiva, ki
bo nadomestilo manjkajo¢e tkivo na mestu poskodbe. Najpomembnejse so celice vezivnega
tkiva, fibroblasti, ki sintetizirajo in izlocajo kolagen ter druge medceli¢ne elemente, potrebne
za celjenje rane. Fibroblasti sintetizirajo tudi druzino rastnih dejavnikov, ki spodbujajo

angiogenezo ter proliferacijo (razmnozevanje in rast celic) in migracijo endotelnih celic.

Angiogeneza in proliferacija fibroblastov nastopita soasno z migracijo endotelnih celic proti
mestu poskodbe. Ker so za aktivnost fibroblastov in epitelnih celic nujno potrebni kisik in
hranila, je angiogeneza klju¢nega pomena za potek ostalih procesov celjenja. Zarodne celice
endotelija, ki izvirajo iz nepoSkodovanih krvnih zil, si utrejo pot skozi zunajceli¢ni matriks
(ECM) do rane, kjer sodelujejo pri tvorbi novih Zilic. Migracijo endotelnih celic spodbujajo
fibronektin v fibrinskem strdku, angiogeni dejavniki iz makrofagov in trombocitov ter
hipoksija okolja. Pri migraciji sodelujejo tudi kolagenaze in aktivator plazminogena, saj
prebavljajo fibrinska vlakna in dele ECM ter tako olajSajo prehod celic. Ko je tkivo ponovno
ustrezno prekrvljeno, se zvisa tudi raven kisika, kar inhibira nadaljnje sproscanje angiogenih

dejavnikov iz makrofagov in drugih celic (1, 7, 8).

Z angiogenezo hkrati poteka koncentriranje fibroblastov v rani. V priblizno enem tednu po

poskodbi so fibroblasti kljuéne celice v rani. Medtem ko se na zacetku vecinoma delijo in
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migrirajo z obrobja rane, so kasneje odgovorni za polaganje tkivnega matriksa. Makrofagi
namre¢ poleg vnetnih dejavnikov izlo€ajo tudi rastne dejavnike, kot so PDGF, TGF-f3 in bFGF
(rastni dejavnik fibroblastov), ki spodbujajo aktivnost fibroblastov. Fibroblasti zacnejo v tem
Casu sintetizirati glikozaminoglikane, proteoglikane in kolagen, ki so osnovni material za
tvorbo granulacijskega tkiva. Granulacijsko tkivo je zacCasno mehko tkivo, ki bo v
nadaljevanju predstavljalo podlago za nastanek brazgotine. Je zelo obcutljivo, saj vsebuje
Stevilne nove kapilarne poganjke. Rast granulacijskega tkiva je odvisna od hitrosti vrascanja
novonastalih kapilar in proliferativnih sposobnosti fibroblastov. Ob priblizno istem casu se
zacnejo bazalni keratinociti na obrobju rane regenerirati in pomikati proti sredisc¢u poskodbe,
pri tem pa tvorijo novo povrsinsko plast, podobno tisti pred poSkodbo. Migracija keratinocitov
traja toliko Casa, dokler ni mesto poskodbe pokrito v celoti. Hitra vzpostavitev epidermalne
povrSine in njene barierne lastnosti preprecijo Cezmerno izgubo vode in skrajSajo cas

izpostavljenosti mikroorganizmom. Pogoj za epitelizacijo je gladka in vlazna povrSina.

V tem c¢asu kontinuirano poteka nalaganje kolagena, ki zveca Cvrstost tkiva. Makrofagi in
fibroblasti predstavljajo vir citokinov, potrebnih za stimulacijo fibroplazije in angiogeneze

(1,7, 8).

1.2.3 Obdobje maturacije

Za to obdobje, ki se pri¢ne priblizno 3 tedne po poskodbi in lahko traja tudi dve leti, je
znacilno preoblikovanje novonastalega tkiva, odvisno od ravnovesja med sintezo in razgradnjo
kolagena. Razgradnjo kolagena v rani kontrolirajo Stevilne kolagenaze v makrofagih,
epidermalnih celicah in fibroblastih. Encimsko aktivnost proteaz strogo nadzorujejo specifi¢ni
tkivni inhibitorji, prisotni v zadnji fazi celjenja rane. Med citokini, ki igrajo pomembno vlogo

pri nadzoru ekspresije kolagenaz in tkivnih inhibitorjev, so IL-1, TGF-f in PDGF.

V nadaljevanju se ustavi rast kapilar, pride do zmanjSanja metabolne aktivnosti in aktivnosti
fibroblastov ter upada Stevila makrofagov. Prvotno sintetiziran kolagen III, ki prevladuje med
proliferacijo, nadomesti mocnejsi kolagen 1. Kolagenska vlakna se preoblikujejo tako, da

nudijo najvecjo trdnost v smeri najvecje sile. Fibroblasti se spremenijo v miofibroblaste, ki
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.....

se skréi in nastane brazgotinsko tkivo.

Namen strukturnega preoblikovanja tkiva je povecanje natezne moci rane. Kljub temu ni
novonastalo tkivo nikoli tako ¢vrsto kot neposkodovano in se nikoli popolnoma ne obnovi

(1,7, 8).

1.3 BIOKEMIJSKI DEJAVNIKI V RANAH

1.3.1 Rastni dejavniki

Za proces celjenja ran je znacilna vrsta kompleksnih celi¢nih in molekulskih dogodkov, ki so
medsebojno odvisni. Rastni dejavniki igrajo kljuéno vlogo pri celjenju s spodbujanjem
kemotakse in celi¢ne proliferacije, z omogocanjem signalizacije med celicami, z nadzorom
tvorbe ECM, angiogeneze in kontrakcije ter s ponovnim vzpostavljanjem tkivne celovitosti.
So molekule, ki se vezejo na povrsinske receptorje celic in lahko delujejo na razlicne nacine:
endokrino (po sprostitvi v krvni obtok delujejo na oddaljene celice), jukstakrino (difundirajo
na kratke razdalje), parakrino (delujejo na sosednje celice) in avtokrino (delujejo na celice, iz
katerih se izlo¢ajo). Mnogi med njimi lahko vplivajo na razli¢ne celi¢ne populacije, nekateri

pa so specifi¢ni za doloceno vrsto celic (9).

Najpomembne;jsi rastni dejavniki v procesih celjenja so rastni dejavnik trombocitov (PDGF),
rastni dejavnik fibroblastov (b-FGF), epidermalni rastni dejavnik (EGF), transformirajoci
rastni dejavnik (TGF-f), inzulinu podoben rastni dejavnik (IGF-1) in zilni endotelni rastni

dejavnik (VEGF) (6) (Tabela I).
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Tabela I: Pomembni rastni dejavniki pri celjenju ran (6)

Rastni Glavni vir Naloga pri celjenju ran
dejavnik
VEGF Trombociti, nevtrofilci e Stimulira angiogenezo in granulacijo tkiva

e Stimulira formacijo kolateralnih Zil pri periferni
vaskularni bolezni

FGFs Fibroblasti, endotelne celice, e Proliferacija fibroblastov in epitelnih celic;

gladke misi¢ne celice, makrofagi odlaganje matriksa; kontrakcija rane; angiogeneza
(b-FGF) e  Pospesuje tvorbo granulacijskega tkiva
EGF Trombociti, makrofagi, keratinociti e Diferenciacija, proliferacija, migracija in adhezija

keratinocitov
e Tvorba granulacijskega tkiva

PDGF Trombociti, fibroblasti, makrofagi, e Mitogeno delovanje na gladke misi¢ne celice,
endotelne celice endotelne celice in fibroblaste

e Kemotakti¢no za nevtrofilce in fibroblaste

e  Proliferacija fibroblastov in metabolizem kolagena

TGF-B Trombociti, makrofagi, fibroblasti, e Mitogeno delovanje na fibroblaste in gladke
nevtrofilci, keratinociti misi¢ne celice

e Kemotakti¢no za makrofage

e Indirektno stimulira angiogenezo in metabolizem

kolagena
IGF-1 Fibroblasti, plazma, jetra e Proliferacija fibroblastov
e  Stimulira sintezo sulfatiranih proteoglikanov in
kolagena

Legenda: VEGF- Zilni endotelni rastni dejavnik (vascular endothelial growth factor), b-FGF- rastni
dejavnik fibroblastov (basic fibroblast growth factor); EGF- epidermalni rastni dejavnik (epidermal
growth factor); PDGF- rastni dejavnik trombocitov (platelet- derived growth factor); TGF-B-
transformirajoci rastni dejavnik (transforming growth factor); 1GF-1- inzulinu podoben rastni dejavnik

(insulin-like growth factor).

1.3.2 Proteoliti¢ni encimi

Proteoliti¢ni encimi ali proteaze so encimi, ki katalizirajo hidrolizo peptidnih vezi. Omogocajo
znotrajceli¢no in zunajceli¢no razgradnjo proteinov; regulirajo aktivacijo proencimov in
prohormonov; sodelujejo pri predstavitvi antigenov in imunskem odzivu, pri preoblikovanju
kostnega tkiva, razgradnji in preoblikovanju zunajceli¢nega matriksa; sodelujejo pri migraciji
monocitov, kaskadi strjevanja krvi ter pri procesu programirane celicne smrti ali apoptoze.

Proteaze, prisotne v vseh izlockih ran, so zelo pomembne pri celjenju akutnih in kroni¢nih ran.

-10 -
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V ranah jih vecinoma izlo¢ajo granulociti, keratinociti in fibroblasti. Ker sodelujejo pri
vzpostavljanju ravnovesja med izgradnjo in razgradnjo tkiva, je v fizioloSkih pogojih njihova
aktivnost natancno nadzorovana, in sicer na ravni ekspresije, izloCanja in aktivacije proteaz ter
razgradnje aktivnih proteaz oziroma inhibicije njihovega delovanja s specificnimi inhibitorji.
Neustrezno delovanje nadzornega mehanizma lahko vodi v povecanje proteoliti¢ne aktivnosti,
kar je poglavitna znacilnost kroni¢nih ran in eden glavnih vzrokov za motnje v celjenju ran. Iz

tega razloga je glavni cilj pri zdravljenju dobro obvladovanje proteoliti¢ne aktivnosti (9, 10).

Cezmerno delovanje proteaz so dokazali pri $tevilnih rakavih obolenjih, kardiovaskularnih in
nevroloskih boleznih, motnjah v strjevanju krvi, revmatoidnem artritisu in drugih vnetnih
boleznih. V medicini predstavljajo potencialne tarée za terapijo zaradi regulatorne vloge ter
udeleZenosti pri patoloSkih procesih. V klini¢ni rabi in razlicnih fazah testiranj so Stevilni
inhibitorji proteaz: inhibitorji proteaz virusa HIV; ACE inhibitorji in inhibitorji renina pri
terapiji poviSanega krvnega pritiska; inhibitorji serinskih proteaz- trombina, faktorja X- za
zdravljenje tromboze; inhibitorji dipeptidil peptidaze IV (DPPIV) za zdravljenje sladkorne
bolezni tipa 2; inhibitorji katepsina K za zdravljenje osteoporoze ter inhibitorji metaloproteaz
za zdravljenje rozaceae, aken, periodontalnih bolezni in raka. Obenem predstavljajo proteaze

velik potencial kot diagnosti¢ni in prognosti¢ni dejavniki pri Stevilnih boleznih (9, 10).

Proteaze so selektivno delujoci encimi, saj cepijo polipeptidno verigo glede na specifi¢no
zaporedje aminokislin in pod dolo¢enimi pogoji okolja. Po mehanizmu delovanja jih uvr§¢amo
v razred hidrolaz. Glede na mesto cepitve polipeptidne verige se delijo na endopeptidaze, ki
cepijo peptidne vezi med neterminalnimi aminokislinami polipeptidne verige, in
eksopeptidaze, ki cepijo terminalne peptidne vezi. Eksopeptidaze so razdeljene glede na mesto
delovanja (C- oz. N-konec polipeptidne verige) ter velikost odcepljenih fragmentov.
Endopeptidaze delimo glede na kemijsko naravo katalitske skupine v aktivnem mestu na
cisteinske, aspartatne, serinske proteaze, metaloproteaze in proteaze z neznanim mehanizmom

delovanja (9, 10).
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1.3.2.1 Cisteinske proteaze in cistatini

Cisteinske proteaze so Siroko zastopane, saj so jih zasledili v virusih, glivah, rastlinah, Zivalih
in celo nekaterih bakterijah. Najvecja med cisteinskimi druzinami je papainska druzina, ki jo
sestavljajo papain (encim, prisoten v sadezu papaje) in njemu podobne proteaze. Cisteinske
proteaze so sestavljene iz dveh domen, med katerima je reza z aktivnim mestom. Za
proteoliticno aktivnost encimov je zasluZzna prisotnost aminokislin cisteina in histidina v
aktivnem mestu. Najbolj znane ¢loveske cisteinske proteaze so katepsini. V aktivirani obliki se
najpogosteje nahajajo v lizosomih in so vkljuceni v Stevilne fizioloske procese, kot so
razgradnja proteinov v lizosomih, predstavitev antigenov pri imunskem odzivu, proteoliticna
aktivacija proencimov in prohormonov, reprodukcija in celi¢na proliferacija, diferenciacija
keratinocitov, resorpcija kosti in apoptoza (11). Vlogo cisteinskih proteaz so potrdili v
Stevilnih patoloskih stanjih, in sicer pri ve¢ vrstah rakavih obolenj, pri misi¢ni distrofiji,
Alzheimerjevi bolezni in multipli sklerozi (12). Ravno tako so ugotovili korelacijo med
povecano ekspresijo cisteinskih proteaz in vnetnimi bolezenskimi stanji, kot so vnetne
miopatije, revmatoidni artritis in periodontitis. Aktivnost cisteinskih proteaz kontrolirajo
njihovi endogeni inhibitorji, med katerimi so najbolj znani cistatini, tiropini in o2-

makroglobulin.

Cistatini so reverzibilni inhibitorji cisteinskih proteaz. Ne vezejo se direktno na aktivno mesto
encima, ampak z vezavo v blizini aktivnega mesta stericno ovirajo interakcijo encima z

njegovim substratom (Slika 4).
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| CISTATIN |

WEE 1102 aier

Wi wet
PAPAIN :

4 . .a-< 0155

Slika 4: Primer inhibicije cisteinske proteaze papaina s pis¢ancjim cistatinom (12)

Naddruzino cistatinov lahko razdelimo v tri druzine inhibitorjev: stefine, cistatine in

kininogene (12).

Stefini so mocni reverzibilni inhibitorji cisteinskih proteaz. So enoverizni proteini z
molekulsko maso okrog 11 kDa, brez ogljikovih hidratov in disulfidnih vezi. So toplotno
stabilni in ohranjajo nativno strukturo v nevtralnem in bazi¢nem okolju. Ve¢inoma se nahajajo

znotraj celic.

Cistatini so bolj kompleksni proteini z molekulsko maso okrog 13 kDa. V blizini
karboksilnega konca imajo dve disulfidni vezi. Proteini so prisotni v relativno visokih
koncentracijah v Stevilnih telesnih tekoCinah. Najbolj znan predstavnik cistatinov je pis¢ancji

cistatin, najbolj raziskan pa ¢loveski cistatin C.

Kininogeni so visokomolekularni enoverizni proteini. Nahajajo se zunaj celic. Poleg inhibicije
cisteinskih proteaz opravljajo Stevilne funkcije: so prekurzorji vazoaktivnih kininov in

sodelujejo pri koagulaciji, imunskem odzivu akutne faze in vnetju.
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Novejse studije so potrdile udelezenost cisteinske proteaze, katepsina S, v angiogenezi, ki je
eden od pomembnih procesov celjenja ran. Izsledki Studij kazejo, da je katepsin S ena izmed
proteaz, ki sodelujejo pri razgradnji zunajcelicnega matriksa in tako omogocajo penetracijo
endotelnih celic iz neposkodovanih krvnih zil do rane, kjer sodelujejo pri tvorbi novega
krvozilja. Ravno tako so ugotovili, da je v primerjavi z zdravim tkivom, ekspresija katepsina S
v poskodovanem koznem tkivu povecana (13). Iz omenjenega sledi, da bi lahko z uporabo
cistatinov omilili ¢ezmerno aktivnost proteaz v kroni¢nih ranah in tako pospesili njihovo

celjenje.

1.4 KRONICNE RANE IN DEJAVNIKI, KI VPLIVAJO NA CELJENJE

Akutne rane se celijo rutinsko v procesih vnetja, tvorbe tkiva in remodelacije, ki potekajo v
obicajnih ¢asovnih okvirih. Daljsa zamuda katerega koli od obnavljalnih procesov lahko vodi
v nastanek kroni¢ne rane. Pri kroni¢nih ranah je normalen proces celjenja moten na eni ali vec¢
stopnjah celjenja. Najpogosteje se celjenje ustavi v vnetni fazi, med katero makrofagi izlo¢ajo
vnetne citokine, ki stimulirajo produkcijo proteaz ter zavirajo sintezo proteaznih inhibitorjev
in rastnih dejavnikov. V kroni¢ni rani prevladujejo katabolni procesi zaradi porusenega
ravnovesja med delovanjem rastnih dejavnikov in proteoliti¢no aktivnostjo. Posledi¢no pride
do sprememb na molekulski in celi¢ni ravni, kar vpliva na mikrookolje rane, vklju¢no s
sestavinami izlo¢kov in celicnimi komponentami na mestu poskodbe. Stanje dodatno
poslabsajo oksidativne poskodbe z reaktivnimi kisikovimi spojinami, kopic¢enje nekroznega
tkiva in kolonizacija bakterij. Omenjeno neravnovesje prizadene celi¢ne populacije in procese,
katerih ustrezno delovanje je klju¢no za uspesno celjenje. Med drugim epitelne celice ne
morejo migrirati z obrobja rane in posledica je nezmoznost epitelizacije rane, ki je najbolj
opazen klini¢ni znak kroni¢nih ran. NajpogostejSe kroni¢ne rane so venske razjede,
prelezanine in diabeti¢no stopalo. Njihove skupne znacilnosti so ponavljajoce se posSkodbe,

ishemija in dolgotrajno vnetje (1, 9).

Kroni¢ne rane so pogosto povezane s predhodnim patoloSkim stanjem, ki prispeva k okvari

celjenja. Veliko lokalnih in sistemskih dejavnikov lahko vpliva na normalen potek celjenja
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ran. Sem priStevamo podhranjenost, oviran krvni pretok in nezadostno oksigenacijo tkiva,
neustrezno delovanje vnetnih in imunskih odzivov, starost, anatomsko lego in velikost rane ter

prisotnost infekcij in tujkov v rani (8).

UspesSno celjenje ran je deloma odvisno od telesnih zalog proteinov, ogljikovih hidratov,
mascob, vitaminov in mineralov. Znano je, da lahko podhranjenost upocasni proces celjenja.
Pomanjkanje proteinov podaljsa vnetno fazo in vpliva na proliferacijo fibroblastov, sintezo
kolagena, angiogenezo in remodelacijo rane. Ogljikovi hidrati kot vir energije preprecujejo
iz€rpavanje proteinskih zalog. Mascobe so med drugim esencialni gradniki celiénih membran,
potrebne so za sintezo novih celic in delujejo kot prekurzorji za sintezo vnetnih mediatorjev
eikozanoidov. Vitamini so pomembni kofaktorji pri najrazlicnej$ih procesih v organizmu,
nekateri med njimi pa so tudi neposredno vkljuceni v proces celjenja: vitamin C je nujen za

sintezo kolagena, vitamin A pa spodbuja epitelizacijo, tvorbo kapilar in sintezo kolagena (1).

Zadostna prekrvljenost tkiva je bistvenega pomena pri celjenju, saj omogoca pritok kisika in
hranil v tkivo ter odstranjevanje odpadnih produktov, lokalnih toksinov in bakterij. Kisik je
nujno potreben pri sintezi kolagena: znano je, da lahko Zze zacasen primanjkljaj kisika povzroci
sintezo manj stabilnega kolagena. Ravno tako ga potrebujejo nevtrofilci in makrofagi za
razgradnjo bakterij. ZmanjS$an krvni pretok je lahko posledica stanja v rani, na primer otekline,

ali pa predhodno prisotne bolezni.

Vnetni in imunski odzivi igrajo pomembno vlogo pri celjenju, saj je vnetje zaletna faza
obnavljalnih procesov, medtem ko je ustrezen imunski odziv pomemben pri preprecevanju
infekcij, ki upocasnijo celjenje. Med dejavniki, ki lahko vplivajo na vnetje in imunski odziv,
so razlicna bolezenska stanja, kot je sladkorna bolezen, ter uporaba doloCenih zdravil s

protivnetnim in imunosupresivnim delovanjem (kortikosteroidi) (1, 9).

Celjenje kroni¢nih ran lahko med drugim izboljSamo s ponovnim vzpostavljanjem ravnovesja
med rastnimi dejavniki in proteazami, in sicer z dodatkom bodisi rastnih dejavnikov ali

inhibitorjev proteaz.
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1.4.1 Zdravljenje kroni¢nih ran

Kroni¢ne rane predstavljajo breme za bolnike, zdravstveno osebje in zdravstveni sistem drzav,
saj bistveno poslabsajo kakovost zivljenja bolnikov, zdravljenje pa je ponavadi dolgotrajno in

povezano z visokimi finan¢nimi stroski.

Oskrba kroni¢ne rane lahko obsega ve¢ metod: odstranjevanje nekroznega tkiva, uporabo
oblog za vlazno celjenje, metodo stalnega podtlaka (vacuum sealing), lasersko terapijo ter
dodatek rastnih dejavnikov in/ali inhibitorjev proteaz, kot je cistatin. Pogoj za zacetek celjenja
je Cista rana z ustrezno oskrbljenim leziS¢em, zadostno vlaznostjo in preskrbo s krvjo. TakSna

rana omogoca tudi naslednje faze celjenja, proliferacijo, epitelizacijo in maturacijo (7, 9).

» Klasi¢na oskrba rane
V preteklosti je prevladovalo mnenje, da je tvorba kraste na vsaki rani koristna, saj
predstavlja zaS¢ito pred zunanjimi vplivi, zdruzuje robove rane, preprecuje izgubo
proteinov in tekocine ter omogoca hitrejSe celjenje. Klasi¢na oskrba ran temelji na
prekrivanju rane z gazo, ki je suha ali prepojena s fiziolosko raztopino in vcasih tudi z
antiseptiki. Ceprav je klasiéna oskrba ran $e vedno v uporabi, ima Stevilne
pomanjkljivosti, ki dostikrat upocasnijo celjenje ran. Gaza se namre¢ posusi in prilepi
na rano, nastajajoce granulacijsko tkivo pa se zac¢ne vrasc€ati v nitke gaze. Posledi¢no je
prevezovanje rane bole¢e in ponovno poskoduje tkivo, v rani pa ostajajo nitke in
drobci prevezovalnega materiala, ki povzroc¢ajo vnetje. Zaradi prepustnosti gaze za
pline, tekoc¢ine in bakterije je velika verjetnost nadaljnje okuzbe. Pretirana uporaba
lokalnih anestetikov prav tako ovira proces celjenja, saj le- ti delujejo citotoksi¢no na

celice, ki se delijo, med drugim tudi na fibroblaste (7).

» Sodobna oskrba rane
Poskodovana tkiva ne smejo biti ne suha ne mokra, temve¢ morajo biti primerno
vlaZzna. IzsuSitev rane onemogoca delovanje rastnih dejavnikov in encimov, upocasni
celjenje in poveca verjetnost infekcije. Nasprotno pretirana vlaznost povzroci
maceracijo oziroma razmehcanje tkiva. Ravno tako je etiologija nekaterih kroni¢nih

ran, kot so venske razjede, povezana s preveliko koli¢ino izlocka (9).
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Pomemben dosezek na podrocju celjenja ran predstavlja koncept vlazne oskrbe, ki
temelji na izsledkih Studij v letih 1962 in 1963. Takrat so prvi¢ dokazali hitrejSe
celjenje ran v vlaznem okolju in boljSo ohranitev koznega tkiva (7). Vzdrzevanje
vlaznega mikrookolja rane je postalo temelj sodobnih pristopov k celjenju ran.
Prednosti, ki jih prinaSa vlazno okolje, so Stevilne. Vlaga ustrezno hidratira tkivo in je
potrebna za preskrbo tkiva s kisikom in hranili. Pomembni dejavniki celjenja, kot so
encimi, rastni dejavniki in razlicne populacije celic, potrebujejo vlazen medij za
delovanje. Vlazno okolje olajsa avtoliti€ne procese ¢iS€enja in razkrajanja nekroz ter s
tem omogoc¢i ustrezno oskrbo lezis¢a rane in nadaljnje faze celjenja. Tudi draZenje
prostih Zivénih konciCev je v vlaznem okolju zmanjSano, kar omili ob¢utek bolecine.
Nasprotno izsuSitev rane upocasni procese celjenja, poglobi rano in poveca verjetnost
infekcije (7). Tvorba kraste na nenevarnih ranah, kot so manjse odrgnine, kljub temu ni

Skodljiva, saj se taksne ranice v vecini primerov hitro zacelijo.

Celjenje ran z oblogami je od poznega 20.stoletja precej napredovalo: od uporabe naravnih
materialov, ki so le prekrivali rano, do materialov, ki vzdrzujejo optimalno vlaZznost tkiva. Se
naprednejSo stopnjo predstavljajo obloge, ki omogocajo interakcijo z biokemijskim okoljem
rane in tako aktivno sodelujejo pri procesih celjenja. Biokemijski dejavniki, ki so neposredno
ali posredno povezani s slabim celjenjem kroni¢nih ran, so lokalne ravni proteoliticnih
encimov, citokinov in rastnih dejavnikov, dolgotrajnej$a tkivna hipoksija, prosti radikali in
infekcije. Z aktivno delujo¢imi oblogami je mozno nadzorovati prisotnost in koncentracijo
proteoliticnih encimov, prostih radikalov, rastnih dejavnikov in drugih signalnih molekul, ter

vplivati na samo stanje v rani, kot je hipoksija ali bakterijska okuzba (14).
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1.4.2 Materiali v sodobnih oblogah za rane

Materiali za izdelavo sodobnih oblog so najpogosteje polimeri, ki so lahko naravnega izvora
(celuloza, bombaz, viskoza, alginat, pektin, hitosan, kolagen...) ali sinteznega oziroma
polsinteznega izvora (poliamidi, poliestri, poliuretani, polipropileni, celulozni acetati,
polivinilkloridi, akrilati, silikoni...). Glede na kemijske in fizikalne lastnosti so sposobni
razli¢no vezati vodo oziroma izlocek iz rane. Njihovo delovanje na rani je odvisno od stopnje
hidratacije polimera med izdelavo obloge. Sposobnost vezanja vode imajo hidrofilni polimeri,
pri ¢emer nabrekajo in tvorijo gel. Stopnja nabrekanja hidrogela v vodi je odvisna od
termodinamske kompatibilnosti polimera in vode ter elasticne sile polimernih verig, ki
nabrekanju nasprotujejo. Koncna koli¢ina vode v hidrogelu je tako odvisna od hidrofilnosti
polimera in stopnje premrezenja. Bolj ko polimer nabrekne, ve€ja je njegova vpojnost v

oblogah za rane (7).

Lastnosti optimalnega polimera za izdelavo oblog so zasnovane na izsledkih raziskav s

podroc¢ja novih materialov. Optimalen polimer naj bi tako imel (15):

- hidrofilen znacaj in 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 mrtvo tkivo.

- hidroksilne (-OH), karboksilne (-COOH) in druge funkcionalne skupine, dovzetne za

radikalske reakcije:
V vnetnih reakcijah nastaja veliko prostih radikalov in reaktivnih kisikovih spojin.
Omenjene funkcionalne skupine so sposobne loviti radikale in s tem zmanj$ati njihov
Skodljiv ucinek, omogocajo pa tudi kompleksiranje kovinskih ionov, ki katalizirajo
oksidativne reakcije in poskodbe celi¢nih komponent.

- sposobnost tvorbe vodikovih vezi in elektrostatskih interakcij z encimi:

Materiali, sposobni tovrstnih interakcij, delujejo inhibitorno na dolocene proteoliticne
encime (metaloproteaze). Sam mehanizem inhibicije Se ni pojasnjen, vendar
domnevajo, da so interakcije vzrok za spremembo nativne konformacije aktivnega

mesta encimov. Funkcionalne skupine, ki naj bi vstopale v interakcije z encimi, so
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hidroksilna (-OH), karboksilna (-COOH), karbonilna (-CO) ter formilna (-CHO)
skupina. Pri inaktivaciji le- teh z za$¢itnimi skupinami so namre¢ ugotovili oslabljen
inhibitorni u¢inek na encime.

- prisotne fibrilarne molekule:
Fibrilarne molekule omogocCajo pravilno nalaganje in orientacijo novonastalih
kolagenskih vlaken ter dajejo oporo tudi drugim celicnim elementom, kar omogoca
hitrejSe celjenje.

- sposobnost sterilizacije:
Da bi se izognili dodatnim infekcijam, mora biti obloga ob aplikaciji na odprto rano
sterilna. Zaradi u¢inkovitosti in varnosti je metoda izbire sterilizacija z vodno paro.
Tako imajo pri izbiri sestavin prednost tisti materiali, pri katerih po koncanem
avtoklaviranju ne pride do signifikantnih sprememb v lastnostih.

- po geliranju ustrezno viskoznost gela:

Ustrezna viskoznost je pomembna tako iz tehnoloskega kot tudi terapevtskega stalisca.

Sodobni materiali so sicer drazji od klasi¢nih, vendar so celokupni stroski zdravljenja znizani,

saj sta previjanje ran in moznost okuzb zmanj$ana na minimum.

1.4.3 Sodobne obloge za vlazno celjenje ran

Sodobne obloge predstavljajo nadomestek manjkajocega tkiva, ustrezno pripravijo lezisce
rane, vpijajo izlocke in toksine, $Citijo pred sekundarno infekcijo, previjanje ran pa je manj
pogosto in manj boleCe, kar zvisa kakovost zivljenja bolnikov. Poleg nastetega omogocajo
sodobne obloge hidratiranje in dihanje rane, so gladkih povrs$in, biokompatibilne in estetsko
bolj privla¢ne. Izbira obloge za vlazno celjenje ran je odvisna od znacilnosti rane: velikosti,
koli¢ine izloCka, prisotnosti infekcije in lastnosti okoliske koze. Posebej je pomembna
ustrezna koli¢ina izloCka: pomanjkanje izloc¢ka, kot ze omenjeno, zavira aktivnost rastnih

dejavnikov in proteoliticnih encimov, medtem ko lahko presezek izlo¢ka povzroci nezeljeno

maceracijo tkiva (7, 9).
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Obloge so lahko enoplastne ali sestavljene iz veC plasti, od katerih vsaka opravlja doloceno

funkcijo (7) (Slika 5).

krovna plast

osrednjn — aktivna plast

ditna plost

adhezivni rob

zaiiitna folijo

Slika 5: Sestava vecplastne obloge za rane (7)

Zascitna folija varuje oblogo in zagotavlja njeno sterilnost do aplikacije. Adhezivni rob
omogoca, da se obloga prilepi na kozo in obdrzi na mestu. Sti¢na plast je v neposrednem stiku
z rano in §€iti njeno lezisc¢e, vendar se z njo ne zlepi. Osrednjo plast sestavljajo polimeri, ki so
aktivno vklju€eni v proces celjenja rane. Krovna plast prekriva in §¢iti novonastali epitelij,
njene bistvene lastnosti pa so prepustnost za pline in vlago ter neprepustnost za vodo in
mikroorganizme.

Glede na sposobnost vdrzevanja vlaznosti na rani se delijo obloge v tri skupine: obloge, ki

vpijajo izlo¢ek; obloge, ki ohranjajo vlaznost; in obloge, ki hidratirajo rano.
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» Obloge, ki vpijajo izlocek iz rane
Tovrstne obloge so primerne za rane z zmernim do mocnim izloCanjem, saj imajo
veliko kapaciteto vezave in zadrZzevanja vode. Med tovrstnimi oblogami so
najpogostejse alginatne obloge in poliuretanske pene. Alginatne obloge so soli alginske
kisline z eno- ali dvovalentnimi kovinskimi ioni, pri katerih je sposobnost vezave vode
odvisna od razmerja med alginsko kislino in ioni. Obloge so najveckrat sestavljene iz
mesSanice natrijevih in kalcijevih soli, ob stiku z izlockom pa nabreknejo in tvorijo gel.
Prednost alginatov je njihova biokompatibilnost in biorazgradljivost ter dokazana
hemostatska aktivnost, ki pospesi celjenje. Poliuretanske pene so izdelane iz
hidrofobnih poliuretanskih materialov. Med izdelavo pen se sprosca ogljikov dioksid,
ki ustvari pore razlicnih velikosti. Zaradi svoje poroznosti imajo pene veliko

sposobnost vezave vode.

» Obloge, ki vdrzujejo vlaznost rane
V obdobju nastajanja granulacijskega tkiva je izlocka znatno manj kot v vnetnem
obdobju. Absorptivna sposobnost obloge je zato manj pomembna, saj lahko pripelje do
izsusitve rane in predhodno omenjenih negativnih posledic za celjenje. V teh primerih
je primernejSa uporaba oblog, ki vzdrzujejo vlaznost in so dostopne v obliki
hidrokoloidov, hidrovlaken in filmov. Hidrokoloide sestavljajo hidrofilni polimeri, kot
so Zelatina, kolagen, pektini, ksantani, derivati celuloze in drugi. Polimeri so v oblogi
prisotni v povsem nehidratiranem oziroma delno hidratiranem stanju, ob stiku z rano
pa hidratirajo in tvorijo gel. Hidrovlakna so tudi sestavljena iz hidrofilnih polimerov, ki
so oblikovani v mrezasto prepleteno oblogo. Tvorijo mehak in prilagodljiv gel ter
omogocajo enostavno in neboleCe odstranjevanje. Za razliko od hidrokoloidov in
hidrovlaken filmi nimajo vpojne sposobnosti. Zaradi tega jih ne uporabljamo pri ranah
z izloCanjem, ampak so namenjeni oskrbi povrSinskih ran, ki ze epitelizirajo. Izdelani

so iz poliuretana v obliki tankih neporoznih membran.
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» Obloge, ki hidratirajo rano
V primeru zasuSenih ran, ki vsebujejo odmrlo tkivo in fibrinske obloge, je potrebno
dodatno vlazenje rane. Hidratacija namre¢ izboljSa mehanske lastnosti tkiva in
hidratiranje. Sestavljajo jih hidrofilni polimeri in vsebujejo visok delez vode. Lahko so
v obliki oblog, nanesenih na membranski nosilec, ali past, ki po nanosu zahtevajo Se

sekundarno oblogo za zas¢ito pred zunanjimi dejavniki (7).

1.5 DOSTAVA PROTEINSKIH UCINKOVIN IZ HIDROGELOV
1.5.1 Narava proteinskih molekul

Proteini in druge biomakromolekule so kot zdravilne ucinkovine delezni cedalje vec
pozornosti. Hiter biotehnoloski razvoj omogoca proizvodnjo razli¢nih peptidnih in proteinskih
ucinkovin za terapevtske namene. Med drugim lahko z njimi aktivno posegamo v procese
celjenja ran z dostavo inhibitorjev proteaz, kot je cistatin. Omenjene molekule so s staliSca
formulacije izjemno kompleksne in predstavljajo izziv pri razvoju dostavnih sistemov (16).
Proteini so namreC obcutljive molekule, katerih terapevtsko delovanje je odvisno od
ustreznega zvitja aminokislinske verige ter stabilizacije le- te s Sibkimi fizikalnimi
interakcijami in disulfidnimi vezmi. Obcutljivi so na visoke in nizke temperature, ekstremne
pH vrednosti, prisotnost organskih topil, mehanske sile, odtegnitev vode in podobno. Pri
neustreznih pogojih pride do denaturacije proteina oziroma poruSenja terciarne strukture, kar
vecinoma povzroci tudi izgubo aktivnosti proteina. Strukturna sprememba proteina prav tako
poveca verjetnost stranskih uc¢inkov, kot je imunogenost. U¢inkovitost dostavnega sistema za
proteine je tako odvisna predvsem od sposobnosti ohranjanja nativne strukture in aktivnosti
proteinov, ne samo med pripravo in aplikacijo na mesto delovanja, temve¢ tudi med

transportom in shranjevanjem (16).
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1.5.2 Lastnosti hidrogelov

Veliko pozornosti se posveta premagovanju ovir, ki so posledica nestabilnosti proteinskih
molekul. Eden izmed moznih pristopov pri ohranitvi njihove aktivnosti med dostavo je
uporaba polimernih matriksov za doseganje lokalnega ali sistemskega nadzorovanega
spros€anja skozi daljSe ¢asovno obdobje. Med tovrstnimi matriksi veliko obetajo hidrogeli
(16, 17, 18).

Hidrogeli so tridimenzionalne premrezene strukture, sestavljene iz hidrofilnih polimerov, ki
lahko sprejmejo vecje koli¢ine vode. Polimeri so lahko naravnega ali sinteznega oziroma
polsinteznega izvora. Poleg polimera in vode vsebujejo ponavadi Se vlazilec in konzervans.
Polimer v vodi nabreka, ne da bi se raztapljal. Netopnost in fizikalna integriteta sta posledica
prisotnih kemijskih ali fizikalnih premrezenj med polimernimi verigami. Pri kemijsko
premrezenih polimernih verigah so prisotne kovalentne vezi, medtem ko fizikalno
premreZenje omogocajo Sibke van der Waalsove vezi, vodikove vezi in hidrofobne interakcije

(Slika 6).

) fengrn?
HCCHCHCHCH

—_—

. o _—
kation (Ca“") glutaraldehid
- kolagen
polianion
(alginat) fizikalno premrezeni hidrogel kemijsko premreZeni hidrogel

Slika 6: Primer tvorbe interakcij pri fizikalnem premrezenju (A) in kovalentnem premrezenju (B) (7)

Voda v hidrogelu je lahko vezana ali prosta. Na zacetku hidratacije polimera pride najprej do
vezave vode na polimer zaradi mocnih interakcij med molekulami vode in hidrofilnimi deli
polimera. Hidrogel nato zaradi osmozne sile, ki jo povzro¢a vgrajena ucinkovina, vsrka
dodatno vodo, ki ni vezana, zapolni vmesne prostore med polimernimi verigami ter omogoca
raztapljanje snovi in difundiranje molekul. Kot ze omenjeno (poglavje 1.4.2 Materiali v

sodobnih oblogah za rane), je kon¢na koli¢ina vode v hidrogelu odvisna od hidrofilnosti
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polimera in stopnje premrezenja. Vec€ja ko je sposobnost nabrekanja polimera, vecja je

njegova vpojnost v oblogah za rane.

Na splosno so za sproscanje iz polimernih matriksov znacilni trije glavni mehanizmi (16, 17,

18):

» difuzijsko nadzorovano sproscanje
Tovrsten mehanizem sproS€anja je prisoten pri ucinkovinah, ki so homogeno
dispergirane v polimernem nosilcu: ucinkovina prosto difundira iz nosilca v

akceptorski medij. Gonilna sila je koncentracijski gradient.

» kemijsko nadzorovano spros$¢anje
Pri tej vrsti spros¢anja pride do razgradnje polimera in erozije nosilca, kar omogoci

sproscanje ucinkovine.

» sproscanje, nadzorovano z nabrekanjem polimera

Tovrstno spros¢anje nastopi zaradi osmotskega efekta in nabrekanja polimera.

1.5.2.1 Hidroksietilceluloza (HEC)

HEC je delno substituiran polihidroksietilni eter celuloze. Komercialno je dostopna v vec
razredih, ki se med seboj razlikujejo po stopnji substitucije in viskoznosti 1- ali 2% vodne
raztopine polimera pri 25 °C (Slika 7). HEC je Siroko zastopana pomozna snov v farmacevtski
industriji: uporablja se pri oblaganju tablet in izdelavi suspenzij, kot vezivo v tabletah in za

povecevanje viskoznosti raztopin.
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Slika 7: Strukturna formula HEC: n- §tevilo monomernih enot; R=H ali -(CH,CH,0),H (15)

HEC je neionski vodotopen polimer. Topna je v hladni in topli vodi, pri raztapljanju pa tvori
prozorne homogene raztopine. Pri dovolj veliki koncentraciji tvori fizikalno premrezene
hidrogele, ki so primerni za uporabo kot sodobne obloge za vlazno celjenje ran. V obliki
praska je kljub higroskopnosti stabilna. Viskoznost vodnih raztopin pada z viSanjem
temperature. MoZna je encimska razgradnja HEC z encimi bakterij in gliv iz okolja, zato je pri
dolgotrajnejSem shranjevanju vodnih raztopin nujna uporaba konzervansov. Vodne raztopine

HEC je mozno sterilizirati z avtoklaviranjem (15, 19, 20, 21).

1.5.3 Hidrogeli- dostavni sistemi za proteinske ucinkovine
Farmacevtske oblike za dostavo peptidnih in proteinskih ucinkovin morajo predvsem
zagotavljati stabilnost le- teh, strukturno integriteto in z njo tesno povezano funkcionalnost.

Zeljene lastnosti hidrogelov za dostavo proteinov so (17):

zagotavljanje integritete proteina

- visoka kapaciteta vgradnje proteina

- omogoca fizikalno-kemijsko stabilnost skozi daljSe asovno obdobje

- omogoca Zeljen profil sproScanja

- moznost uporabe kakovostnih, dostopnih in cenovno ugodnih materialov

- biokompatibilnost (odsotnost drazenja tkiva; brez dolgoro¢nih histoloskih, morfoloskih
ali sistemskih toksi¢nih u¢inkov; ni genotoksicen, kancerogen, pirogen in imunogen)

- biorazgradljivost z varnimi razpadnimi produkti (pomembno pri dostavnih sistemih, ki

se injicirajo oziroma vsadijo; ni nujno pri oblogah za rane).
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Vodno okolje hidrogelov je podobno fizioloSkemu okolju proteinov v organizmu, zaradi ¢esar
so med najprimernejSimi dostavnimi sistemi za ohranjanje njihove stabilnosti in bioloske
aktivnosti. Zaradi mehke in prilagodljive konsistence se dobro prilegajo na aplicirane povrsine
in ne drazijo tkiva. Mozno je vplivati na njihovo afiniteto do vodnega okolja, v katerem
nabrekajo. Z razlicnimi modifikacijami (encimskimi, kemijskimi) je mozno oblikovati
biorazgradljive hidrogele, kadar je to potrebno. Medfazna napetost med hidrogeli in okolisko
tekocino je razmeroma nizka, kar otezuje adsorpcijo proteinov iz telesnih tekoc¢in na povrsino
hidrogela. S tem je zmanjSana verjetnost zavrnitvene reakcije organizma. Ravno tako je
mozno podaljSanje ¢asa sproscanja proteinov iz hidrogelov, in sicer z ojac¢anjem interakcij
med hidrogelom in vgrajenim proteinom (fizikalno, kovalentno) ali z upocasnitvijo difuzije z
modifikacijo mikrostrukture hidrogela. Slednje doseZejo z uporabo interpenetrirajoce
polimerne mreze; s povrSinsko modifikacijo in tvorbo filma z zmanjSano prepustnostjo na
povrsini hidrogela; ter s kompozitnimi hidrogeli, ki so kombinacija hidrogelov in dostavnih
sistemov z delci, kot so na primer mikrosfere (18). Hidrogeli omogocajo dostavo Sirokega

spektra u€inkovin z razli¢no hidrofilnostjo in molekulsko maso.

V zadnjih letih so se hidrogeli razvili od najbolj enostavnih do t.i. pametnih hidrogelov, ki se
lahko odzivajo na razli¢ne pogoje v organizmu, kot sta na primer pH in temperatura, in tako
samonadzorujejo sproS¢anje u¢inkovin. Zaradi svojih pozitivnih lastnosti in Stevilnih moZnosti
tehnoloSke izboljSave predstavljajo hidrogeli primeren dostavni sistem za peptidne in

proteinske uc¢inkovine.
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2. NAMEN DELA

Uporaba sodobnih oblog za vlaZno celjenje ran omogoca vzdrzevanje vlaznega mikrookolja v
rani, kar prinasa Stevilne prednosti pred klasi¢no oskrbo, predvsem pa pospesi celjenje. To je
zelo pomembno pri kroni¢nih ranah, ki se zaradi porusenega biokemijskega ravnovesja celijo
pocasi in neucinkovito. Z uporabo hidrogelov kot sodobnih oblog je mogoce zagotoviti
optimalno vlaznost rane in hkrati aktivnho pose¢i v proces celjenja z dostavo biokemijskih

dejavnikov, ki so kljuénega pomena za uspesno celjenje ran.

Namen diplomske naloge bo izdelati hidrogele, ki bodo primeren dostavni sistem za proteine
in bodo omogocali nadzorovano sproscanje le- teh. Vanje bomo vgradili jajéni albumin, ki bo
modelni protein za inhibitor cisteinskih proteaz cistatin. Tak$ni hidrogeli, ki omogocajo
interakcijo z biokemijskim okoljem rane, lahko izboljSajo celjenje kroni¢nih ran: zaradi visoke
vsebnosti vode vlazijo rano, proteazni inhibitorji pa omilijo ¢ezmerno proteoliticno aktivnost,

ki je glavna znacilnost kroni¢nih ran.

Izdelali bomo hidrogele s hidroksietilcelulozo, v katere bomo vgradili jajéni albumin. Najprej
bomo preverili stabilnost albumina v fosfatnem pufru PBS, ki bo predstavljal vodni medjj
hidrogelov, kot tudi stabilnost vgrajenega albumina. Nadalje bomo raziskali vpliv sestave
hidrogela na spros¢anje proteina, in sicer tako, da bomo izvedli test spros€¢anja albumina iz
hidrogelov, pripravljenih z razlicnimi koncentracijami hidroksietilceluloze in albumina.
Ovrednotili bomo homogenost porazdelitve jajénega albumina v hidrogelu. Pri delu bomo
uporabili HPLC analitiko. Kakovost rezultatov analizne metode bomo izboljsali predvsem z

razvojem postopka predhodne priprave vzorcev.
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3. EKSPERIMENTALNO DELO

3.1 MATERIALI

>

Materiali za izdelavo hidrogelov

brezvodni glicerol (> 99.5 %), Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Nemc¢ija
hidroksietilceluloza Natrosol® Pharm, tip 250 HHX- Pharm, Lot: X- 0107, ZDA
jajéni albumin ( Albumin from chicken egg white, Grade V ), min. 98 %, ( agarozna
gelska elektroforeza, kristaliziran in liofiliziran, brez prisotnosti soli, videz: belkasti
kosmici); Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Nemcija

metilparaben, Ilirija

bidestilirana voda

Reagenti za pripravo fosfatnega pufra in mobilne faze za HPLC analizo

kalijev klorid ( > 99.5 %), Merck KGaA, Nemcija

kaljjev dihidrogenfosfat ( > 99.5 %), Merck KGaA, Nemcija

dinatrijev hidrogenfosfat ( > 99.5 %), Merck KGaA, Nemcija

dinatrijev hidrogenfosfat dodekahidrat ( 99.0- 102.0 %), Merck KGaA, Nemcija
natrijev klorid ( > 99.5 %), Merck KGaA, Nemcija

klorovodikova kislina 37 %, Merck KGaA, Nemcija

natrijev hidroksid ( > 99.0 %), Merck KGaA, Nemc¢ija

bidestilirana voda

3.2 NAPRAVE

avtomatske pipete BIOHIT ( 100- 5000 pL), Finska
analitska tehtnica AG 245, Mettler Toledo, Svica
pH meter MA 234, Mettler Toledo, Svica
magnetno mesalo, IKA, Nemcija

ultrazvocna kad Sonis 4, Iskra, Slovenija

filtri Minisart hidrofilni, ( 0.20 um), Sartorius Stedim Biotech GmbH, Nemcija

-28 -



Ivana Mihacevi¢ Vpliv sestave hidrogela za vlazno celjenje ran na sproS¢anje modelnega proteina

- sistem za visokotla¢no tekoCinsko kromatografijo HPLC, Agilent Series 1100, Agilent
Technologies, Nemcija; kolona Zorbax GF- 250 z velikostjo delcev 4 um, notranjim

premerom 9.4 mm in dolzino 250 mm

3.3 METODE
3.3.1 Izdelava hidrogelov

3.3.1.1 Priprava fosfatnega pufra PBS

Fosfatni pufer PBS predstavlja fiziolosko okolje za albumin, v katerem je zagotovljena
njegova stabilnost. Zato smo se odlo¢ili, da bomo uporabili PBS kot vodno fazo pri izdelavi
hidrogelov. Na tehtnici smo natehtali 0.2 g KCI, 0.24 g KH,PO,, 1.44 g Na,HPOy, ter 8.0 g
NaCl. Soli smo kvantitativno prenesli v litrsko buco in dodali toliko bidestilirane vode, da je
gladina segala malo pod oznako na buci. Ko so se soli raztopile, smo z 1M HCI umerili pH
raztopine na vrednost 7.0 = 0.05 , nato pa buco dopolnili z bidestilirano vodo do oznake.
Pripravljeni pufer je pri opisani sestavi izotonicen, pH 7 pa smo izbrali na podlagi analitike, ki
je bila do neke mere ze prej postavljena, in tudi glede na priporoc¢ila proizvajalca

kromatografske kolone.

3.3.1.2 Izdelava hidrogelov

Izdelali smo hidrogele z 1.5-, 3.0- in 4.5 m/m % koncentracijo HEC. Vsakega od izdelanih
gelov smo pripravili s tremi razliénimi koncentracijami albumina glede na fosfatni pufer
(priblizno 0.5; 1.0; 2.0 mg/ml). Za pripravo 50- gramskih hidrogelov smo natehtali ustrezne
koli¢ine HEC ( 0.75 g; 1.5 g; 2.25 g) in 5.0 g brezvodnega glicerola ter ju zmesali v ¢asi (Slika
8). V drugi ¢asi smo v 43.4 ml pripravljenega PBS dodali 0.1 g metilparabena in toliko
albumina, da smo dobili raztopino zeljene koncentracije. Vsebino c¢ase smo mesali na
magnetnem meSalu, dokler se ni metilparaben raztopil. Nato smo raztopino albumina in

metilparabena v PBS ob palc¢ki dodali k zmesi HEC in glicerola. Pri tem smo morali
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intenzivno mesati, da smo razbili ve¢je polimerne skupke. Po zdruzitvi vsebin smo caSe
postavili Se za priblizno 5 minut v ultrazvoéno kadicko, kar je pripomoglo k boljsi
homogenizaciji in hkrati omogocilo hitrejSo permeacijo zra¢nih mehurc¢kov iz hidrogelov.
Zracni mehurcki v hidrogelu bi namre¢ lahko wvplivali na sproscanje albumina. Po
enodnevnem geliranju pri sobni temperaturi so nastali hidrogeli homogenega videza. Na enak

nacin smo izdelali tudi hidrogele brez albumina, ki so predstavljali slepe vzorce.

albumin+
metilparaben
+ PBS

-intenzivno mesanje

-ultrazvodng kedicka

-enadnewna geliranje

L —

Slika 8: Prikaz priprave hidrogelov

3.3.2 Test sproscanja jajénega albumina iz HEC hidrogelov

Najbolj uveljavljen model sproscanja farmacevtskih oblik za dermalno aplikacijo so Franzove
celice, ki so sestavljene iz dveh polovic, loCenih z vmesno membrano: ucinkovina prehaja
skozi membrano iz donorskega v akceptorski prostor, v katerem vzor¢imo. Glede na to, da je
pri kroni¢nih ranah oslabljena zascitna vloga koZze, le- ta ne predstavlja mehanske ovire pri
prehodu ucinkovin: protein lahko iz hidrogela neovirano difundira na mesto delovanja.

Franzove celice v tem primeru ne bi najbolje posnemale realnega stanja, zato smo model
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sprosc¢anja povzeli po predhodnem diplomskem delu s podobno temo (15). V 50- mililitrske
¢aSe smo natanc¢no natehtali priblizno 5 g hidrogela, ki je predstavljal donorski prostor, ter kot
akceptorski medij dolili 10 ml PBS (Slika 9). V omenjenem diplomskem delu so potrdili
ustreznost opisanega modela spros¢anja: plasti hidrogela in medija sta ostali lo¢eni v ¢asu 96
ur, odvzem vzorcev iz medija pa je bil mozen, ne da bi pri tem posegali v plast hidrogela.
Case, ki so stale pri sobni temperaturi in zai¢itene pred svetlobo, smo pokrili s parafilmom.
Vzorce (2.5ml) smo jemali s sredine medija ob Casih 0.5, 1, 2, 4, 8, 10, 24, 48, 72 in 96 ur ter
jih nadomescali z enakim volumnom svezega pufra, da bi se izognili nasicenju pufra z
albuminom. Odvzete vzorce smo filtrirali skozi 0.20 um filter in jih zamrznili do analize. Test
sproscanja smo izvedli tudi na hidrogelih brez vgrajenega albumina, ki so predstavljali slepe
vzorce. Vsako sproScanje je potekalo v treh paralelkah. Zaostankom po spros¢anju smo dodali
Se 30 ml PBS in tako hidrogele z meSanjem na magnetnem mesalu raztopili v vsega skupaj 40
ml PBS. Na ta nadin smo dolocili dejanske mase vgrajenega albumina v hidrogelih in s
primerjavo le- teh znotraj paralelk ovrednotili homogenost porazdelitve albumina v izdelanih

50- gramskih hidrogelih.

viorienje

PBS

hidrogel

Slika 9: Shematski prikaz modela za spros¢anje albumina iz hidrogela
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3.3.3 HPLC analitika

Postopek za dolocanje koli¢ine albumina je bil povzet po diplomskem delu (15). Uporabili
smo HPLC analitiko. Mobilno fazo smo po navodilih proizvajalca kromatografske kolone
pripravili tako, da smo 7.6 g NaCl in 7.2 g Na,HPO4*12H,0 raztopili v priblizno 1900 ml
bidestilirane vode in po umerjanju pH z 1M HCI na vrednost 7.0 + 0.05 dopolnili do 2000 ml.

- kromatografska kolona
Uporabili smo kolono ZORBAX GF- 250 z dolzino 250 mm, notranjim premerom 9.4
mm in velikostjo delcev 4 pum. Primerna je za vodotopne makromolekule z molekulsko
maso 4 - 400 kDa. Locevanje poteka na osnovi gelske izklju€itvene filtracije (glede na
velikost molekul).

- volumen avtomatsko injiciranega vzorca: 10 ul

- pretok mobilne faze: 1 ml/min

- termostat 23 °C; temperatura vzorcev 20 °C

- UV detekcija pri valovni dolzini 210 nm

- Cas analize smo podaljsali z 20 min na 45 min (razlaga v poglavju 4.2 Optimizacija

priprave vzorcev za HPLC)

3.3.3.1 Umeritvena premica za albumin

Po vzorcenju smo vse odvzete vzorce pri testu sproScanja najprej filtrirali skozi 0.20 um filter.
Zaradi vecjega Stevila vzorcev nismo imeli moznosti sprotne HPLC analize, zato smo jih po
odvzemu zamrznili pri -22 °C. Ce bi vzorci stali dalj &asa pri sobni temperaturi, bi lahko prislo
do razpada albumina. Umeritveno premico smo dolocili na osnovi petih razli¢nih koncentracij
albumina v mobilni fazi (0.05; 0.12; 0.50; 1.04; 2.05 mg/ml): najnizjo koncentracijo albumina
smo izbrali glede na ustreznost odzivov HPLC sistema. Za vsak standard posebej smo na
tehtnici natehtali ustrezno maso jajénega albumina, ga kvantitativno prenesli v 10- mililitrsko
bucko in po dodatku 0.33 g glicerola (krioprotektant) dopolnili z mobilno fazo do oznake. Z
namenom, da bi ¢imbolj enako obravnavali tako vzorce kot standardne raztopine, smo vsako

standardno raztopino filtrirali skozi 0.20 pm filter in nato do HPLC analize zamrznili.
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3.3.4 Vrednotenje stabilnosti albumina

Nujni pogoj za kontrolirano sproScanje albumina iz hidrogelov je stabilnost albumina v
takSnem okolju. Pripravili smo raztopini albumina v preci§¢eni vodi s koncentracijo 1 mg/ml,
brez in z dodatkom 0.1 % metilparabena, ter raztopini albumina v PBS s koncentracijo 1
mg/ml, brez in z dodatkom metilparabena. Tako pripravljene raztopine smo razdelili v
plasti¢ne epruvete, ki so bile shranjene pri sobni temperaturi, in za test stabilnosti jemali
vzorce ob ¢asih 0, 10, 24, 48, 72 in 96 ur. Testiranje smo izvedli v treh paralelkah in z vzorci

postopali enako kot pri dolo¢anju umeritvene premice (poglavje 3.3.3.1) (Slika 10).

Prav tako smo izdelane hidrogele z vgrajenim albuminom ve¢ tednov organolepti¢no

spremljali in opazovali morebitne spremembe videza in vonja.

albumin, albumin,
albumin, metvlllf:'araben, albumin, PBS metilparaben,
preii.voda predii.voda PBS

o G

/4 N\ v 4N / W

Slika 10: Prikaz testiranja stabilnosti jajénega albumina
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4. REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1 IZBIRA KONZERVANSA IN KONCENTRACIJ HEC ZA IZDELAVO
HIDROGELOV

Ustrezna viskoznost hidrogelov kot sodobnih oblog za vlazno celjenje ran je bistvenega
pomena za ucinkovito aplikacijo na mesto delovanja in zagotavljanje tesnega stika s kozo, za
primernost izdelave v proizvodnji in tudi zaradi samega odvzema iz vsebnika (15). V
omenjenem literaturnem viru so med drugim proucevali viskoznost treh komercialno
dostopnih hidrogelov pri treh razliénih temperaturah (25°, 32° in 37°C) ter na podlagi

rezultatov postavili Sirok okvirni interval primernih viskoznosti, ki je znasal 50 - 225 Pa*s.

Nadalje so ugotovili, da je viskoznost izdelanega 3% HEC hidrogela znotraj tega intervala, saj
so bile dobljene vrednosti 145 + 3.46 Pa*s pri 25°C, 143.7 = 7.55 Pa*s pri 32°C in 129.3 £
7.51 Pa*s pri 37°C. Nasprotno so bile vrednosti za 1.5% in 4.5% HEC hidrogel prenizke
oziroma previsoke: najvisja viskoznost 1.5% HEC hidrogela je znaSala 21.7 + 1.65 Pa*s (pri
25°C), najniZja viskoznost 4.5% HEC hidrogela pa je bila 390.2 + 8.97 Pa*s (pri 37°C). Iz
reogramov pa je bilo jasno, da viskoznost vseh hidrogelov ob aplikaciji strizne sile hitro pade
in se pribliza viskoznosti HEC hidrogela s koncentracijo 1.5% (15), kar omogoca njihov
enostaven nanos bodisi na kozo ali rano. Ker nas je zanimal vpliv sestave HEC hidrogela na

sproscanje jajénega albumina, smo izdelali hidrogele v 1.5-, 3- in 4.5% koncentraciji HEC.

V literaturnih virih smo za pripravo dermalnih izdelkov zasledili uporabo konzervansa
metilparabena. Odlo¢ili smo se, da bomo v hidrogelih predhodno uporabljen konzervans
dinatrijev tetraborat zamenjali zaradi neprimernosti uporabe, Se posebej na poskodovani kozi.
Metilparaben je v vodi zelo tezko topen, njegova topnost je 1g/1000- 10000 ml. Pred izdelavo
hidrogelov smo morali zato dalj Casa meSati raztopino metilparabena v PBS, da se je
zadovoljivo raztopil. Menimo, da bi bila v prihodnje bolj primerna uporaba natrijeve soli

metilparabena.

-34-



Ivana Mihacevi¢ Vpliv sestave hidrogela za vlazno celjenje ran na sproS¢anje modelnega proteina

4.2 OPTIMIZACIJA PRIPRAVE VZORCEYV ZA HPLC ANALIZO

4.2.1 Vpliv filtracije vzorcev na HPLC dolocanje albumina

Zacetno sproscanje jajénega albumina iz HEC hidrogelov smo izvedli tako, da smo v
penicilinke z ravnim dnom natan¢no natehtali priblizno 1 g hidrogela ter dolili 2 ml PBS. V
dolo¢enih Casovnih intervalih smo jemali 0.5- mililitrske vzorce, ki smo jih brez filtriranja
takoj po odvzemu zamrznili. Odvzete vzorce smo nadomesc€ali z enakim volumnom sveZega
PBS. Pri HPLC analizi vzorcev pa smo naleteli na tezave, saj so bili dobljeni kromatogrami
neuporabni: ni prislo do popolne lo¢be vrhov na bazni liniji, zaradi Cesar nismo mogli

izraCunati ustreznih koncentracij spros¢enega albumina (Slika 11B).

A)

DADT A, Sig=210,4 Ref=360,100 (20090811ALBVZ\ALB000035.D)
mAU
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| DAD1A, Sig=210,4 Ref=360,100 (20090810ALBVZ\ALB000016.D)
mAU
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Slika 11: Primer ustreznega kromatograma albumina iz standardne raztopine albumina v PBS;

Do

kromatografska vrhova z retencijskim ¢asom tg = 9.2 min in tg = 10 min pripadata albuminu (A) in
primer neustreznega kromatograma vzorca po sproscanju albumina iz HEC hidrogela z neloCenimi

vrhovi na bazni liniji; vrh s tg = 13.5 min pripada erodiranemu HEC polimeru (B)

Predvidevali smo, da se iz vzorcev poleg albumina eluira tudi neznana spojina z daljSim
retencijskim ¢asom, kot ga ima albumin pri danih pogojih (okrog 10 minut). Ce bi bil
retencijski ¢as neznane spojine daljSi od 20 minut, kolikor je prvotno znaSal ¢as analize
vzorcev, bi se zaostala spojina iz predhodnega vzorca eluirala v priblizno enakem casu kot
albumin v naslednjem vzorcu, kar bi vplivalo na kromatografski vrh albumina. Da bi raziskali
to predpostavko, smo pri nekaj vzorcih sproScanja podaljSali Cas analize z 20 na 45 minut:

velik kromatografski vrh pri 30 minutah je potrdil naso domnevo (Slika 12).
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Slika 12: Kromatografski vrh albumina z retencijskim ¢asom tx= 10 min in neznane spojine z

retencijskim ¢asom tg = 30 min

Neznana spojina je imela retencijski ¢as okrog 30 minut: ker je bil Cas analize vzorcev za
priblizno 10 minut prekratek, da bi se spojina eluirala pred analizo naslednjega vzorca, je do
elucije prislo pri naslednjem vzorcu, in to ravno v ¢asu 10 minut, ko je potekala elucija
albumina. Zaradi tega so bili vrhovi albumina delno prekriti z vrhovi neznane spojine in kot
takSni neuporabni za izraCun koncentracij albumina v vzorcih. Zavedali smo se, da bi
omenjeno tezavo enostavno resili z ustreznim podaljSanjem Casa analize vzorcev, vendar bi
analiza zaradi velikega Stevila vzorcev pri posameznem spros€anju trajala predolgo. Neznano
spojino z retencijskim ¢asom 30 min smo zato Zeleli odfiltrirati pred HPLC analizo. Tako smo
izvedli 24- urni test spros¢anja albumina iz 3% HEC hidrogela s koncentracijo vgrajenega
albumina 1 mg/ml ter ugotavljali, kako se razlikujejo kromatogrami filtriranih in nefiltriranih
vzorcev. V ¢aSe smo natan¢no natehtali priblizno 3 g pripravljenega hidrogela, dolili 6 ml PBS
ter v rednih ¢asovnih intervalih jemali 1.5- mililitrske vzorce, ki smo jih nadomescali s svezim
PBS. Test sproscanja smo izvedli v dveh paralelkah: vzorce ene paralelke (a; - a4) smo filtrirali
skozi 0.20 um filter, vzorce druge paralelke (b; - bs) smo analizirali nefiltrirane, HPLC analize

pa smo opravili pri dveh razli¢nih €asih analize - 20 in 45 minut (Tabela II).
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Tabela I1: Prikaz priprave vzorcev

zaporedna vrsta ¢as analize vzorca
§t. vzorca vzorca filtracija (min)

1 aj + 20

2 by - 20

3 a + 20

4 by i 20

5 a3 + 45

6 b3 - 45

7 a4 + 45

8 by - 45

Legenda:1,2,3.4,5, 6,7, 8 zaporedje vzorcev pri HPLC analizi; a,b,- oznake vzorcev, s,

3,4~ Cas odvzema vzorca od zacetka sproscanja (1- po 4h; »- po 8h; 3- po 10h; 4- po 24h); +-

filtriran vzorec; - - nefiltriran vzorec

S HPLC analizo prvih §tirih vzorcev pri 20- minutnem ¢asu analize smo ugotovili naslednje:

- kromatogram prvega filtriranega vzorca a; je bil ustrezen; tudi vrh za albumin je bil
lo€en od drugega vrha (Slika 13A); dodatni vrh s tg = 13.5 min pripada HEC

- kromatograma obeh nefiltriranih vzorcev b; in by, ki sta sledila filtriranima vzorcema
a; oziroma a,_sta bila prav tako ustrezna in vrh albumina znova lo¢en od drugih vrhov
(Slika 13A)

- kromatogram filtriranega vzorca a,, ki je na HPLC aparatu sledil nefiltriranemu vzorcu

by, pa je bil drugacen od ostalih (Slika 13B).

Razlog za drugacen kromatogram vzorca a, ki je imel razSirjen in vecji kromatografski vrh

albumina, je v tem, da je bil pred vzorcem a, analiziran nefiltrirani vzorec b;. Zakasnjena
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elucija neznane spojine iz nefiltriranega vzorca je vplivala na kromatogram naslednjega

vzorca, filtriranega vzorca a,.

A)

DAD1 A, Sig=210,4 Ref=360,100 (20090820ALBVZ\ALB000061.D)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 min
B)
DAD1 A, 5ig=210.4 Ref=360,100 (20090820ALBVZ\ALB000063 D)
mAU ]
160
140
120
100 -
80
60
40-
20
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Slika 13: Reprezentativni kromatogram vzorcev a;, b;, b, z jasno lo¢enim kromatografskim vrhom

albumina (A) in kromatogram vzorca a, s spremenjenim vrhom za albumin (B)
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S HPLC analizo zadnjih stirih vzorcev, pri kateri smo podaljsali ¢as analize na 45 minut, smo
ugotovili, da na kromatogramih filtriranih vzorcev a; in a4 ni bil prisoten kromatografski vrh
pri 30 minutah (Slika 14A). Nasprotno smo pri nefiltriranih vzorcih b; in by zaradi velikega
vrha pri 30 minutah sklepali na prisotnost neznane spojine z dalj§im retencijskim casom

(Slika 14B).
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Slika 14: Reprezentativna kromatograma filtriranih (A) in nefiltriranih vzorcev (B)
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Iz navedenega smo sklepali, da bi lahko s filtracijo odvzetih vzorcev skozi 0.20 pum filter
odstranili neznano spojino z retencijskim ¢asom tg= 30 min in tako preprecili, da bi se le- ta
eluirala pri naslednjem vzorcu skupaj z albuminom. Tako bi lahko skrajSali potek analize, saj
bi ze pri 20- minutnem Casu analize vzorcev dobili ustrezne kromatograme. Kot se je pri
kasnejSih analizah vzorcev, odvzetih med testi sproScanja, izkazalo, je bila nasa domneva
napacna, saj kljub filtraciji vseh vzorcev, pri nekaterih vzorcih v 20- ih minutah ni prislo do
popolne locbe kromatografskih vrhov, kar pomeni, da s filtracijo neznane spojine nismo v
celoti odfiltrirali. Razlog je verjetno v Stevilu vzorcev za analizo. Pri posameznem sproscanju
namre¢ odvzamemo veliko Stevilo vzorcev, priblizno 100, ki jih HPLC aparatura analizira
drugega za drugim. Mozno je, da smo s filtracijo sicer odstranili del neznane spojine v
vzorcih, vendar se je preostali del zadrzeval v koloni in se v ¢asu HPLC analize, ki je obi¢ajno
trajala nekaj dni, veckrat eluiral in takrat prekril kromatografske vrhove albumina. Zato smo
se odlocili, da Cas za posamezno analizo vzorcev podaljSamo na 45 minut. Kljub temu smo

zaradi zaS¢ite same kromatografske kolone nadaljevali s filtriranjem odvzetih vzorcev.

Test sproScanja smo vedno izvedli tudi na HEC hidrogelih, ki niso vsebovali jaj¢nega
albumina. Tako pri hidrogelih, ki so vsebovali albumin, kot pri hidrogelih brez albumina smo
detektirali kromatografski vrh pri priblizno 13 minutah, iz ¢esar smo zakljucili, da vrh ne
pripada albuminu (Slika 15). Vrh ravno tako ne more pripadati metilparabenu, saj smo ga
detektirali tudi pri vzorcih prvega testa sproScanja iz HEC hidrogelov, ki niso vsebovali
metilparabena, temve¢ predhodno uporabljen konzervans dinatrijev tetraborat. [z navedenega
sklepamo, da kromatografski vrh pri 13 minutah pripada HEC. Pri spro$¢anju namre¢ poleg
difuzije albumina v pufer poteka tudi povrsinska erozija polimera, pri cemer pride do delnega

razpletanja hidroksietilceluloznih verig in njihovega raztapljanja v PBS.
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DAD1 A, Sig=210,4 Ref=360,100 (20090824ALBVZ\ALB000006.D)
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Slika 15: Kromatogram slepega vzorca hidrogela brez vgrajenega jajénega albumina s prisotnim

kromatografskim vrhom za HEC

Glede na to, da se je neznana spojina eluirala iz kolone v ¢asu 30 minut, bi lahko $lo za
fragmente HEC polimera z manjSo molekulsko maso, saj je distribucija molekulskih mas
polimera lahko Siroka. Z UV spektrom neznane spojine, posnetim pri 210 nm, tega nismo
mogli potrditi, kajti nismo ugotovili podobnosti med spektroma HEC polimera in neznane
spojine. Zanesljivo pa lahko trdimo, da kromatografski vrh pri 30 minutah ne pripada
albuminu, saj smo pri 45- minutnem c¢asu analize ugotovili njegovo prisotnost tudi na
kromatogramih slepih vzorcev, ki niso vsebovali albumina. V vseh vzorcih, tudi slepih, je bil
prisoten metilparaben. Gre za relativno lipofilen konzervans, ki bi lahko v dolo¢enih pogojih
tvoril agregate in se nato v ¢asu 30 minut eluiral, kar bi zaznali kot kromatografski vrh. Ker

tega eksperimentalno nismo potrdili, bomo v nalogi govorili o vrhu neznane spojine.

4.2.2 Postopek filtracije vzorcev

Po dokon¢ni odlocitvi, da bomo vse odvzete vzorce filtrirali skozi 0.20 pm filtre ter analizirali
pri Casu analize 45 minut, nas je zanimalo, ali s filtracijo odstranjujemo tudi ze sproSceni

albumin. Pri predhodno opisanem proucevanju vpliva filtracije smo namre¢ opazili, da so bili
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filtrati praviloma bolj koncentrirani kot nefiltrirani vzorci. To je bilo sprva ravno nasprotno od
pricakovanega, saj smo menili, da se bo del albumina izgubil pri filtraciji in bo koncentracija
albumina v filtratu posledi¢no nekoliko nizja. Razlog za nepricakovano visje koncentracije
filtriranih vzorcev je bil v tem, da smo vzorce filtrirali skozi suhe filtre, pri ¢emer nismo
upostevali mrtvega volumna filtrov. To pomeni, da je del PBS zaradi kapilarnih sil zaostajal v

filtrih, filtrirani vzorci pa so bili posledicno bolj koncentrirani.

Za potrditev te domneve smo pripravili 4 razlicne postopke filtriranja, in sicer smo filtrirali 2.5
ml standardne raztopine albumina v PBS s koncentracijo 0.5 mg/ml. Da bi se izognili
koncentriranju filtratov, smo vsak filter predhodno omocili z 2 ml PBS. V prvem postopku
filtriranja smo skozi filter potisnili ¥4 vzorca, preostanek zavrgli in filtrat analizirali. V drugem
postopku filtriranja smo prvo cetrtino filtrata zavrgli, drugo Cetrtino pa smo shranili za HPLC
analizo. V tretjem postopku filtracije smo zavrgli prvi dve Cetrtini filtrata in obdrzali tretjo
Cetrtino, v Cetrtem postopku pa smo analizirali zadnjo Cetrtino filtrata. Test smo izvedli v treh
paralelkah, kar pomeni, da smo analizirali 12 vzorcev. PovrSine kromatografskih vrhov
filtriranih vzorcev smo nato primerjali s povrSino vrha nefiltrirane standardne raztopine

albumina v PBS s koncentracijo 0.5 mg/ml (Slika 16).

0,9 I

0,8

0,7 ; i .
M prva Cetrtina filtrata

Alfiltr.vz.)/ 05 A W druga cetrtina filtrata
A(nefiltr.st.razt.) 04 tretja Cetrtina filtrata

M zadnja Cetrtina filtrata
0,3 -

0,2 -
0,1 ~

Slika 16: Razmerje povrSin kromatografskih vrhov albumina filtriranih vzorcev (A(filtr.vz.)) in

nefiltrirane standardne raztopine (A(nefiltr.st.razt.)) glede na razli¢en nacin odvzema filtrata
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Iz primerjave povrSin kromatografskih vrhov filtriranih vzorcev ter nefiltrirane standardne
raztopine smo ugotovili velike razlike v koncentraciji albumina filtriranih in nefiltriranih
vzorcev. Ko smo analizirali prvo Cetrtino filtrata, smo opazili, da je koncentracija albumina v
filtriranem vzorcu bistveno nizja kot koncentracija nefiltrirane raztopine, kar pomeni, da
albumin zaostaja v filtru. Pri analizi vsake naslednje Cetrtine filtrata opazimo, da se manj
albumina veze na filter, torej, da ga lahko ve¢ detektiramo, ter da se z odvzemom zadnje
Cetrtine filtrata priblizamo koncentraciji nefiltriranih vzorcev. Zato smo se odlocili, da bomo
pri filtraciji vsakega vzorca skozi s pufrom predhodno omocen filter prve tri Cetrtine filtrata

zavrgli in za analizo shranili samo zadnjo Cetrtino filtrata.

Nadalje smo preverjali, ali bi lahko posamezen filter veckrat uporabili in dobili realne
rezultate. Kot smo Ze omenili, je bilo tevilo vzorcev pri vsakem spro§¢anju zelo veliko. Ce bi
lahko z veckratno uporabo filtrov dosegli enake rezultate, bi bila enkratna uporaba
posameznega filtra tako s financnega kot tudi Casovnega vidika neutemeljena. Filtriranje
vzorcev je bilo namre¢ zelo zamudno: zaradi majhnega premera por pri uporabljenih filtrih
smo morali filtrirati zelo pocasi, sicer je pritisk znotraj injekcijske brizge prevec narasel ter
potisnil filter z brizge, pri ¢emer je prislo do razlitja vzorcev. K Ze tako zamudnemu filtriranju
je dodatno prispevalo predhodno omocenje vsakega uporabljenega filtra, zato bi lahko z
veckratno uporabo filtrov vsaj nekoliko ¢asovno privarcevali. S tem namenom smo izvedli 4-
urni test spros¢anja albumina iz 3% HEC hidrogelov. Test sproScanja smo izvedli v Stirih
paralelkah. V §tiri 50- mililitrske ¢ase smo natan¢no natehtali priblizno 5 g hidrogela ter dolili
10 ml PBS. Vzor¢ili smo v obicajnih ¢asovnih intervalih ter odvzete vzorce nadomescali z
enakim volumnom PBS. Cas posamezne analize smo nastavili na 45 minut. Vzorce paralelk a
in b smo filtrirali vsakega skozi svez filter, medtem ko smo za preostale vzorce uporabili po en

filter za c in en filter za d paralelko (Tabela III).
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Tabela I1I: Retencijski Casi in povrSine kromatografskih vrhov pri enkratni/ veckratni uporabi filtrov

VvZorci tr (min) A (mAU%*s)
a; 10.0; 13.5 53.0; 162.9
a 10.0; 13.5 231.9; 213.5
a
a3 10.0; 13.5 285.6; 231.5
enkratna
a 10.0; 13.5 377.3; 258.5
uporaba
b, 10.0; 13.5 64.0; 140.2
filtrov
" b, 10.0; 13.5 176.1; 195.7
bs 10.0; 13.5 297.6; 245.8
bs4 10.0; 13.5 299.0; 266.9
C1 10.0; 13.5 62.7;161.5
CH 10.0; 13.5; 32.1 116.7;157.1;1128.9
c
C3 10.0; 13.5; 32.1 219.2; 205.3; 3652.4
veCkratna
(N 10.0; 13.5; 32.1 308.3; 234.9; 5588.8
uporaba
d; 10.0; 13.5 59.7; 163.0
filtrov
q ds 10.0; 13.5; 32.1 107.9; 166.5; 1384.7

ds 10.0; 13.5; 32.1 209.3; 198.9; 3263.9
dy 10.0; 13.5; 32.1 319.9; 242.0; 5188.7

Legenda: a, b, ¢, d- oznaka paralelk; | 5 3 4. cas odvzema od zacetka sproscanja (;- po 0.5h;

2- po 1h; 3- po 2h; 4 po 4h); tr (min)- retencijski casi kromatografskih vrhov;, A (mAU*s)-

povrsine kromatografskih vrhov

Kromatogrami vzorcev, ki smo jih filtrirali vedno skozi sveze filtre, so izkazovali dva
kromatografska vrhova, in sicer pri 10 minutah (albumin) ter priblizno 13 minutah (HEC).
Neznana spojina z retencijskim ¢asom 32 minut ni bila prisotna v vzorcih. Nasprotno pa so
kromatogrami vzorcev, ki smo jih filtrirali skozi veCkrat uporabljene filtre (ci- cs4; dp- da),
vsebovali dodaten kromatografski vrh pri priblizno 32 minutah. Sode¢ po navedenem smo
sklepali, da z veckratno uporabo posameznih filtrov presezemo njihovo kapaciteto in
povzro¢imo odpuscanje spojin, ki smo jih predhodno uspesno odfiltrirali. Menili smo, da bi se

lahko tudi albumin v dolo¢eni meri zadrzeval v filtrih ter se po presezku filtrirne kapacitete
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naklju¢no odpuscal v vzorce. Posledi¢no bi bila koncentracija albumina v vzorcih vprasljiva,
saj ne bi vedeli, ali se je detektirani albumin sprostil iz hidrogela ali pa morda iz filtra. Glede

na vse to smo se odlocili za enkratno uporabo filtrov.

4.2.3 Izgube albumina pri filtraciji

Za oceno izgub albumina pri filtraciji vzorcev smo uporabili 10 standardnih raztopin albumina
v mobilni fazi razli¢nih koncentracij. Iz vsake standardne raztopine smo odvzeli po dva
vzorca, od katerih smo samo enega filtrirali skozi predhodno omocen 0.20 um filter. Preostale
polovice odvzetih vzorcev nismo filtrirali. Iz povrSin kromatografskih vrhov smo izracunali

ustrezne koncentracije albumina (Slika 17).

2,00
1,80
1,60
1,40
1,20
1,00
0,80
0,60
0,40
0,20
0,00 -

M filtrirani vzorci

MW nefiltrirani vzorci

koncentracija albumina {(mg/ml)

Slika 17: Primerjava koncentracij albumina filtriranih in nefiltriranih standardnih raztopin

IzraCunane koncentracije filtriranih standardnih raztopin so bile v povprecju nizje za 7.27

odstotkov, vendar je bilo sipanje rezultatov precejsnje.
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4.3 VREDNOTENJE STABILNOSTI ALBUMINA

4.3.1 Dolocitev enacbe umeritvene premice

Pripravili smo standardne raztopine razli¢nih koncentracij jajénega albumina v mobilni fazi ter
jih ovrednotili s HPLC metodo. Pogoji HPLC metode so navedeni v poglavju HPLC analitika
(3.3.3). Cas analize smo nastavili na 45 minut. Glede na to, da smo vse odvzete vzorce pri
testih spros€anja in stabilnosti zamrznili do HPLC analize, smo menili, da bi morali enako
ravnati tudi s standardnimi raztopinami. Predvidevali smo, da bodo koncentracije albumina v
vzorcih bolj natancno dolocene, ¢e bomo tudi standardne raztopine zamrznili. Vsak standard
smo posebej pripravili, in sicer tako, da smo v 10- mililitrsko buc¢ko natan¢no natehtali
dolo¢eno maso albumina, dodali 0.33 g brezvodnega glicerola (krioprotektant) ter z mobilno
fazo dopolnili do oznake. Pripravljene raztopine smo filtrirali skozi 0.20 pm filter, predhodno

omocen s PBS: prve tri Cetrtine filtrata smo zavrgli, zadnjo Cetrtino pa zamrznili do analize.

Na kromatogramih je prisoten vecji kromatografski vrh pri priblizno 10 minutah, ki pripada
albuminu, kar smo potrdili tudi z referen¢nimi spektri proizvajalca kolone. Opazili smo, da se
pri vi§jih koncentracijah albumina pojavi dodaten manjsi vrh z retencijskim casom tg™ 9
minut (Slika 19). Za identifikacijo smo pri valovni dolzini 210 nm posneli UV spektre obeh
vrhov ter ugotovili, da so absorbcijski spektri enaki. Iz tega smo sklepali, da tudi manjsi vrh
pripada albuminu, ki je najverjetneje prisoten v nekoliko drugacni konformacijski obliki.
Slednjega smo, kjer je bilo moZno, tudi upoStevali pri izraCunih koncentracij. Z linearno
regresijo smo dolocili enacbo umeritvene premice, ki se je najbolj prilegala eksperimentalnim

tockam (Slika 18):

[ A=13L.96
y=9972.6* x - 131.96 — ckmIl " —orz ¢ enacba /

A...vsota povrsin kromatografskih vrhov albumina (tg= 9 min in tg= 10 min)

g
c...koncentracija albumina rnl
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umeritvena premica
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Slika 18: Odvisnost povrsin kromatografskih vrhov albumina od koncentracije albumina v mobilni fazi
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Slika 19: UV spektra manjSega kromatografskega vrha s tg= 9 min (A) in vrha albumina pri tg= 10
min (B)
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Po pregledu kromatogramov smo ugotovili Se nekaj: povrSine kromatografskih vrhov
albumina zamrznjenih standardnih raztopin so bile za priblizno 70 odstotkov vecje kot pri
svezih standardnih raztopinah enakih koncentracij. Retencijski ¢as albumina je bil pri svezih
kot pri zamrznjenih standardnih raztopinah enak, kar kaze, da med zamrzovanjem ni prislo do
sprememb v sami strukturi albumina. Morebitno tvorbo agregatov bi namre¢ zaznali kot
kromatografski vrh pri nizjem retencijskem casu, saj bi se agregati zaradi velikosti prej eluirali
iz kolone. Tudi oblike kromatografskih vrhov albumina so bile pri svezih in zamrznjenih
standardnih raztopinah enake. Vzroka za omenjeni pojav nismo ugotovili, zato bo za

razjasnitev le- tega potrebno nadaljnje delo.
Tako smo vse HPLC analize izvajali pri ze navedenih pogojih:

- mobilna faza: 7.6 g NaCl, 7.2 g Na,HPO4*12H,0, bidestilirana voda do 2000 ml

- kolona Zorbax GF- 250 z dolZino 250 mm, notranjim premerom 9.4 mm in velikostjo
delcev 4 pm

- volumen avtomatsko injiciranega vzorca: 10 pl

- pretok mobilne faze: 1 ml/min

- termostat 23 °C; temperatura vzorcev 20 °C

- UV detekcija pri valovni dolZini 210 nm

- Cas analize posameznega vzorca je znaSal 45 min

- vzorci so bili pred analizo filtrirani skozi 0.20 pm filter, predhodno omocen z 2 ml

PBS, in nato zamrznjeni do analize.

4.3.2 Stabilnost albumina

Stabilnost albumina smo spremljali 96 ur. Pripravili smo S§tiri osnovne raztopine albumina s
koncentracijo 1 mg/ml: albumin v preciS¢eni vodi, brez in z dodatkom metilparabena, in
albumin v PBS, brez in z dodatkom metilparabena. Metilparaben smo uporabili v 0.1- odstotni
koncentraciji. Vsako raztopino smo razdelili po 10 ml v tri plasticne epruvete ter jemali 0.5-

mililitrske vzorce v Casih 0, 10, 24, 48, 72 in 96 ur. Odvzetih vzorcev nismo nadomescali s
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svezim medijem. Maso detektiranega albumina po vsakem vzorenju smo izracunali z

naslednjo enacbo:

m,= ¢,x(10-(n-1)x0.5) + > c,.1x0.5 enacba 2
kjer je

n...zaporedna Stevilka vzorcenja (n=1 v ¢asu t=0 h; n=2 v ¢asu t=10 h...),

m,...masa detektiranega albumina v raztopini po posameznem vzorcenju,
cn...koncentracija albumina v odvzetem vzorcu, izra¢unana iz umeritvene premice,

(10-(n-1)x0.5)...volumen raztopine, ki je pri vsakem naslednjem vzorcenju za 0.5 ml manjsi.

Za raztopine albumina v precis¢eni vodi smo ugotovili, da je bil delez detektiranega albumina

vi§ji v raztopinah brez metilparabena (Slika 20).

albumin v precisceni vodi
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M brez metilparabena

W z metilparabenom
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Slika 20: Odstotek detektiranega albumina v precis€eni vodi v odvisnosti od Casa; odstotek smo

izraCunali iz razmerja med eksperimentalno doloceno maso in natehtano maso albumina
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V prisotnosti metilparabena lahko po razvitem postopku dolo¢imo z izraCunom iz umeritvene
premice le priblizno 23 odstotkov albumina v vodi. Na dobljenih kromatogramih albumina
nismo opazili sprememb v obliki kromatografskih vrhov ali v retencijskem ¢asu albumina.
Glede na nizek odstotek detektiranega albumina lahko sklepamo, da v dolo¢eni meri pride do
interakcij med metilparabenom in albuminom, ki bi lahko vplivale na detekcijo albumina. V
tem primeru bi detektirali manj prostega albumina pri retencijskem ¢asu 10 minut. Kljub temu
opazimo, da se odstotki detektiranega albumina v precis€eni vodi, brez in z dodatkom

metilparabena, ohranijo skozi vseh 96 ur.

Bolj kot detekcija albumina v vodi nas je zanimala detekcija albumina v PBS, saj je le- ta
predstavljal vodno fazo pri izdelavi hidrogelov. Rezultati testa stabilnosti so bili podobni kot v
precisceni vodi, in sicer v tem, da so bili odstotki detektiranega albumina visji v raztopinah
brez metilparabena. Ponovno smo opazili precejSnje razlike brez in v prisotnosti
metilparabena, le da so bili tokrat odstotki albumina brez konzervansa previsoki (>100%).
Eden od vzrokov je lahko v pripravi osnovnih raztopin. Pripravili smo namre¢ S$tiri osnovne
raztopine albumina s koncentracijo 1 mg/ml: albumin v preciSc¢eni vodi, brez in z dodatkom
metilparabena, ter albumin v PBS, brez in z dodatkom metilparabena (Slika 10). Osnovne
raztopine smo pripravili v 50- mililitrskih buckah in nato iz vsake odmerili po 10 ml v tri 10-
mililitrske epruvete. V kolikor je prislo do napake pri tehtanju albumina za pripravo osnovnih
raztopin, bi se le- ta prenesla na vse tri paralelke posamezne raztopine. Ker so bile natehtane
mase albumina relativno majhne (50 mg), bi morebitno nihanje tehtnice bolj prispevalo k
napaki kot sicer. Vseeno pa opazimo, da se je koncentracija albumina v PBS v prisotnosti

konzervansa s ¢asom ohranjala (Slika 21).
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albumin v PBS

250

200

150 T

100 M brez metilparabena

delez detektiranega alb. (%)

- .
50 z metilparabenom

povprecni

cas (h)

Slika 21: Odstotek detektiranega albumina v PBS v odvisnosti od ¢asa; odstotek smo izracunali iz

razmerja med eksperimentalno dolo¢eno maso in natehtano maso albumina

Menimo, da se v ¢asu 96 ur stabilnost albumina ne spreminja, saj se odstotki detektiranega
albumina v pripravljenih raztopinah ohranijo, spreminja pa se odziv albumina v razli¢nih
medijih. Kasneje smo ponovno dokazali (poglavje 4.4 Test sproscanja albumina iz HEC

hidrogelov), da je stabilnost albumina v PBS zadostna v testiranem ¢asovnem obdobju.

4.4 TEST SPROSCANJA ALBUMINA 1Z HEC HIDROGELOV

Zeleli smo ugotoviti, kak$ni so vplivi razlik v sestavi hidrogela na profile sproi¢anja in
odstotek sproScenega jajénega albumina. S tem namenom smo pripravili 50- gramske
hidrogele z 1.5-, 3- in 4.5- odstotno HEC po ze opisanem postopku (poglavje 3.3.1.2 Izdelava
hidrogelov). Vsakega od hidrogelov smo pripravili s tremi teoreticnimi koncentracijami
albumina (0.5-, 1- in 2 mg/ml) (Slika 22) in nato v 50- mililitrske CaSe natan¢no natehtali
priblizno 5 g hidrogela ter dolili 10 ml PBS. Test spros¢anja, ki je potekal v treh paralelkah,
smo izvajali 96 ur, kar sovpada s ¢asom uporabe sodobnih oblog za vlazno celjenje ran.

Odvzete vzorce, ki so bili filtrirani in zamrznjeni do analize, smo analizirali s HPLC metodo.
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Zaostanke hidrogelov po sproS¢anju smo raztopili v 40 ml PBS in tako dolocili dejansko maso
vgrajenega albumina v hidrogelih, ki smo jo uporabili za izratun odstotkov sproScenega

albumina. Pri izracunih smo uporabili naslednje enacbe:

- za maso sproScenega albumina: my=cy, X V+ > ¢y1 X 2.5 enacba 3

- za dejansko maso albumina v hidrogelu: mge;= ¢y X 40 + Y ¢4 X 2.5 enacba 4

- za odstotek spro$¢enega albumina: %(alb) = (mp/myg.;j) x 100 enacba 5
kjer je

m,...masa albumina v PBS [mg]

cn...koncentracija albumina v PBS [mg/ml]

mye...dejanska masa albumina v hidrogelu [mg]

V...volumen PBS, iz katerega smo vzor¢ili (10 ml)

> cn1 X 2.5...vsota mas albumina v odvzetih vzorcih

%(alb)...odstotek spros¢enega albumina

my/Myej...razmerje med maso sproSenega albumina in dejansko maso vgrajenega

albumina v hidrogelu.
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N SN VA RN

v

y y
c(alb)=1.0mg/ml c(alb)=1.0mg/ml c(alb)=1.0mg/ml

A 4

v Y
c(alb)=2.0mg/ml c(alb)22.0mg/ml c(alb)=2.0mg/ml

Slika 22: Prikaz pripravljenih hidrogelov za test spros¢anja jajénega albumina

Iz primerjave mas sproSc¢enega albumina smo ugotovili, da so le- te najvi§je v hidrogelih s
koncentracijo albumina 2.0 mg/ml, kar je bilo pricakovano: vecja ko je vsebnost albumina v
hidrogelu, vec¢ se ga seveda lahko sprosti (Slika 23). To velja za vse tri koncentracije polimera.
Opazili smo tudi, da se pri hidrogelih z enako koncentracijo albumina najve¢ albumina sprosti
iz 1.5- odstotnega HEC in najmanj iz 4.5- odstotnega HEC hidrogela. Ce vzamemo za primer
hidrogel s koncentracijo albumina 2.0 mg/ml: pri 1.5- odstotni HEC se po 72 urah sprosti
okrog 4.5 mg albumina, pri 3- in 4.5- odstotni HEC pa v enakem ¢asovnem obdobju le 3.7 mg
oziroma 3.2 mg (Slika 23A, B, C). To pomeni, da vi§ja koncentracija polimera predstavlja
vecjo oviro za difuzijo albumina iz hidrogela, saj so v tem primeru pore hidrogela manjse.

Posledi¢no je sproS¢anje albumina pocasnejse.
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Slika 23: Spremljanje povpre¢ne mase sproS¢enega albumina iz hidrogela v Casu 96 ur, pri razlicnih
koncentracijah albumina v hidrogelu (0.5-, 1- in 2 mg/ml) in razli¢nih koncentracijah polimera: 1.5-

odstotna HEC (A), 3- odstotna HEC (B), 4.5- odstotna HEC (C); n=3

Ce primerjamo odstotke spros¢enega albumina pri treh koncentracijah vgrajenega albumina,
ugotovimo, da se kljub ve¢jim razlikam v absolutnih masah spros¢enega albumina v odstotkih
spros¢anja razlikujejo le malo: 70, 78 in 64 % sproscenega albumina za koncentracije
albumina 0.5, 1.0 in 2.0 mg/ml pri 1.5- odstotni HEC; 62, 62 in 59 % pri 3- odstotni HEC ter
61, 65 in 58 % sprosc¢enega albumina pri 4.5- odstotni HEC (Slika 24A, B, C). Najhitreje se
sprosc¢a albumin iz 1.5 % HEC hidrogela, najpocasneje pa iz 4.5 % HEC hidrogela. Delez
spros¢enega albumina glede na dejansko maso vgrajenega albumina pa je pri isti koncentraciji
polimera najmanjsi pri najvecji koncentraciji vgrajenega albumina, kar je morda nekoliko

presenetljivo.
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Slika 24: Spremljanje povpre¢nega odstotka sproscenega albumina iz hidrogela v Casu 96 ur, pri
razli¢nih koncentracijah albumina v hidrogelu (0.5-, 1- in 2 mg/ml) in razli¢nih koncentracijah

polimera: 1.5- odstotna HEC (A), 3- odstotna HEC (B), 4.5- odstotna HEC (C); n=3

Po testih sproS¢anja albumina smo zaostanke raztopili v PBS z namenom, da bi dolocili
dejanske mase albumina v 5- gramskih hidrogelih. Ugotovili smo, da se dejanske mase znotraj
paralelk vecinoma niso dosti razlikovale; relativni standardni odkloni so bili pri vseh
hidrogelih, z izjemo enega, razmeroma nizki (Tabela IV). Na podlagi tega sklepamo, da je bil
nacin priprave hidrogelov, ¢etudi ro¢ni, ustrezen in je zagotovil homogenost izdelanih 50-

gramskih hidrogelov.

-58 -



Ivana Mihacevi¢ Vpliv sestave hidrogela za vlazno celjenje ran na sproS¢anje modelnega proteina

Tabela I'V: Razlike v masah albumina izdelanih HEC hidrogelov

1.5% HEC 3% HEC 4.5% HEC

teoreti¢na koncentracija
0.5 1 2 0.5 1 2 0.5 1 2
albumina v hidrogelu (mg/ml)

teoreticna masa albumina
2251449 | 886|221 |4.68|897|222]|4.33]8.65
v hidrogelu (mg)

dejanska masa albumina
1.8513.25(7.14| 1.80 | 2.64 | 6.38 | 1.84 | 2.66 | 5.84
v hidrogelu (mg)

masa sprosScenega
1.30 | 2.53 | 458 | 1.11 | 1.64 | 3.74 | 1.13 | 1.74 | 3.37
albumina (mg)

deleZ sproscenega

albumina (%)

70.2 1 78.0 | 643 | 61.7 | 62.3 | 58.6 | 61.3 | 65.2 | 58.0

preostanek albumina v hidrogelu po
0.55]10.72 {256 | 0.69 | 1.0 | 2.64 | 0.71 | 0.92 | 2.47
96- urnem sprosc¢anju (mg)

teoreti¢na - dejanska

masa albumina 17.8 | 27.6 | 19.4 | 18.6 | 43.6 | 289 | 17.1 | 38.6 | 32.5
v hidrogelu (%)
RSD 1.08 | 4.07 | 444 | 1.40 | 1.32 | 1.57 | 0.54 | 0.57 | 8.81

Legenda: teoretiCna koncentracija albumina v hidrogelu- koncentracija albumina v 5-

gramskem hidrogelu (mg/ml); teoreti¢na masa albumina v hidrogelu- povprecna teoreticna

masa albumina v 5- gramskem hidrogelu, preracunana iz natehte albumina pri izdelavi

hidrogela (mg); dejanska masa albumina v hidrogelu- povprecna dejanska masa albumina v 5-

gramskem hidrogelu (mg), izracunana po enacbi 4; masa spros¢enega albumina- povprecna

masa sproscenega albumina (mg), izracunana po enacbi 3; delez sproScenega albumina-

povprecni delez sproscenega albumina (%) glede na dejansko maso vgrajenega albumina v

hidrogelu, izracunan po enacbi 5; preostanek albumina v hidrogelu po 96- urnem sproséanju-

dolocena masa albumina, ki je ostal v hidrogelu po sproscanju (mg); teoreti¢na — dejanska

masa albumina v hidrogelu- razlika med povprecno teoreticno in povprecno dejansko maso

albumina v hidrogelu v odstotkih, izracunana po enacbi (Micoreticna-Mdejanska) *100/Micoreticnas

RSD- relativni standardni odklon dejanskih mas albumina v hidrogelu (%); n=3
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V vseh hidrogelih so bile dejanske mase albumina manjSe od natehtanih mas. Natehte
albumina za pripravo hidrogelov so bile relativno majhne (za 50- gramski hidrogel: 21.7 mg
albumina pri koncentraciji albumina v PBS 0.5 mg/ml: 43.4 mg albumina pri koncentraciji 1
mg/ml; 86.8 mg albumina pri koncentraciji albumina v PBS 2 mg/ml), zato je mozno, da je
nihanje tehtnice deloma prispevalo k razliki mas. Ker pa so se razlike med dejanskimi in
natehtanimi masami z viSanjem koncentracije albumina v hidrogelu vecinoma le Se povecale
(Slika 25), menimo, da nihanje tehtnice ni klju¢nega pomena za razliko mas. Na samih
kromatogramih nismo opazili sprememb, saj so bili prisotni samo kromatografski vrhovi
albumina (tg= 9 in 10 minut) in HEC (tg= 13 minut). Bolj verjetno je, da pri doloCanju
dejanske mase albumina v hidrogelu ni priSlo do popolnega raztapljanja hidrogela v PBS,
zaradi Cesar je del albumina ostal vgrajen v neraztopljenih delcih hidrogela. Ravno tako lahko
del izgub pripisSemo filtraciji vzorcev. Kljub temu so rezultati sproscanja verjetni, saj smo
vedno upoStevali le prosti sprosc¢eni albumin, ki je na razpolago za delovanje kot modelni

protein, torej kot u€inkovina inhibitor cisteinskih proteaz.

m1.5%HEC
W 3% HEC
m4.5%HEC

0,5 1 2

razmerje dejanska/ teoreti¢na masa
albumina v hidrogelu

koncentracija albumina v hidrogelu {mg/ml)

Slika 25: Povprecno razmerje med dejansko in teoreticno (natehtano) maso vgrajenega albumina v

hidrogelih pri razli¢nih koncentracijah albumina (0.5; 1; 2 mg/ml) in polimera (1.5; 3; 4.5% HEC); n=3
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Vec¢ kot teden dni po izdelavi hidrogelov smo lahko v njih dolocili vefino vgrajenega
albumina, kar pomeni, da predstavljajo hidrogeli varno okolje za ohranitev proteinov znotraj
dolocenega casovnega obdobja. Hidrogeli so ohranili svoj videz, barvo in vonj ve¢ tednov po

izdelavi.

Na profilih spros¢anja albumina je opazno hitro zacetno spros$canje, ki je najverjetneje
posledica difuzije albumina s povrSine hidrogela. S Casom se sproScanje upocasni, kar
opazimo kot padec naklona krivulje sprosc¢anja. Hitrost spros¢anja je po pric¢akovanjih premo
sorazmerna s koncentracijo albumina in obratno sorazmerna s koncentracijo polimera: pri visji
koncentraciji albumina je vecji koncentracijski gradient, ki poganja difuzijo, pri visji

koncentraciji polimera pa je difuzija oteZzena zaradi vecje gostote hidrogela ter manjsih por.

Da bi opredelili kinetiko in mehanizem spro$¢anja, smo eksperimentalne podatke testov
sprosCanja poskusili opisati z matemati¢nimi modeli 0. reda, 1. reda in Higuchijevim

modelom. Konstruirali smo grafe, in sicer

- za model 0. reda: graf kumulativna masa spros¢enega albumina v odvisnosti od ¢asa;
enacba dobljene premice je m¢ = ko*t (m...masa spros¢enega albumina v casu t;
ko...hitrostna konstanta 0. reda; t...¢as)

- za model 1. reda: graf logaritem mase nesproScenega albumina v odvisnosti od ¢asa;
enacba dobljene premice je In(mg) — In(m¢) = ki*t  (In(mp) — In(my)...naravni
logaritem mase nesproscenega albumina; k;...hitrostna konstanta 1. reda; t...Cas)

- za Higuchijev model: graf kumulativnha masa sproscenega albumina v odvisnosti od
vt ; enacba dobljene premice je m¢ = Ky*¥t (m;...masa sprosc¢enega albumina v ¢asu

t; Kyr...Higuchijeva konstanta; vt .. kvadratni koren &asa)

S primerjavo regresijskih koeficientov 0. reda, 1. reda in Higuchijeve kinetike smo ugotovili,

da sproscanje iz pripravljenih hidrogelov najbolje sledi Higuchijevemu modelu, kar pomeni,
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da je proces sproscanja iz hidrogelov v veliki meri nadzorovan z difuzijo, hitrost sprosc¢anja pa
je proporcionalna s ¥t (Tabela V). To pojasnjuje upad hitrosti spros¢anja pri daljsih ¢asih

sproscanja, saj difuzijska razdalja s ¢asom narasca in koncentracijski gradient pada.

Tabela V: Primerjava regresijskih koeficientov premic za 0. red, 1. red, Higuchijev in Korsmeyer-

Peppasov model sproscanja jajénega albumina iz HEC hidrogelov

c(HEC) | c(alb) | R*(0.red) | R*(1.red) | R*(Higuchi) | R*(K.Peppas) | n K
0.5 0.7613 0.802 0.9111 0.924 0.67 | 7.08
1.5% 1 0.8057 0.8479 0.9362 0.9093 0.82 | 4.75
2 0.8676 0.9268 0.9712 0.9673 0.76 | 3.67
0.5 0.8268 0.8761 0.9492 0.9975 0.45 | 9.22
3% 1 0.8284 0.861 0.9478 0.9977 0.51 | 7.38
2 0.9083 0.9507 0.9884 0.9924 0.59 | 4.65
0.5 0.9411 0.9755 0.9827 0.9902 0.43 | 7.74
4.5% 1 0.9458 0.9807 0.9901 0.9956 0.49 | 6.47
2 0.9635 0.982 0.9871 0.9959 0.63 | 3.47

Legenda: ¢(HEC)- koncentracija HEC v hidrogelu, izrazena v m/m %, c(alb)- koncentracija

Jjajénega albumina v hidrogelu (mg/ml); R*- regresijski koeficienti premic za 0. red, 1.red,

Higuchijev in Korsmeyer- Peppasov model; n- difuzijski koeficienti, izracunani s Korsmeyer-

Peppasovo enacbo; K- difuzijske konstante, izracunane s Korsmeyer- Peppasovo enacbo

Za bolj natancen opis mehanizma sproScanja pa smo izbrali Korsmeyer-Peppasov model, ki
ga uporabljamo, kadar na procese spros¢anja vplivata Fickova difuzija in viskoelasti¢na

relaksacija polimernega sistema (22). Model opisuje naslednja enacba:

(m¢m,;) = Kg*t" = log(m¢/m.;) = logKx + n*log(t)

To je potencni model, kjer je n "difuzijski eksponent" (diffusional exponent). Razmerje m;/m.,
predstavlja koli¢ino sproscene u€inkovine v €asu t, pri Cemer se uposteva zgornjo mejo 60 %
sproscene ucinkovine (albumina). Kx in n sta konstanti, ki sta povezani z difuzijskim
koeficientom in specificnim transportnim mehanizmom.. Enacba je pogosto uporabljena za

opredelitev mehanizma sproscanja u¢inkovine glede na dolocitev Stevila n (TabelaVI).
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Tabela VI: Vrednosti Stevila n, ki ustrezajo razliénim vrstam transporta za sisteme z
definirano geometrijsko obliko (22)

ploscica cilinder krogla transportni mehanizem
0.50 0.45 0.43 Fickov transport

0.50<n<1 0.45<n<0.89 0.43 <n<0.85 "ne-Fickov" transport
1 0.89 0.85 Case Il transport

V primeru spros$canja iz nasega sistema, slednjega lahko opiSemo kot plos¢ico, saj sproS¢anje

dejansko poteka le z ene povrsine. [zraCunani parametri, Kk in n, so podani v Tabeli V.

Ugotovimo lahko, da spros¢anje iz 1.5% HEC hidrogela lahko opredelimo kot "ne-Fickov"
transport, kar pomeni, da na spros¢anje poleg difuzije vpliva tudi relaksacija polimera oz.
erozija hidrogela, ki je v primeru najnizje koncentriranega sistema tudi pri¢akovana. V
primeru bolj koncentriranih hidrogelov (3- in 4.5%) pa je poglavitni mehanizem spro$canja
klasi¢na Fickova difuzija (n = 0.5). Nekoliko odstopata vrednosti difuzijskega eksponenta pri
koncentraciji vgrajenega albumina 2 mg/ml, kjer bi ze lahko govorili o ne-Fickovem
mehanizmu sproscanja. Kaze, da ima pri vis§ji vsebnosti u¢inkovine v sistemu pri isti

koncentraciji polimera na sproS¢anje ponovno vpliv tudi relaksacija polimernih verig.
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5. ZAKLJUCEK

V diplomskem delu smo proucevali hidrogele kot sodobne obloge za vlazno celjenje ran.
Namen nasega dela je bil izdelava hidrogelov, ki bi ob aplikaciji na kroni¢ne rane zagotavljali
optimalno vlaznost tkiva, hkrati pa bi omogocili nadzorovano sproscanje proteaznega
inhibitorja cistatina in na ta nacin aktivno sodelovali v procesu celjenja. Kot modelni protein
smo v HEC hidrogele vgradili jajéni albumin, ki je po molekulski masi podoben cistatinu. Za
vodno fazo smo pri izdelavi hidrogelov uporabili fosfatni pufer PBS, ki predstavlja fizioloSko

okolje za vgrajeni albumin.

Pri HPLC analizi je elucija neznane spojine z retencijskim ¢asom tg= 30 minut vplivala na
kakovost kromatografskih vrhov albumina. Locbo kromatografskih vrhov na bazni liniji smo
izboljSali z optimizacijo priprave vzorcev za analizo: vzorce smo filtrirali skozi 0.20 pm filter,

Cas analize posameznega vzorca pa smo podaljSali z 20 na 45 minut.

Nujni pogoj za dostavo proteinov s hidrogeli je stabilnost proteinov pri pogojih v hidrogelu.
Izvedli smo 96- urno testiranje stabilnosti albumina v fosfatnem pufru PBS in precis¢eni vodi,
brez in z dodatkom metilparabena. Odstotki detektiranega albumina so bili v obeh medijih
niZji v prisotnosti metilparabena. Koncentracija albumina v PBS se je ohranjala s ¢asom,
odstotek ohranjenega albumina pa je bil visok. Ravno tako smo testirali stabilnost albumina,
vgrajenega v HEC hidrogel: odstotek vgrajenega albumina je bil ve¢ kot teden dni po izdelavi
hidrogelov dokaj visok, kar pomeni, da predstavljajo hidrogeli varno okolje za ohranitev
proteinov znotraj dolo¢enega Casovnega obdobja. Izdelani hidrogeli so ohranili videz, barvo in

vonj ve¢ tednov po izdelavi.

Spros€anje jajcnega albumina iz HEC hidrogelov smo spremljali 96 ur, kar sovpada s asom
zadrZevanja oblog na rani. Izdelali smo hidrogele s tremi koncentracijami polimera (1.5; 3 in
4.5 m/m % HEC) in albumina (0.5; 1 in 2 mg/ml). Eksperimentalni podatki testov spros¢anja
so se najbolj prilegali Higuchijevemu modelu, kar pomeni, da je proces spros¢anja albumina iz
pripravljenih  hidrogelov v veliki meri nadzorovan z difuzijo, hitrost spro$€anja pa
proporcionalna s kvadratnim korenom c¢asa. Ugotovili smo, da z viSanjem koncentracije

vgrajenega albumina narasca hitrost spros¢anja, kar velja za vse tri koncentracije HEC.
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Opazili smo tudi, da je pri vi§ji koncentraciji polimera bolj ovirana difuzija albumina zaradi
manjSih por hidrogela. Kljub razlikam v masah spros¢enega albumina, se odstotki sproS¢anja
pri razliénih koncentracijah albumina in HEC niso dosti razlikovali. Z dolocanjem dejanskih
mas vgrajenega albumina v hidrogelih in primerjavo le- teh znotraj paralelk smo ugotovili, da
je bil albumin homogeno porazdeljen v hidrogelih. S tem smo potrdili, da tudi ro¢ni nacin

izdelave hidrogelov zagotavlja homogeno porazdelitev proteina.

Z eksperimentalnim delom smo potrdili, da predstavljajo izdelani HEC hidrogeli primeren
dostavni sistem za proteinske ucinkovine, saj zagotavljajo njihovo stabilnost in omogocajo
nadzorovano spros$€anje. Nadgradnja raziskovalnega dela obsega med drugim vgraditev

cistatina v hidrogele in ugotavljanje, ali vgrajeni cistatin ohrani svojo aktivnost.
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