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Hidrogelovi na bazi kopolimera 2-hidroksietil-
metakrilata su od velikog interesa za biomedicinske pri-
mene zbog njihovog odgovarajué¢eg hemijskog sastava i
trodimenzione strukture polimerne mreze. Oni se mogu
dizajnirati tako da sadrze optimalnu koli¢inu vode ili
bioloskih fluida u vodenoj sredini a da se pri tome ne
rastvaraju, da imaju dobra mehanicka svojstva, propus-
tljivost za kiseonik, biokompatibilnost, stabilnost oblika
i mekocu slicnu onoj koju poseduju meka tkiva. Ovi
materijali su takode interesantni i zbog dobre hemijske i
biohemijske stabilnosti, izuzetne propustljivosti za vo-
dorastvorne hranljive materije i metabolite [1-3]. Te-
meljno izucavanje i razumevanje interakcija fluid-poli-
merni hidrogel i odgovarajucih fizicko-hemijskih i bio-
medicinskih fenomena ovih sistema veoma je znacajno
za razvoj ovih materijala u biomedicinske svrhe. Inte-
ligentni hidrogelovi se kreiraju kao materijali osetljivi
na stimulanse iz spoljasnje sredine, koji menjaju zapre-
minu kao odgovor na promenu temperature, pH, pri-
tiska, ili delovanjem bioloskih agenasa (antigen, nutri-
ent, faktor rasta, receptor, antitelo, enzim ili cela ¢éelija)
[4]. Ove jedinstvene karakteristike su od velikog zna-
¢aja u leenju rana, inkapsulaciji ¢elija, otpustanju le-
kova i inZenjerstvu tkiva [5—7]. Poli(2-hidroksietil meta-
krilat) (HEMA) jedan je od najvise ispitanih gelova
zbog odliéne biokompatibilnosti i fizi¢ko-hemijskih
svojstava sli¢nih zivim tkivima [8,9]. Takode, pokazuje
dobru hemijsku i hidroliticku stabilnost i tolerantnost
prema inkapsuliranim celijama. Kori$¢en je kao jedna
od komponenata za sintezu hidrogelova osetljivih na ra-
zli¢ite stimulanse [10]. Do sada su izvedene brojne stu-
dije modifikovanja PHEMA sa ciljem da se poboljsaju
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INTELIGENTNI HIDROGELOVI NA BAZ| ITA-
KONSKE KISELINE ZA BIOMEDICINSKU
PRIMENU

pH i temperaturno osetljivi hidrogelovi na bazi kopolimera 2-hidroksietilmetakrilata
(HEMA) i itakonske kiseline (IK) sintetisani su upotrebom gama zracenja i karak-
terisani s ciljem ispitivanja njihove potencijalne primene kao biomaterijala. Ispitivan
je uticaj odnosa komonomera u ovim inteligentnim polimernim biomaterijalima na
morfologiju, mehanicka svojstva, biokompatibilnost i penetraciju mikroba. Mehanicka
svojstva kopolimera su ispitivana dinamicko-mehanickom analizom (DMA), dok je
morfologija karakterisana skeniraju¢om elektronskom mikroskopijom (SEM). Poka-
zalo se da su morfologija i mehanicka svojstva ovih hidrogelova odgovarajuci za
vecinu biomedicinskih primena. In vitro analizom biokompatibilnosti P(HEMA/IK)
hidrogelova potvrdeno je da nisu toksicni za Celije niti izazivaju znacajnu hemoliticku
aktivnost. Takode, test mikrobne penetracije pokazao je da ni Staphylococcus aureus
ni Escherichia coli ne prolaze kroz hidrogelne obloge; stoga se P(HEMA/IK) obloge
mogu smatrati dobrom barijerom protiv mikroba, a radi odrzavanja sterilnosti okolne
sredine. Svi rezultati pokazuju da P(HEMA/IK) hidrogelovi imaju veliku mogucnost
primene u biomedicini, posebno kod tretmana koZe i kao obloge za opekotine.

mehanicka svojstva [10—12], osetljivost na elektro-sti-
mulanse [13] i unapredi bioloski odgovor [14]. Kopo-
limeri HEMA sa metakrilnom [15,16] i akrilnom kise-
linom [12,17,18], kao pH osetljivim komponentama, i
odredenim monoalkil estrima itakonske kiseline [19] ta-
kode su istrazivani. S druge strane, moguénost za sup-
stituciju akrilne i metakrilne kiseline u hidrogelovima sa
itakonskom kiselinom ima veliki potencijal. Itakonska
kiselina lako kopolimerizuje, dajuci polimerne lance sa
boc¢nim karboksilnim grupama, koje su hidrofilne i spo-
sobne da formiraju vodoni¢ne veze sa odgovarajuc¢im
grupama. Za razliku od monokarboksilnih, metakrilne i
akrilne kiseline, itakonska kiselina ima dve COOH gru-
pe sa razli¢itim vrednostima pK, (pK, = 3,85 i pK, =
= 5,45), tako da vrlo male koli¢ine IK, manje nego u
slu¢aju akrilne kiseline, obezbeduju zadovoljavajuéu pH
osetljivost i povecanje stepena bubrenja hidrogelova
[20-22]. Dodatno, ugradnja komonomera koji mogu
doprineti stvaranju vodoni¢nih veza mozZe unaprediti
mehanic¢ku jacinu hidrogelova [23]. IK je takode vrlo
hidrofilna i o¢ekivano je da doprinosi boljoj biokompa-
tibilnosti zbog prirodnog porekla. Kombinovanjem tem-
peraturno- i pH-osetljivih komponenti u hidrogelovima
se omogucéava kontrolisanje ponasanja ovih polimernih
biomaterijala, §to rezultuje dobijanjem multi-funkcio-
nalnih inteligentnih materijala, kao sto su P(HEMA/IK)
kopolimerni hidrogelovi.

Analiza bubrenja, mehanickih svojstva, kao i mor-
fologije je samo prvi korak u ispitivanju hidrogelova za
biomedicinsku primenu. Dalje je neophodno izvesti
veliki broj in vitro 1 in vivo ispitivanja u saglasnosti sa
specifiénim biomedicinskim primenama ovih materijala.
Namecu se izuzetni, jedinstveni zahtevi i karakterizacija
za primenu ovih sistema u kontrolisanom otpusStanju
lekova, inkapsulaciji ¢éelija i inzenjerstvu tkiva. Dugo-
ro¢ni potencijal implantirane medicinske ,naprave® i
njena funkcionalna efikasnost zahteva idealnu anatom-
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sku (u nekim sluCajevima cak i histolosku) i funkcio-
nalnu integraciju sa tkivom i/ili organom. Klini¢ka pri-
mena biomaterijala ne sme prouzrokovati nezeljene re-
akcije u organizmu i ne sme ugroziti Zivot pacijenta;
bilo koji materijal koris¢en kao deo biomedicinske ,,na-
prave” mora biti biokompatibilan. Biokompatibilnost
podrazumeva da je materijal netoksican, ne izaziva aler-
gije, nekancerogen i nemutagen [24]. Opste je poznato
da hidrogelovi poseduju dobru biokompatibilnost [25—
—27], koja je potvrdena njihovom znacajnom primenom
u Sirokom opsegu biomedicinskih primena kao §to su
oftalmoloske i vaskularne proteze [28,29], sistemi za
kontrolisano otpustanje lekova [30,31], zamena mekih
tkiva [32], obloge za opekotine [33] i podloge za tkiva
[34]. Interakcija hidrogelova sa tkivom i telesnim flui-
dima je od interesa zbog njihove izuzetne mogucnosti
primene. Celije i poteini generalno pokazuje nisku sklo-
nost ka adheziji za povrsinu hidrogela zbog niske me-
dupovrsinske slobodne energije hidrogelova kada su u
kontaktu sa telesnim fluidima [35]. Dobro je poznato da
hidrogelovi pokazuju dobru kompatibilnost sa tkivima
nakon implantacije i nisu ili su samo neznatno trombo-
geni u kontaktu sa krvlju. Takode, struktura hidrogelova
slicna tkivima minimalizuje iritaciju tkiva izazvanu tre-
njem nakon implantacije. Zbog toga je in vitro analiza
citotoksi¢nosti prvi test procene biokompatibilnosti bio-
materijala kao medicinske ,,naprave* [35]. Pored toga,
ispitivanje hemoliticke aktivnosti moze takode dati vaz-
ne informacije o hemokompatibilnosti.

Na osnovu ranije iznesenih svojstava, hidrogelne
obloge se mogu smatrati dobrom barijerom protiv mi-
kroba, §to je znacajno u zastiti rana od dalje infekcije, i
moze da ubrza zarastanje rane [36,37]. Obloge za ope-
kotine na bazi poli(N-vinil pirolidona), poli(etilen gli-
kola) i agar hidrogelova je prvo patentirala grupi nauc-
nika Rosiak-a [38]. Sprec¢avanje pojave raznih mikro-
organizama je vrlo vazno, ne samo za biomedicinske
primene (bandazeri za opekotine i obloge za rane, kon-
taktna sociva, veStacka koza, u sistemima za kontroli-
sano otpustanje lekova), vec i za primenu u kozmetici i
farmaciji [2,38]. Pojava infekcije je vezana za razliCite
bakterije koje se javljaju tokom kontakta sa tkivima ili
telesnim te¢nostima tokom primene biomaterijala. Ve-
¢ina infekcija je izazvana mikrobima kao §to su Sta-
phylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis 1 Pseu-
domonas aeruginosa [39-42]. Stoga je ispitivanje anti-
bakterijske aktivnosti jedan od vaznijih testova za bio-
medicinsku primenu hidrogelova.

Sinteza novih kopolimernih P(HEMA/IK) hidroge-
lova, delovanjem gama zracenja, sa razlicitim sadrzajem
IK, kao i ispitivanje njihove temperaturne i pH osetlji-
vosti i primene za kontrolisano otpustanje lekova (teo-
filin i fenetilin), prikazani su u nasem prethodnom radu
[6]. U ovom radu su ispitivani inteligentni P(HEMA/IK)
kopolimeri, sa sadrzajem IK do 5% sa ciljem odredi-
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vanja specifi¢nih svojstva za primenu u biomedicini.
Odredena su mehanicka svojstva, biokompatibilnost,
kao i uticaj sadrzaja IK u gelovima na ova svojstva.
Biokompatibilnost je ispitivana odredivanjem in vitro
citotoksic¢nosti i hemoliticke aktivnosti. Test penetracije
mikroba kroz P(HEMA/IK) hidrogelne obloge je izve-
den koris¢enjem gram-pozitivnih (Staphylococcus au-
reus) 1 gram-negativnih (Escherichia coli) sojeva bak-
terija.

EKSPERIMENTALNI DEO

Materijal

2-hidroksietil metakrilat (HEMA) (Aldrich), ita-
konska kiselina (IK) (Aldrich) i etilen glikol dimeta-
krilat (EGDMA) (Aldrich) koris¢eni su kao reaktanti u
sintezi hidrogelova. Pre upotrebe, monomer HEMA je
dvostruko destilovan pod vakuumom. Puferski rastvori
su pripremani koriS¢enjem hlorovodonic¢ne kiseline (La
Chema), kalijum-hidrogen fosfata i kalijum-dihidrogen
fosfata (Fluka) i natrijum-hidroksida (Fluka). Demine-
ralizovana voda je koriS¢ena za sve polimerizacije, kao i
za pripremu puferskih rastvora.

Priprema hidrogelova

P(HEMA/IK) hidrogelovi su sintetisani radikalnom
kopolimerizacijom iniciranom gama zrac¢enjem [6]. Mo-
nomeri su rastvoreni u 10 ml smese voda/etanol. Molski
udeo IK je 2,0, 3,51 5,0 i prema tom su uzorci oznaceni
kao P(HEMA/2IK), P(HEMA/3.5IK) i P(HEMA/SIK).
Reakciona smesa je pre polimerizacije produvana azo-
tom i izlivena izmedu staklenih ploca, oivicenih PVC
crevom. Rastvor monomera zracen je u radijacionom
izvoru ®Co, pri brzini od 0,5 kGy/h, do ukupne apsor-
bovane doze od 25 kGy (na sobnoj temperaturi). Posle
toga, hidrogelovi su potapani u dejonizovanu vodu, koja
je menjana svakog dana (nedelju dana) radi uklanjanja
neproreagovalih reaktanata. Gelovi su seceni u obliku
diskova (precnika 5 mm i debljine 1 mm) i suSeni na
sobnoj temperaturi do konstantne mase.

Dinamic¢ko-mehani¢ka analiza (DMA)

Test deformacije u zavisnosti od frekvencije je
izveden na diskovima hidrogelova koris¢enjem Rheo-
metrics 605 mehanickog spektrometra, sa geometrijom
paralelnih plo¢a (25 mm u pre¢niku). Modul sacuvane
energije, G’, u ogledima smicanja je meren kao funkcija
frekvence, @, od 0,1 do 100 rad/s na 37 °C.

Skenirajuéa elektronska mikroskopija (SEM)

Skenirajuéi elektronski mikroskop (JEOL, JSM-
-5300) koris$¢en je za posmatranje morfologije uzoraka.
Svi uzorci su prvo duboko zamrzavani na —80 °C, u
trajanju od 24 h, nakon ¢ega su liofilizovani. Uzorci su
liofilizovani koris¢enjem Modulyo Freeze Dryer System
Edwards koji se sastoji od liofilizatorske jedinice i va-
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kuum pumpe E2MS8 Edwards. Pre posmatranja uzorci
gelova su prevuceni tankim slojem zlata.

Hemoliti¢ka aktivnost

Hemoliticka aktivnost hidrogelova je odredivana
metodom direktnog i indirektnog kontakta, prema ISO
10 993-4 (1992) [35]. U direktnoj metodi, diskovi hid-
rogelova su potapani u 5 ml fizioloskog rastvora (PS) u
koji je dodato 0,25 ml krvi pacova. Fizioloski rastvor i
destilovana voda su kori$éeni kao negativna i pozitivna
kontrola. Sadrzaj epruveta je blago meSan i inkubiran 1
h u vodenom kupatilu na 37 °C. Nakon toga je odre-
divana apsorbanca supernatantne te¢nosti u svakoj epru-
veti na 545 nm, kori$éenjem Pharmacia LKB Ultrospec
Plus UV/Vis spektrofotometra i raunat je procenat he-
molize. Srednja hemoliticka vrednost iz dva testa uzo-
raka od 5% ili manje se smatra prihvatljivom. U metodi
indirektnog kontakta, 5 ml izotoni¢nog vodenog eks-
trakta iz diskova hidrogelova koris¢eno je sa 0,25 ml
10% suspenzije eritrocita pacova. Za pripremanje izoto-
ni¢nog vodenog ckstrakta, komadi¢ svakog diska drzan
je na 37 °C u toku 72 h u 100 ml sterilisane bides-
tilovane vode, a zatim je dodato 0,9 g NaCl. Negativna
kontrola bio je 0,9% rastvor NaCl i 100% hemolize je
postignuto u bidestilovanoj vodi. Nakon inkubacije na
37 °C u toku 24 h, merena je apsorbanca supernatanta
na 545 nm i racunat je procenat hemolize.

Proba citokompatibilnosti

Citokompatibilnost hidrogelova testirana je in vitro
metodom celijske vijabilnosti prema Ciapetti i sar.
[43,44]. Rastvor fenola (0,02 mas%) i ekstrakt polieti-
lena visoke gustine (HDPE) koris¢eni su kao pozitivna i
negativna kontrola. Procenat vijabilnosti racunat je u
odnosu na ¢elijsku kontrolu.

Studija bubrenja hidrogelova

Eksperimenti dinami¢kog bubrenja izvedeni su u
puferskom rastvoru pH 7,40 (simuliran fizioloski fluid)
na 37 °C. Nabubreo gel je uklanjan iz puferskog ras-
tvora u odredenim vremenskim intervalima, pazljivo
brisan filter papirom, meren i vracan u isto kupatilo.
Merenje je nastavljano do dostizanja konstantne mase
za svaki uzorak. Koli¢ina apsorbovanog fluida je pra-
¢ena gravimetrijski. Ravnotezni stepen bubrenja, g., je
racunat kao:

q.=(M.-M,)/M, (1)

gde je M, masa nabubrelog gela u ravnotezi, a M, masa
ksero gela [45,46]. Svi eksperimenti bubrenja su izve-
deni u triplikatu.

Test mikrobne penetracije

Za odredivanje moguénosti penetracije bakterija,
koris¢eni su hidrogelovi u obliku ploca, povrsine 5x10
cm’ i debljine 2 mm. Gornja povriina gela kontami-

nirana je sa 100 pl inokuliranom tokom no¢i kulturom
(10" CFU/ml) Staphylococcus aureus (ATCC 25923) i
Escherichia coli (ATCC 25922). Kontaminirani gelovi
smeSteni su na povrsinu sterilne plo¢e agara (TSA-
-Tryptone soy agar) u Petri Solje (pre¢nika 9 cm) i zatim
inkubirani na 37 °C u toku 24 h. Nakon toga, hidroge-
lovi su uklanjani iz agara i vr$eno je prebrojavanje for-
miranih kolonija na povrsini.

REZULTATI I DISKUSIJA

Mehanic¢ka svojstva gelova

Mehanicka jacina i stabilnost su vrlo vazna svoj-
stva polimernih biomaterijala, narocito za hidrogelove
[47]. Izvedena dinamicko-mehanicka analiza PHEMA i
P(HEMA/IK) gelova pokazuje odgovarajuc¢e vrednosti
modula sacuvane energije, G°, u ogledima smicanja, u
funkciji frekvencije. Slika 1 pokazuje promenu modula
smicanja u zavisnosti od udela itakonske kiseline u gelu
za P(HEMA/IK) gelove, kao i za homopolimerni PHEMA
gel, odmah nakon sinteze (relaksirano stanje), G, u
stanju ravnoteznog bubrenja, G’¢, 1 u suvom stanju,
G’y Ocigledno je da sva tri tipa modula zavise od
udela itakonske kiseline. U pocetku, moduli (u sva tri
stanja) rastu kako raste sadrzaj IK od 0-3,5 mol% IK, a
zatim opadaju. Dodatak male koli¢ine IK, do 3,5 mol%,
poboljsava mehanic¢ku jacinu polimerne mreze. Za veéi
sadrzaj IK (5 mol%), G’ vrednosti gelova opadaju.

Suvi gelovi pokazuju najvise G* vrednosti kad se
porede sva tri stanja gelova, u opsegu od 3,27-3,97
MPa. Nize G’ vrednosti su detektovane u stanju ravno-
teznog bubrenja hidrogelova (63,03-310,1 KPa), u ko-
jem bubrenje dostize najvisu, ravnoteznu vrednost. Do-
datak male koli¢ine IK, do 3,5 mol%, poboljSava meha-
ni¢ku jacinu polimerne mreze, usled bubrenja u fluidu
(vrednosti ravnoteznog stepena bubrenja gelova, ¢,
rastu od 0,55 do 1,10) i dodatnog fizickog umrezenja
vodoni¢nim vezama izmedu funkcionalnih grupa HEMA
i IK. Za ve¢i sadrzaj IK (5 mol%), G’ vrednosti gelova
opadaju, zbog preovladujuceg efekta hidrofilnih —-COOH
grupa koje dovode do porasta bubrenja hidrogelova (g.
je 1,76) i moze se zakljuciti da je to razlog opadanja
mehanicke jacine mreze.

Najnize vrednosti modula su u relaksiranom stanju
(4,73-18,4 KPa), kao rezultat prisustva neproreagovalih
monomera koji deluju kao plastifikatori, na taj nacin
smanjujuci jacinu gela. Kopolimeri P(HEMA/2IK) i
P(HEMA/3.5IK) imaju zadovoljavajuci stepen bubrenja
i mehanicku jacinu za primenu u sistemima za kontro-
lisano otpustanje lekova [21].

Morfologija gelova (SEM)

U cilju odredivanja morfologije i poroznosti sinte-
tisanih gelova, uradena je skenirajuca elektronska mik-
roskopija. Slika 2 prikazuje SEM mikrografe P(HEMA/
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Slika 1. Zavisnost modula sacuvane energije, G’, u modu smicanja od udela IK u hidrogelu u tri stanja: relaksiranom, stanju

ravnoteznog bubrenja i suvom.

Figure 1. Shear modulus, G’, dependence on 1A fraction of hydrogel in three states: relaxation, equilibrium swelling and dry.

/3.5IK) hidrogela pri razli¢itim uvecanjima. Donji deo
slike 2 pokazuje SEM mikrografe neliofilizovanih uzo-
raka P(HEMA/3.51K) hidrogela. PovrSina gela je kom-
paktna i ravna. S druge strane, moze se uociti hetero-
gena raspodela pora kod liofilizovanog uzorka P(HEMA/
/3.5IK) gela (slika 2, gornji deo). PodeSavanjem uslova
sinteze i izborom komponenata u dobijanju gelova su
dizajnirani hidrogelovi sa Zeljenom morfologijom, a sve
u cilju biomedicinske primene u aktivhom tretmanu
koze i rana.

Analiza hemoliticke aktivnosti gelova

Test hemolize je izveden na hidrogelovima da bi se
odredila hemokompatibilnost biomaterijala. U in vitro
uslovima testiranja, PHEMA i P(HEMA/IK) hidroge-
lovi u kontaktu sa krvlju pokazuju srednju vrednost he-
molize manju od 1,0% u metodi direktnog kontakta, i
cak manje od 0,5% u metodi indirektnog kontakta
(tabela 1). Prema dobijenim rezultatima, ovi hidrogelovi
ne pokazuju znacajnu hemolitiCku aktivnost. Gelovi sa
veéim sadrzajem IK pokazuju nizi stepen hemolize, t;.
bolju hemokompatibilnost. Zakljucak je da itakonska
kiselina, koja vodi poreklo od prirodno-obnovljivih re-
sursa, ugradena u gelove u maloj koli¢ini (u opsegu od 2
do 5 mol%) poboljsava hemokompatibilnost biomateri-
jala na bazi PHEMA.

Studija citokompatibilnosti gelova

U in vitro analizi citokompatibilnosti preko probe
citotoksicnosti, racunat je relativni procenat broja vija-
bilnih kolonija na razli¢itim koncentracijama ekstrakata,
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kao proizvod interakcije ¢elija i hidrogela i predstavljen
na slici 3. Koncentracija ekstrakta koja unistava 50%
celijske populacije (/Cspy,) poznata je kao indeks
citotoksic¢nosti. Kako je vijabilnost ¢elija za sve uzorke
bila mnogo veca od 50%, nijedan hidrogel se ne moze
smatrati citotoksi¢énim. Najbolji rezultati dobijeni su u
sluc¢aju uzorka P(HEMA/3.51K) sa 3,5 mol% IK. Kopo-
limerni uzorci pokazuju bolju celijsku vijabilnost od
PHEMA, sto ukazuje na to da ugradnja itakonske kise-
line poboljsava citokompatibilnost hidrogelova, u zavis-
nosti od koli¢ine IK u gelu.

Studija bubrenja gelova

Analiza bubrenja PHEMA i P(HEMA/IK) gelova u
funkciji pH i1 temperature predstavljena je u nasem pre-
thodnom radu [6]. Ukratko, pH osetljivost je ispitivana
u seriji puferskih rastvora (2,20, 3,85, 4,50, 5,45 1 7,40)
na 37 °C. Nasi rezultati potvrduju da je PHEMA prak-
ti€no neosetljiva na promenu pH [48,49]. S druge stra-
ne, kopolimeri sa IK pokazuju pH osetljivost, §to je ka-
rakteristicno za anjonske hidrogelove. Ravnotezni ste-
pen bubrenja, g., kopolimernih hidrogelova je nizi na
nizim pH vrednostima. Sa porastom pH vrednosti iznad
prve i druge konstante disocijacije IK (pK,; = 3,85,
pKa = 5,45 ), g. vrednosti pokazuju znacajan rast. Ana-
liza temperaturne zavisnosti bubrenja izvedena je u op-
segu temperatura 25—60 °C (opseg koji ukljucuje teles-
nu temperaturu i patoloske temperature) u puferskom
rastvoru pH 7,40 (pH vrednost telesnih fluida i koze).
Ravnotezni stepen bubrenja PHEMA i P(HEMA/IK) ge-
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PHEMA/3 5IK) gel

hofilizovam

povidinski presek

nel

ofilizovar

povriina

povriinski presek

Slika 2. SEM mikrografi P(HEMA/3.51K) hidrogela pri razlicitim uvecanjima (povrsina i poprecni presek).
Figure 2. The SEM micrographs of the P(HEMA/3.514) hydrogel under various magnifications (surface and cross-section).

Tabela 1. Hemoliticka aktivnost PHEMA i P(HEMA/IK)
hidrogelova

Table 1. Hemolytic activity of PHEMA and P(HEMA/IA)
hydrogels

Gel Hemoliza (%)

Direktni kontakt Indirektni kontakt
PHEMA 1,0 0,5
P(HEMA/2IK) 0,5 03
P(HEMA/3.51K) 0,4 0,3
P(HEMA/5IK) 0,2 0,2

lova pokazuje znacajne promene sa temperaturom u
temperaturnom intervalu 37-55 °C, sa maksimalnom
vredno$¢u na 40 °C. Ovakvo ponaSanje moze se pripi-

sati porastu koli¢ine fluida vezane u hidrogelu. Iznad 40
°C jacina vodoni¢ne veze je smanjena i kao posledica,
vezani fluid postaje nevezani, slobodan fluid, koji uzlazi
iz polimerne mreze, dovode¢i do opadanja u g, vred-
nostima. Skok ¢g. vrednosti na 40 °C raste sa porastom
sadrzaja IK u uzorku. Homopolimerni PHEMA hidrogel
pokazuje neznatne promene ¢, sa temperaturom, sa mi-
nimumom bubrenja na 55 °C [50].

Parametri mreze raCunati su iz rezultata kinetike
bubrenja, prema teoriji ravnoteznog bubrenja. Najvaz-
niji parametri koji karakteriSu strukturu mreze hidrogela
su molarna masa polimernog lanca izmedu dve susedne
tacke umrezenja, M., efektivna gustina umrezenja, v, , i
parametar interakcije polimer—rastvarac¢, }. Caykara i
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Slika 3. Celijska vijabilnost uzoraka hidrogelova u probi citokompatibilnosti.
Figure 3. Cell viability of the hydrogel samples in the cytocompatibility assay.

saradnici su dali relaciju za prora¢un molarne mase poli-
mernog lanca izmedu dva susedna ¢vora mreze za jon-
ske polimerne mreze [51]:

2
V1X2¢225( 2KalKa2+10_p1[ Kal
4177 | 200" F +10" K, + K, K ,, Q)
v
=[n-0..)r 0., + 202, ]+ [M‘——p]ﬁi-‘%‘ff
gde su K1 i K, prva i druga konstanta disocijacije
diprotonske kiseline, X maseni udeo jonizabilnog poli-
mera u sistemu, / jonska jacina medijuma u kome poli-
mer bubri, @5 zapreminski udeo polimera u nabubrelom
gelu, ¢,, zapreminski udeo polimera u relaksiranom
stanju (nakon umrezavanja, ali pre bubrenja), ¥, molar-
na zapremina vode, V, srednja molska zapremina pono-
vljene jedinice polimera i y Flory parametar interakcije
polimer—rastvarac [20]:

In(l-g,, )+ @,,
— ( ¢22s ) ¢25 (3)
¢25

Efektivna gustina umreZzenja, v, , raCunata je kao
v,=p/M,_, gde je p gustina polimera. Proraun para-
metara je dat za rezultate dobijene na pH 7,40 i 37 °C
(tabela 2), s obzirom na potencijalnu primenu u dermo-
kozmetici.

Budu¢i da uvodenje IK povecéava hidrofilnost ko-
polimernih uzoraka, sa porastom sadrzaja IK u kopoli-
merima ¥ vrednosti rastu. Za sistem polimer—fluid, niza
vrednost y ukazuje na jacu interakciju izmedu polimera
i fluida (tabela 2). Kada se analizira M., za homopoli-
mer PHEMA dobijena je najniza vrednost, dok sa poras-
tom sadrzaja IK u kopolimerima M, vrednosti rastu (ta-
bela 2). Vrednosti gustine umrezenja, V., opadaju sa po-
rastom sadrzaja IK u kopolimernim hidrogelovima, u
opsegu 30,99-2,37 mol/dm’ (tabela 2). PHEMA gel po-
kazuje najvisu vrednost gustine umrezenja.

Test penetracije mikroba kroz hidrogelove

Hidrogelovi poseduju potencijal da oponaSaju eks-
tracelularni matriks, §to moze dovesti do regeneracije
tkiva neophodne u toku zarastanja rana i zaceljivanju
oste¢enog tkiva [52]. U dizajniranju matriksa koji pod-
stiCe zarastanje tkiva, vazno je obezbediti odgovarajucu

Tabela 2. Parametri mreze P(HEMA/IK) hidrogelova na pH 7,40i 37 C
Table 2. Network parameters of the P(HEMA/IA) hydrogels at pH 7.40 and 37 C

Gel Ge ¥ Mx107 (g/mol) V, (mol/dm®)
PHEMA 0,55 0,73 0,032 30,99
P(HEMA/2IK) 0,86 0,66 0,074 13,33
P(HEMA/3.5IK) 1,10 0,61 0,129 7,54
P(HEMA/5IK) 1,76 0,58 0,405 2,37
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antimikrobnu zastitu, a da pri tome antimikrobna svoj-
stva biomaterijala ne ometaju fiziolosko zaceljivanje,
ukljuCujuéi hemostazu i imunu funkciju, kao i fizicko-
-hemijske aspekte obnavljanja matriksa [53]. Da bi bio
blagotvoran, biomaterijal mora da ima povoljan anti-
mikrobni efekat tokom odredenog vremenskog perioda,
a da pri tom na njega nemaju uticaj tkivni fluidi, kao i
enzimska aktivnost [53]. Rana predstavlja biosinteticko
okruzenje u kojem su brojni Celijski procesi usko po-
vezani u procesu obnavljanja. Moderne obloge su krei-
rane tako da potpomazu zarastanje rana. Hidrogelne ob-
loge mogu zastititi ozledenu kozu i sacuvati odgova-
rajucu vlaznost, ubrzati proces ozdravljenja apsorbova-
njem izlucenja i potpomazuéi proces obnove tkiva, uk-
ljuCujuéi faktore rasta i lizozome [47]. Cilj u tretmanu
rana je da se nivo mikroorganizama u rani odrzi §to je
moguce nizi, u zastiti od infekcije, 1 dalje, stimulisati
proces obnavljanja tkiva.

Gram-pozitivne i gram-negativne bakterije su ko-
ris¢ene pri izvodenju testa penetracije mikroba (Sema 1).
Test je pokazao da nakon inkubacije na 37 °C u trajanju
od 24 h kolonije bakterija Staphylococcus aureus i
Escherichia coli ne prolaze kroz P(HEMA/IK) hidro-
gelne obloge, tako da je u okolini hidrogela obezbedeno
postojanje sterilne sredine. Prema tome, hidrogelne ob-
loge se mogu smatrati dobrom zastitom protiv mikroba i
kao dalja prevencija od infekcije.

Hydrogel b anjera

hledinm kontaminiran
i krobia

Sema 1. Previaka od hidrogela kao barijera u testu penetra-
cije mikroba.

Scheme 1. Hydrogel dressing as barrier in microbe penetra-
tion test.

ZAKLJUCAK

Cilj ovog rada bio je razvijanje multifunkcionalnih
biokompatibilnih polimernih biomaterijala baziranih na
P(HEMA/IK) hidrogelovima koji poseduju znacajan
biomedicinski potencijal. Karakterizacija P(HEMA/IK)
hidrogelova je otkrila da njihova porozna morfologija i
odgovaraju¢e mehanicke karakteristike, kao i zadovolja-
vajuc¢a biokompatibilnost i moéna antimikrobna svojs-
tva, ove hidrogelove kandiduje za primenu u biomedi-
cini, posebno u tretmanu koze i rana. Kopolimerni uzor-
ci pokazuju bolja svojstva, narocito bolju ¢elijsku vija-
bilnost i manju hemoliticku aktivnost nego homopoli-
merni PHEMA gel, §to potvrduje pretpostavku da
ugradnja IK u PHEMA mrezu unapreduje biomedicinski
potencijal ovih hidrogelova.
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SMART HYDROGELS BASED ON ITACONIC ACID FOR BIOMEDICAL APPLICATION

Simonida Lj. Tomi¢', Maja M. Mi¢i¢%, Bojana D. Krezovi¢', Sava N. Dobi¢', Edin H. Suljovruji¢, Jovanka M.

Filipovi¢'
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(Scientific paper)

pH and temperature sensitive hydrogels, based on 2-hydroxyethyl

Kljuéne reci: Hidrogelovi e Zracenje

methacrylate (HEMA) and itaconic acid (IA) copolymers, were prepared
by gamma irradiation and characterized in order to examine their potential
use in biomedical applications. The influence of comonomer ratio in these
smart copolymers on their morphology, mechanical properties, biocom-
patibility and microbe penetration capability was investigated. The mecha-
nical properties of copolymers were investigated using the dynamic me-
chanical analysis (DMA), while their morphology was examined by scan-
ning electron microscopy (SEM). The morphology and mechanical pro-
perties of these hydrogels were found to be suitable for most requirements
of biomedical applications. The in vitro study of P(HEMA/IA) biocompa-
tibility showed no evidence of cell toxicity nor any considerable hemolytic
activity. Furthermore, the microbe penetration test showed that neither
Staphylococcus aureus nor Escherichia coli passed through the hydogel
dressing; thus the P(HEMA/IA) dressing could be considered a good
barrier against microbes. All results indicate that stimuli-responsive
P(HEMA/IA) hydrogels have great potential for biomedical applications,
especially for skin treatment and wound dressings.

¢ 2-Hidroksietil metakrilat o Itakon-
ska kiselina ® Mehanicka svojstva e
Inteligentni hidrogelovi e Biokompa-
tibilnost ¢ Mikrobna penetracija

Key words: Hydrogels e Radiation e
2-Hydroxyethyl methacrylate e Ita-
conic acid ® Mechanical properties
Smart hydrogels ® Biocompatibility e
Microbe penetration
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