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ISPITIVANJE MOGUCNOSTI KONTROLISA-
NOG BUBRENJA | RAZGRADNJE ALGINAT-
NIH MIKROCESTICA U RAZBLAZENIM
RASTVORIMA NATRIJUM-CITRATA

U ovom radu je ispitivana mogucnost kontrolisane degradacije mikrocestica kalcijum-
-alginata (1,5 mas.%, 800 um precnik) u medijumu za kulture celija uz male koncen-
tracije natrijum-citrata (0,05-0,5 mM). Odredeni su kinetika i stepen bubrenja Cestica,
i njihove mehanicke karakteristike u bioreaktoru sa mehanickom stimulacijom. Rezul-
tati su ukazali na mehanizam razgradnje po kome Na* prvo zamenjuju Ca®* vezane za
manuronske ostatke, dovodeci do bubrenja Cestica, a zatim u drugoj fazi zamenjuju i
Ca®* ¢vrscée vezane za guluronske ostatke $to dovodi do pucanja Cestica. Proces bub-
renja je bio limitiran brzinom ispraviljanja polimernih lanaca, a specificna brzina je
pri poveéanju koncentracije citrata teZila maksimalnoj vrednosti od ~0,34 d”'. Do-
bijeni rezultati su znacajni za potencijalnu primenu alginatnih hidrogelova za kon-

Alginat je prirodni polisaharid i predstavlja jedan
od najsire ispitivanih i kor§¢enih biomaterijala u razlici-
tim oblastima biotehnologije, farmacije i medicine. U
hemijskom pogledu, alginati su sacinjeni od nerazgra-
natih binarnih kopolimera BD-manuronske (M) i o-L-
-guluronske (G) kiseline, koji su medusobno povezani
1,4-glikozidnim vezama (slika 1). G i M jedinice su
povezane u blokove koji se mogu naci u tri osnovna
tipa: homopolimerni G blokovi (GG), homopolimerni M
blokovi (MM) i heteropolimerni naizmeni¢no raspore-
deni blokovi (MG).

trolisano otpustanje terapeutika kao i u inZenjerstvu tkiva.

kome se Ca®" u alginatu vezuju najpre samo za guluron-
ske ostatke, sve dok ne dode do zasi¢enja, odnosno dok
se sva mesta na GG blokovima ne popune. Pri tome se
dva ili vise polimernih lanaca medusobno vezuju stvara-
juéi Supljine poput onih u kutiji za jaja u koje se smes-
taju joni kalcijuma (slika 2a). Sa daljim dodavanjem
Ca®', pocinju da ih vezuju i manuronski ostaci jonskim
interakcijama sa karboksilnim grupama, COO™ (slika
2b). Ove veze su slabije od veza sa GG blokovima i
lakse se raskidaju jonskom izmenom.

Slika 1. Struktura jednog lanca alginata (G — ostatak guluronske kiseline; M — ostatak manuronske kiseline).
Figure 1. Structure of an alginate polymer chain (G — guluronic acid residue; M — mannuronic acid residue).

Alginati pokazuju vrlo veliki afinitet prema dvova-
lentnim katjonima, koji opada po sledec¢em redosledu:
Pb2+ > Cu2+ — Ba2+ > Sr2+ > Cd2+ > CaZ+ > Zn2+ > C02+ >
> Ni**. Ovi katjoni vezuju kako razli¢ite molekule poli-
mera tako i razlicite delove istog polimernog lanca ¢ime
dolazi do formiranja razgranatih struktura nerastvornih
u vodi i stvaranja hidrogela. Kalcijum-alginat je jedan
od najcesce koris¢enih alginatnih hidrogelova.

Za opisivanje mehanizma formiranja gela, koristi
se ,,egg-box* model (model kutije za jaja) [1], prema
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Slika 2. Vezivanje Ca’" za alginatne lance: a) ,, egg-box* mo-
del (model kutije za jaja) vezivanja jona kalcijuma u Supljine
izmedu GG segmenata; b) jonske interakcije sa karboksilnim
grupama u MM blokovima (prema [13]).

Figure 2. Bonding interactions between Ca’" and alginate
chains: a) egg-box model of calcium ion bonding to GG
segments; b) ionic interactions with carboxyl groups in MM
segments (according to [13]).
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Zbog svoje dostupnosti, biokompatibilnosti, biode-
gradabilnosti 1 hidrofilnosti alginatni hidrogelovi se us-
pesno koriste za imobilizaciju Sirokog spektra kako en-
zima, terapeutika i drugih hemijskih i biohemijskih age-
nasa, tako i razli¢itih ¢elija, kao §to su mikroorganizmi i
¢elije biljnog, Zivotinjskog i humanog porekla [2,3]. U
medicini je posebno atraktivna primena alginata za kon-
trolisano otpustanje bioloski aktivnih molekula kao i u
inzenjerstvu tkiva gde sluzi kao nosac celija [3,4]. Pri
tome, posebnu pogodnost predstavlja lako oblikovanje
alginatnih hidrogelova ukljucuju¢i moguénost kontroli-
sane proizvodnje sferi¢nih Cestica i mikrocestica [5—7] i
imobilizacije Celija hrskavice i kostne srzi [8,9]. Ovaj
oblik nosaca ima veliku povrSinu pogodnu za veziva-
nje/otpustanje bioloski aktivnih molekula, mala difuzio-
na rastojanja unutar matrice gela, moguénost jednostav-
ne primene putem injektiranja bez potrebe za hirurSkim
zahvatima kao i moguénost podsticanja vaskularizacije i
protoka fluida unutar pakovanog sloja Cestica [10].

Medutim, za primenu u medicini i, naro¢ito, u inze-
njerstvu tkiva, veoma je bitno obezbediti striktnu kon-
trolu svojstava biomaterijala, a posebno brzine degrada-
cije 1 biomehanickih karaketristika [3]. Jonski umrezeni
alginati rastvaraju se na neutralnoj pH vrednosti u pri-
sustvu npr. citrata, fosfata i laktata kao i u prisustvu Na"
i Mg”’, gubeéi dvovalentne vezujuée katjone, §to dovodi
do nekontrolisane i spore degradacije in vivo [11-14].
Pri tome, generalno, ovi hidrogelovi najpre bubre, a za-
tim dolazi i do razaranja strukture ali ovaj proces nije
sasvim ispitan.

Istrazivanja bubrenja kalcijum-alginatnih hidroge-
lova su pokazala da kinetika i stepen bubrenja zavise od
koncentracije i sastava alginata [15] i posebno od udela
G blokova [14,16,17], koncentracije Ca”" u rastvoru ko-
riS¢enom za geliranje [16,18,19], koncentracije antigeli-
raju¢ih agenasa [15,20,21] i pH vrednosti rastvora u
kome se odvija bubrenje [22—24]. Generalno, vece kon-
centracije alginata sa ve¢im udelom G blokova i uz vece
koncentracije Ca®" pri geliranju, dovode do formiranja
¢vri¢ih struktura manje podloznih bubrenju. Osuseni
hidrogelovi bubre u vodenim rastvorima usled hydrata-
cije polimernih lanaca pri ¢emu se stepen bubrenja po-
vecava sa povecanjem pH vrednosti. Prisustvo jona na-
trijuma dovodi do povecanja stepena bubrenja i apsorp-
cije vode usled izmene jona kalcijuma prvenstveno ve-
zanih za manuronske ostatke pri ¢emu dolazi do pove-
¢avanja elektrostatickog odbijanja karboksilnih grupa i
relaksacije polimernih lanaca [17,20,21]. Uz to, prisus-
tvo citrata, fosfata i laktata pospesuje jonsku izmenu i
rastvaranje kalcijum-alginatnih hidrogelova usled veceg
afiniteta prema jonima kalcijuma i stvaranja nearstvor-
nih kalcijumovih soli [20,22,24,25].

Koli¢ina apsorbovane vode pri bubrenju, Am, u op-
Stem slucaju proporcionalna je vremenu, ¢, u obliku za-
visnosti [20]:
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Am
Am;

=Kt (1)

gde je Am, koli¢ina apsorbovane vode pri dostizanju
ravnoteze, K konstanta, a n eksponent koji se krece u
opsegu 0,5-1. Kada je proces bubrenja kontrolisan
brzinom difuzije, prema Fikovom zakonu eksponent u
jednacini (1) iznosi n = 0,5. S druge strane, ukoliko je
proces bubrenja limitiran brzinom relaksacije polimer-
nih lanaca, eksponent iznosi n = 1. Kada su brzine ova
dva procesa priblizne, vrednost eksponenta se kreée iz-
medu 0,5 i 1. Ispitivanja kinetike bubrenja kalcijum-
-alginatnih hidrogelova koncentracije 2,54 mas.% u
obliku Cestica u fosfatnom puferu su pokazala da je ovaj
proces bio kontrolisan brzinom relaksacije polimernih
lanaca [20,22,24].

Pri izlaganju kalcijum-alginatnih hidrogelova visim
koncentracijama antigeliraju¢ih agenasa ili u duzem vre-
menskom periodu, nakon bubrenja dolazi do razaranja
strukture gela i rastvaranja usled izmene i jona kalci-
juma vezanih za guluronske ostatke [17,20,24,25].

Mehanic¢ka ¢vrstoca alginatnih hidrogelova kao i
veéine hidrogelova, generalno je mala uz viskoelasti¢no
reolosko ponasanje [17,26-28]. Pri tome zavisi od sas-
tava i strukture kalcijum-alginata tako da se smanjuje
prilikom bubrenja i izmene jona kalcijuma jonima na-
trijuma [17,29]. Uz to, pakovani sloj Cestica moze da
ispolji drugacije biomehanicke karakteristike usled za-
drzavanja vode u meducesticnim kanalima nego uni-
formni uzorci hidrogela u obliku ploca ili membrana
[30]. Za primenu u inzenjerstvu tkiva posebno je zna-
¢ajno poznavanje performanse biomaterijala u rezimu
dinamic¢kog opterecenja relevantnog za fizioloske uslo-
ve kao $to je to dinamicka kompresija u slucaju tkiva
hrskavice i kosti u artikularnim zglobovima. Bioreaktori
koji podrazavaju uslove u prirodnoj in vivo sredini raz-
vijeni za primenu u inzenjerstvu funkcionalnih tkiva,
mogu isto tako da sluze za evaluaciju novih biomateri-
jala u in vitro uslovima i predvidanje njihovog ponasa-
nja nakon implantacije, §to moze da doprinese smanje-
nju obima ispitivanja na zivotinjama.

Cilj ovog rada je bio da se ispita moguénost kon-
trolisanog bubrenja i degradacije alginatnih mikroces-
tica u medijumu za kulture ¢éelija sisara uz dodavanje
natrijum-citrata u malim koncentracijama. Iako se natri-
jum-citrat pri koncentraciji od 50 mM uobicajeno koristi
za gotovo trenutno rastvaranje hidrogelova kalcijum-al-
ginata pri analizi imobilisanih ¢elija [31], moguénost
kontrolisanog bubrenja i degradacije ovih hidrogelova
pri nizim koncentracijama Na-citrata nije do sada ispiti-
vana. U radu su pracene promene mase i izgleda mik-
roCestica, a takode odredene su i mehanicke karakte-
ristike pakovanog sloja mikrocestica pri dinamickoj
kompresiji u biorekatoru sa mehanickom stimulacijom
pod uslovima koji odgovaraju fizioloskim u tkivu hrs-
kavice.
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EKSPERIMENTALNI DEO

Materijali

U ovom radu je koris¢en natrijum-alginat (low vis-
cosity Protanal LF 20/40, FMC BioPolymer, SAD) koji
je sadrzao visok procenat ostataka guluronske kiseline
(67%) dok je procenat manuronskih ostataka iznosio
33% [32]. Pri tome su GG blokovi ¢inili molski udeo od
55% dok su udeli MM, MG i GM blokova iznosili 21,
12 1 12%, redom, §to ukazuje na dobre mogucnosti geli-
ranja ovog alginata [32]. Kao kultivacioni medijum ko-
ris¢en je DMEM (Dulbecco modifikovan Eagle medi-
jum, Sigma, SAD) dok je za rastvaranje Na-alginata ko-
riS¢en fizioloski rastvor (Zdravlje Leskovac, 0,9% NaCl).
Ostale hemikalije su bile p.a. Cistoce i koriS¢ene su bez
daljeg precis¢avanja.

Dobijanje alginatnih mikrocestica

Alginatne mikrocestice su dobijene primenom ele-
ktrostaticke ekstruzije kako je to ranije opisano [31,33].
Prah Na-alginata je rastvoren u fizioloSkom rastvoru do
koncentracije 1,5 mas.% i sterilisan klju¢anjem u toku
30 min. uz meSanje pomocu magnetne mesSalice. Ohla-
den rastvor je prebacen u plasti¢ni Spric (10 ml) i istis-
kivan pomocu infuzione pumpe (Racel, Scientific Ins-
truments, Stamford, CT, SAD) kroz iglu sa ravnim vr-
hom (23G, Small Parts, Inc., SAD) protokom od 39,3
ml/h. Igla je bila pozitivno naelektrisana pomocu elek-
trode izvedene iz generatora visokog napona (Model
30R, Bertan Associates, Inc., New York, SAD), dok je
elektroda sa uzemljenjem uronjena u rastvor 1,5 mas%
CaCl,, koji je prethodno sterilisan autoklaviranjem. Na
taj nacin je izmedu vrha igle i gornjeg nivoa rastvora
CaCl, ostvareno odredeno elektricno polje, tako da se
potiskivani rastvor otkidao od vrha igle u obliku mlaza
sitnih naelektrisanih kapljica pod dejstvom gravitacione
i elektrostaticke sile. Rastojanje izmedu vrha igle i ras-
tvora CaCl, je u nekoliko eksperimentalnih serija vari-
rano izmedu 2,1 i 2,6 cm, a elektrostaticki napon u
rasponu od 4,4 do 5,1 kV, kako bi se zadrzala uni-
formna veliCina kapljica. Kapi su sakupljane u rastvoru
CaCl, uz konstantno mesanje pri ¢emu je dolazilo do
razmene Na“ i Ca®" i o&vr§¢avanja kapi u obliku sfernih
mikrocestica. MikrocCestice su zatim ostavljene da geli-
raju u rastvoru uz mesanje jo$ 20 do 30 min, nakon cega
su prenete u sterilan kultivacioni medijum DMEM na
+4 °C do dalje upotrebe. Pri tome je kontrolna grupa

mikrocestica testirana u bioreaktoru sa mehanic¢kom sti-
mulacijom odmah posle geliranja.

Ispitivanje degradacije alginatnih mikrocestica

Degradacija alginatnih mikrocestica je ispitivana u
rastvoru medijuma DMEM kome je dodat Na-citrat u
opsegu koncentracija od 0,05 do 0,5 mM (tabela 1).
Cestice su bile smestene u sterilnu posudu sa 6 otvora
(0,5 g Cestica 1 3 ml medijuma u otvoru-bunarcicu) i
ostavljene da se meSaju na orbitalnoj tresilici pri brzini
od 100 obrt/min. Uzorkovanje je vrSeno u periodu od 10
dana i to na svaka 24 sata. Cestice su filtrirane kroz
filter prec¢nika 150 pm (Partec selltrics, SAD) povezan
sa vakuum pumpom i zatim merene na analitickoj vagi.
Ispitivanja su izvedena u triplikatima, a posle merenja
Cestice su vracane u 3 ml svezeg medijuma. Radi ispi-
tivanja brzine bubrenja na isti nacin su izvedeni dodatni
eksperimenti u triplikatu u toku 5 dana pri ¢emu je
koncentracija Na-citrata iznosila 0,35 mM u rastvoru
medijuma DMEM, a svi ostali eksperimentalni uslovi su
bili isti kao u prethodne 3 eksperimentalne serije.

Stepen bubrenja, SB, je ra¢unat kao porast mase
Cestica u odnosu na pocetnu masu ¢estica, my:
sp=2m _m=m @)

myo My

gde je m masa Cestica izmerena u odredenom vremen-
skom trenutku. Veli¢ina Cestica je odredena slikanjem
najmanje 10 Cestica pod optickim mikroskopom.

Ispitivanje mehanickih karakteristika alginatnih
mikrocestica u bioreaktorskom sistemu sa
mehanic¢kom stimulacijom

Za ispitivanje mehanickih karakteristika alginatnih
mikrocestica u ovom radu kori$éen je bioreaktor sa me-
hani¢kom stimulacijom koji imitira uslove u tkivu hrs-
kavice, kako je to prethodno opisano [34]. Ukratko, bio-
reaktor se sastoji od 6 komora za uzorke biomaterijala
ili tkiva, koje se postavljaju na nosac, a koji se zatim
pri¢vrs¢uje za metalnu osnovu. Ispod nosaca se nalazi
senzor opterecenja Scaime AL3C3SHSe (Scaime, Fran-
cuska) kojim je omoguéeno merenje srednjih optere-
¢enja svih komora u nosacu. Ispod metalne osnove je
montiran step-motor (Surestep STP-MTR-23055, Auto-
mationDirect, GA, SAD) kojim se osnova zajedno sa
nosatem i komorama pomera u vertikalnom pravcu.
Komore za uzorke su polipropilenski cilindri u koje se

Tabela 1. Eksperimentalni uslovi pri ispitivanju degradacije alginatnih mikrocestica (pocetna masa Cestica 0,500 g)
Table 1. Experimental conditions in degradation studies of alginate microbeads (initial bead mass was 0.500 g)

Eksperimentalna serija

Koncentracija Na-citrata u rastvoru (mM)

Koncentracija Na-citrata po jedinici mase ¢estica

(umol/g alginata)
0,5 3
0,2 1,2
3 0,05 0,30
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stavlja plocica od sinterovanog stakla na koju se onda
smesta uzorak tkiva/biomaterijala dimenzija do 16 mm
precnika i debljine do 3 mm (slika 3). Na komorama se
nalaze dva prikljucka za dovod odnosno odvod medi-
juma ¢ime je moguce ostvariti protok medijuma direkt-
no kroz ispitivani uzorak. Komore su pokrivene dija-
fragmom (Bergaflex, Termoplast d.o.o., Beograd, Srbi-
ja) na koje nalezu mikrometarski zavrtnji (precnika 11
mm). Na taj nacin je moguée precizno postaviti dija-
fragmu u odnosu na uzorak u svakoj komori ponaosob
nezavisno od debljine uzorka. Rad bioreaktorskog sis-
tema odnosno brzina, amplituda i frekvenca pomeranja
metalne osnove, duzine perioda rada i pauze, broj ci-
klusa rada reaktora kao i akvizicija signala sa senzora
opterecenja, je kontrolisan pomocu vise razli¢itih apli-
kacija razvijenih u programskom paketu Labview (Na-
tional instruments, TX, SAD) [34].

mikrometarski
zavrtanj

prikljuéci za
dovod i odvod

medijuma !

bioreaktorska

dijafragma

pakovani sloj
mikrocestica

plodica od
sinterovanog stakla

komora
. senzor
nosac opterecenja
komora P !

Slika 3. Sematski prikaz bioreaktorske komore na nosacu:
komora sa pakovanim slojem alginatnih mikrocestica se sme-
Sta u nosac i zatvara dijafragmom na koju naleze mikrome-
tarski zavrtanj; ispod nosaca se nalazi senzor opterecenja.
Figure 3. Bioreactor cartridge: the cartridge with a packed
bed of alginate microbeads is placed on the holder and closed
by a diaphragm on top of which a micrometer screw is posi-
tioned; underneath the cartridge holder a load sensor is
mounted.

Bioreaktor je koriS¢en za odredivanje mehanickih
karakteristika pakovanog sloja kontrolnih alginatnih
mikrocestica i mikrocestica eksperimentalne serije 2 (ta-
bela 1) koje su stajale 3 i 7 dana u medijumu DMEM sa
0,2 mM Na-citrata. Pri tome su testirane po tri bioreak-
torske komore istovremeno napunjene destilovanom vo-
dom i u koje je dodato po oko 0,6 g odredene vrste mi-
krocCestica (3 mm pocetna visina pakovanog sloja). Pre
svakog merenja mikrometarski zavrtnji su bili pozicio-
nirani tako da diajafragma dodiruje gornju povrSinu
uzorka, §to je odredeno vizuelno, kao i pove¢anjem od-
ziva senzora na opterecenje. Uzorci su testirani pri de-
formaciji od 10% (apsolutni pomeraj 300 pm) i pri br-
zini deformacije od 337,5 um/s. Merenja su ponovljena
najmanje tri puta (N = 3). Od izmerenih vrednosti od-
ziva senzora na dato opterecenje oduzete su vrednosti
odziva dijafragme pri deformaciji, a zatim su izracunate
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vrednosti sile pomocu kalibracione krive kako je to pre-
thodno opisano [21]. Vrednosti napona su zatim izracu-
nate normalizovanjem vrednosti sile po povrsini poprec-
nog preseka mikrometarskog zavrtnja. Moduli elastic-
nosti su odredeni iz nagiba krive napon—deformacija.

REZULTATI

Oko 80 ml sterilnih alginatnih mikrocestica sferic-
nog oblika i veli¢ine 800+80 pm je kori§¢eno u ispitiva-
njima kontrolisane degradacije dok je oko 15 ml mikro-
Cestica precnika 822+11 pum predstavljalo kontrolnu
grupu u ispitivanjima mehanickih karaktersitika. Gus-
tina estica je iznosila 1102 g/dm’.

Moguénost kontrolisane degradacije alginatnih
mikrocCestica pri niskim koncentracijama Na—citrata u
medijumu za kultivaciju ¢elija sisara je ispitivana za tri
koncentracije (tabela 1). Stepen bubrenja Cestica u od-
nosu na pocetnu masu cestica (0,5 g) u toku 10 dana za
sve tri eksperimentalne serije je prikazan na slici 4.

@ 42
1 —e—serija 1
0.8 A = serija 2
0.6 A
0.4 A

0.2 A1 &
N A\
0.2 { 2 4 6 8 12
-0.4
-0.6 1
-0.8 -

SB

t[d]

b 12

14 _ ——serija 3

0.8 -

o
N
~
D
[ee]
N
o
)

t[d]

Slika 4. Zavisnost stepena bubrenja (SB) alginatnih mikroces-
tica od vremena pri razlicitim koncentracijama Na-citrata:

a) eksperimentalne serije 1 (0,5 mM) i 2 (0,2 mM),;

b) eksperimentalna serija 3 (0,05 mM).

Figure 4. Swelling degree of alginate microbeads as a func-
tion of time in Na-citrate solutions of different concentrations:
a) experimental series 1 (0.5 mM) and 2 (0.2 mM),

b) experimental series 3 (0.05 mM)
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Sa slike 4 se moze uociti da se proces razgradnje
alginatnih mikrocestica moze podeliti u tri faze: i) faza
bubrenja, ii) period ravnoteze i iii) faza degradacije.
Faza bubrenja je iznosila oko 2 dana za eksperimentalnu
seriju 1 odnosno najvisu koncentraciju Na-citrata (0,5
mM) i oko 3 dana za ostale dve eksperimentalne serije.
Isto tako, period stabilnosti u ravnotezi je za najvisu
koncentraciju Na-citrata (0,5 mM, serija 1) iznosio oko
1 dan, za srednju (0,2 mM, serija 2) oko 4 dana, a pri
najnizoj ispitivanoj koncentraciji (0,05 mM, serija 3)
posle 10 dana ispitivanja nije doslo do razgradnje Ces-
tica odnosno faza ravnoteze je bila duza od 7 dana (me-
renje desetog dana nije bilo uspesno pa nije prikazano
na slici 4b). Pri tome je standardna devijacija merenja u
ovoj eksperimentalnoj seriji bila najveca i iznosila je od
20-25% (slika 4b).

Ravnotezni stepen bubrenja nije bio statisticki zna-
¢ajno razli¢it u tri ispitivane eksperimentalne serije i iz-
nosio je redom 166£11, 172+12 i 153+35% u odnosu na
pocetnu masu cestica.

Brzina bubrenja je ispitana primenom jednacine (1)
na eksperimentalne rezultate pri ¢emu se pokazalo da u
datom opsegu vrednosti eksponenta od 0,5 do 1, najma-
nja kvadratna odstupanja daje model sa eksponentom
n = 1. U skladu sa ovim rezultatom, zavisnost stepena
bubrenja od vremena odnosno porast mase Cesitca usled
jonske izmene i raskidanja veza izmedu polimernih la-
naca, je dalje modelovan kinetikom nultog reda prime-
nom jednacine:

Am _ SB =kt 3)

my

gde je k konstanta brzine bubrenja ili specifi¢na brzina
bubrenja u odnosu na pocetnu masu cestica. Jednacina
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Slika 5. Zavisnost stepena bubrenja (SB) alginatnih mikrocestica
od vremena pri razlicitim koncentracijama Na-citrata:
eksperimentalni podaci (simboli) i linearne zavisnosti sa
najmanjim kvadratnim odstupanjima (isprekidane linije).

Figure 5. Swelling degree of alginate microbeads as a function of

time at different concentrations of Na-citrate: experimental data
(symbols) and linear regression fits (dashed lines).

(3) je primenjena na eksperimentalne podatke u toku
prva 3 odnosno 4 dana eksperimenta za Cetiri isptivane
koncentracije Na-citrata i metodom najmanjih kvadrat-
nih odstupanja odredene su specifi¢ne brzine bubrenja
(slika 5).

Uoceno je da su specificne brzine bubrenja rasle sa
porastom koncentracije jona citrata u rastvoru tezeci
odredenoj asimptotskoj vrednosti (slika 6). Na ovakav
oblik zavisnosti mozZe se primeniti model hiperboli¢ke
funkcije:

__hC
P+C

“

gde je C koncentracija Na-citrata u rastvoru, a P, i P,
parametri modela pri ¢emu P; predstavlja maksimalnu
vrednost specificne brzine bubrenja dok P, predstavlja
koncentraciju Na-citrata pri kojoj je specifi¢na brzina
bubrenja jednaka polovini maksimalne. Primenom jed-
nacine (4) na eksperimentalne podatke, metodom naj-
manjih kvadratnih odstupanja odredena je maksimalna
vrednost specifiéne brzine bubrenja od 0,335 d”' dok
parametar P, iznosi 0,047 mM (slika 6).

Posle odredenog vremenskog perioda bubrenja i
stabilnosti nabubrelih Cestica, u rastvorima vecéih kon-
centracija Na-citrata dolazi do degradacije mikrocestica
Sto se uocava gubitkom mase (slika 4a). Medutim, u
ovom radu kinetika degradacije alginatnih mikrocestica
nije mogla biti definisana posto tacan gubitak mase Ces-
tica nije bilo moguce precizno odrediti jer se jedan deo
ostataka Cestica gubio prilikom filtriranja i izdvajanja
Cestica iz rastvora.

Na slici 7 prikazane su fotografije alginatnih mik-
rocestica iz tri ispitivane eksperimentalne serije posle 10
dana stajanja u rastvorima Na-citrata. Mikrocestice iz
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0.25 //"
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Slika 6. Zavisnost specificne brzine bubrenja alginatnih mik-
rocestica, k, od koncentracije Na-citrata u rastvoru, C: ekspe-
rimentalno odredeni podaci (simboli) i predvidanja modela
(jednacina (4)) sa najmanjim kvadratnim odstupanjima
(isprekidana linija).

Figure 6. Specific swelling rate of alginate microbeads, k, as a
function of Na-citrate concentration, C: experimental data:
symbols, model predictions (Eq. (4)): dashed line.
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Slika 7. Alginatne mikrocestice posle 10 dana stajanja u rastvorima Na-citrata: a) eksperimentalna serija 1 (0,5 mM): povrsina Ces-
tice je ispucala i vidljivi su ostaci razgradenih Cestica; b) eksperimentalna serija 2 (0,2 mM): uocljive su Cestice sa naboranom i
ispucalom povrsinom kao i Cestice koje izgledaju glatke i netaknute; c) eksperimentalna serija 3 (0,05 mM): povrsina Cestice je

glatka i ne uocavaju se znaci rastvaranja; (razmera: 200 ym,).

Figure 7. Alginate microbeads after 10 days in Na-citrate solutions. a) experimental series 1 (0.5 mM): the bead surface is fractured
and parts of degraded beads are visible; b) experimental series 2 (0.2 mM): beads with wrinkled and fractured surface can be noted
as well as the beads that appear smooth and intact, c) experimental series 3 (0.05 mM): bead surface is smooth and signs of

degradation can not be detected; (scale bar: 200 tim).

eksperimentalne serije 1 su se vec¢inom razgradile pri
cemu je u rastvoru zaostala znacajna koli¢ina nerazgra-
denih delova Cestica, a pojedine Cestice koje su jos uvek
bile cele, imale su jako ispucalu povrsinu od koje se
otkidaju nerazgradeni delovi (slika 7a). S druge strane,
mikrocestice iz eksperimentalne serije 2 su ve¢im delom
ostale cele ali se i ovde mogu uociti Cestice sa ispuca-
lom i naboranom povrsinom kao i ¢estice koje prividno
izgledaju netaknuto (slika 7b). Najzad, mikrocestice iz
eksperimentalne serije 3 se po izgledu ne razlikuju od
kontrolnih mikrocestica: sferiéne su, prozirne i glatke
(slika 7c).

Da bi se ispitao uticaj bubrenja na mehanicku sta-
bilnost alginatnih mikrocestica u uslovima koji imitiraju
prirodnu in vivo sredinu, mikrocestice serije 2 koje su
stajale u rastvoru Na-citrata (0.2 mM) 3 i 7 dana su tes-
tirane pri dinamickoj kompresiji pri brzini od 337,5 um/s
do deformacije od 10% u bioreaktoru sa mehani¢kom

stimulacijom. Na slici 8 prikazane su eksperimentalno
odredene zavisnosti napona od deformacije za kontrolne
alginatne mikroCestice (kriva 1) i za mikrocestice
eksperimentalne serije 2 posle 3 dana eksperimenta
(kriva 2). Moze se uociti da obe zavisnosti prate
linearan trend pri ¢emu moduli elasticnosti iznose
136,6+2,8 i 30,8+1,3 kPa za kontrolne odnosno algi-
natne mikrocestice serije 2.

Na slici 9 prikazana je eksperimentalno odredena
zavisnost napona od deformacije za alginatne mikroces-
tice serije 2 posle 7 dana eksperimenta. Ovde se mogu
uociti 3 faze: i) linearna zavisnost do deformacije od
oko 3%, ii) faza konstantnog napona do deformacije od
oko 7 % i iii) faza linerane zavisnosti do krajnje prime-
njene deformacije od 10%. Primenom linearnog modela
na faze i i iii odredeni su moduli elasti¢nosti za ove dve
faze od 20,7+2,8 i 22,6+0,9 kPa. Ovakav trend ukazuje
da u prvoj fazi nabubrele Cestice pruzaju otpor defor-
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Slika 8. Eksperimentalne zavisnosti napona od deformacije za pakovani sloj kontrolnih alginatnih mikrocestica (kriva 1) i
mikrocestica serije 2 nakon 3 dana eksperimenta (kriva 2) i linearne zavisnosti odredene metodom najmanjih kvadratnih odstupanja

(eksperimentalni podaci su srednje vrednosti 3 merenja).

Figure 8. Experimental stress—strain relationships and best linear fits for packed beds of control alginate microbeads (curve 1) and
microbeads from the experimental series 2 after three days in Na-citrate solution (curve 2) (experimental data represent average of

n=23).
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Slika 9. Zavisnost napona od deformacije za pakovani sloj alginatnih mikrocestica serije 2 nakon 7 dana eksperimenta na kojoj se
uocavaju 3 faze; faze i i iii su modelovane linearnim zavisnostima (eksperimentalni podaci su srednje vrednosti 3 merenja).
Figure 9. Experimental stress—strain relationship for the packed bed of alginate microbeads from the experimental series 2 after 7
days in Na-citrate solution: three phases can be distinguished; phases i and iii are modeled by linear fits (experimental data

represent average of n = 3)

maciji dok ne dode do njihovog pucanja tako da u dru-
goj fazi dolazi do nesmetane kompresije sloja do defor-
macije od oko 7% kada komprimovani sloj, sada ve¢
razorenih Cestica, ponovo pocinje da pruza otpor defor-
maciji.

DISKUSIJA

Alginatni hidrogelovi predstavljaju atraktivan bio-
materijal za primenu u farmaciji i medicini bilo kao pu-
nilac na mestima povrede bilo kao nosa¢ terapeutskih
supstanci ili ¢elija u regenerativnoj medicini i inzenjer-
stvu tkiva. Pri tome su mikrocestice kao oblik nosaca
narocito pogodne jer omoguéavaju mala difuziona ras-
tojanja i jednostavnu implantaciju bez potrebe za hirurs-
kim zahvatima. Pri potencijalnoj primeni alginatnih
mikrocestica u medicini izdvajaju se dva znacajna fak-
tora: moguénost kontrolisane degradacije i biomehanic-
ke karakeristike alginatnog gela kao i pakovanog sloja
Cestica.

U ovom radu je ispitana mogucnost kontrolisane
degradacije alginatnih mikrocestica u rastvorima kulti-
vacionog medijuma za Celije sisara u koji su dodate
male koncentracije natrijum-citrata. U prethodnim istra-
zivanjima koja su trajala do 5 nedelja je pokazano da
alginatne mikrocestice u ovom kultivacionom medijumu
bez dodataka citrata ostaju stabilne i priblizno konstant-
nog precnika [9,35,36]. Pri dodatku natrijum-citrata u
ispitivanom opsegu koncentracija (0,05 do 0,5 mM) za-
pazeno je da prvo dolazi do bubrenja Cestica, zatim sledi
period stabilnosti i najzad, degradacija. Ovi rezultati su
u skladu sa mehanizmom razgradnje hidrogela kalcijum-
-alginata objavljenom u literaturi [17,20,21] po kome joni
natrijuma prvo zamenjuju jone kalcijuma vezane za os-
tatke manuronske kiseline tako da dolazi do bubrenja
gela. Modelovanje apsorbovane koli¢ine vode u za-

visnosti od vremena u ovom radu je pokazalo da je pro-
ces bubrenja alginatnih mikrocestica limtiran brzinom
ispravljanja polimernih lanaca u toku izmene jona kalci-
juma i natrijuma, §to je u skladu sa rezultatima ispitiva-
nja bubrenja alginatnih Cestica pre¢nika ve¢ih od 1 mm i
koncentracije alginata od 2,5 do 4% w/v [20,22,24].
Shodno tome brzina bubrenja Cestica u ovom radu je
dalje modelovana linearnom zavisno$¢u od vremena od-
nosno kinetikom nultog reda i odredene su specificne
brzine bubrenja za Cetiri ispitivane koncentracije. Iako
je broj eksperimentalnih tacaka stepena bubrenja u
ovom radu relativno mali, dobijene vrednosti specific-
nih brzina bubrenja su veoma dobro pratile hiperbolicku
zavisnost od koncentracije jona citrata u rastvoru (R* >
> 0,99). Na taj nacin je omoguceno odredivanje maksi-
malne specificne brzine bubrenja koja je iznosila oko
0,34 d”', §to je znacajno sa stanovista poredenja sa rezul-
tatima objavljenim u literaturi. Brzina bubrenja odrede-
na u ovom radu je priblizna brzini bubrenja od oko 0,18
d" izradunatoj na osnovu podataka za promenu mase
hidratisanih alginatnih mikrocestica (0,6% w/v, odnos
M/G = 0,47, precnik 500 pum,) u toku vremena u »Rin-
ger« rastvoru sa koncentracijom Na' od 130 mM [14].
Ovde treba ista¢i da ovako odredene specificne brzine
bubrenja predstavljaju brzinu ispravljanja lanaca poli-
mera najve¢im delom usled zamene jona kalcijuma ve-
zanih za manuronske ostatke. U drugim eksperimen-
talnim uslovima, npr. pri znacajno ve¢im koncentraci-
jama antigeliraju¢ih jona moze do¢i do istovremene iz-
mene i jona kalcijuma vezanih za guluronske ostatke
dovodec¢i do veéih brzina bubrenja. Tako su u prethod-
nim istraZivanjima bubrenja i degradacije prvobitno
osusenih alginatnih Cestica potopljenih u fosfatne pufere
(10 - 100 mM) dobijene znacajno veée brzine bubrenja
ekvivalentne vrednostima specificnih brzina bubrenja
od 15 pa do 700 d' [20,24,25]. Ova razlika se moze
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objasniti time §to je u navedenim radovima proces bu-
brenja Cestica ukljucio hidratisanje polimernih lanaca i,
istovremeno, raskidanje veza izmedu polimernih lanaca.
Pri tome su Cestice odmah po dostizanju odredenog
stepena bubrenja koji se kretao u opsegu od 1,6 do 50,
pocinjale da gube masu i dolazilo je do pucanja
[20,24,25]. I ovi rezultati takode navode na zakljucak da
su se tokom bubrenja verovatno istovremeno raskidale
veze 1 izmedu manuronskih ali i guluronskih ostataka za
razliku od naseg rada gde je bubrenje verovatno zasno-
vano prvenstveno na raskidanju veza izmedu manuron-
skih ostataka, a tek kasnije dolazi i do raskidanja veza
izmedu guluronskih ostataka.

PredloZeni mehanizam degradacije kalcijum-algi-
nata je potvrden i izgledom mikrocestica posle 10 dana
eksperimenta. Naime, pri ve¢im koncentracijama citrata,
Cestice posle bubrenja i perioda stabilnosti pucaju i ras-
padaju se na delove koji se zatim znatno sporije razlazu.
Moze se pretpostaviti da ti delovi sadrze ve¢i udeo GG
ostataka sa ¢vrS¢e vezanim jonima kalcijuma koji se
sporo zamenjuju. Uz to, znacajno je zapaziti da pri ni-
zim koncentracijama citrata, sastav i struktura pojedi-
nacnih Cestica pocinju da imaju veéi uticaj na brzinu bu-
brenja §to se moze zapaziti sa slike 7b gde se uocavaju
Cestice u razli¢itim fazama bubrenja. To je takode potvr-
deno i ve¢im standardnim devijacijama dobijenim u
eksperimentalnoj seriji 3 (slika 4b) §to pokazuje da kon-
centracija natrijum-citrata od 0,05 mM nije bila dovolj-
na za potpunu izmenu svih jona kalcijuma vezanih za
manuronske ostatke ve¢ onih lakse dostupnih. Zato je
dobijena velika varijabilnost u stepenu bubrenja razlici-
tih Cestica, a Cestice su ostale cele do kraja eksperimenta
od 10 dana. Ova zapazanja ukazuju da proces bubrenja
zavisi od specificne strukture gela u pojedinac¢nim Ces-
ticama i1 da otpustanje jona kalcijuma nije uniformno
ve¢ se odvija iz pojedinih segmenata koji su razli¢ito
rasporedeni u razli¢itim Cesticama §to je takode u skladu
sa predloZzenim mehaniznom.

Period stabilnosti Cestica u stanju ravnoteznog ste-
pena bubrenja moze biti atraktivan za kontrolisano ot-
pustanje imobilisanih supstanci i u ovom radu su ispi-
tane mehanicke karakteristike pakovanog sloja ovih Ces-
tica na pocetku i na kraju ovog perioda pod uslovima
dinamickog opterecenja koji imitiraju prirodnu in vivo
sredinu (brzina deformacije od 337,5 um/s, deformacija
od 10%). Modul elasti¢nosti pakovanog sloja kontrolnih
mikrocestica od 136,6 kPa je u skladu sa vrednostima
modula elasti¢nosti u opsegu od 115 do 163 kPa objav-
ljenim u literaturi za diskove kalcijum-alginata koncen-
tracije 2 % w/v odredenim pri brzinama deformacije od
42 do 83 um/s [37,38]. Alginatne mikrocestice iz ekspe-
rimentalne serije 2 tek dostigle ravnotezni stepen bubre-
nja (posle 3 dana eksperimenta) su pokazale znatno lo-
Sije mehanicke karakteristike uz oko 4,4 puta manji mo-
dul elasti¢nosti (30,8 kPa) nego kontrolne mikrocestice.
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Ovi rezultati su u skladu sa rezultatima ispitivanja me-
hanicke cvrstoce kalcijum-alginantih hidrogelova pri
sukcesivnom ili duzem potapanju u 150 mM rastvor
NaCl pri ¢emu se pokazalo da dolazi do znac¢ajnog sma-
njenja Jangovog modula elasti¢nosti zavisno od sastava
alginata [17,29]. U toku perioda stabilnosti nabubrelih
Cestica u ovom radu, mehanicka ¢vrstoca se dalje sma-
njivala tako da je prilikom testiranja pakovanog sloja
ovih Cestica posle 7 dana eksperimenta doslo do raza-
ranja strukture. Naime pakovani sloj je ispoljio otpor do
3 % deformacije uz modul elasti¢nosti za oko 33% nizi
nego kod tek nabubrelih Cestica. Posle ove prve faze,
pakovani sloj dalje nije davao otpor deformaciji $to se
moze objasniti pucanjem Cestica i sabijanjem sloja do
deformacije od 7% kada nerazgradeni delovi Cestica po-
¢inju da pruzaju otpor uz neznatno veéi modul elasti-
¢nosti (22,6 kPa) nego vrednost odredena za cele Cestice
(20,7 kPa). I ovi rezultati su u skladu sa predlozenim
mehanizmom razgradnje hidrogelova kalcijum-alginata
po kome su nabubrele Cestice otpustile jone kalcijuma
vezane za MM blokove, a tokom perioda stabilnosti,
iako ne dolazi do daljeg bubrenja, struktura i dalje slabi
sporom relaksacijom polimernh lanaca. Prakti¢no jed-
nake vrednosti modula elasti¢nosti sloja mikrocestica iz
serije 2 posle 7 dana eksperimenta u fazama i i iii (slika
9) ukazuju da mehanicka Cvrstina Cestica u ovom sta-
dijumu poti¢e od nerazgradenih delova gela odnosno
GG segmenata sa vezanim jonima kalcijuma.
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ZAKLJUCAK

U ovom radu je ispitan mehanizam degradacije al-
ginatnih mikrocestica u medijumu za kulture ¢elija sisa-
ra uz dodatak malih koncentracija natrijum-citrata (0,05
do 0,5 mM). Pri tome su odredeni kinetika i stepen
bubrenja Cestica kao i period do pocetka degradacije. Uz
to, pracene su i mehanicke karakteristike mikrocestica
pri ravnoteznom stepenu bubrenja u bioreaktoru sa me-
hanickom stimulacijom koji oponaSa prirodne in vivo
uslove dinamicke kompresije u tkivu hrskavice. Dobi-
jeni rezultati su potvrdili mehanizam razgradnje hidro-
gelova kalcijum-alginata po kome joni natrijuma prvo
zamenjuju jone kalcijuma vezane za manuronske ostat-
ke, pri ¢emu dolazi do slabljenja strukture i bubrenja
Cestica, a zatim se u drugoj mnogo sporijoj fazi zame-
njuju i joni kalcijuma ¢vrS¢e vezani za guluronske os-
tatke. U toj fazi dolazi do pucanja Cestica i razgradnje
na delove koji zaostaju u rastvoru. Cvrsto¢a nabubrelih
Cestica poti¢e od nerazgradenih delova sa jonima kalci-
juma vezanim za GG segmente. Pri tome se bioreak-
torski sistem sa mehanickom stimulacijom pokazao kao
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pogodan instrument za evaluaciju biomaterijala u uslo-
vima koji imitiraju prirodnu in vivo sredinu. Rezultati
dobijeni u ovom radu su znacajni sa stanovista utvrdi-
vanja strukture i mehanizama razgradnje hidrogelova
alginata ali i sa prakti¢nog aspekta projektovanja karak-
teristika 1 ponasanja ovih hidrogelova za primenu u
sistemima sa kontrolisanim otpustanjem bioloski aktiv-
nih supstanci kao i u inZenjerstvu tkiva.
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SUMMARY

CONTROLLED SWELLING AND DEGRADATION STUDIES OF ALGINATE MICROBEADS

IN DILUTE NATRIUM CITRATE SOLUTIONS
Dragana D. Mitrovi¢', Jasmina J. Stojkovska’, Bojana M. Obradovi¢?

'Galenika a.d., Belgrade, Serbia

*Faculty of Technology and Metallurgy, University of Belgrade, Belgrade, Serbia

(Scientific paper)

Alginate hydrogels are widely used in biomedicine due to alginate
availability, hydrophilic nature, biocompatibility and biodegradability. Al-
ginate microbeads are particularly attractive for applications in pharmacy
and regenerative medicine due to high surface to volume ratio, low mass
transfer limitations and simple implantation by injection. Aim of this work
was to investigate possibilities for controlled degradation of alginate
microbeads in cell culture medium (Dulbecco’s modified Eagle’s medium)
with Na-citrate added in small concentrations (0.05-0.5 mM). Alginate
microbeads (1.5% w/w, 800 um in diameter) were produced by electro-
static droplet extrusion and evaluated over a period of 10 days regarding
appearance, kinetics and degree of swelling as well as biomechanical pro-
perties determined in a novel bioreactor with mechanical stimulation under
in vivo-like conditions in articular cartilage (10% strain, 337.5 um/s com-
pression rate). In the citrate concentration range investigated, microbeads
initially swelled reaching an equilibrium value (~150-170% with respect
to the initial mass), upon which they appeared stable for a certain period of
time (1 to over 7 days) followed by bead bursting and degradation. This
degradation process indicated that Na' from the solution initially replaced
Ca”" bound mainly to COO™ groups in polymannuronate sequences in-
ducing electrostatic repulsion of polymer chains and, consequently, swell-
ing of the beads. Citrate ions assisted in this process by forming insoluble
calcium citrate. Thus, the specific rate of the bead swelling increased with
the increase in citrate concentration approaching a maximal value of ~0.34
d. In the last phase, the beads burst into pieces, which slowly continued
to degrade by replacement of Ca®" bonded to polyguluronate blocks in the
egg-box structure. Compression moduli for packed beds of control, freshly
produced microbeads, and microbeads swelled at the equilibrium degree
after 3 days of staying in 0.2 mM Na-citrate solution were 136.6+2.8 and
30.8+1.3 kPa, respectively. By day 7 in this solution, the beads still ap-
pearing structurally intact, further lost their mechanical strength due to
continued polymer chain relaxation so that the compression modulus was
20.7 to 22.6 kPa owed almost solely to undegraded polyguluronate parts.
Results of these studies are important from a fundamental standpoint for
determination of structure and degradation mechanisms of alginate hydro-
gels but also from a practical point of view for optimization of hydrogel
properties and behavior for potential applications in controlled drug re-
lease as well as in tissue engineering.

Kljuéne reci: Alginat e Degradacija
Hidrogelova e Bubrenje e Kontroli-
sano otpustanje e Bioreaktor sa me-
hani¢kom stimulacijom

Key words: Alginate @ Hydrogel de-
gradation e Swelling e Controlled re-
lease e Bioreactor with mechanical
stimulation
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