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Radijaciona sinteza i karakterizacija kopolimernih hidrogelova na bazi

2-hidroksietil metakrilata i funkcionalizovanih oligo(alkilen glikol) (met)akrilata

Rezime

Doktorska disertacija ,,Radijaciona sinteza i karakterizacija kopolimernih
hidrogelova na bazi 2-hidroksietil metakrilata i funkcionalizovanih oligo(alkilen glikol)
(met)akrilata“ je posledica rastuéeg interesovanja za ,,pametnim® polimernim
biomaterijalima, medu kojima hidrogelovi koji reaguju na stimulanse iz okolne sredine
zauzimaju posebno mesto. Hidrogelovi, kao hidrofilne trodimenzionalne mreze
polimernih lanaca, pokazuju sposobnost da apsorbuju i zadrzavaju velike koli¢ine vode
pri ¢emu bubre. ,,Pametni* hidrogelovi podnose relativno velike 1 iznenadne promene u
stepenu bubrenja, strukturi mreze i mehanickoj jacini kao odgovor na male promene
uslova u okolnoj sredini, §to ih razlikuje od inertnih hidrogelova. Kao izuzetno
interesantni 1 znacajni pokazali su se hidrogelovi koji istovremeno reaguju na dva
stimulansa, posebno na pH i temperaturu, zbog ¢ega su dobili znacajnu ulogu u polju
medicine, u sistemima za kontrolisano oslobadanje lekova, kao skafoldi, biosenzori itd.

Cilj istrazivanja doktorske disertacije bio je sinteza i karakterizacija nove klase
hidrogelova na bazi 2-hidroksietil metakrilata (HEMA) 1 funkcionalizovanih
oligo(alkilen glikol) (met)akrilata (OAG(M)A), sa dodatkom itakonske kiseline (IA), u
cilju dobijanja ,,pametnih*“ materijala. Polimerizacija je izvedena u radijacionoj jedinici
za industrijsku sterilizaciju Instituta za nuklearne nauke ,,Vinc¢a®, primenom izotopa
%Co kao izvora visokoenergetskog y zradenja. Radijaciono procesiranje materijala je
komercijalan i relativno jeftin proces ¢ije je izvodenje lako kontrolisati. Istovremeno
dolazi i do sterilizacije proizvoda $to je vazno u slucaju medicinske primene.

Prilikom dobijanja nove klase ,,pametnih* hidrogelova osnovna ideja je bila da
se u inertni poli(2-hidroksietil metakrilat) (PHEMA) hidrogel ugradi itakonska kiselina,
kao pH reagujuéa komponenta, a zatim i razli¢iti OAG(M)A monomeri kao
temperaturski reagujuce komponente. Na ovaj nacin dobijeni su hidrogelovi sa dualnim
odzivom, pH i temperaturnim, i visokim stepenom biokompatibilnosti.

Sintetisani hidrogelovi podeljeni su u cetiri grupe. Prvu grupu ¢&inili su
hidrogelovi na bazi HEMA sa razli¢itim udelima itakonske kiseline. Ugradnjom male

koli¢ine IA u PHEMA matricu, dobijeni su P(HEMA/IA) hidrogelovi sa izrazenim

il
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reagovanjem na promenu pH. Ovi hidrogelovi pokazali su se pogodnim i kao
nanoreaktori za sintezu nanocestica srebra. Radijaciono dobijeni Ag/P(HEMA/IA)
nanokompozitni sistemi dali su dobre rezultate biokompatibilnosti i antimikrobne
aktivnosti, §to pruza Siroke moguénosti njihove primene, posebno kao obloga za brze
zarastanje rana i opekotina.

Ugradnjom oligo(etilen glikol) akrilata (OEGA), kao temperaturno reagujuce
komponente, u P(HEMA/IA) hidrogel dobijeni su P(HEMA/IA/OEGA) hidrogelovi,
koji pored na pH reaguju i na temperaturu. Visok stepen bubrenja, dobre mehanicke
osobine, kao i zadovoljavaju¢a biokompatibilnost ¢ini ove hidrogelove kandidatima za
medicinsku primenu. Iako reaguju na temperaturu, PC(HEMA/IA/OEGA) hidrogelovi ne
pokazuju ostre fazne prelaze sa promenom temerature, ve¢ dolazi do linearnog pada
stepena bubrenja sa porastom temperature.

U cilju podrobnijeg ispitivanja reagovanja na temperaturu OAG(M)A, sintetisani
su P(HEMA/OPGMA) hidrogelovi na bazi PHEMA 1 oligo(propilen glikol) metakrilata
(OPGMA), i na ovaj nacin dobijeni su hidrogelovi sa potpuno novim tipom
temperaturne zavisnosti, sa strogo definisanim temperaturama faznih prelaza.

Cetvrtu seriju ¢ine P(HEMA/IA/OAG(M)A) hidrogelovi, u ¢&iji sastav ulaze
mesSani oligo(alkilen glikol) (met)akrilati. Cilj je bio ispitivanje uticaja tipa OAG(M)A
na osobine kopolimernih hidrogelova i moguénost njihove primene kao nosaca u
sistemima za kontrolisano oslobadanje lekova, preko pracenja procesa oslobadanja
gentamicin sulfata kao model leka.

Na ovaj nacin dobijena je Siroka paleta ,,pametnih hidrogelova sa pH odzivom i
razli¢itim tipovima reagovanja na temperaturu. Ispitan je uticaj razliCitih tipova
oligo(alkilen glikol) (met)akrilata u kopolimernim hidrogelovima na osobine bubrenja,
parametre mreze, mehaniC¢ke i morfoloSke osobine, kao i na biokompatibilnost.

Predlozene su moguce primene sintetisanih sistema u medicini 1 farmaciji.

Kljucéne reci: Radijaciona sinteza, y zracenje, hidrogel, HEMA, 1A, OEGA, OPGMA,

stepen bubrenja, temperaturno reagujuci hidrogel, pH reagujuci hidrogel.

Naucna oblast: Fizicka hemija
UZa naucna oblast: Fizicka hemija materijala

UDK broj: 544.64
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Radiation synthesis and characterization of copolymeric hydrogels based
on 2-hydroxyethyl methacrylate and functionalized oligo(alkylene glycol)
(meth)acrylate

Summary

PhD thesis “Radiation synthesis and characterization of copolymeric hydrogels
based on 2-hydroxyethyl methacrylate and functionalized oligo(alkylene glycol)
(meth)acrylate is the result of the growing interest in the ‘“smart” polymeric
biomaterials; among them stimuli-responsive hydrogels have a special place. Hydrogels,
as hydrophilic three-dimensional polymer networks, show the ability to absorb and
retain large amounts of water. “Smart” hydrogels undergo relatively large and sudden
changes in the swelling degree, network structure and mechanical strength in response
to the small changes in their environment. Particularly interesting and significant are
hydrogels with dual responsiveness, pH and temperature, which have an important role
in different fields such as drug delivery, scaffolds, biosensors, etc.

The aim of PhD thesis was the synthesis and characterization of a new class of
hydrogels based on 2-hydroxyethyl methacrylate (HEMA), functionalized
oligo(alkylene glycol) (meth)acrylate (OAG(M)A) and itaconic acid (IA), in order to
obtain “smart” materials. Polymerization was carried out in “Vinca” Institute of Nuclear
Sciences, in the radiation unit for industrial sterilization, using the isotope *°Co as a
source of high-energy vy radiation. This method offers unique advantages for the
synthesis of new materials: it is a simple, additive-free process, reactions such as
polymerisation and crosslinking can be easily controlled, and the process is relatively
cheap. At the same time, the product is being sterilized, which is of high importance in
the biomedical applications.

In the preparation of a new class of “smart” hydrogels, the basic idea was to
incorporate 1A, as pH responsive component, and the different OAG(M)A monomers as
thermoresponsive components, in the inert PHEMA hydrogel. In this way, the obtained
hydrogels possess dual responsiveness, both pH and thermo- responsiveness, and a high
degree of biocompatibility.

Four groups of hydrogels were prepared. The first group consisted of hydrogels
based on HEMA with different mole fraction of itaconic acid. Incorporation of a small

amount of IA in the PHEMA, resulted in P(HEMA/IA) hydrogels with pronounced pH

v



Univerzitet u Beogradu, Fakultet za fizicku hemiju Maja Mici¢, Doktorska disertacija

responsiveness. These hydrogels are suitable as nanoreactors for the synthesis of silver
nanoparticles. Ag/P(HEMA/IA) nanocomposites, obtained by y radiation, showed good
biocompatibility and antimicrobial activity, which provides a wide range of possibilities
for their application, particularly as a coating for the faster healing of wounds and burns.

Incorporation of an oligo(ethylene glycol) acrylate (OEGA), as a
thermoresponsive component, in the P(HEMA/IA) hydrogel, resulting in
P(HEMA/IA/OEGA) hydrogels, which besides pH show and thermoresponsiveness.
The high swelling degree and good mechanical properties, as well as satisfactory
biocompatibility, makes these hydrogels suitable candidates for biomedical applications.
Although they possess thermoresponsiveness, P(HEMA/IA/OEGA) hydrogels do not
show sharp phase transitions with a change in temperature; there is only a linear
decrease in swelling degree with the temperature increase.

In order to examine thermoresponsiveness of OAG(M)A in more detail, a third
class of hydrogels it was synthesized, P(HEMA/OPGMA), based on PHEMA and
oligo(propylene glycol) methacrylate (OPGMA), resulting in hydrogels with a new type
of temperature dependence, with strictly defined phase transition temperatures.

The fourth series of P(HEMA/IA/OAG(M)A) hydrogels includes mixed
oligo(alkylene glycol) (meth)acrylates. The aim was to investigate the influence of
OAG(M)A on the properties of copolymer hydrogels, and the possibility of their use as
a carrier in controlled drug delivery system, through the monitoring of the release
process of gentamicin sulfate as a model drug.

In this way a wide variety of “smart” hydrogels were obtained, with pH
responsiveness and different types of thermoresponsiveness. The influence of different
types of oligo(alkylene glycol) (meth)acrylate in hydrogel on the swelling properties,
network parameters, mechanical and morphological characteristics, as well as
biocompatibility was investigated. Finally, the possible applications of these hydrogels

in biomedicine and pharmacy were proposed.

Keywords: Radiation synthesis, y radiation, hydrogel, HEMA, TA, OEGA, OPGMA,

swelling degree, thermoresponsive hydogel, pH responsive hydorgel.

Scientific field: Physical chemistry
Specialist scientific field: Physical chemistry of materials

UDK number: 544.64
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1. Teorijski deo

1.1 Biomaterijali

Biomaterijali obuhvataju
Siroku klasu  materijala  za

primenu u medicini, stomatologiji

1 farmaciji. DefiniSu se kao
materijali prirodnog ili veStackog porekla koji nakon implantacije u ljudski organizam
sluze da dopune ili zamene funkciju zivih tkiva kroz odredeni vremenski period u
direktnom kontaktu sa tkivom i telesnim fluidima. Njihova uloga je da oponasaju sastav,
strukturu, osobine i1 funkcije prirodnih biomaterijala. Mera u kojoj je ova sli¢nost
postignuta odreduje nacin na koji organizam prihvata materijal, kao 1 primenljivost
sintetisanog materijala.

Nauka o biomaterijalima je tokom proslog veka dozivela pravi procvat, a
biomaterijali su postali nerazdvojni deo klinicke prakse. Da bi se materijal koristio kao
biomaterijal mora da ispuni standarde u pogledu mehanickih, optickih, fizickih,
hemijskih i bioloskih karakteristika [1]. Reakcije pacijenata na ove materijale mogu biti
razli¢ite. Proteklih tridesetak godina nacinjen je znatan napredak u razumevanju
interakcije izmedu tkiva i materijala. Otuda, joS§ jedna karakteristika koju biomaterijal
mora da ispuni je biokompatibilnost. Ona predstavlja kompatibilnost biomaterijala i
zivih sistema, Sto podrazumeva da ne dolazi do imunoloskog odgovora organizma

nakon primene biomaterijala.
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Biomaterijal 1 njegovi produkati pri degradaciji moraju da ispune i zahtev
netoksi¢nosti. Interakcija biomaterijala sa zdravim ¢elijama mora biti iskljucivo
farmakoloska 1 ne sme da prouzrokuje oste¢enja, mutacije ili smrt zdravih ¢elija.Takode
mora da postoji mogucnost sterilizacije ovakvih materijala. Jo§S jedna vaZna
karakteristika je niska cena, kao i zakonska regulativa za primenu ovih materijala na
trziStu. Uprkos Siroko rasprostranjenoj upotrebi biomaterijala u medicini, veéina ne
ispunjava sve Zeljene zahteve u interakciji sa bioloskim sistemima, zbog ¢ega se radi na

redizajniranju postojecih 1 razvoju novih u cilju prevazilazenja ogranicenja [2].

Sociva
Uho ‘ Lobanja
g

Maksilofacijalna

Stomatoloski
implanti J o]

Srce

Ki¢ma
Ortopedske
proteze

Protetski Krvni sudovi

zglobovi

-

Slika 1.1 Prikaz organa i tkiva koji mogu biti zamenjeni biomaterijalima [3]

Tetive i ligamenti

Kostani implanti

Danas se u medicini uspesno primenjuje veliki broj biomaterijala u razliitim
oblastima, kao Sto su: reparacija i rekonstrukcija kostiju, zglobova, izrada dentalnih
implanata, rekonstrukcija krvnih sudova, ligamenata i1 sr€anog misi¢a, kontaktna sociva,
implanti u estetskoj hirurgiji, nosaci za kontrolisano oslobadanje lekova itd, kao §to je
prikazano na slici 1.1 [1, 3].

Biomaterijali se danas izraduju od polimera, metala, keramike, kao i
kompozitnih materijala. Osim na osnovu materijala od koga su napravljeni, mogu se

podeliti i na bioinertne i bioaktivne, biostabilne i biorazgradive itd. Obzirom na
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strukturnu 1 mehanicku kompatibilnost sa tkivima, metali i keramike su izabrani za
primenu kod ¢vrstih tkiva (kosti, zubi), a polimeri za primenu kod mekih tkiva (koza,
krvni sudovi, hrskavica i ligamenti). Prednost polimernih biomaterijala je njihova
dostupnost u raznovrsnom sastavu, osobinama i oblicima (Cvrsti, vlaknasti, filmovi i
gelovi), a mogu se brzo proizvesti u slozene oblike i strukture. Uspesno se koriste 1 kao
membrane, za hiruSske konce ili bioadhezive, kao i1 u sistemima za kontrolisano
oslobadanje lekova. Kao vlaknasto ojacani polimeri tj. polimerni kompozitni materijali,
koji pokazuju istovremeno niski modul elasti¢nosti i visoku jacinu, predloZeni su za
nekoliko primena u ortopediji. Ovi biomaterijali pokazuju i1 odsustvo korozije i
ostecenja koja se javljaju kod metalnih legura usled zamora i oslobadanja metalnih jona,
koji mogu izazvati neugodnost kod pacijenta i alergijske reakcije koze [4].

Dizajn biomaterijala podrazumeva analizu Zeljene funkcije, kao i njegovu
lokalizaciju na ciljano mesto u samom organizmu, fiziologiju tkiva i telesnih te¢nosti,
koje ¢e biti u direktnom kontaktu sa materijalom; izbor konstituenata materijala i
tehnologije dobijanja; proizvodnju prototipa i ispitivanje njegovih hemijskih, fizickih i
mehanickih svojstava; analizu biokompatibilnosti, pretklinicka i1 klini¢ka ispitivanja.
Polimerni biomaterijali, zbog izrazene biokompatibilnosti i sli¢nosti sa tkivima,

predstavljaju grupu biomaterijala koja puno obec¢ava i u Sirokoj su upotrebi [2].

1.2 Hidrogelovi

Hidrogelovi, kao polimerni biomaterijali, zbog svojih interesantnih svojstava
privlace veliku paznju poslednjih 50-ak godina. Njihovo izucavanje zapocinje 1960.
godine pionirskim radom Wichterle-a i Lim-a, umrezavanjem poli(2-hidrokietil
metakrilata) (PHEMA), koji postaje Cesto proucavani hidrogelni sistem [5].

Hidrogelovi su hidrofilne trodimenzionalne mreze polimernih lanaca. Pokazuju
sposobnost apsorpcije 1 zadrzavanja velike koli¢ine vode, tj. bubrenja, $to im
obezbeduje vlaznost i elastiéne osobine [6-8]. U zavisnosti od osobina polimernih
lanaca koji Cine mrezu 1 prisustva hidrofilnih grupa, kao i od prirode 1 gustine
umrezenja, hidrogelovi u ravnotezi mogu da sadrze razliCite koli¢ine vode; u
nabubrelom stanju maseni udeo fluida u hidrogelu moze da bude i do vise hiljada puta

veci od masenog udela suvog gela [9-11]. Sadrzaj vode i stepen bubrenja hidrogela raste
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sa porastom broja hidrofilnih grupa u mrezi, a opada sa porastom stepena umrezenja [9,
12].

U suvom stanju (kserogel) gelovi su tvrdi i1 krti, dok su u nabubrelom stanju
vlazni, mekani 1 elasti¢ni, sposobni da pretrpe velike deformacije, zbog cega su vrlo
sli¢ni tkivima [11]. Hidrofilna povrsina hidrogela ima nisku medupovrSinsku slobodnu
energiju u kontaktu sa telesnim fluidima, $to rezultuje niskom teznjom za prijanjanjem
proteina 1 ¢elija na ove povrSine, dok elasticnost i gumolika priroda hidrogelova
obezbeduju minimalnu iritaciju okruzujuéeg tkiva nakon implantacije izazvanu trenjem
unutar okolnog tkiva i sli¢no zivom tkivu dozvoljava difuziju proizvoda metabolizma
[12]. Zbog ovih specifi¢nih osobina hidrogelovi su predmet naucnih istrazivanja, ali su
zaziveli 1 u praksi, 1 njihova upotreba do danas drasticno je porasla, posebno u oblasti
medicine, farmacije i zaStite zivotne sredine [2, 8, 13-16]. Kod primene je vazno da
hidrogel tokom bubrenja ostaje mehanicki dovoljno jak, tj. da ne menja geometriju, da
je fleksibilan, kao i da moze kontrolisanom brzinom da oslobada molekule koji su uneti
u mrezu. Za bioinZenjersku primenu vazna svojstva su biokompatibilnost, reagovanje na
spoljasnje faktore i tkivu slicne fizicke osobine. Hidrogelovi sa znatno poboljSanim
mehanickim karakteristikama, superporoznos¢u, brzim vremenom odziva, su samo neki

od primera hidrogelnih biomaterijala koji dosta obecavaju [17].

1.2.1 Klasifikacija hidrogelova

U zavisnosti od vrste monomera koji ulaze u njihov sastav, hidrogelovi pokazuju
razli¢ito ponasanje, a samim tim i primenu u razli¢ite svrhe. MoZemo ih klasifikovati na
nekoliko nacina u zavisnosti od sastava, jonskog naelektrisanja, izvora, prirode bubrenja
sa promenama u okruzenju, stepena biorazgradivosti ili prirode umreZenja, kao sto je
predstavljeno na slici 1.2 [2]. U zavisnosti od vrste monomera i polarnosti bo¢nih grupa
hidrogelovi mogu biti jonski ili neutralni. Po sastavu hidrogelovi mogu biti
homopolimeri ili kopolimeri. Kopolimeri se koriste da bi se poboljsala mehanicka

svojstva hidrogela ili ugradila komponenta koja reaguje na spoljasnje stimulanse [6].
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Slika 1.2 Klasifikacija hidrogelova [2]

1.2.2 Nacini umreZavanja hidrogelova

Jedna od vaznijih podela hidrogelova zasniva se na prirodi umrezavanja.
Trodimenzionalna struktura mreze hidrogela moze se dobiti hemijskim i fizickim
procesima, a konacna strukrura hidrogela i njegove osobine zavisice od metode

dobijanja [2].

1.2.2.1 Hemijski umreZeni hidrogelovi

Kod hemijski umrezenih hidrogelova, koji su poznati jos i kao permanentni ili
pravi hidrogelovi, polimerni lanci su medusobno povezani kovalentnim vezama. Mogu
se sintetisati radikalnom polimerizacijom hidrofilnih monomera u prisustvu umrezivaca,
radikalnom polimerizacijom vodorastvornih polimera derivatizacijom dvo- i/ili viSe-

funkcionalnim grupama koje mogu da polimerizuju, umrezavanjem hemijskim
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reakcijama komplementarnih grupa i to: aldehidima, reakcijama adicije, reakcijama
kondenzacije, enzimima i umrezavanje zracenjem (UV, mikrotalasno, y-zraCenje ili
snop elektrona) [12]. Hemijski umreZzeni hidrogelovi ne rastvaraju se ni u jednom
rastvaracu ukoliko se kovalentne tatke umreZenja ne raskinu. Dobijeni hidrogel ne
moze se modifikovati nakon dobijanja, jer polimer viSe nije rastvoran. Zbog toga se
oblikovanje izvodi istovremeno sa procesom polimerizacije.

Na slici 1.3 dat je shematski prikaz hemijskog 1 fizickog umrezavanja
hidrogelova. Hemijski umrezeni hidrogelovi, kao i fizicki, su nehomogeni i obi¢no
sadrze oblasti niskog bubrenja i visoke gustine umrezenja dispergovane unutar regiona
visokog bubrenja i niske gustine umrezenja. Osim toga, umrezivaci koji se koriste u
procesima sinteze su visoko toksi¢ni, pa se njegovi neproreagovali ostaci moraju
kompletno ukloniti iz hidrogelova pre njihove konacne primene kao biomaterijala, zbog

cega je njihova upoterba ogranicena [2, 10, 11].

Hidrofilni
Tacke ; polimerni lanci

umrezenja

W
N
4

;f\/\/\/’\

NAAN VAN

Fizicko umrezenje Hemijsko umreZenje
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|

Slika 1.3 Shematski prikaz fizickog i hemijskog umrezavanja hidrogelova
1.2.2.2 Fizicki umreZeni hidrogelovi

UmreZavanje ne mora da bude proizvod hemijske reakcije. Bilo koji fizicki
proces koji dovodi do povezivanja polimernih lanaca moze takode dovesti do formiranja
hidrogela. Procesi fizickohemijskog umrezavanja su obi¢no reverzibilni i
podrazumevaju formiranje slabih, sekundarnih sila kao S§to su: vodonicne veze,

elektrostaticke interakcije, Van der Valsove i Kulonove sile, hidrofobne interakcije,
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preplitanje lanaca. Fizi¢ki umrezeni hidrogelovi su poznati i kao termoplasti¢ni,
reverzibilni ili privremeni hidrogelovi, jer su nepostojani i promenom spoljasnjih
faktora mogu se prevesti u neumrezene sisteme. Mogu degradirati ili se rastvarati.
Nehomogeni su usled nastalih zapetljanosti molekulskih lanaca ili hidrofobnih podrucja.
Slobodni krajevi lanaca takode predstavljaju prolazne defekte mreze. Prisustvo
reverzibilnih ta¢aka umrezenja omogucava njihovu termalnu obradu, tj. prevodenje u
polimerni rastvor zagrevanjem. Odsustvo umrezivaca i moguc¢nost modifikovanja nakon
sinteze predstavljaju njihove prednosti, dok slabe mehani¢ke osobine u nabubrelom

stanju predstavljaju nedostatak [2, 10, 11].
1.2.2.3 UmreZavanje zracenjem visoke energije

Jedan od nacina umreZavanja hidrogelova je i upotreba visokoenergetskog
zraenja, posebno y zralenja dobijenog iz izvora *’Co i snopova elektrona dobijenih
pomocu elektronskih akceleratora. Ovaj metod se ve¢ nekoliko decenija uspesno koristi
za sintezu, modifikaciju i sterilizaciju polimernih materijala.

Dejstvo zraCenja na polimer mozZe prouzrokovati njegovo umrezavanje ili
degradaciju. U vecini polimera pod normalnim uslovima odvijaju se istovremeno oba
procesa. Prilikom umrezavanja polimera dolazi do povezivanja polimernih molekula
popre¢nim kovalentnim vezama koje nastaju reakcijom dva radikala na susednim
lancima, $to dovodi do povecanja molekulske mase polimera. Degradacija se odvija
nasumi¢nim kidanjem glavnog polimernog lanca uzrokuju¢i smanjenje molekulske
mase. Hemijska struktura dobijenog polimera odreduje da 1li ¢e pod uticajem
jonizujuceg zraCenja preovladati umrezavanje ili degradacija. Kako je svaki polimerni
sistem jedinstven potrebno je eksperimentalno odrediti optimalne uslove zracenja, kako
bi se reakcija degradacije minimizirala i postiglo maksimalno umrezavanje [18, 19].

Tokom zracenja vodenog rastvora polimera dolazi do formiranja reaktivnih
mesta duz polimernog lanca. Radioliza molekula vode dovodi do formiranja hidroksil
radikala, jedne od glavnih reaktivnih vrsta, koji moZe da napadne polimerni lanac
dovode¢i do formiranja makroradikala. Rekombinacija makroradikala na razli¢itim
lancima rezultuje formiranjem kovalentnih veza i na kraju umrezenom strukturom [20-

22]. Nagradeni makroradikali mogu preko ugljenika reagovati sa kiseonikom,
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formiraju¢i odgovaraju¢e peroksid radikale koji nepovoljno uticu na reakcije
umrezavanja. Za smanjenje uticaja kiseonika, zracenje se obi¢no izvodi u dejonizovanoj

vodi 1 inertnoj (azot, argon) atmosferi [10].
1.2.2.3.1 Radioliza vode

Proces polimerizacije najcesce se izvodi zracenjem vodenih rastvora monomera.
Jonizujuée zraCenje u vodenoj sredini izaziva niz fizickih 1 hemijskih procesa koji se
mogu podeliti u tri stadijuma: fizicki, fizickohemijski 1 hemijski [23-26].

1. Fizicki stadijum
U fizickom stadijumu jonizujuce zracenje predaje energiju molekulima vode, pri ¢emu

dolazi do njihove jonizacije (10"*-107"° s) i ekscitacije (10 s):
H,O » H,O" + ¢ jonizacija

H,O MWN—yp HzO* ekscitacija
Elektroni nastali u procesu jonizacije imaju dovoljno energije da ekscituju i jonizuju jos
nekoliko molekula vode.

2. Fizickohemijski stadijum
Fizickohemijski stadijum obuhvata procese u kojima dolazi do pregrupisavanja unutar
molekula, prenosa energije na druge Cestice i uspostavljanja termalne ravnoteze u
sistemu. Slobodni radikali se masovno javljaju. U reakciji prenosa protona sa H,O"
jona na okolne molekule vode (107 s) stvaraju se:
H,0" + H,0 — H;0" + OH’
Nastali H3O" joni zatim podlezu procesu hidratacije (10" s):
H;0" + nH,0 — H;0"
Elektroni nastali u procesu jonizacije se termalizuju (10" s), a zatim hidratigu (107" s):
e — €erm + NHYO —eyg
Ekscitovani molekuli vode disosuju na radikale:
H,0" — H +OH’
Udeo ekscitacije u formiranju primarnih radikala je mali u poredenju sa udelom

jonizacije.
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3. Hemijski stadijum
U hemijskom stadijumu intermedijeri koji su nastali u prethodna dva stadijuma reaguju
medusobno ili sa molekulima. Dolazi do difundovanja primarnih vrsta (€ g, H;O0", OH’,
H") kroz sistem, hemijskih reakcija vrsta tipa jon-jon, jon-radikal, radikal-radikal,
radikal-molekul itd., i na kraju do uspostavljanja hemijske ravnoteze u sistemu i
stvaranjem stabilnih proizvoda. Ovi procesi na vremenskoj skali obuhvataju period od
10" do 10" s po prolasku zracenja.
¢aq+ OH — OH,
€2 T H;0" — H + H,0,
€aq T €aq 12 HoO — Hy + 20H,
¢aq t H +H,0 — H, + OH,
OH + OH  — H,0,,
H +H — H,,
H + OH — H,O
Hidratisani elektroni (€7q), H;0" joni, OH i H' radikali su tzv. ,radikalski“ produkti,
dok su vodonik (H;) i vodonik peroksid (H,0O,) ,,molekulski* produkti. Nastali produkti

mogu biti snazne oksidujuée (OH™ i H,0,) ili redukujuce (€,q1 Ha) vrste.
1.2.2.3.2 Reakcije makroradikala

Kada se vodeni rastvor polimera izlozi jonizujuéem zracCenju, dolazi do
formiranja reaktivnih intermedijera na maktomolekulima. Ovo moZe da bude rezultat
direktne interakcije zraCenja i polimernog lanca, ili indirektnih efekata kao Sto su
reakcije intermedijera nastalih u vodi sa molekulima polimera. Prilikom izlaganja
razblazenih vodenih rastvora monomera ili polimera y zracima dominantan je indirektan
efekat, jer je prinos radikala u vodi veéi nego u Cistom polimeru. Tri glavne reaktivne
vrste su: hidratisani elektron (e7q), hidroksil radikal (OH’) i atom vodonika (H,). Dolazi
do adicije produkata radiolize na organske molekule na pojedinim vezama, pri cemu
neke veza, kao §to su nezasicene, ugljenik-halogen, nitril tiol, disulfidne 1 pirimidin
veze, imaju izrazeniji afinitet za radikale vode od drugih. Adicijom radikala nastaju

nova jedinjenja, sloZenija od reaktanata pre zracenja [10].
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Ispitivanja su pokazala da je hidroksil radikal glavna vrsta odgovorna za prenos
reaktivnosti sa vode na polimerni lanac [10]. Nastali radikali mogu ucestvovati u
procesu prenosa radikalske aktivnosti na dva nacina:

1. izdvajanjem vodonikovog atoma sa pozicije makromolekula gde je vodonikov atom
mnogo slabije vezan, pri ¢emu dolazi do formiranja makroradikala;

2. dodavanjem na dvostruku C=C vezu, ako su takve veze prisutne u polimernoj
strukturi.

Hidroksil radikal izdvaja atome vodonika sa razli¢itih pozicija tako da se
formiraju dve ili viSe vrsta radikala razlicite srukture, i ovi makroradikali su uglavnom
lokalizovani na atomima ugljenika. Ovo je vrlo vazno za proces umrezavanja i
formiranja hidrogela [10].

Nastali polimerni radikali reaguju sa radikalima smeStenim na istom ili
razli¢itom polimernom lancu, formiraju¢i tako intra- i inter-molekulske veze, kao §to je

prikazano na slici 1.4.

) Jd%
% }/ké \
= =
polimerni
lanei

Q8 \"?

intramolekulsko umreZavanje (formiranje petlji); nema uticaja na molekulsku masu

OH" radlkah polimerni radikali

N
k)/_-‘} ) intermolekulsko umrezavanje;
o P‘k dovodi do poveéanja molekulske mase

Slika 1.4 Shematski prikaz procesa umrezavanja polimera. Stvaranje intra- i inter-
molekulskih veza [24]

Za formiranje hidrogela najvaznije je intermolekulsko umrezavanje, t;.
rekombinacija radikala lokalizovanih na dva razli¢ita makromolekula. Ovo dovodi do
porasta srednje molekulske mase, tj. do polimerizacije. Intramolekulsko umrezavanje
koje nastaje usled interakcije dva radikala sa istog polimernog lanca dovodi do

umrezavanja unutar istog lanca i formiranja petlji, ali ne vodi do formiranja hidrogela.

10
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Postoji konkurentnost izmedu inter- i intra-molekulskog umrezavanja, a
parametri koji na nju uti¢u su koncentracija monomera i doza zracienja [10]. Doza koja
odgovara pojavi prve nerastvorne frakcije gela u sistemu naziva se doza geliranja [D,].
Distribucija mesta umreZenja duz polimernog lanca je slu€ajna, tako da pri D, ima
lanaca sa velikim brojem mesta umrezenja, kao i nepovezanih lanaca. Tacka geliranja
predstavlja drasticnu promenu u svojstvima polimera. Dalje zracenje uzorka iznad D,
dovodi do porasta frakcije gela, iako neki makromolekuli i dalje mogu ostati
neumrezeni, tj. u sol frakciji. Procenat geliranja je procenat konverzije monomera u
nerastvornu polimernu mrezu [12]. Pri visokim koncentracijama monomera i nizim
brzinama zracenja, kada polimerni lanci interpenetriraju, verovatno¢a rekombinacije
dva radikala lokalizovana na razli¢itim lancima je relativno visoka. Favorizovano je
intermolekulsko umrezavanje, odnosno formiranje hidrogela. U slucaju nizih
koncentracija monomera, kada su makromolekuli obi¢no u konformaciji klupka i
razdvojeni, favorizovano je intramolekulsko umrezavanje [10].

Poli(vinil alkohol), poli(etilen glikol), poli(akrilna kiselina) i poli(2-hidroksietil
metakrilat) su dobro poznati primeri polimera koji se mogu umreziti primenom
visokoenergetskog zra¢enja. Hidrogelovi se mogu dobiti zratenjem monomera u masi i
vodenim rastvorima, kao i polimera u ¢vrstom stanju i u vodenim rastvorima. Zracenje
vodenih rastvora monomera se CeSée izvodi jer je efikasnije. Zahteva nize doze
zraCenja, a prinos radikala koji se formiraju i doprinose umrezavanju je veliki [27].
Osobine dobijenog hidrogela, posebno stepen bubrenja, zavise od koncentracije
polimera i doze zrafenja: gustina umreZenja raste sa porastom koncentracije polimera i
doze zraCenja, dok stepen bubrenja opada sa porastom ovih parametara [12].

Primena zracenja za sintezu i modifikaciju hidrogelova ima nekoliko prednosti.
Izvodenje sinteze je jednostavnije 1 kompaktnije u odnosu na ,,konvencionalni* hemijski
ili fotohemijski metod. U poredenju sa hemijskim umrezavanjem, gelovi imaju bolju
mehanicku jacinu i vecu vrednost efektivnog umrezenja. Stepen umrezenja se lako
kontroliSe menjanjem uslova zraCenja. Proces umrezavanja moze se izvesti u vodi pod
normalnim uslovima, sobnoj temperaturi i fizioloskoj pH. Takode, ¢esto nema potrebe
za koriS¢enjem hemijskih umrezivaca, niti pomoc¢nih agenasa kao $to su inicijatori i
aktivatori. Shodno tome, nema ni zaostajanja neproreagovalih dodataka koji mogu biti

toksi¢ni, Sto omogucava dobijanje Cistih proizvoda [12, 20, 28, 29]. Ovakav metod

11
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sinteze je relativno jeftin proces €ije je izvodenje lako kontrolisati. Prilikom zracenja
dolazi do neselektivne i uniformne raspodele energije u sistemu, §to dovodi do
homogenije umrezenosti i1 boljih karakteristika umrezenog polimera. Radijaciono
procesiranje takode reSava problem sterilizacije proizvoda, koja se vr$i istovremeno sa

umrezavanjem, $to je vrlo vazno u slucaju potencijalne medicinske primene.

1.2.3 ,,Pametni hidrogelovi‘

,Pametni® hidrogelovi predstavljaju posebnu grupu hidrogelova, jer podnose
relativno velike i iznenadne promene u stepenu bubrenja, zapremini, strukturi mreze,
propustljivosti 1/ili mehani¢koj jac¢ini kao odgovor na male promene uslova u
okruzujucoj sredini, §to ih razlikuje od inertnih hidrogelova. Predstavljaju izuzetno
interesantne materijale za farmaceutsku, biotehnoloSku i medicinsku primenu. Dele se

na fizicki 1 hemijski reagujuce hidrogelove, kao $to je prikazano na slici 1.5 [2].

pH reagujuci Glukoza reagujuéi Antigen reagujuci Enzim reagujuéi Ligand reagujuéi
hidrogelovi hidrogelovi hidrogelovi hidrogelovi hidrogelovi

1
Hemijski reagujuci ] iohemijski reagujucéi
hidrogelovi hidrogelovi

“PAMETNI”
HIDROGELOVI

Fizi¢ki reagujuéi ]

hidrogelovi
1 |
Temperaturno Hidrogelovikoji reaguju Hidrogelovi koji reaguju
reagujuci hidrogelovi na magnetno polje na svetlost (UV, IC)
Hidrogelovi koji reaguju Hidrogelovi koji reaguju Hidrogelovi koji reaguju
na pritisak na ultrazvuk na elektri¢no polje

Slika 1.5 Klasifikacija ,,pametnih hidrogelova “ [2]
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Hemijski stimulansi, kao §to su pH okolne sredine, sastav rastvaraca i jonska
jacina fluida ukljucuju kiselinsko-bazne reakcije, kompleksiranje, raskidanje veza ili
stvaranje redoks i elektrohemijskih reakcija, dovode do promene interakcije izmedu
polimernih lanaca ili izmedu polimernih lanaca i rastvarata na molekulskom nivou.
Biohemijski stimulansi uklju¢uju odzive na antigene, enzime, ligande 1 druge
biohemijske agense. Fizicki stimulansi, kao §to su temperatura, jacina elektricnog ili
magnetnog polja, intenzitet svetlosti, mehani¢ko opterecenje izmeni¢e molekulske
interakcije. Sistemi koji kombinuju dva razli¢ita mehanizma odziva unutar jednog
polimernog sistema nazivaju se dualno reagujuci polimerni sistemi.

Stepen bubrenja ,,pametnih® hidrogelova se moze kontrolisati promenom
parametra na koji hidrogel reaguje. Sastav i struktura hidrogela odreduje sposobnost
reagovanja na spoljasnje stimulanse, a znacaj uticaja pojedinacnih faktora iz spoljasnje
sredine zavisi od toga u koje svrhe ¢e se hidrogel koristiti. Za primenu u sistemima za
kontrolisano oslobadanje lekova najvaznija je promena u bubrenju izazvana promenom

pH vrednosti bioloskih fluida i temperature [2].
1.2.3.1 pH reagujudi hidrogelovi

Kod nejonskog hidrogela stepen bubrenja ne zavisi od pH vrednosti i jonske
jacine okolnog rastvora. Kada se u hidrogel ugrade jonske komponente, stepen bubrenja
postaje zavisan od pH vrednosti okolnog fluida. pH reagujué¢e hidrogelove cini
odgovor na promenu pH vrednosti okolne sredine. Promena pH vrednosti sredine
dovodi do promene stepena jonizacije jonskih grupa u ovakvom hidrogelu na pH
vrednostima poznatim kao pK, ili pKy, i zavisno od bo¢nih grupa hidrogel postaje

pozitivno ili negativno naelektrisan.

Slika 1.6 Uticaj promene pH vrednosti okolnog fluida na strukturu pH reagujuceg
hidrogela [30]
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Ove promene u ukupnom naelektrisanju jonizovanih bo¢nih grupa dovode do
naglih promena zapremine hidrogela usled nastanka odbojnih elektrostatickih sila
izmedu istoimeno naelektrisanih jonizovanih grupa. To dovodi do povecanja broja
apsorbovanih molekula fluida i1 samim tim do povecanja zapremine, odn. ravnoteznog
stepena bubrenja hidrogela [6, 31].

Sastav 1 struktura hidrogela odreduje njegovo reagovanje na spoljasnje
stimulanse. U zavisnosti od prirode jonske grupe koju hidrogel sadrzi postoje dva tipa
pH odziva: anjonski i katjonski. Anjonski hidrogel najcesc¢e sadrzi bocne grupe kao §to
su karboksilna ili sulfonska; deprotonizacija se javlja kada je pH vrednost okolne
sredine iznad pK,. Sa druge strane, katjonski hidrogel obi¢no ima amino grupe na mestu
bocnih grupa, jonizacija se javlja kad pH padne ispod pKy Sto dovodi do porasta
hidrofilnosti 1 stepena bubrenja.

U zavisnosti od jonskog monomera koji je koriS¢en za dobijanje hidrogela, kriva
zavisnosti stepena bubrenja od pH vrednosti sredine pokazuje jednu ili viSe prevojnih

tacaka u blizini pK,/pKy jonizujuéih grupa, kao $to je pokazano na slici 1.7 [31].

Anjonski hidrogel sa

« > ‘e *=___ jednom jonizacionom
= Katjonski hidrogel sa ° grupom u monomeru

o jednom jonizacionom .

) grupom u monomeru

=

=

=

cu

=

% \‘_ Anjonski hidrogel sa

. dve jonizacione
® . grupe u monomeru
*ee0scne
pH

Slika 1.7 Stepen bubrenja jonskog hidrogela kao funkcija pH vrednosti okolnog fluida
[31, 32]

Postoje dva glavna faktora koja kontroliSu stepen bubrenja jonskih hidrogelova.
Prvi ukljucuje osobine polimera, takve kao jonsko naelektrisanje, koncentracija
jonizuju¢ih grupa, stepen jonizacije, gustina umreZenja, kao 1 hidrofilnost ili
hidrofobnost. Drugi faktor ¢ine osobine sredine u kome hidrogel bubri, kao §to su pH,

jonska jacina i koncentracija [2].
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Kod anjonskih hidrogelova koji sadrze karboksilne grupe stepen disocijacije se

predstavlja na sledec¢i nacin:

OH™
—RCOOH — —RCO0~ + H*

Niska pH Visoka pH
__[H*][RCOO™]
@™ [RCOOH]

gde je K, konstanta disocijacije kiseline, [RCOOH]-koncentracija nedisosovanih
polimernih lanaca, [RCOO~]-koncentracija disosovanih polimernih lanaca, [H*]-
koncentracija vodonikovih jona.

Jonizacija karboksilnih grupa deSava se kada pH vrednost sredine poraste iznad
njihove pK,, pri ¢emu stepen jonizacije utice na ponasanje hidrogela prilikom bubrenja.
Sa porastom pH sredine dolazi do porasta stepena jonizacije i gustine naelektrisanja u
mrezi hidrogela, Sto dovodi do povecanja elektrostatickog odbijanja izmedu polimernih
lanaca. Zbog vecée hidrofilnosti karboksilathe u odnosu na karboksilnu grupu

hidrofilnost mreze raste, a samim tim i stepen bubrenja.

1.2.3.2 Temperaturno reagujudi polimeri

Temperatura predstavlja drugi znacajan stimulans iz okolne sredine koji moze da
utiCe na ponasanje ,,pametnih® hidrogelova. Temperaturno reagujuc¢i hidrogelovi kao
odgovor na promenu temperature pokazuju fazni prelaz, koji se ogleda u velikoj
promeni zapremine i stepena bubrenja, zbog Cega su dobili znacajnu ulogu u polju
medicine, u sistemima za kontrolisano oslobadanje lekova, kao skafoldi i biosenzori
[33]. Mogu se podeliti na polimere sa pozitivnim i negativnim temperaturnim odzivom.
Promena ravnoteze hidrofilno/hidrofobnih interakcija igra znacajnu ulogu u naglim
promenama rastvorljivosti ovih polimera na temperaturi poznatoj kao kriticna
temperatura rastvaranja (CST). Molekuli vode obrazuju vodoni¢ne veze sa polarnim
grupama polimernog lanca. Na CST, vodoni¢ne veze izmedu polimera i vode, u
poredenju sa polimer-polimer i voda-voda interakcijama, postaju slabije. Ovo dovodi do

brze dehidratacije sistema 1 skupljanja polimerne strukture. Polimeri sa pozitivnhim
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temperaturnim odzivom pokazuju fazni prelaz na kriti€noj temperaturi nazvanoj gornja
kriticna temperatura rastvaranja (UCST). Ovakvi sistemi se rastvaraju na viSim
temperaturama, a postaju nerastvorni kada se hlade ispod njihove UCST [6, 34].

Ako polimeri trpe prelaz iz rastvorne u nerastvornu fazu usled grejanja, fenomen
se naziva donja kritiCna temperatura rastvaranja (LCST). Na temperaturama ispod
LCST vodeni rastvor polimera je transparentan, polimer je rastvoran jer su vodoni¢ne
veze izmedu hidrofilnih segmenata polimernog lanca i molekula vode dominantne, §to
vodi do povecanog rastvaranja u vodi. Nasuprot ovome, sa porastom temperature iznad
LCST hidrofobne interakcije postaju jace, vodoni¢ne veze se raskidaju i polimerni lanci
se skupljaju kao rezultat dehidratacije, dovode¢i do opadanja rastvorljivosti i odvajanja
faza [35]. Ovaj tip ponaSanja je poznat kao negativna temperaturna zavisnost. Javlja se
kod polimera koga ¢ine polimerni lanci sa umerenim sadrZzajem hidrofobnih grupa ili sa
meSanim hidrofilnim 1 hidrofobnim segmentima. Kod polimernog lanca sa viSe
hidrofobnih konstituenata LCST ¢e biti niza [2, 6, 8, 31, 34, 36-38], dok sa dodatkom
hidrofilnih jedinica LCST raste, i moze se menjati podeSavanjem odnosa hidrofilnih i
hidrofobnih segmenata. Na slici 1.8 shematski je prikazana pojava razdvajanja faza na

UCST 1 LCST vrednostima.

UCST LCST
% s‘
PS \P+S
T /\\ T \,J
[P+S \ PS
0 mol%B 100 0 mol% B 100
PS- rastvor polimera
P+S-dvofazna oblast bogata polimerom; siromasna polimerom

Slika 1.8 Fazno razdvajanje polimernih rastvora na UCST i LCST kao funkcija

temperature i koncentracije polimera [30]

Poli(N-izopropil akrilamid) (PNIPAM) je naclecSe ispitivan temperaturno
reaguju¢i polimer koji pokazuje fazni prelaz oko 32°C, §to je blisko fizioloskoj
temperaturi. Pored PNIPAM LCST pokazuju i poli(2-alkil-2-oksazoline), poli(2-
oksazine), polivinil etar, poli(dimetilaminoetil metakrilat), poli(alkil oksid) itd. [35, 37,
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39], a njihove LCST mogu se podeSavati kopolimerizacijom sa drugim hidrofilnim ili
hidrofobnim monomerima. Poli(alkil glikoli), poli(etilen glikol) (PEG), poli(propilen
glikol) (PPG) 1 njihovi kopolimeri su takode dobro poznati temperaturno reagujuci
materijali [40-43].

Prilikom karakterizacije temperaturno reagujucih polimera vazno je napraviti
razliku izmedu LCST linearnog polimera i temperature zapreminskog faznog prelaza
(VPTT) umrezenog hidrogela [44]. Polimeri mogu da pretrpe prelaz iz rastvorne u
nerastvornu fazu tokom grejanja, dok hidrogelovi, kao trodimenzionalne polimerne
mreze, koji imaju sposobnost da apsorbuju velike kolic¢ine vode [45], mogu da pretrpe
promene zapremine kao odgovor na promenu temperature. Kriticna temperatura na
kojoj dolazi do promene zapremine hidrogela naziva se VPTT i Cesto se meSa sa LCST
[46-49]. Ako polimerni lanci u hidrogelu nisu kovalentno umreZeni, temperaturno
reaguju¢i hidrogelovi mogu proé¢i kroz sol-gel faznu transformacuju umesto prelaza
bubrenje-skupljanje. Kod hemijski umrezenih temperaturno reaguju¢ih hidrogelova
dolazi do promene zapremine umesto sol-gel prelaza. Za odredivanje LCST linearnih
temperaturno reagujucih polimera koristi se metod tacke zamucenja (CP) odredivanjem
temperature zamucenja rastvora [50], dok se VPTT vrednosti temperaturno reaguju¢ih
hidrogelova obi¢no odreduju metodom ravnoteznog stepena bubrenja [51-53] i
metodom diferencijalne skanirajuée kalorimetrijske analize (DSC) [44, 54-56].

Poslednjih godina paznja se posvecuje sintezi i karakterizaciji hidrogelova koji
istovremeno reaguju na dva stimulansa, posebno na pH i temperaturu. Ovo se postiZe
kopolimerizacijom temperaturno reaguju¢ih monomera sa pH reagujuc¢im, kao Sto su
akrilna, metakrilna 1 itakonska kiselina. Ovakvi kopolimeri koji reaguju na promene u
okruzenju u fizioloskom opsegu pokazali su se korisnim u sistemima za kontrolisano
oslobadanje lekova [31], jer se brzina oslobadanja leka apsorbovanog u ove hidrogelove

moze regulisati podeSavanjem lokalne temperature i pH.
1.2.4 Termodinamika bubrenja hidrogelova
Hidrofilne polimerne mreze pokazuju visok afinitet ka vodenim rastvorima,

interakcija izmedu polimernih lanaca i1 vode verovatnija je od interakcija izmedu samih

polimernim lancima, usled ¢ega mreza apsorbuje veliku koli¢inu vode, tj. bubri. Zbog
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visoke neidealnosti termodinamickog ponasnja polimernih mreza u elektrolitickim
rastvorima, ni jedna teorija ne predvida ponasanje polimera potpuno ta¢no. Medutim,
Flory-Rehner-ova analiza 1 njene modifikacije se koriste sa prihvatljivim uspehom [57].
Flory i Rehner su prvi razvili teoriju ravnoteznog bubrenja, polaze¢i od pretpostavke da
su hidrogelovi neutralne mreze, sa polimernim lancima koji imaju Gauss-ovu raspodelu
[8]. Ova teorija je primenljiva u slu¢aju umrezavanja hidrogela u odsustvu rastvaraca. U
kontaktu sa rastvorom hidrogel pocinje da bubri. Na bubrenje neutralnih hidrogelova
uticu dve medusobno suprotstavljene sile: termodinamicka sila meSanja polimernih
lanaca 1 molekula fluida koja dovodi do Sirenja mreze gela i elasticna sila povlac¢enja
polimernih lanaca, koja se opire njihovom istezanju pri bubrenju. Ova elasti¢na sila
opisana je Flory-jevom teorijom gumolike elasti¢nosti. U stanju ravnoteze ove dve sile
su izjednacene i brojno odreduju koli¢inu vode apsorbovane u hidrogel, tj. ravnotezni
stepen bubrenja. Imajuci u vidu izotropno umreZenu strukturu hidrogela, ukupna Gibbs-

ova slobodna energija sistema nakon bubrenja moZze se prikazati kao [8, 57-59]:

AGukupno = AGmeéanja + AGelastiéno (1-2-4-1)

gde je: AGpesanje promena Gibbs-ove slobodne energije meSanja molekula fluida i
hidrofilnih polimernih lanaca, AGgiqsticno promena Gibbs-ove slobodne energije kao
rezultat Sirenja mreze 1 predstavlja meru kompatibilnosti polimera sa molekulima
okolnog fluida koja se izrazava preko parametra interakcije polimer-rastvara¢ (y) [6].
Diferenciranjem jednacine (1.2.4.1) po broju molova fluida, pri konstantnoj

temperaturi 1 pritisaku, dobija se promena hemijskog potencijala penetrirajuc¢eg fluida

(Aw) [2, 57]:

Ap = pg — Uro = Dlmesanja + Bletastino (1.2.4.2)

gde je: uy hemijski potencijal fluida unutar hidrogela, pr, hemijski potencijal Cistog
fluida, Alpesanja promena hemijskog potencijala usled meSanja, Apteigstizno Promena

hemijskog potencijala kao rezultat Sirenja mreze hidrogela.
U ravnoteZi, razlika izmedu hemijskog potencijala fluida van i unutar hidrogela

jednaka je nuli. Stoga, Aplmesanja 1 Aletastieno MOraju biti medusobno uravnoteZene.
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Aptmesanja S€ dobija iz promene entropije pri meSanju i toplote meSanja. Alejqstizno S€

moze odrediti iz teorije gumolike elasti¢nosti [2, 58]:

A.umeéanja = RT[lTL(l - UZm) + Uy + XU%m] (1.2.4.3)
RTV. 21, m
Aftetasticno = 51\71: (1 - M_n) (U217/n3 - UZT) (1.2.4.4)

gde je U specificna zapremina polimera, v,,, zapreminski udeo polimera u stanju
ravnoteznog bubrenja, V; molarna zapremina fluida u kome se bubrenje desava, M,
srednja molekulska masa izmedu &vorova mreze, M,, srednja molekulska masa
linearnog polimernog lanca pripremljenog pod istim uslovima bez umrezavanja, y
parametar interakcije izmedu polimera i fluida, a R 1 T su gasna konstanta i temperatura.
Jednacina 1.2.4.4 vaZzi za hidrogel umreZavan u odsustvu rastvaraca.

Izjednacavanjem ovih doprinosa, dobija se izraz za srednju molekulsku masu
izmedu susednih &vorova mreze (M,) za nejonizovane hidrogelove sintetisane u

odsustvu rastvaraca [6, 57]:

i 2 (0/VD)[In(1=vam) +Vam+XV5m]

= - T (1.2.4.5)

Uzm—(z)vzm

M My

Peppas i Merrill su modifikovali originalnu Flory-Rehner-ovu teoriju za slucaj
kada je u toku umrezavanja hidrogela prisutan rastvara¢ [60]. Prisustvo rastvaraca utice
na Aleigsticno- Stoga se u €lan Apgjagtieno Unosi korekcija u vidu zapreminskog udela

polimera u relaksiranom stanju (v,,) i izraz (1.2.4.5) prelazi u [57, 61]:

1 2 @/V)[In(1-vam) +vom+x05m]
1_2_ (vym) ¥2m (1.2.4.6)
T -

gde je v,, zapreminski udeo polimera u relaksiranom stanju, tj. odmah nakon sinteze,
ali pre bubrenja, a ¢ funkcionalnost umrezivaca (broj grananja na mestu umrezenja).
Kako vecina hidrogelova koji se koriste u medicini sadrzi jonizujuc¢e bocne

grupe, termodinamicka analiza bubrenja jonskih hidrogelova mora uzeti u obzir i

19



Univerzitet u Beogradu, Fakultet za fizicku hemiju Maja Mici¢, Doktorska disertacija

prirodu jona, stepen jonzacije, tj. doprinos jonskih vrsta ukupnoj promeni Gibbs-ove
slobodne energije [8]. Ove grupe mogu delimi¢no ili potpuno da disosuju u rastvoru, pa
se zbog prisustva jonskih interakcija jednacini (1.2.4.1) dodaje Clan koji predstavlja
promenu Gibbs-ove slobodne energije usled jonske prirode polimerne mreZe,

AGjonskin interakcija> 1 jednacina (1.2.4.1) postaje:

AGukupno = AGmeéanja + AGelastiéno + AGjonskih interakcija (1-2-4-7)

Diferenciranjem jednacine (1.2.4.7) po broju molova fluida, dobija se promena

hemijskog potencijala pri bubrenju u prisustvu jonskih vrsta:

AH = A.umeéanja + A.uelastiéno + A.ujonskih interakcija (1‘2-4'8)

gde je Aljonskin interakcija Promena hemijskog potencijala usled jonskog karaktera
hidrogela, koja zavisi od jonske jacine fluida i od vrste jona prisutnih u rastvaracu [6].

Uzimajuéi u obzir jonski doprinos, jednacina bubrenja za anjonski (1.2.4.9) i

katjonski (1.2.4.10) hidrogel glasi [57, 61, 62]:

() (i) = U0t ) v v+ (2 (1~ 25 (22 -
(53:;)] (1.2.4.9)
() () = UnCL = ) v+ 0]+ () (1~ 2 (22 -
(zm)] (1.2.4.10)

gde je I jonska ja¢ina, M,. molekulska masa ponavljajuce jedinice, a K, i K su konstante

disocijacije kiseline i baze.
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1.2.5 Difuzija fluida unutar hidrogela

Kada se suvi gel dovede u kontakt sa vodom, pocinje da apsorbuje vodu i da
bubri, sve do uspostavljanja ravnoteZe. Proces bubrenja je posledica difuzije i
kapilarnog prodiranja vode u mrezu gela. Difuzija molekula fluida ili rastvorene aktivne
supstance je jedna od osnovnih karakteristika hidrogela za medicinsku primenu, pa je
stoga 1 mogucnost njenog kontrolisanja od izuzetnog znacaja. Difuzija predstavlja
prenos mase i moze se izraziti promenom hemijskog potencijala; u hidrogelu to je
sloZzen fenomen koji zavisi od koncentracije fluida i stepena bubrenja hidrogela [57].

Matematicko predstavljanje procesa difuzije u jednoj dimenziji dato je prvim
Fick-ovim zakonom difuzije koji kaze da je fluks (J), tj. brzina difuzije, difuzionog

supstrata kroz jedinicu povrSine proporcionalan gradijentu koncentracije [2, 6, 63]:
ac
J=-p(%) (1.2.5.1)

gde je (g—i) gradijent koncentracije koji predstavlja pokretacku silu difuzije, a D

koeficijent difuzije fluida ili rastvorene aktivne supstance u polimernoj matrici.
Negativni predznak pokazuje da je pravac kretanja molekula suprotan porastu
koncentracije. Pretpostavljeno je da koeficijent difuzije (D) ne zavisi od rastojanja (x),
koncentracije fluida ili rastvorene aktivne supstance (C) i vremena (7) i konstanta je za
dati sistem. Druga pretpostavka je da fluks (J) odgovara prosecnoj masenoj brzini.

Kada se gradijent koncentracije menja sa vremenom, brzina promene

koncentracije u jednoj dimenziji data je drugim Fick-ovim zakonom [2, 6, 63]:

(5)=0 (3272) (12.5.2)

Resenja jednacina sadrze pocetne i granicne uslove 1 odgovaraju opisu eksperimentalnih
uslova. ReSenje Fick-ovog zakona, koje je dao Crank [64], vaZi za uzorke male debljine

(/) 1 odredene geometrije i dato je jednacinom:
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My

Moo ano (2n+1)2x? t

" (1.2.5.3)
gde je M, masa fluida koju je gel apsorbovao u vremenu ¢, M., masa fluida u ravnotezi
(t—>00).

Za kratak vremenski period, kada +—0, jednacina (1.2.5.3) se pojednostavljuje u
jednacinu (1.2.5.4), 1 koriste¢i planarnu geometriju moze se iskoristiti za izraCunavanje
difuzionog koeficijenta fluida (D) [2]:

M _ 4 [Df]1/2 (12.5.4)

vz Lz

Mo T

Nagib krive # u funkciji od t'/? daje difuzioni koeficijent fluida za dati hidrogel. U

N e . . C e e . L M. .
pocetnoj fazi bubrenja, kada hidrogel jos nije usao u stanje ravnoteze, M—t je linearno sa
[ee]

kvadratnim korenom vremena, omoguc¢avajuéi odredivanje difuzionog koeficijenta [2].

Prethodna analiza se odnosi na sisteme na koje se moze primeniti Fick-ov zakon
difuzije. Transport teCnosti ili malih molekula u polimernu mrezu ili iz nje Cesto ne sledi
ovaj model, ve¢ je kontrolisan procesom difuzije, usled gradijenta koncentracije, i
procesom relaksacije polimernih lanaca. Relaksacija polimera je kontrolisana
odgovorom polimerne mreze na naprezanje usled bubrenja, zavisi od vremena i
doprinosi brzini i obimu penetracije molekula u polimernu mrezu.

Kako bi se odredila priroda difuzije fluida u mrezu hidrogela i iz nje, koristi se

semi-empirijska jednacina [6, 65]:

M _ .
M= kt (1.2.5.5)

. .. M ey : . .
koja vazi za uslove 0< M—t< 0.60. Karakteristi¢ni parametri bubrenja za dati sistem su:

o0

kineticka konstanta bubrenja (k), koja zavisi od strukture/geomerije hidrogela i difuzioni
eksponent (n), koji pokazuje da 1i je proces bubrenja kontrolisan difuzijom 1i/ili
relaksacijom mreze; My i M, su mase hidrogela u vremenu 7 i u trenutku dostizanja

ravnoteznog stepena bubrenja.
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Iz pravolinijske zavisnosti ln% od Inz (1.2.5.6), koja vazi za pocetnu fazu
bubrenja hidrogela, a dobija se logaritmovanjem jednacine (1.2.5.5), vrednost k se

izracunava iz odsecka na ordinati, a n iz nagiba prave [2, 66].

ln% =Ink+ nlnt (1.2.5.6)

0

Na osnovu vrednosti difuzionog eksponenta moze se odrediti tip transporta
fluida u hidrogel. Za jednodimenzionalnu plo¢astu geometriju, bubrenje je kontrolisano
difuzijom za n< 0.5. Slucaj je poznat kao Fick-ova difuzija, gde je brzina relaksacije
mreze veca od brzine difuzije, a difuzioni koeficijent opisuje brzinu bubrenja. Za n=1,
transport je kontrolisan brzinom relaksacije polimerne mreze, brzina difuzije veca je od
brzine relaksacije mreZze i to je slucaj ne-Fick-ove difuzije. Za vrednosti 0.5 <n <1, oba
efekta znaCajno utiCu na brzinu bubrenja i ni jedan se ne sme zanemariti. Takav

transport odstupa od Fick-ovog zakona i naziva se anomalna difuzija [2, 63, 66].
1.2.6 Struktura mreZe hidrogela

Struktura hidrogela je izuzetno znacajna za razumevanje njegovog ponasanja u
razli¢itim uslovima, kao i za njegovu primenu. Hidrogel nema homogenu strukturu. On
poseduje gusée umrezena podrucja koja upijaju manje koli¢ine fluida, dispergovana
unutar podrucja manje gustine umrezenja i velikog stepena bubrenja [2, 67]. Strukturu i
svojstva hidrogela znacajno odreduje vrsta monomera koji se koristi za njegovu sintezu.
Pogodnim izborom monomera dobija se Zeljena hemijska struktura u pogledu broja 1
vrste bo¢nih grupa i manje ili vece hidrofilnosti.

Tri najvaznija parametra koji karakteriSu strukturu mreze hidrogela su:
zapreminski udelo polimera u nabubrelom stanju (v,,,), srednja molekulska masa
izmedu susednih ¢vorova mreze (M,) i srednja veli¢ina pora ({) [6]. Parametri mreZe
zavise od mnogo faktora, kao $to su rastvara, temperatura, brzina i doza zraCenja, i
mogu se izracunati na osnovu eksperimentalno dobijenih vrednosti modula smicanja

kori$¢enjem dinamicko mehanicke analize i rezultata bubrenja.
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1.2.6.1 Zapreminski udeo polimera u nabubrelom stanju

Zapreminski udeo polimera u nabubrelom stanju hidrogela, v,,,, predstavlja
odnos zapremine polimera, V), 1 zapremine hidrogela u nabubrelom stanju, Vg,
odnosno predstavlja reciprocnu vrednost ravnoteznog stepena bubrenja hidrogela, g..

Moze se odrediti iz eksperimentalnih rezultata ravnoteznog bubrenja [6, 7, 31, 57, 68]:

oo 1 (1.2.6.1)

Vgel de

Vom

1.2.6.2 Srednja molekulska masa izmedu ¢vorova mreZe

Zbog statisticke prirode procesa polimerizacije jedino se srednja molekulska
masa izmedu tadaka umreZenja (M,) moZe izradunati [6]. M, predstavlja pravi nivo
umrezenja 1 odreduje se iz eksperimentalnih rezultata bubrenja [57], 1 za neutralan,

divinilni hidrogel data je jednac¢inom 1.2.4.5.

1 2 (Vil)[ln(l_UZm)‘*'vzm"'XU%m]

1_2_ (1.2.4.5)

1
3 _(2
Uzm @ Uam

1.2.6.3 Velicina pora

Poroznost kao jedna od najvaznijih karakteristika hidrogela opisuje se velicinom
pora. Veli¢ina pora (&) hidrogela definisana je kao linearno rastojanje izmedu dva
susedna ¢vora mreze koje daje meru slobodnog prostora izmedu makromolekulskih

lanaca. IzraCunava se koris¢enjem jednacine [6, 7, 61, 69]

_ = \1/2
£ = (ﬂ) l (12.6.2)

- 2m MT‘

gde je C, faktor krutosti polimera, Flory-jev karakteristicni odnos, / duzina C-C
jednostruke veze u glavnom polimernom lancu (za vinilne polimere iznosi 0.154 nm), a

M,. molarna masa ponavljajucih jedinica koje ¢ine polimerni lanac [6, 31, 62, 70].
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Na osnovu veli¢ine pora hidrogelovi se dele na: neporozne (1-10 nm),
mikroporozne (10-100 nm), makroporozne (100-1000 nm) [6]. Veli¢ina pora hidrogela
predstavlja srednju vrednost na koju uti¢u stepen umrezenja hidrogela, hemijska
struktura monomera koji ulaze u njihov sastav i1 spoljasnji stimulansi, kao $to su

temperatura, pH, pritisak i jonska jacina [7].

Molekul vode
Veli¢ina pore
< Stepen umrezenosti :,‘
1 £
{ Hemijska struktura
e X
~ -i_?poljasnjl stlmulansi_;\-
Nabubrelo stanje Tacka umrezenja  Ne-nabubrelo stanje

Slika 1.9 Shematski prikaz velicine pora u nabubrelom i suvom hidrogelu [31, 71]

Kada se odgovarajuce sintetiSe, struktura i veli¢ina pora nabubrelog hidrogela,
kao 1 molekulska masa izmedu ¢vorova mreze mogu se dizajnirati tako da se dobije
zeljena brzina difuzije fluida, Zeljene mehanicke osobine 1 stepen bubrenja hidrogela
[31, 70]. Srednja veli¢ina 1 raspodela pora, kao i njihova medusobna povezanost su
vazni parametri strukture hidrogela, koje je Cesto tesko kvantitativno odrediti; odreduju
se primenom teorije deformacije mreze ili koris¢enjem razli¢itih eksperimentalnih
tehnika [6]. Veli¢ine pora kod hidrogelova koji se koriste u medicini su u opsegu od 5
do 100 nm u njihovom nabubrelom stanju, $to je mnogo vece od vecine malih molekula

lekova, usled ¢ega njihova difuzija u hidrogelovima nije ograni¢ena.
1.2.6.4 Gustina umreZenja

Ako je poznata srednja molekulska masa izmedu tacaka umrezenja (M.),

efektivna gustina umrezenja (v, ) moze se dobiti kao:

", (1.2.6.3)

gde je p gustina kserogela.
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Sa porastom gustine umrezenja stepen bubrenja hidrogelova opada, kao i

difuzija molekula rastvaraca i apsorbovanih aktivnih supstanci kroz hidrogel [9].
1.2.6.5 Parametar interakcije polimer-rastvarac

U hidrogelovima, termodinamicka interakcija se ogleda u parametru interakcije
polimer-rastvarac (), koji ukazuje na promene energije interakcije pri meSanju polimera
i rastvaraca. Ukoliko je poznata srednja molekulska masa izmedu ¢vorova mreze (M,),
parametar interakcije se moze dobiti iz Flory-Rehner-ove jednacine [72-74]:

2
_ PV V3 vy

M= - (In(1-Vom) +V2m+XV3,) (1.2.6.4)
Jednostavnija relacija za odredivanje parametra interakcija je:
X+ (1.2.6.5)

koja je rezultat pretpostavke da M, teZi beskonacnosti, pri ¢emu imenilac u jednagini
(1.2.6.4) postaje jednak nuli [74].

U sistemu polimer-voda viSa vrednost y ukazuje na njihovu slabiju interakciju,
dok je interakcija izmedu hidrofobnih grupa ili polimernih lanaca jaca [75].
Razumevanje interakcija polimer-fluid vrlo je vazno, posebno kad je re¢ o bioloSkim

fluidima i moguénostima razvoja ovakvih materijala za medicinsku primenu.

1.2.7 Bubrenje hidrogelova

Kada dode u kontakt sa fluidom suvi gel, kserogel, pocinje da upija fluid u svoju
mrezu usled difuzije fluida. Molekuli fluida se smestaju izmedu nasumi¢no sklupcanih
lanaca polimera, $to dovodi do njihovog istezanja, Sirenja i povecanja zapremine
sistema. Ovaj proces nazvan bubrenje hidrogela, izrazava se stepenom bubrenja i
predstavlja vaznu karakteristiku hidrogela. Veéi stepen bubrenja odgovara vecem

sadrzaju fluida unutar mreze hidrogela. Stepen bubrenja (q) se definise kao [8, 9, 59]:
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_ M—My
My

(1.2.7.1)
gde su M, i M, mase kserogela i nabubrelog gela u vremenu ¢. Stepen bubrenja hidrogela
sa vremenom raste 1 nakon izvesnog vremena ulazi u ravnotezu, dostizu¢i konstantnu
vrednost nazvanu ravnotezni stepen bubrenja (g, ), koji je definisan kao:

Me—M,

o = (12.7.2)

gde je M, masa nabubrelog hidrogela u stanju ravnoteze. Stepen bubrenja najcesce se
prati gravimetrijski [76, 77].

Unutrasnja povrSina hidrogela sa fluidom je kompleksna i jedinstvena celina.
Kada se kserogel nade u vodi pocinje da bubri. Prvi molekuli fluida hidriraju
najpolarnije, hidrofilne grupe. Fluid koji na ovaj nacin dospe u hidrogel naziva se
,primarno vezan® fluid. Usled toga dolazi do Sirenja polimernih lanaca pri ¢emu 1
hidrofobne grupe zapocinju interakciju sa fluidom preko hidrofobnih interakcija, a fluid
vezan na ovaj nacin naziva se ,sekundarno vezan“ fluid. Zajedno, primarno i
sekundarno vezan fluid naziva se ,,ukupno vezan* fluid [2, 67]. Nakon interakcije fluida
sa hidrofilnim 1 hidrofobnim mestima, osmotska pokretacka sila lanaca mreze
dozvoljava da mreZza apsorbuje jo§S fluida. Ovo dodatno bubrenje je ograniceno
prisustvom kovalentnih ili fizickih umrezenja duz elasti¢ne mreZe, nakon ¢ega hidrogel
dostize ravnotezni stepen bubrenja. Dodatno apsorbovan fluid naziva se ,,slobodan
fluid 1 popunjava prostor izmedu lanaca mreze [2, 67]. Koli¢ina ,,slobodnog®, ,,slabo
vezanog™ 1 ,,vezanog® fluida varira kroz unutrasnju povrsinu hidrogela. Kada je sadrzaj
fluida u hidrogelu iznad 90%, hidrogel se naziva superapsorbujuéim.

Stepen bubrenja hidrogela u najve¢oj meri zavisi od hemijske strukture i stepena
umrezenja. Sa porastom udela hidrofilnih grupa u mrezi hidrogela sadrzaj fluida i stepen
bubrenja raste, dok sa porastom stepena umrezenja, odn. broja poprecnih veza u mrezi,
smanjuje se fleksibilnost polimernih lanaca povecavajuéi otpor sklup€anih lanaca ka
izduzivanju, §to dovodi do smanjenja stepena bubrenja [12].

Karakteristike bubrenja hidrogela su klju¢ za njegovu primenu, posebno u

farmaciji, oftalmologiji 1 tkivnom inzenjerstvu. Prisustvo fluida na povrSini hidrogela
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redukuje medupovrsinsku slobodnu energiju u fizioloSkom okruzenju i tako poboljsava
njegove bioloske osobine. Ravnotezni stepen bubrenja uti¢e na difuzioni koeficijent
rastvorene supstance, stepen nakvasSenosti povrSine, kao i na njegove opticke i

mehanicke osobine [59].
1.2.8 Mehanicka svojstva hidrogelova

Mehanicka svojstva hidrogela su od izuzetne vaznosti za njegovu primenu.
Hidrogelovi se u velikoj meri koriste kao nosaci za kontrolisano oslobadanje lekova i od
njih se zahteva da zaStite osetljiva terapeutska sredstva do trenutka njihovog
oslobadanja sa nosaca. Da bi se to postiglo, potrebno je odabrati odgovarajuc¢i odnos
monomera i nacin sinteze koji omogucava da dobijeni hidrogel tokom primene zadrzi
dobra mehanicka svojstva i preciznu geometriju [6].

Mehanicke osobine hidrogela zavise od vrste monomera, sadrzaja fluida i
stepena umreZenja. Hidrogelovi sa veéim sadrzajem fluida pokazuju bolju
permeabilnost i biokompatibilnost. Medutim, obic¢no je veliki stepen bubrenja propracen
opadanjem mehanicke jacine [78]. Povecanjem stepena umrezenja dobija se ¢vrséi gel,
ali krtije strukture i nizeg stepena bubrenja. Optimalni stepen umrezenja je onaj pri
kome hidrogel ima dobra mehanicka svojstva i1 Zeljeni stepen bubrenja za datu primenu.
U cilju dobijanja hidrogelova odgovaraju¢ih mehanickih karakteristika vrsi se
kopolimerizacija hidrofilnih monomera sa hidrofobnim, povecanje gustine umreZenja ili
variranje uslova polimerizacije [6, 9, 59, 79-83].

Parametri mreze hidrogela mogu se izraCunati na osnovu eksperimentalno
dobijenih vrednosti kompresionih modula, koris¢enjem dinamicko mehanicke analize.
Za homogenu mrezu, kompresioni modul ravnotezno nabubrelog hidrogela (G) povezan

je sa srednjom molekulskom masom izmedu ¢vorova mreze jednacinom [74]:

2/3.1/3
2r UZm

G = AMLRTU (1.2.8.1)
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Faktor 4 jednak je 1 za afine mrezui 1 — % za fantom mreZzu, gde je ¢ broj grananja na

mestu umrezenja i kreée se od 3 pa naviSe. Kako postoje Cetiri grane na mestu

umrezenja, mnogi autori uzimaju ¢ =4, pa je A = 0.5 za fantom mrezu [84].
1.2.9 BioloSke karakteristike hidrogelova

1.2.9.1 Biokompatibilnost

Kod upotrebe sintetickih biomaterijala vrlo je vazan odgovor organizma pri
njihovoj implantaciji. Biokompatibilnost je jedan od najvaznijih faktora o kom se mora
voditi racuna prilikom sinteze biomaterijala. Podrazumeva bioloSku kompatibilnost u
kontaktu sa organizmom, $to zahteva da materijal nije toksican, alergen, kancerogen i
mutagen, da ne izaziva povredivanje ili imunoloski odgovor bioloSkog sistema ili
njegovo odbacivanje. Bioloski odgovor ¢e zavisiti od sastava i strukture materijala, kao
i karakteristika mesta gde se primenjuje [85]. Biokompatibilnost hidrogelova u vezi je
sa njihovom prirodom. Prisustvo vode u njima ¢ini ih mekanim i elasti¢nim, tkivima
slicnim, S§to maksimalno smanjuje iritaciju trenjem u kontaktu sa fizioloSkim sistemom
nakon implantacije.

Za ispitivanje biokompatibilnosti hidrogelova primenjuju se razli¢ite metode, u
in vitro 1 in vivo rezimu, mada ni jedan test ne daje kompletne informacije. In vitro
analiza citotoksiCnosti je prvi test ispitivanja biokompatibilnosti bilo kog materijala za
primenu u medicini [86]. Znacajne informacije mogu se dobiti 1 ispitivanjem
hemoliticke aktivnosti [9]. Celije i proteini pokazuju nisku sklonost za atheziju na
povrsini hidrogelova zbog njihove niske medupovrsinske slobodne energije u kontaktu
sa telesnim fluidima [87]. Generalno, hidrogelovi pokazuju dobru biokompatibilnost
[88-90], Sto je potvrdeno njihovom Sirokom upotrebom za oftalmoloske i1 vaskularne
proteze, u sistemima za oslobadanje lekova, kao skafolda, prevlaka za opekotine i

zamenu mekih tkiva [91-97].
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1.2.9.1.1 Proba citotoksicnosti

Citotoksi¢nost predstavlja meru toksi¢nosti materijala u interakciji sa tkivima i
¢elijama domacina. Prati se preko procenta prezivljavanja ¢elijskih kolonija u interakciji
sa biomaterijalom 1 izrazava indeksom citotoksi¢nosti (ICsq), koji je definisan kao
koncentracija ekstrakta, dobijena pri interakciji biomaterijala sa celijama, koja
prouzrokuje ostecenje ili smrt 50% ispitivane Celijske populacije. Test citotoksi¢nosti se
izvodi jednom od slede¢inh metoda: metod ekstrakcije razblazenjem, metod direktnog
kontakta 1 difuzijom agara [98, 99].

Vecina problema vezanih za toksi¢nost hidrogelova potice od neproreagovalih
monomera i umrezivaca koji se izdvajaju prilikom primene ovih materijala. Zato je
vazno poznavanje toksi¢nosti monomera koji ulaze u sastav hidrogela, izvodenje
procesa polimerizacije u uslovima koji obezbeduju njihovu maksimalnu konverziju, a
zaostale monomere pre upotrebe hidrogela potrebno je ukloniti intenzivnim ispiranjem u

vodi [6].

1.2.9.1.2 Hemoliticka aktivnost

Hemoliticka akvtivnost predstavlja meru oStecenja ili destrukcije crvenih krvnih
zrnaca u interakciji sa biomaterijalom, $to dovodi do oslobadanja hemoglobina u okolni
fluid. Moze se meriti na direktan ili indirektan nac¢in. Stepen destrukcije predstavlja se
procentom hemolize 1 ukoliko je taj procenat ispod 5% materijal ispunjava uslov

biokompatibilnosti [9].

1.2.9.2 Test bakterijske penetracije

Hidrogelovi dosta slice ¢elijama i tkivima po sadrzaju vode. Njihova primena u
medicini podrazumeva interakciju sa okolnom sredinom ili bioloskim fluidima u kojima
egzistiraju mnogobrojni mikroogranizmi 1 bakterije. Test penetracije bakterija kroz
hidrogel izvodi se u cilju provere ponasaja hidrogela u kontaktu sa bakterijama i

moguénost da odigraju ulogu barijere u odnosu na njih. SpreCavanje pojave
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mikroorganizama je vazno kako za medicinske primene, kao $to su zavoji za opekotine i

prevlake za rane, kontaktna sociva, tako i za primenu u kozmetici i farmaciji [20, 100].

1.2.9.3 Antimikrobna aktivnost hidrogelova

Hidrogel sa apsorbovanom lekovitom supstancom moze da ima ulogu barijere
pri prodiranju bakterija 1 da na takav nacin spreci razvoj infekcija 1 daljih Stetnih efekata
u razvoju bolesti. Da bi se odredio stepen efikasnosti delovanja antibiotika oslobodenog
iz hidrogela u predvidenom vremenskom intervalu i na ciljano mesto u organizmu,

izvodi se test antibakterijske aktivnosti hidrogela sa lekom.

1.2.10 Primena hidrogelova

Kako hidrogelovi poseduju visoku vlaznost, poroznu strukturu, dobru
propustljivost za kiseonik, nisku apsorpciju proteina i adheziju celija, moguénost
povrSinske modifikacije specificnim biomolekulima itd., predstavljaju pogodne
biomaterijale za izradu mekih kontaktnih sofiva 1 unutarokularnih sociva u
oftalmologiji, prevlaka za opekotine i1 rane u dermatoligiji, vestackih hrskavica i tetiva,
vestackih glasnih Zica, miSi¢a, nerava, zamenu mekih tkiva. Koriste se i kao separatori
proteina, matrice za inkapsulaciju Celija, skafoldi za tkivno inzenjerstvo, biosenzori i
substrati za pametne celijske kulture [2, 16, 40, 59, 101-106]. Superapsorbujuci
hidrogelovi koriste se za kontrolisano ¢iS¢enje zemljista od hemikalija 1 pesticida u

poljoprivredi.

Kontaktna so¢iva

Jedna od prvih oblasti komercijalne primene hidroglova bila su kontaktna
soc¢iva. Sa otkricem hidrogela poli(2-hidroksetil metakrilata) (PHEMA) od strane
Wichterle-a 1 Lim-a 1960. godine i jednostavnog procesa proizvodnje kontaktnih sociva,
industrija kontaktnih soiva je procvetala, a oblast istrazivanja hidrogelova je naglo
prosirena. PHEMA je postao vodeci materijal za proizvodnju hidrogelnih kontaktnih
sociva, pored P(HEMA/etilen glikol dimetakrilata), koji u ravnoteZznom hidratisanom

stanju sadrzi oko 40% vode i kao rezultat toga vrlo je udoban za noSenje. Da bi se
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koristio za proizvodnju kontaktnih so¢iva materijal mora da je opticki transparentan,
hemijski i termicki stabilan, biokompatibilan, da je moguce kvaSenje suzama, kao i da je
propusan za kiseonik. Mora da poseduje odgovaraju¢e mehanicke osobine, Sto
podrazumeva nizak koeficijent trenja u cilju udobnijeg nosSenja za pacijenta i visoku

jacinu na cepanje u cilju dugotrajnosti [9, 59, 107].

Obloge za opekotine i rane

Primena hidrogelova kao prevlaka za leCenje rana, opekotina ili povreda
otpocela je ranih 80-ih godina proslog veka. Zbog svoje hidrofilnosti i visokog sadrzaja
vode hidrogel omogucava odrzavanje vlaznosti povredenog mesta, sprecava prekomerni
gubitak telesnih te¢nosti, dozvoljava difuziju kiseonika do oste¢enog tkiva, a
istovremeno predstavlja barijeru za bakterije i umiruje bol [59]. Hidrogelne prevlake su
meke, elasti¢ne 1 poseduju dobru mehanicku jac¢inu. U zavisnosti od vrste polimera,
mogu biti transparentne, Sto predstavlja prednost koja omogucava pracenje zarastanja
rane bez uklanjanja obloge [9, 108, 109]. Cilj terapije rana hidrogelnim prevlakama je
ocuvati kontakt rane i1 mikroorganizama na S$to je moguce nizem nivou kako bi se
sprecila infekcija 1 ubrzao proces zarastanja i regeneracije tkiva. Ugradnja leka ili
antimikrobnog agensa u hidrogel i njegovo kontrolisano oslobadanje tokom vremena,
bez ispiranja protokom telesnih fluida, dovodi do brzeg zarastanja rana [110].

Tehnologija dobijanja hidrogelnih prevlaka se sastoji od pripremanja vodenih
rastvora prirodnih ili sinteti¢kih polimera, pakovanja u finalne kutije koje su nepropusne
za vazduh 1 mikroorganizme i na kraju ozracivanja elektronskim snopom iz akceleratora
ili y zracima iz izvora ®°Co, do obrazovanja hidrogela. Nakon zratenja gel je spreman za
upotrebu, jer istovremeno dolazi 1 do njegove sterilizacije. Doza od 25 kGy se pokazala

efikasnom kako za sterilizaciju biomaterijala, tako i za formiranje postojane mreze

hidrogela [27].

Primena hidrogelova u tkivhom inZinjerstvu

Tkivno inzZinjerstvo predstavlja multidisciplinarnu oblast koja ukljucuje
poznavanje nauke o materijalima, medicine i biologije u cilju razvoja bioloskih
supstituenata, tkiva i organa. Predstavlja nezamenljivu oblast regenerativne medicine,

koja ukljucuje celije/tkiva, skafolde 1 implantaciju. Hidrogelovi su se pokazali kao
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pogodni materijali zbog svoje visoke biokompatibilnosti, mogucnosti dobijanja u
razli¢itim oblicima, kao i moguénosti resorpcije onih na bazi polilaktidne (PLA) i
poliglikolne (PGA) kiseline i1 njihovih kopolimera (PLA/PGA, PLGA). I sinteticki 1
prirodni hidrogelovi koriste se kao skafoldi u tkivnom inZenjerstvu u cilju reparacije

hrskavice, tetiva, ligamenata, koze, krvnih sudova i sr¢anih zalizaka [9].

1.2.10.1 Kontrolisano oslobadanje lekova

Koncept sistema za kontrolisano oslobadanje lekova je da se u matricu od
prirodnog ili sintetiCkog polimernog materijala inkorporira aktivni agens na takav nacin
da se njegovo oslobadanje iz matrice tokom vremena odvija na zeljeni, unapred
definisan nacin. Pod aktivnim agensom se podrazumevaju antibiotici, vitamini, hormoni
1 makromolekuli kao §to su nukleinske kiseline, proteini, peptidi, antitela itd. [111].
Polimerna matrica najces¢e podrazumeva sinteticke polimere, koji imaju prednost nad
prirodnim materijalima jer se mogu sintetisati tako da imaju bolje osobine i vecu
uniformnost. Polimeri koji se koriste kao nosaci za lekove mogu biti nedegradabilni i
biodegradabilni, koji degradiraju u organizmu daju¢i netoksi¢ne ostatke. Idealni sistem
za oslobadanje lekova treba da je inertan, biokompatibilan, mehanicki jak, elastican,
udoban za pacijenta, dovoljno hidrofilan i sposoban da dostigne visoko skladiStenje leka
za zahtevani nivo u krvi, imun na neo¢ekivano oslobadanje, jednostavan za ugradnju i
disperziju leka u matrici, kao i1 jednostavan za sintezu i sterilizaciju [4, 112-115].

Hidrogelovi su nasli znac¢ajnu primenu kao nosaci u sistemima za kontrolisano
oslobadanje lekova, zbog ¢ega se ova oblast intenzivno izu¢ava poslednjih dvadesetak
godina, a njihova prednost u odnosu na klasicne metode oralnog ili injektivnog
doziranja je viSestruka. Oni omogucavaju odrZzavanje koncentracije leka na Zeljenom
nivou za duzi vremenski period. Lek moZze lako da difunduje kroz hidrogel, a brzina
difuzije moze se kontrolisati promenom gustine umrezenja, sintezom hidrogelova
kontrolisane hidrofilnosti i/ili kontrolisanog odnosa udela hidrofilnih/hidrofobnih
monomera. U poredenju sa hidrofobnim materijalima, hidrogelovi mogu interagovati
manje snazno sa lekom, Sto za posledicu ima vecu frakciju leka oslobodenu kroz
hidrogelne nosace. Kao nedostatak javlja se veca cena kostanja sistema za kontrolisano

oslobadanje u poredenju sa tradicionalnim farmaceutskim na¢inima doziranja leka.
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Cilj sistema za kontrolisano oslobadanje leka je da dostavi lek specificnom
brzinom koja obezbeduje efikasan nivo leka u krvi tokom duzeg vremenskog perioda.
Kod tradicionalnog doziranja leka, oralno ili injektivno, nivo leka u krvi sledi profil kao
na slici 1.10a, raste nakon administracije dostizu¢i maksimalni efektivni nivo (koji u
odredenim slu€ajevima moze biti i1 toksi¢an), a zatim njegova koncentracija opada do

ispod minimalnog efektivnog nivoa, ispod kojeg lek vise ne deluje [112, 116-118].
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Slika 1.10 Profil oslobadanja leka koji se ostvaruje doziranjem (a) na tradicionalan

nacin i (b) sistemom za kontrolisano oslobadanje leka [118]

Kontrolisanim oslobadanjem leka iz hidrogela, nivo leka u krvi sledi profil kao
na slici 1.10b, postize se konstantna koncentracija leka na Zeljenom nivou u organizmu,
izmedu minimalne 1 maksimalne vrednosti, tokom duzeg vremenskog perioda, koji se
kre¢e od jednog dana, preko nekoliko dana, meseci, pa ¢ak i do nekoliko godina [118].
Na ovaj naCin smanjuje se pojava nezeljenih efekata, eliminiSe potencijalna
predoziranost ili umanjenje aktivne koli¢ine leka tokom lecenja, a omogucava
oslobadanje leka na zeljenom mestu i u Zeljenom trenutku.

Oslobadanje leka moZe da se odigrava konstantno tokom duZeg vremenskog
perioda, ciklicno tokom duzeg vremenskog perioda ili je inicirano dejstvom nekog
stimulansa iz okolne sredine. Odrzavanjem koncentracije leka na odredenom nivou
izbegava se njegovo Cesto doziranje u kratkim vremenskim intervalima i time se
povecava komfor pacijenta. Poslednjih godina, formulacije sistema za kontrolisano
oslobadanje lekova 1 polimeri koji se koriste u ovim sistemima postaju sve
sofisticiraniji, mogu da odgovore na promene u bioloskoj okolini i da oslobode ili

zaustave oslobadanje u zavisnosti od ovih promena. Takode, materijal se moze

34



Univerzitet u Beogradu, Fakultet za fizicku hemiju Maja Mici¢, Doktorska disertacija

sintetisati tako da ima svojstva da prepozna mesto (¢eliju, tkivo) u organizmu do kog
treba da dode 1 bude osloboden [119, 120].

Lek se moze inkorporirati u procesu sinteze hidrogela (in situ) ili nakon sinteze
hidrogela, kao fizicki ili hemijski apsorbovan u pore hidrogela. Kod hemisorpcije,
dolazi do znacajne modifikacije elektronske strukture molekula apsorbata. Kod fizicke
apsorpcije lek je slabo vezan sekundarnim Van der Waals-ovim silama.

U sistemima za kontrolisano oslobadanje lekova hidrogelovi se mogu koristiti za
oralnu, rektalnu, okularnu, transdermalnu 1 potkoZnu primenu. Oralni na¢in primene je
najcesce koriscéen, pri kom hidrogel moze osloboditi lek na cetiri specifiéna mesta: u
ustima, stomaku, tankim crevima i debelom crevu. Kod transdermalnog sistema, do
oslobadanja iz polimerne matrice dolazi samo sa jedne strane, ka kozi. U tu svrhu
najcesce se koriste posebni flastri natopljeni lekom i pri¢vrséeni na kozu [6, 9].

Sistemi za kontrolisano oslobadanje lekovitih agenasa se klasifikuju prema
mehanizmu koji kontroliSe oslobadanje iz matrice na: sisteme kontrolisane difuzijom,
sisteme kontrolisane bubrenjem, hemijski kontrolisane sisteme. Kod biodegradabilnih

hidrogelova oslobadanje leka deSava se usled erozije materijala hidrogela [7, 32, 63].

1.2.10.1.1 Proces oslobadanja leka kontrolisan difuzijom

Najcesc¢e koris¢en mehanizam oslobadanja lekova iz hidrogelova u okruzujuéi
medijum je mehanizam kontrolisan difuzijom. Odigrava se kada gradijent koncentracije
predstavlja pokretacku silu i moze se podeliti na sistem rezervoara i matriks sistem, kao
Sto je shematski prikazano na slici 1.11.

Fenomen difuzije je usko povezan sa strukturom materijala kroz koji se difuzija
odvija, tako da je morfologija polimernih materijala vazna za postavljanje uspesnog
modela. Difuzija se moZe odvijati na makroskopskoj skali, kroz pore polimerne matrice
ili na molekulskom nivou, prolazom izmedu polimernih lanaca. Kada se difuzija deSava
kroz pore polimerne matrice, lek je uniformno rasporeden unutar hidrogela, i tada
govorimo o matriks sistemu oslobadanja leka kontrolisanog difuzijom. Kod poroznih
hidrogelova, sa veli¢inom pora mnogo ve¢om od dimenzija molekula leka, koeficijent
difuzije moZe se povezati sa poroznoScu hidrogela. Kod neporoznih i hidrogelova sa

veli¢inom pora uporedivom sa veli¢inom molekula leka, koeficijent difuzije leka opada
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tokom oslobadanja usled prostornih smetnji polimernih lanaca unutar umreZene
strukture. U ovom slucaju srednja slobodna zapremina po molekulu raspoloziva leku
opada vode¢i do porasta duzine puta difuzije leka i duzeg vremena oslobadanja, tj.
brzina oslobadanja tokom vremena opada Sto predstavlja nedostatak ovakvog sistema

[7,32, 121].

Membrana hidrogela

Rezervoar sistem —

m T
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Slika 1.11 Shematski prikaz sistema kontrolisanih difuzijom. sistem rezervoara i

matriks sistem [32]

Ukoliko se difuzija odvija prolazom izmedu polimernih lanaca, brzina
oslobadanja uglavnom ostaje konstantna. Tada je re¢ o rezervoar sistemu. Rezervoar u
kome se nalazi lek, razblazeni ili koncentrovani rastvor leka unutar polimerne matrice,
okruzen je membranom hidrogela koji kontroliSe brzinu oslobadanja. Kako je polimerna
prevlaka uniformna i nepromenljive debljine, brzina difuzije leka ¢e biti vremenski
nezavisna i uglavnom stabilna tokom Zivotnog ciklusa sistema za oslobadanje [32].
Kada sistem dode u kontakt sa vodom, voda difunduje unutar sistema, rastvara lek i
obezbeduje koncentraciju jednaku maksimalnoj rastvorljivosti leka. Lek difunduje kroz
membranu hidrogela u okolnu stedinu, pri ¢emu koncentracija leka pada. Nerastvoren
lek u hidrogelu nastavlja da se rastvara u cilju ponovnog dostizanja maksimalne
koncentracije. Na ovaj nacin oslobadanje leka iz rezervoar sistema ostaje konstantna
tokom vremena sve dok postoji ¢vrst nerastvoren lek u hidrogelu [9].

Teorijski modeli koji razmatraju kinetiku oslobadanja lekova se u osnovi

zasnivaju na difuzionim jednacinama. Detaljno o difuziji je dato u poglavlju 1.2.5, a
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odnosi se kako na transport fluida tako i na oslobadanje lekova. Da bi se za svaki sistem
pojedina¢no odredilo da li je difuzija dominantan proces, podaci oslobadanja se fituju za

pocetni vremenski period oslobadanja, u opstu jednacinu:

M (1.2.5.5)

gde su konstante k& i n karakteristicni parametri za sistem polimer-lek. Difuzioni
eksponent (n) zavisi od geometrije uzorka, kao 1 od mehanizma oslobadanja.

Informacija o mehanizmu koji kontroliSe oslobadanje leka iz uzorka dobija se
odredivanjem difuzionog ekponenta. Transport leka iz uzoraka geometrije diska deli se
na: Fick-ovu difuziju za n < 0.5, ne Fick-ovu difuziju za n= 1i anomalni transport za
0.50 < n < 1. Za ne Fick-ovu difuziju, dominantan mehanizam transporta leka je usled
relaksacije polimera, koja je posledica bubrenja gela. Ovi slu€ajevi su poznati kao
sistemi oslobadanja kontrolisani bubrenjem. Kod anomalnog transporta se kombinuju
fenomeni Fick-ove difuzije i relaksacije polimernih lanaca [9, 63, 66].

Jednacina (1.2.5.5) je laka za upoterebu i moze se primeniti na mnoge sisteme
oslobadanja kontrolisane difuzijom. U sistemima gde je n= 0.5, ova zavisnost vaZi samo
za prvih 60% profila oslobadanja [63]. Reprezentativne krive oslobadanja leka u

zavisnosti od vrednosti difuzionog eksponenta date su na slici 1.12.
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Slika 1.12 Tri karakteristicna profila oslobadanja leka iz hidrofilne matrice: Fick-ov,

ne-Fick-ov i anomalni transport [63]
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1.2.10.1.2 Kinetika in vitro oslobadanja aktivnih supstanci

Kinetika oslobadanja aktivnih supstanci iz hidrogelova zavisi od veliCine i
geometrije uzorka iz koga se oslobadanje deSava (tanki film, disk, sfera, cilindar),
hemijskog sastava i strukture hidrogela, nacina njegovog dobijanja, spoljasnjih uslova
tokom procesa oslobadanja, tipa, hemijske strukture i veli¢ine leka koji se oslobada.
Oslobadanje se desava preko jednog ili viSe fizickih i hemijskih fenomena kao §to su:
prodiranje rastvora u kome se oslobadanje deSava unutar hidrogela kroz pore mreze,
degradacija leka i/ili polimera, difuzija leka u okolni fluid, bubrenje hidrogela, fizicke
interakcije izmedu leka i proizvoda degradacije polimera koje se znacajno menjaju
tokom vremena usled promena u okruzenju, hemijske reakcije izmedu leka i proizvoda
degradacije polimera i vode, promene u dimenzijama sistema za oslobadanje usled
bubrenja. Nije moguce uzeti u obzir sve pomenute fenomene, ve¢ se razmatraju samo
dominantni fizicki 1 hemijski procesi [7]. Relativno laka tehnika odredivanja
koeficijenta difuzije je merenje koli¢ine oslobodenog leka iz tankih gelova; disk sa
dispergovanim lekom se postavlja u rastvor bez leka i prati se koncentracija leka koji se
oslobada u vremenu.

Postoje razliciti profili oslobadanja aktivnih supstanci. Kod hidrogelova je
zastupljen profil kod kog se mogu razlikovati dve faze oslobadanja: prva je spoljasnja
difuzija, tj. brzo oslobadanje leka, kada se javlja efekat pucanja, tzv. ,rana‘“ faza; sledi
»kasna“ faza sporijeg oslobadanja leka, tj. unutraSnja difuzija. Na pocetku dolazi do
oslobadanja molekula leka koji se nalaze vezani na povrsini 1 slojevima blizim povrSini
diska hidrogela i ova aproksimacija vazi za prvih 60% procesa oslobadanja.
Aproksimacija ,,kasne faze vazi za preostalih 40% procesa i odvija se po mehanizmu
difuzije u porama hidrogela [7, 64].

Za ,ranu” fazu procesa oslobadanja koristi se ranije navedena jednacina [32,

122, 123]:

1/2
o = 2|22 0= < 06 (12.5.4)

koja daje odnos koli¢ine oslobodenog leka u vremenu ¢ (M;) prema krajnjoj koli¢ini

oslobodenog leka (M.) za kraci vremenski period. Dy je difuzioni koeficijent fluida u
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,ranoj* fazi, ¢ je vreme oslobadanja, a / debljina uzorka. Nagib krive :—t u funkciji od

t/2 daje difuzioni koeficijent u ,,ranoj“ fazi oslobadanja leka za dati hidrogel [64, 66,
124, 125].

Za ,kasnu“ fazu oslobadanja leka koristi se relacija [123]:

_ 8 -m?Dyt M;
——1—n—exp( ) 0.6<—-t<1 (1.2.10.1)

12

odakle se izra¢unava difuzioni koeficijent za kasnu fazu, D, kao nagib krive In (1 —

%) u funkeiji od 7 [66, 122, 124, 125]. Ovo daje dobre rezultate samo u sistemima gde

difuzija predstavlja dominantan mehanizam oslobadanja leka.
1.2.10.1.3 Proces oslobadanja leka kontrolisan bubrenjem

Kod ovog mehanizma oslobadanja leka hidrogel trpi fazni prelaz iz staklastog u
gumoliko stanje. U nehidratisanom, staklastom stanju molekuli leka ostaju zasticeni i
nepokretni u mrezi hidrogela, dok u gumolikom stanju rastvoreni molekuli leka brzo
difunduju kroz nabubreli hidrogel. Formiranje nabubrele faze hidrogela je praceno
naglim smanjenjem mehanicke jacine, povecanjem propustljivosti u nabubrelom delu
gela, §to omogucava molekulima leka da difunduju van gumolike faze hidrogela. Tako
brzina oslobadanja leka zavisi od brzine bubrenja hidrogela, a vreme relaksacije

polimera je faktor koji kontroliSe oslobadanje [6, 7].
1.2.10.2 Hidrogelovi kao nosaci za sintezu nanocestica

Nanocestice metala poslednjih godina privlace veliku paznju zbog njihovih
optickih, elektricnih i magnetnih osobina, koje su potpuno razli¢ite od onih koje
pokazuje metal u masi, zbog ¢ega su nasli primenu u katalizi, elektronici, fotonici,
optici 1 medicini [126]. Antimikrobna aktivnost srebra poznata je od davnina, a
potvrdene su antimikrobne osobine 1 nanocestica nekih drugih metala (Cu, Au, Pt).
Tako se materijali koji sadrze srebro mogu koristiti u medicini za redukovanje infekcije

pri tretmanu opekotina, za prevenciju kolonizacije bakterija na protezama, kateterima,
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dentalnom materijalu i koZi, za eliminaciju mikroorganizama na tekstilu ili za tretiranje
vode [127-133].

Razvijene su brojne metode za sintezu metalnih nanocestica kao $to su hemijska
redukcija soli metala koriS¢enjem citratne kiseline, borhidrida i drugih organskih
jedinjenja, fotohemijska redukcija, UV 1 mikrotalasno zracenje, primena lasera, metod y
radiolize, upotreba mikroorganizama itd. [126, 134-142].

Sinteza nanocestica primenom vy zraCenja izvodi se izlaganjem rastvora soli
metala y zracima. Hidratisani elektroni i atomi vodonika nastali radiolizom vode su jaka
redukciona sredstva koja redukuju metalne jone do nulte valentnosti [140]. Umereni
uslovi i relativno brza sinteza, bez dodavanja drugih hemikalija, predstavljaju prednosti
ove nad ostalim metodama [143-145]. Jedna od najznacajnijih karakteristka ove vrste
sinteze nanocestica je njihova stabilnost i odsustvo aglomeracije. Za stabilizaciju
nanocestica mogu se koristiti razliite vrste matrica, kao Sto su polimeri, organski
molekuli, mezoporozni neorganski materijali, koloidni sistemi [146-149]. Hidrogelovi,
kao trodimenzionalne mreze, u odredenim slucajevima su pogodniji kao matrice za
proizvodnju nanocestica od gore pomenutih sistema [150-152]. U nabubrelom stanju,
slobodan prostor unutar mreze moze posluziti kao nanoreaktor za nukleaciju i rast
nanocestica [150, 151]. Tako se veli¢ina, morfologija i distribucija nanocCestica moze
kontrolisati modifikacijom hidrogela. Pored toga, nanokompozitni hidrogelovi su
pogodniji za medicinsku primenu 1 zbog izrazene kompatibilnosti sa bioloSkim

molekulima, ¢elijama i tkivima.
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2. Eksperimentalni deo

2.1 Monomeri koriscéeni za sintezu hidrogelova

Karakteristike monomera koris¢enih za sintezu hidrogelova na bazi 2-
hidroksietil metakrilata 1 Cetiri oligo(alkilen glikol) (met)akrilata sa malim udelima
itakonske kiseline, koji su bili predmet interesovanja ovog rada date su niZe. Sve
koris¢ene supstance su komercijalni proizvodi visoke Cistoce, upotrebljavani bez daljeg

precis¢avanja.

2-hidroksietil metakrilat (HEMA) proizvodaca Aldrich, Nemacka, bruto molekulske
formule CgH;9O3, molarne mase 130.14 g/mol, gustine 1.07 g/cm3 , temperature
kljutanja 213°C, temperature paljenja 101°C i &istoce 99% koris¢en je za sinteze.
Hidrogelovi na bazi HEMA su dosta proucavani i Cesto kori$¢eni sistemi zbog
Siroke mogucnosti primene u medicini i farmaciji, visoke biokompatibilnosti, dobrih
fizickohemijskih osobina i sadrzaja vode slicnom onom u tkivima [153, 154]. PHEMA
homopolimerni hidrogel je inertan kada su u pitanju normalni bioloski procesi,
propustljiv je za metabolite, ne apsorbuje se u organizmu, podnosi toplotnu sterilizaciju
bez oSteCenja i moze se dobiti u razli¢itim oblicima. Pokazuje dobru hemijsku
stabilnost, mehanicke osobine i toleranciju na ugradenje c¢elije [155]. Kako je

homopolimer PHEMA u osnovi nejoski gel [156], tj. ne pokazuje zavisnost stepena
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bubrenja od pH, dobijanje pH reaguju¢ih hidrogelova podrazumeva modifikaciju

kopolimerizacijom sa pH reaguju¢im komponentama [157, 158].

Itakonska kiselina (IA) je nezasi¢ena dikarbonska kiselina vinilnog tipa. Nezasi¢ena
dvostruka veza omogucava izvodenje reakcije polimerizacije, a dve karboksilne grupe
reakcije esterifikacije. Konstante jonizacije karboksilnih grupa na 25°C su: K= 1.40 x
10* 1 Ko= 3.56 x10° (pK,= 3.85 i pKo= 5.45) [159, 160]. Zbog prisustva karboksilnih
grupa ¢ak 1 mali udeo [A obezbeduje dobar pH odziv i porast stepena bubrenja
hidrogela [73, 161-166]. U industriji se dobija procesom fermentacije skroba ili melase,
pa zbog prirodnog porekla pokazuje visok stepen biokompatibilnosti.

Bruto molekulska formula itakonske kiseline je CsHgO4, a strukturna je data u
tabeli 2.1. Za sinteze je koriS¢ena IA proizvodaca Aldrich, Nemacka, molarne mase

130.10 g/mol, gustine 1.57 g/cm’, temperature topljenje 166°C i &istoce 99+%.

Oligo(alkilen glikol) (met)akrilati pripadaju grupi hidroksi funkcionalizovanih
monoakrilata 1 monometakrilata, ¢ija rasvorljivost u vodi varira, zavisno od strukture.
Svi oligo(alkilen glikoli) sadrZze primarne hidroksilne grupe na krajevima lanaca
zahvaljuju¢i kojima ucestvuju u reakcijama karakteristicnim za alifaticne hidroksilne
grupe kao §to su esterifikacija, cijanoetilovanje i dr. Sto su molekulski lanci veéi, veéi je
1 uticaj etarskih veza na osobine oligo(alkilen glikola) u celini.

Njihova opsta strukturna formula je:

R
/
H,C=—C

\
C{O—R1}OH
I n
0

gde je R- H ili CHj3, R;- etilenske ili propilenske grupe, n- broj grupa.

Mogu da reaguju sa alkilen oksidima, koji se ugraduju u lance polietilen glikola
ili polipropilen glikola. Time se postize povecanje njihove molarne mase i menja
njihova rastvorljivost u vodi. Sa porastom duZine etilen glikolnih lanca u ovim
polimerima njihova hidrofilnost raste.

U eksperimentima su kori§¢eni oligo(alkilen glikol) (met)akrilati kompanije
Cognis, UK. Strukturne formule, skraceni nazivi i molarne mase kori$¢enih oligomera

dati su u tabeli 2.1.
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Tabela 2.1 Hemijske strukture i molarne mase monomera koris¢enih u sintezi

hidrogelova
Hemijska struktura monomera Skracen naziv Molarna masa
(8/mol)
2-Hidroksietil metakrilat HEMA
/CH3
H,C=C
\ﬁ—O—CHz—CHZ—OH 130
O
Itakonska kiselina 1A
i
HO—lC.lt—CHZ—ﬁ—C—OH 130
0 CH,
Oligo(etilen glikol)s akrilat O(EG)sA
/H
H,C=C 336
\ﬁ{O—CHz—CH}OH OEGA
o 6
Oligo(etilen glikols-propilen glikols)metakrilat | O(EGe-PG3)MA
CHs
7
H,C=C ¢Hs 524
\ﬁ{o—-CHz—-CH;l—I:o—-CHZ——cI:H—:ILOH OEGPGMA
o 6 3
Oligo(etilen glikols-propilen glikolg)metakrilat | O(EG3-PGg)MA
H C—C/CHS THS 566
,C=
\ﬁ‘EO—CHQ—CHQ];E)—CHQ—CHﬂgOH OPGEGMA
Oligo(propilen glikol) smetakrilat O(PG)sMA
H C—c:/CH3 ?H?’
TN oo OPGMA 375
@‘EO CH,—CH ﬂgOH

Oligo(etilen glikol) akrilat O(EG)sA (OEGA) sadrzi etilen glikolne jedinice, zbog Cega
je vodorastvoran. Polietilen glikoli (PEG) 1 oligoetilen glikoli (OEG) su Siroko ispitivani
u cilju razliCitih primena zbog dobre biokompatibilnosti, netoksi¢nosti, dobre
rastvorljivosti u vodi, niskog stepena apsorpcije proteina i adhezije ¢elija, doprinosa
stvaranju vodoni¢nih veza i moguénosti ugradnje u razli¢ite delove polimera u cilju
poboljsanja njihove funkcionalnosti [167-174]. Polimeri sa kratkim bo¢nim OEG

lancima teze faznim prelazima prilikom grejanja njihovih vodenih rastvora do donje
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kriticne temperature rastvaranja (LCST), Sto ih ¢ini interesantnim temperaturno
reaguju¢im polimerima [175, 176]. Termalno indukovani fazni prelaz ovih polimera
normalno pokazuje mali histerezis, a LCST se moze lako podeSavati modifikacijom
krajnjih grupa [55, 177], duzinom OEG lanaca [178, 179] ili sastavom kopolimera [175,
180-183].

Oligo(etilen-propilen glikol) metakrilat O(EGs-PG3)MA (OEGPGMA) je metakrilni
oligomer sa Sest etilen glikolnih 1 tri propilen glikolne jedinice u glavnom lancu.
Oligo(etilen-propilen glikol) metakrilat O(EG3-PGg)MA (OPGEGMA) je metakrilni
oligomer sa tri etilen glikolne i Sest propilen glikolnih jedinica u glavnom lancu.
Oligo(propilen glikol) metakrilat O(PG)sMA (OPGMA) sadrzi propilen glikolne
jedinice, zbog Cega je nerastvoran u vodi. Doprinosi hidrofobnosti polimera i daje
¢vrstocu. Prisustvo terminalne hidroksilne grupe, kao i kod ostalih oligo(alkilen glikol)
(met)akrilata, omogucava mu odli¢nu adheziju na celulozne materijale.

Visa hidrofobnost oligo(propilen glikola) (OPG) vodi do mnogo nize LCST
nego u slucaju OEG; porast relativne molekulske mase OPG od 400 do 1000 dovodi do
opadanja LCST vodenog rastvora OPG od 50 do blizu 0°C [41]. Porastom temperature
iznad LCST, dolazi do skupljanja polimernih lanaca OPGMA 1 izdvajanja faza usled
njegove hidrofobnosti. Podesavanje LCST u fizioloskom temperaturnom intervalu nije
lako realizovati, a jedan od nacdina je radikalna kopolimerizacija OPGMA sa

hidrofilnijim ili hidrofobnijim komonomerima [184].

Etilen glikol dimetakrilat (EGDMA) je difunkcionalizovani metakrilatni monomer,

kori$¢en kao umrezivac. Njegova bruto formula je C;oH404, a strukturna je:

GHa CHa
HQC:C'—Icl—O—CHQ_CH2_O'—9—C:CH2
0] @]

Za sintezu je koris¢éen EGDMA proizvodaca Aldrich, Nemacka, molarne mase
198.2 g/mol, gustine 1.05 g/cm’, temperature klju¢anja 98-100 °C/5 mmHg, temperature
paljenja 101°C i ¢istoce 98%.
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Puferski rastvori

Pracenje procesa bubrenja hidrogelova je izvedeno u puferskim rastvorima, pH
vrednosti sli¢nih bioloskim fluidima, u opsegu pH 2.2-9.0. KoriS¢eni su: acetatni puferi
pH 3.85, 4.5, 5.45, fosfatni pH 2.2, 3.0, 6.25, 6.8, 7.1, 7.4 1 8.0, i amonijacni pH 9.0. Za
pripremu puferskih rastvora koriS¢eni su: holorovodoni¢na kiselina (HCl), Lach Ner,
Ceska republika, kalijum dihidrogen fosfat (KH,POj,), Merck, Nemacka, dikalijum
hidrogen fosfat (K,HPO,), Merck, Nemacka, fosforna kiselina (H3;PO4), Merck-
Alkaloid, Makedonija, glacijalna siréetna kiselina (CH;COOH), Zorka Pharma, Srbija,
natrijum acetat (CH;COONa), Zorka Pharma, Srbija, amonijum hidroksid (NH4OH),
Zorka Pharma, Srbija, amonijum hlorid (NH4Cl), Zorka Pharma, Srbija, natrijum
hidroksid (NaOH), MosLab, Srbija.

Jonska jaGina rastvora bila je konstantna i iznosila je 0.1 mol/dm’. U svim
sintezama hidrogelova, kao 1 za pripremu puferskih rastvora koriS¢ena je
demineralizovana voda dobijena preciS¢avanjem destilovane vode pomocu Milli-Q

Water sistema (Milipore Corporations).

2.2 Sinteza hidrogelova

2.2.1 Sinteza hidrogelova na bazi 2-hidroksietil metakrilata, oligo(alkilen
glikol) (met)akrilata i itakonske kiseline

U radu je izvedena sinteza niza kopolimernih hidrogelova 2-hidroksietil
metakrilata (HEMA) sa malim udelima itakonske kiseline (IA), koja obezbeduje
reagovanje uzorka na promenu pH, kao i sa ¢etiri monofunkcionalizovana oligo(alkilen
glikol) (met)akrilata (OAG(M)A), koji doprinose temperaturnom odzivu i boljoj
biokompatibilnosti. U cilju ispitivanja uticaja razliitih monomera na osobine
kopolimernih hidrogelova, pod istim uslovima sintetisan je i homopolimerni PHEMA
hidrogel.

Prvu seriju ¢ine P(HEMA/IA) hidrogelovi na bazi HEMA sa udelima IA od 2,
2.5, 3.5 1 5 mol%, prema ¢emu su obelezeni kao: P(HEMA/IA2), P(HEMA/IA2.5),
P(HEMA/IA3.5) i P(HEMA/IAS).

45



Univerzitet u Beogradu, Fakultet za fizicku hemiju Maja Mici¢, Doktorska disertacija

Drugu seriju ¢ine P(HEMA/IA/OEGA) hidrogelovi u ¢iji sastav ulaze HEMA,
IA, sa molarnim udelom od 2.5 i 5 mol%, i oligo(etilen glikol) akrilat (OEGA), sa
molarnim udelima 12.5, 27.5, 47.5 1 67.5 mol%.

Trec¢u seriju ¢ine P(HEMA/OPGMA) hidrogelovi u ¢iji sastav ulazi HEMA 1
oligo(propilen glikol) metakrilat (OPGMA) sa udelima 6, 12.5, 27.5, 50 1 100 mol%.

Poslednju, Cetvrtu seriju ¢ine hidrogelovi u ¢iji sastav ulaze HEMA, IA sa
udelom od 2.5 mol% 1 €etiri monofunkcionalizovana oligo(alkilen glikol) (met)akrilata:
oligo(etilen glikol) akrilat (OEGA), oligo(etilen glikols-propilen glikol;) metakrilat
(OEGPGMA), oligo(etilen glikols-propilen glikols) metakrilat (OPGEGMA) i
oligo(propilen glikol) metakrilat (OPGMA). Molarni udeo oligo(alkilen glikol)
(met)akrilatnih monomera iznosio je 27.5 mol%.

Svi hidrogelovi su sintetisani radikalnom kopolimerizacijom, odgovarajuce
smeSe monomera, indukovanom y zracenjem. Kao rastvara¢ monomera kori§¢ena je
smesa voda/etanol (1:1), dok je odnos memomer:rastvara¢ bio 1:9. Rastvaranje je
izvedeno na sobnoj temperaturi uz konstantno meSanje. Pokazalo se da je radijaciono
umrezavanje metakrilnih monomera efikasnije i ravnomernije uz dodatak malog udela
umrezivaca [164, 185]. Iz tog razloga u reakcionu smesu kao umreziva¢ dodat je
EGDMA u koli€ini od 0.5 mol% u odnosu na ukupan broj molova monomera. Kako
EGDMA poseduje dve vinilne grupe, polimerizacija i umreZavanje deSavaju se
istovremeno. Reakciona smesa je pre polimerizacije izlivena u kalup, koji se sastojao od
dve staklene ploce oivicene PVC crevom, i1 oslobodena prisustva kiseonika
produvavanjem argonom u trajanju od 20 minuta, neposredno pre zratenja. Monomerni
rastvor je zraCen u radijacionoj jedinici za industrijsku sterilizaciju Instituta za
nuklearne nauke ,,Vin¢a“, koriséenjem izotopa *’Co kao izvora zraéenja. Radionuklid
%Co se najéesée koristi za snazne izvore elektromagnetnog zradenja zbog emitovanja y
zraka pogodnih energija (1.33 1 1.17 Mev) i1 vremena poluraspada (5.27 godina; oko 1%
%Co se raspadne mese¢no) [186]. Kada nije u radnom poloZaju izvor zraenja se odlaze
u bazen sa vodom na dubinu od 6.5 m, a kada je u radnom polozaju nalazi se u sredini
¢elije za ozracivanje, na visini od 1.2 m od poda. Ovaj metod sinteze spada u hladne
postupke kojom se temperatura uzorka za vreme zradenja podiZze svega za 1 do 2°C.
Ozracivanje rastvora monomera vr$eno je na sobnoj temperaturi, pri brzini zra¢enja od

0.5 kGy/h do ukupne apsorbovane doze od 5, 10, 25 1 40 kGy. Nakon zraenja, ploce sa
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dobijenim hidrogelovima su sme$tane u suSnicu na temperaturu od 50°C u trajanju od
24 h, kako bi se dovrsilo svako naknadno umrezavanje i ubrzala rekombinacija zaostalih
slobodnih radikala.

Na ovaj nacin dobijeni su hidrogelovi u obliku listova debljine 2 mm, koji su
zatim seceni u obliku diskova i su$eni u vakuum sus$nici na 40°C, do konstantne mase.
Suvi uzorci, kserogelovi, su bili precnika oko 5 mm i debljine 1.3 mm. Kako bi se
uklonile neproreagovale materije, hidrogelovi su podvrgnuti Soxhlet ekstrakciji vodom,
1 ponovo susSeni do konstantne mase. Koli¢ina neproreagovalih monomera HEMA i
OAG(M)A odredivana je spektrofortometrijski koris¢enjem UV-Vis spektrofotometra.
Koli¢ina neproreagovale IA odredivana je titracijom ekstrakta 0.05 M NaOH do
fenolftaleidne zavr$ne taCke. Svi sintetisani hidrogelovi bili su transparentni nakon
sinteze, kao 1 u stanju kserogela. Ovako dobijeni hidrogelovi koriS¢eni su za sve metode

karakterizacije.

2.2.2 Uticaj ukupne apsorbovane doze zracenja tokom procesa sinteze na

sadrzaj gel faze u hidrogelu

Kako bi se ispitao uticaj ukupne apsorbovane doze zracenja na sadrzaj gel faze i
osobine hidrogelova u toku sinteze indukovane y zracima, polimerizacija je izvedena pri
Cetiri razli¢ite ukupne apsorbovane doze: 5, 10, 25 i1 40 kGy 1 brzini zracenja 0.5 kGy/h,

koriéenjem izotopa *’Co kao izvora zraGenja.

2.2.3 Sinteza nanocestica srebra u P(HEMA/IA) hidrogelovima

Inkorporacija nanocestica srebra u P(HEMA/IA) hidrogelove vrSena je in situ
metodom redukcije metalnih jona u polimernoj mrezi. Porozne PC(HEMA/IA) hidrogelne
matrice, sa sadrzajem IA 0, 2, 3.5 1 5 mol%, su koriS¢ene kao stabiliSu¢i agent i
inhibitor rasta metalnih nanocestica u procesu sinteze. Proces stabilizacije zasnovan je
na uspostavljanju fizickih i/ili hemijskih interakcija izmedu nanocestica i polimernih
lanaca. Rastvori voda/etanol bez AgNO; (co= 0 M) 1 sa Cetiri razlicite koncentracije
AgNO; (¢;= 5x10™* M, co= 1x107 M, ¢3= 5x10° M i c4= 1x10> M) koris¢eni su kao

medijumi za bubrenje P(HEMA/IA) kserogelova, koje je izvedeno u zatvorenim
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bocicama, u inertnoj atmosferi argona i na sobnoj temperaturi, u mraku, do dostizanja
ravnoteze. Etanol ima ulogu ,,hvatac¢a oksidujuéih vrsta. U postupku in situ radijacione
sinteze nanodestica srebra, tj. redukcije Ag” jona do Ag’, hidrogelovi nabubreli u
rastvorima AgNOj razli¢itih koncentracija su izloZeni y zraenju u radijacionom izvoru
%Co, pri brzini zratenja od 6 kGy/h do ukupne apsorbovane doze od 12 kGy. Na ovaj
nacin izvrSeno je generisanje nanocestica srebra u hidrogelnoj matrici. Ag/P(HEMA/IA)
nanokompoziti su nakon zracenja suSeni u vakuum susnici na 40°C, nakon Cega su
dobijeni homogeni, obojeni kserogelovi. Ovako dobijeni nanokompoziti koriS¢eni su za

dalju analizu.

2.2.4 Priprema uzoraka za analizu kontrolisanog oslobadanja leka u in

vitro uslovima

U cilju testiranja radijaciono sintetisanh P(HEMA/IA/OAG(M)A) hidrogelova
kao potencijalnih materijala za kontrolisano oslobadanje antibiotika, kao model lek

koriS¢en je prah gentamicin sulfata (GS), Sigma-Aldrich, strukturne formule:

NH»> Gentamicin R

NH, ,]\

@ Cy H3C‘N CHs
? 0 H2SO ;
HoN * ’
2 O HO o 2 4 J\
H3;C €2 HoN" “CHs
R
_NH OH 1
HaC C J
HoN

Kako bi se lek apsorbovao u hidrogelove, diskovi kserogelova, priblizno iste
mase (0.02 g) i debljine (1.3 mm), potapani su u vodeni rastvor gentamicin sulfata (GS)
koncentracije 20 pg/ml i ostavljeni 48 h da, na sobnoj temperaturi i u odsustvu svetlosti,
nabubre do ravnoteze. Ovako nabubreli hidrogelovi su zatim suSeni na sobnoj
temperaturi do konstantne mase i1 dalje koriS¢eni u eksperimentima kontrolisanog
oslobadanja. Svi kserogelovi sa apsorbovanim lekom bili su transparentni. Analiza
kontrolisanog oslobadanja GS iz hidrogelova izvedena je u in vitro uslovima,

smestanjem kserogela sa apsorbovanim lekom u 10 ml rastvora pufera pH 7.4, koji
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simulira fizioloski fluid, u termostatiranom vodenom kupatilu na 37°C, pri ¢emu su
rastvori konstantno mesani. Koli¢ina oslobodenog leka pracena je spektrofotometrijski,
na UV-Vis spektrofotometru, merenjem apsorbancije alikvota rastvora u odredenim
intervalima vremena, koji je nakon merenja vracan u puferski rastvor, kako bi se
zapremina rastvora ocuvala konstantnom. Oslobadanje je pra¢eno u periodu od Sest
dana. Medutim, kako GS ne apsorbuje u UV i vidljivoj oblasti spektra, neophodna je
njegova derivatizacija sa o-ftaldialdehidom (OPA). OPA reaguje sa amino grupama iz
GS u baznoj sredini u prisustvu redukcionog agensa kao Sto je 2-merkaptoetanol, dajuci
hromoforu koja omoguéava UV-Vis spektrofotometijsko merenje rastvora GS na
talasnoj duzini 332 nm. Reagens o-ftaldialdehida je pripreman rastvaranjem 0.2 g OPA
u 1.5 ml metanola uz dodatak 15 ml boratnog pufera pH 104 1 0.5 ml 2-
merkaptoetanola. Reagens je skladiSten u tamnu bocu i ¢uvan u tami najmanje 24 h pre
upotrebe. Reakcija derivatizacije je izvedena na sobnoj temperaturi meSanjem po 2 ml
rastvora gentamicin sulfata, isopropanola (koji sprecava talozenje) i OPA reagensa, u

trajanju od 45 minuta [187, 188].

2.3 Metode karakterizacije hidrogelova

2.3.1. Gravimetrijske metode

e Odredivanje gustine kserogela
Gustina kserogelova odredena je piknometrom. Zapremina piknometra
predstavlja odnos mase piknometra sa vodom i poznate vrednosti gustine vode na
konstantnoj temperaturi. Razlika mase piknometra sa gelom potopljenim u heksan, u
kome ne dolazi do bubrenja gela, i mase piknometra napunjenog heksanom odgovara
masi kserogela. Odnos mase kserogela 1 zapremine piknometra, na konstantnoj

temperaturi, odgovara gustini kserogela [189].

e Odredivanje sadriaja gel faze
Kako bi se uklonile neproreagovale materije i odredio sadrzaj gel faze,
hidrogelovi prethodno osuSeni do konstantne mase, podvrgnuti su Soxhlet ekstrakciji

vodom i ponovo suseni u vakuum susnici na 40°C do konstantne mase [185, 190]. 1z
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odnosa masa kserogela pre i posle ekstrakcije, raCunat je maseni udeo gela u datoj

mrezi, tj. sadrzaj gel faze prema jednacini:

Sadriaj gel faze (%) = +£x100 (2.3.1)
0

gde je W, masa kserogela nakon ekstrakcije, a W, masa kserogela pre ekstrakeije.

e Kinetika i ravnoteZno bubrenje

Hidrogelovi su karakterisani kinetickim i1 ravnoteznim bubrenjem u puferskim
rastvorima Sirokog opsega pH vrednosti (2.2-9.0) i temperature (5-70°C). Analiza
bubrenja pracena je gravimetrijski. Izvedena je potapanjem diska kserogela, mase oko
0.02 g i debljine 1.3 mm, u puferski rastvor odredene pH na odredenoj temperaturi. U
zadatim vremenskim intervalima gel je vaden iz rastvora i nakon brisanja viska te¢nosti
sa povrsine gela filter papirom, merena je promena mase i gel ponovo vracan u medijum
u kom bubri. Merenje je izvodeno do dostizanja konstantne mase za svaki uzorak, tj. do
dostizanja ravnoteznog stepena bubrenja [8]. Stepen bubrenja u bilo kom trenutku (g) i
ravnotezni stepen bubrenja (g.) su raunati prema jednacinama (1.2.7.1) i (1.2.7.2)

datim u poglavlju 1.2.7. Svi eksperimenti bubrenja radeni su u triplikatu.
2.3.2 Difrakcija rendgenskih zraka (XRD)

Mikrostrukturna analiza dobijenih Ag/P(HEMA/IA) nanokompozita ispitana je
difrakcijom rendgenskih zraka koriS§¢enjem Bruker D8 Advance Diffractometer (u
normalnom modu sa Cu Kg; emisijom). Snimanje difraktograma je vrSeno u 26 opsegu

od 30-90°, sa korakom od 0.05° i vremenom ekspozicije od 10 s.
2.3.3 Skanirajuca elektronska mikroskopija (SEM)

Morfoloska karakterizacija kserogelova vrSena je JEOL JSM-6460 LV
skaniraju¢im elektronskim mikroskopom (SEM). Kserogelovi su dobijeni susenjem

hidrogelova u vakuum su$nici na 40°C u toku 48 h. Za snimanje su koriS¢eni
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neliofilizovani 1 liofilizovani kserogelovi. Uzorci hidrogelova su liofilizovani
koris¢éenjem Modulyo Freeze Dryer System Edwards, u liofilizatoru koji se sastoji iz
jedinice za liofilizaciju 1 visoko vakuumske pumpe (High Vacuum Pump E2MS
Edwards). Gelovi su bubreni do ravnoteZe na sobnoj temperaturi u puferu pH 7.4, zatim
zamrznuti na -80°C u periodu od 24 h, i nakon toga liofilizovani. Vakuum tokom 20 h
liofilizacije iznosio je < 4 mbar. Uzorci su pre posmatranja na SEM napareni tankim

slojem zlata u vakuumu, a zatim snimani pri razli¢itim uvecanjima.

2.3.4 Spektroskopske metode

e Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom (FTIR)
FTIR spektroskopija izvedena je na diskovima kserogelova na sobnoj
temperaturi u refleksionom modu koriS¢enjem Nicolet 380 FTIR Spectrophotometer
Thermo Scientific, sa ATR dodatkom (Attenuated Total Reflection Mode), u spektralnom

intervalu od 4000-400 cm™, sa rezolucijom od 4 cm™.

o  Spektroskopija u ultraljubicastoj i vidljivoj oblasti spektra (UV-Vis)

Snimanje UV-Vis apsorpcionih spektara suvih Ag/P(HEMA/IA) nanokompozita
izvedeno je na Shimadzu 1800 UV-Vis spektrofotometru, u opsegu talasnih duzina 1100-
190 nm. UV-Vis spektroskopija koriS¢ena je i prilikom odredivanja LCST vrednosti
rastvora OPGMA monomera, u koncentraciji od 1 1 3 mas%, u puferima pH 2.2 i 7.4.
Apsorpcioni spektri rastvora snimani su na svaka 2°C u opsegu temperature od 5 do
50°C, sa brzinom grejanja 0.2 °C/min, a LCST su odredivane iz vrednosti apsorbancija
na talasnoj duzini 650 nm [191]. UV-Vis spektrofotometrijski pracen je i proces

oslobadanja GS iz P(HEMA/IA/OAG(M)A) hidrogelova, na talasnoj duzini 332 nm.

o Energetski disperzivna rentgenska spektroskopija (EDS)
Hemijski sastav Ag/P(HEMA/IA) nanokompozita analiziran je koriS¢enjem
energetski disperzivnog rentgenskog spektrometra (EDS) Isis 3.2, sa SiLi detektorom X

zracenja (Oxford Instruments), u kombinaciji sa SEM 1 visekanalnim analizatorom.
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2.3.5 Dinamicko mehanicka analiza (DMA)

Perkin Elmer DMA-7 dinamicko mehanicki analizator sa geometrijom
paralelnih plo¢a koriS¢en je za ispitivanje mehanickih osobina hidrogelova u
nabubrelom stanju. Modul elasti¢nosti (£) i kompresioni modul (G) hidrogelova
odredivani su u kompresionom modu na pH 7.0 i na temperaturi 25°C. Komplet
paralelnih ploca od nerdajuceg celika dijametra 20 mm kao dodatak sadrzi posudu sa
odgovaraju¢im puferskim rastvorom koji se koristi tokom merenja kako bi se

minimizirao gubitak vlaznosti uzoraka.

2.3.6 Termalne metode

o Termogravimetrijska analiza (TGA)
Ispitivanje termalnih svojstava kserogelova radeno je termogravimetrijskom
analizom (TGA). Merenja su izvedena na Perkin Elmer TGA-2 instrumentu. Uzorci
mase oko 5 mg su grejani u intervalu temperature od 20 do 550°C, pri brzini grejanja od

10 °C/min, u atmosferi azota, pri zampreminskom protoku gasa od 26 cm’/min.

e Diferencijalna skanirajuéa kalorimetrija (DSC)

Diferencijalna skaniraju¢a kalorimetrija (DSC) je koriS¢ena za odredivanje
temperatura zapreminskih faznih prelaza (VPTT) temperaturno reagujucih hidrogelova.
Merenja su izvedena na Setaram 151R (SETSOFT 2000) instrumentu na hidrogelovima
nabubrelim do ravnoteze u puferu pH 7.4 i na temperaturi 5°C. Uzorci mase oko 5 mg
su smestani u specijalne aluminijumske ¢ancic¢e koji su hermeticki zatvarani i proces je
pracen u temperaturskom intervalu od 5 do 75°C, pri brzini grejanja od 1 °C/min u struji
azota. Kao referentni uzorak koriS¢en je puferski rastvor pH 7.4. Temperatura pojave

endotermnog DSC pika definisana je kao VPTT vrednost [52, 54].
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2.3.7 Ispitivanje biokompatibilnosti hidrogelova

e Test citotoksicnosti
Citotoksicnost hidrogelova ispitivana je preko in vitro analize preZivljavanja
¢elija [86, 192]. Test je raden u razblazenom ekstraktu hidrogelova, na celijama
subvezivnog tkiva misa, iz NCTC Clone 929 linije (ATCC-CCL1). Inkubacija je
izvedena u vodenom kupatilu u trajanju od 2 h na 37°C. Rastvor fenola (0.02 mas%) i
ekstrakt polietilena visoke gustine (HDPE) koriS¢eni su kao pozitivha 1 negativna
kontrola. Procenat prezivljavanja Celija je racunat u odnosu na kontrolu i prikazan kao

indeks citotoksi¢nosti ICsqo, [6].

e Test hemoliticke aktivnosti

Hemoliticka aktivnost hidrogelova odredena je metodom direktnog 1 indirektnog
kontakta, prema ISO 10 993-4 [87]. U metodi direktnog kontakta, diskovi hidrogelova
potapani su u 5 ml fizioloskog rastvora u koji je dodato 0.25 ml Ciste krvi pacova.
Destilovana voda i fizioloski rastvor koris¢eni su kao pozitivna i negativna kontrola.
Sadrzaj epruveta je pazljivo meSan i inkubiran u vodenom kupatilu na 37°C u toku 1h,
nakon ¢ega je merena apsorbancija bistre te¢nosti iznad taloga na 545 nm, koriS¢enjem
Pharmacia LKB Ultrospec Plus UV-VIS spektrofotometra i racunat je procenat
hemolize. U metodi indirektnog kontakta, 5 ml izotoni¢nog vodenog rastvora
ekstrahovanog iz diskova hidrogelova koris¢eno je sa 0.25 ml 10% suspenzije eritrocita
pacova. Za pripremanje izotoni¢nog vodenog ekstrakta, diskovi hidrogelova ¢uvani su
72 h na 37°C u 100 ml sterilisane demineralizovane vode uz dodatak 0.9 g NaCl.
Destilovana voda 1 fizioloski rastvor koriS¢eni su kao pozitivna i negativna kontrola.
Nakon inkubacije na 37°C u toku 24 h, merena je apsorbancija bistre te¢nosti iznad

taloga na 545 nm i racunat indeks hemolize kao:

(shy—shnp)

Indeks hemolize (%) = pa—
pp~>''np

x 100% (2.3.2)

gde je sh, stepen hemolize uzorka, sh,, stepen hemolize negativne probe, sh,, stepen

hemolize pozitivne probe. Za svaki tip uzorka racunata je srednja vrednost tri merenja.
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2.3.8 Test mikrobne penetracije

Za test penetracije mikroba kroz hidrogelove koriS¢ene su Gram-pozitivna
bakterija Staphylococcus aureus (ATCC 25923) i Gram-negativna bakterija Escherichia
coli (ATCC 25922) i prevlake hidrogelova u obilku plo¢ica, povrsine 5x10 cm?® i
debljine 1.3 mm. Gornja povrSina hidrogela kontaminirana je sa 100 pl suspenzije
kulture, koja je sadrzala 107 bakterijskih ¢elija/ml. Kontaminirani hidrogelovi smestani
su na povrsinu sterilnih ploca agara (TSA-Trypton soj agara, Torlak) u Petri Solje, a
zatim inkubirani na 37°C u toku 12, 24 i 48 h. U ovim intervalima praéeno je prodiranje
bakterijskih kolonija kroz hidrogelove na podlogu agara, nakon ¢ega su hidrogelovi

vadeni iz agara 1 ispitivane kolonije formirane na povrsini [165, 193].

2.3.9 Odredivanje antimikrobne aktivnosti hidrogelova

Prilikom testiranja antimikrobnih osobina hidrogelova sa sintetisanim
nanocCesticama srebra ili hidrogelova sa apsorbovanim lekom-GS koriS¢ene su
indikatorske kulture bakterija Escherichia coli 1 Staphylococcus aureus 1 gljive Candida
albicans (ATCC 2433). Ispitivanje rasta mikroorganizama vrSeno je u Trypton soju
agara (TSA), uz dodatak 0.6% v/v ekstrakta kvasca (TSYA). Kinetika rasta mikroba u
prisustvu nanocestica srebra ili antibiotika GS pracena je prebrojavanjem formiranih
kolona (CFU). Sveza kultura koncentracije 10° CFU/ml razblaZena je do koncntracije
od 10°-10" CFU/ml. Diskovi hidrogelova sa nano&esti¢nim srebrom ili lekom smestani
su u epruvete u koje je prethodno uneta suspenzija indikatorske kulture. Epruvete su
centrifugirane, kako bi se ostvario bolji kontakt sa uzorkom, a zatim inkubirane 72 h na
37°C. U odredenim intervalima, u periodu od $est dana, uzimani su alikvoti suspenzija
iz epruveta 1 smeStani u TSYA Petri Solje. Nakon ocvrS€avanja agara Petri Solje su
inkubirane 24 h na 37°C, a broj nastalih kolonija prebrojavan je vizuelno i vrSeno je
poredenje sa kontrolnim uzorcima, tj. Cistim hidrogelovima bez prisustva nanocestica

srebra i leka. Merenja su radena u triplikatu i raCunata je srednja vrednost.
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3. Rezultati i diskusija

3.1 Uticaj ukupne apsorbovane doze gama zracenja tokom

procesa sinteze na sadrzaj gel faze u hidrogelu

Kako bi se ispitao uticaj ukupne apsorbovane doze zradenja na osobine
hidrogelova u toku sinteze indukovane y zraenjem, polimerizacija je izvedena pri
brzini zracenja od 0.5 kGy/h 1 ¢etiri ukupne apsorbovane doze: 5, 10, 25 1 40 kGy.

Prvi korak nakon sinteze hidrogelova bio je analiza konverzije monomera
(HEMA, OAG(M)A iIA) u hidrogel, tj. odredivanje sadrzaja gel faze na nacin opisan u
eksperimentalnom delu 2.3.1. Udeo gela predstavlja kvantitativnu meru efikasnosti
formiranja mreze. Na osnovu dobijenih rezultata uocena je visoka konverzija monomera
za sve sintetisane hidrogelove. Na slici 3.1 predstavljena je zavisnost sadrzaja gel faze
od ukupne apsorbovane doze zracenja za PHEMA i P(HEMA/IA3.5) hidrogelove. Moze
se videti da sadrzaj gel faze raste sa porastom ukupne apsorbovane doze. Dobijena je
visoka konverzija monomera u umreZeni polimer i pri nizim dozama (5 1 10 kGy), ali do
saturacije dolazi pri dozi od 25 kGy, za koju je sadrzaj gel faze bio visi od 99% za oba
hidrogela, pa se konverzija monomera u mrezu hidrogela pri ovoj dozi moze smatrati
kompletnom, a radijaciono indukovana sinteza dobar metod za dobijanje ovih
hidrogelova. Daljim porastom apsorbovane doze do 40 kGy stepen geliranja se ne

menja znacajno u odnosu na onaj dobijen pri dozi od 25 kGy. Na osnovu dobijenih
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rezultata apsorbovana doza od 25 kGy pokazala se kao optimalna vrednost, Sto se slaze
sa rezultatima drugih autora [42]. Takode, ovo je standarna doza na kojoj se vrsi

sterilizacija biomaterijala [194, 195].
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Slika 3.1 Uticaj apsorbovane doze zracenja na sadrzaj gel faze radijaciono sintetisanih

hidrogelovava pri brzini zracenja od 0.5 kGy/h

lako je sadrzaj gel faze za sve sintetisane hidrogelove pri apsorbovanoj dozi od
25 kGy visi od 90%, uocen je uticaj hemijskog sastava hidrogela na sadrzaj gela. Kod
PHEMA homopolimera sadrzaj gel faze je (99.8 = 0.5)%, dok je u slucaju kopolimernih
hidrogelova ova vrednost niza. Sto je sadrzaj HEMA u kopolimernom hidrogelu veéi
veci je 1 sadrzaj gel faze. Kod uzoraka koji sadrze alkilen glikolne jedinice, odstupanje
je vece kod hidrogelova sa etilen glikolnim jedinicama, nego u slucaju onih sa propilen
glikolnim. Najnize vrednosti dobijene su za P(HEMA/IA/OEGA) terpolimerne
hidrogele, ali kako je sadrzaj gel faze i kod ovih uzoraka visi od 90% sol-gel konverzija
se moze smatrati kompletnom.

Na osnovu dobijenih rezultata kao optimalna apsorbovana doza radijacionog
umrezavanja ove klase hidrogelova, pri brzini zra¢enja od 0.5 kGy/h, pokazala se
apsorbovana doza od 25 kGy. Ovako dobijeni hidrogelovi su dovoljno jaki za lako

rukovanje 1 koriS¢eni su za sva dalja ispitivanja.
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3.2 Hidrogelovi na bazi 2-hidroksietil metakrilata i itakonske
kiseline P(HEMA/IA)

Polaze¢i od inertnog homopolimernog hidrogela 2-hidroksiletil metakrilata
(PHEMA), a u cilju dobijanja pH reaguju¢ih ,,pametnih* hidrogelova, radijaciono
indukovanom polimerizacijom sintetisana je serija kopolimernih P(HEMA/IA)
hidrogelova, sa razli¢itim molarnim udelima (2, 2.5, 3.5 1 5 mol%) itakonske kiseline
(IA) ugradene u homopolimer PHEMA.

Pretpostavljeno je da ¢e ovako dobijeni hidrogelovi, pored pH odziva pokazati i
vecu hidrofilnost, a samom tim 1 vece stepene bubrenja od homopolimernog PHEMA
hidrogela. Kako bi se ispitao uticaj molarnog udela IA i promene pH vrednosti sredine u
kojoj hidrogel bubri na osobine dobijenih hidrogelova, gravimetrijskom metodom
opisanom u eksperimentalnom delu 2.3.1. izvedena je analiza bubrenja u Sirokom
opsegu pH (2.2-9.0). Kineticke krive bubrenja PHEMA i P(HEMA/IA) hidrogelova na
temperaturi 37°C i pH 7.4 date su na slici 3.2.

B PHEMA
OPMHEMA/NA2) |  _ & & 50O8S
@ P(HEMA/IA3.5) <
O P(HEMA/IAS) |

[
1

Stepen bubrenja (q)[g/g]

<
L

\T=37°C||pH 7.4|
0 5 10 15 20 2 30
Vreme [h]

Slika 3.2 Kineticke krive bubrenja dobijene gravimetrijskim merenjem promene stepena
bubrenja sa vremenom radijaciono umrezenih PHEMA i P(HEMA/IA) hidrogelova u
puferskom rastvoru pH 7.4 na 37 °C

Stanje ravnoteze hidrogelovi dostizu nakon 24 h. Kao S$to je i ocekivano najnizi

stepen bubrenja (g) pokazuje homopolimerni PHEMA hidrogel. Sa porastom udela IA u
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hidrogelu ¢g raste, tako da P(HEMA/IAS) hidrogel koji sadrzi najveéi udeo 1A, pokazuje
najveci g. Vrednosti ravnoteznog stepena bubrenja (g.) pri ovim uslovim se kre¢u od
~ (0.5 za homopolimer PHEMA do = 2.2 za kopolimerni P(HEMA/IAS) hidrogel, tj. sa
porastom udela IA od 0 do 5 mol% ravnoteZni stepen bubrenja raste za vise od 4 puta.

Kineti¢ke krive bubrenja hidrogelova iskori§¢ene su, osim za dobijanje ¢, 1 za
odredivanje prirode difuzije fluida u mrezu hidrogela, preko kinetickih parametara
bubrenja: kineticke konstante bubrenja (k) 1 difuzionog eksponenta (7). Vrednosti k1 n
su odredene iz jednaCine 1.2.5.6, kao odseCk i1 nagib prave, pri ¢emu je koriS¢ena
pocetna faza bubrenja kada je zavisnost ¢ od vremena pravolinijska. Koeficijenti
difuzije fluida (D) racunati su primenom jednacine 1.2.5.4. Svi pomenuti parametri
prikazani su u tabeli 3.1 za temperature 25 i 37°C u puferima pH 2.2 7.4.

Vrednosti difuzionog eksponenta bubrenja (n) PHEMA 1 kopolimernih
P(HEMA/IA) hidrogelova se kre¢u od 0.37 do 0.40 u puferu pH 2.2 1 od 0.38 do 0.50 u
puferu pH 7.4, odakle se moze zakljuciti da se mehanizam transporta fluida u hidrogel

odvija prema Fick-ovoj difuziji.

Tabela 3.1 Ravnotezni stepen bubrenja (q.), kineticki parametri (k) i (n) i koeficijent
difuzije fluida (D) za PHEMA i P(HEMA/IA) hidrogelove u puferima pH 2.2 i 7.4 na

temperaturama 25 i 37 °C

qe n k Dx10’

[g/g] [h"] [em’/s]

HIDROGEL pH TrC] T7C TrC T/ C
25 37 25 37 25 37 25 37
PHEMA 2.2 0.5+0.1 0.5+0.1 0.37 1 037 0.25 | 0.24 1.54 1.33

74 ] 0.5+0.1 0.5£0.1 ] 039 ]10.38]0.26 024 | 1.62 1.46

P(HEMA/IA2) 22| 0.5+0.1 0.5£0.1 | 038 | 037 0.26 | 0.25| 1.78 1.37
74| 1.340.1 1.1+0.2 ] 0451040031 ]0.29 | 3.49 2.63

P(HEMA/IA3.5) | 2.2 | 0.5+0.1 0.5+0.1 | 0.38 | 038 ) 0.26 | 0.25 | 1.97 1.59
74 ] 1.940.1 1.6£0.2 | 047 1044 ] 038 | 0.34| 4.15 3.30

P(HEMA/IAS) 2.2 | 0.5+0.1 0.5+0.1 | 0.40 | 0.39 | 0.28 | 0.27 | 2.05 1.74
74| 2.7+£0.2 22402 ] 0.50 10480441041 | 471 4.14

Vrednosti koeficijenta difuzije P(HEMA/IA) hidrogelova pokazuju porast sa
porastom pH vrednosti sredine u kojoj bubre i nalaze se u opsegu 1.4-2.0 x 107 cm?/s za
rastvor pH 2.2 i izmedu 2.6-4.7 x10” cm?/s za pufer pH 7.4, dok D homopolimernog

PHEMA hidrogela pokazuje neznatan porast sa povecanjem pH. Takode je uoceno da
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koeficijent difuzije P(HEMA/IA) hidrogela raste sa porastom udela IA i najviSu
vrednost dostize za hidrogel sa 5 mol% IA.
Zavisnost ravnoteznog stepena bubrenja PHEMA 1 P(HEMA/IA) hidrogelova od

pH vrednosti 1 temperature sredine u kojoj bubre prikazana je na slici 3.3.

3 M PHEMA

O P(HEMA/IA2)
H PHEMA ©® P(HEMA/IA3.5)
O P(HEMA/IA2)

O P(HEMA/IAS)
@ P(HEMA/IA3.5)

2 J|O P(HEMA/IAS) =3 2 pH 7.4
20 )
=0 N
) Sl
cH i s T
. @ (b)
2 4 6 8 10 20 40 60 80
pH T[°C]

Slika 3.3 Zavisnost ravnoteznog stepena bubrenja (q.) dobijenog gravimetrijskom
metodom PHEMA i P(HEMA/IA) hidrogelova od (a) pH vrednosti sredine u kojoj

bubre, na temperaturi 37 °C i (b) temperature sredine u kojoj bubre, u puferu pH 7.4

Rezultati potvrduju da PHEMA homopolimer, kao nejonski hidrogel, prakti¢no
ne reaguje na promenu pH [5, 164] nasupot P(HEMA/IA) hidrogelovima koji pokazuju
pH odziv karakteristicnu za anjonske hidrogelove, tj. sa porastom pH vrednosti sredine
iznad konstante disocijacije karboksilnih grupa iz itakonske kiseline dolazi do
povecanja stepena bubrenja (teorijski deo 1.2.3.1). Na pH vrednostima ispod prve
konstante disocijacije [A (pKa= 3.85), g. kopolimernih hidrogelova je nizak i odgovara
stepenu bubrenja PHEMA homopolimera (g, ~ 0.5). Sa porastom pH sredine iznad ove
vrednosti dolazi do porasta stepena jonizacije i1 gustine naelektrisanja u mrezi hidrogela,
Sto dovodi do povecanja elektrostatickog odbijanja izmedu istoimeno naelektrisanih
jonizovanih grupa. Zbog vece hidrofilnosti karboksilatne u odnosu na karboksilnu grupu
hidrofilnost mreze raste, dovodeci do skoka u stepenu bubrenja usled jonizacije prve
karboksilne grupe IA. Kako IA ima dve karboksilne grupe sa vrednostima pK,;= 3.85 i
pKa= 5.45 [196], zbog njihove jonske prirode, ¢ak i mali udeo TA obezbeduje visoki
odziv na promenu pH i porast ¢ na pH vrednostima iznad njihovih konstanti

disocijacije. Porastom pH iznad 5.45 primecen je samo neznatan rast u g. Maksimalan
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stepen bubrenja svih kopolimernih hidrogelova dostignut je na pH 6, nakon kompletne
disocijacije karboksilnih grupa u IA [197]. Sa porastom sadrzaja IA u P(HEMA/IA)
hidrogelovima raste i broj hidrofilnih grupa, usled Cega dolazi do porasta g,
hidrogelova. Najveéi stepen bubrenja i najizraZenije reagovanje na promenu pH
pokazao je hidrogel sa 5 mol% IA.

PHEMA ne pokazuje promenu ¢, sa temperaturom, dok P(HEMA/IA)
hidrogelovi pokazuju izvesne promene sa promenom temperature, koja se ogleda u
linearnom padu ¢, sa porastom temperature. Nagib postaje izrazeniji sa porastom udela
IA u hidrogelu. Ove razlike u temperaturnom odzivu se mogu objasniti prisustvom
polarnih karboksilnih grupa iz IA u P(HEMA/IA) kopolimernim hidrogelovima koje
povecavaju njihovu ukupnu hidrofilnost. Na viSim temperaturama sila vodoni¢ne veze
je redukovana, vezani fluid postaje slobodan, dovode¢i do opadanja g..

Termalna stabilnost hidrogelova ispitivana je termogravimetrijskom analizom
(TGA) u intervalu temperature od 20 do 550°C, a TG krive kopolimernih P(HEMA/IA)
hidrogelova i homopolimera PHEMA 1 poli(itakonske kiseline) (PIA), radi poredenja,

prikazane su na slici 3.4.

100F
80+
X 604
§ ]
< 401 —puEmMA
1|— P(HEMA/IA2)
201|— P(HEMA/IA3.5)
P(HEMA/IAS)
0 1 PIA
100 200 300 400 500
T[°C]

Slika 3.4 TG krive PHEMA i P(HEMA/IA) hidrogelova i PIA

TG krive kopolimernih hidrogelova pokazuju slicnost sa krivom PHEMA
homopolimera i mnogo bolju termalnu stabilnost od PIA. Temperature na kojima dolazi
do gubitka mase od 10% u hidrogelovima su 297, 317, 324 i 287°C za PHEMA,
P(HEMA/IA2), P(HEMA/IA3.5) i P(HEMA/IAS). Hidrogelovi P(HEMA/IA2) i
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P(HEMA/IA3.5) su nesto termalno stabilniji od homopolimernog PHEMA hidrogela u
opsegu temperature od 20 do 320°C. Moze se zakljuciti da kopolimerni P(HEMA/IA)
hidrogelovi sa malim sadrzajem IA pokazuju neznatno bolju termalnu stabilnost u
odnosu na PHEMA homopolimerni hidrogel. Kako su ovi hidrogelovi sintetisani u cilju
potencijalne primene kao polimernih biomaterijala, za tretiranje koze, rana i u
sistemima za kontrolisano oslobadanje aktivnih supstanci, tj. za procese koji se odvijaju
u okolini fizioloske temperature (37°C), dok se proces sterilizacija odvija na
temperaturama do 100°C, vazno je da svi hidrogelovi pokazuju dobru termalnu
stabilnost u ovom temperaturnom intervalu.

Analiza mikrostrukture omogucava ispitivanje povezanosti morfologije i
osobina bubrenja, ukazujuci da se promenom hemijskog sastava P(HEMA/IA) hidrogela
mogu kontrolisati njegove morfoloske osobine i poroznost. Primenom skanirajuce
elektronske mikroskopije (SEM) izvedena je morfoloska analiza liofilizovanih

P(HEMA/IA) hidrogelova sa razli¢itim udelima IA.

PHEMA P(HEMA/IA2.5)

v

POVRSINA

sOpn

v

POPRECNI PRESEK

Slika 3.5 SEM mikrostrukturni snimci liofilizovanih PHEMA, P(HEMA/IA2.5) i
P(HEMA/IAS) hidrogelova
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Na slici 3.5 su prikazani SEM snimci povrSine i popre¢nih preseka PHEMA,
P(HEMA/IA2.5) i P(HEMA/IAS) hidrogelova, pri dva uvecanja. Uprkos liofilizaciji
snimci poprecnog preseka PHEMA hidrogela pokazuju kompaktnu i1 skoro ravnu
strukturu, sa malim brojem neravnomerno formiranih pora, za razliku od kopolimernih
P(HEMA/IA) hidrogelova koji pokazuju izraZzenu poroznu, sunderastu strukturu. Sa
porastom sadrzaja IA u hidrogelu dolazi do porasta poroznosti, a usled toga i do porasta
stepena bubrenja P(HEMA/IA) hidrogela. Mikrostrukturni snimci poprecnih preseka
pokazuju da su pore formirane kako na povrsini, tako i unutar mreze hidrogela, kao i da
je distribucija pora relativno uniformna za sve P(HEMA/IA) hidrogelove, dok srednja
veli¢ina pora raste sa porastom udela TA.

Ispitivanje uticaja hemijskog sastava P(HEMA/IA) hidrogelova na njihovu
biokompatibilnost praéeno je in vitro analizom citokompatibilnosti 1 hemoliticke
aktivnosti (slika 3.6). U testu citotoksicnosti racunat je relativni procent broja vidljivih
kolonija pri razliitim koncentracijama ekstrakta, kao rezultat interakcije celija i
hidrogela. Koncentracija ekstrakta koja izaziva smrt ili oSteCenje 50% celijske
populacije poznata je kao indeks citotoksicnosti (/Csgpe;). Kako rezultati, prikazani na
slici 3.6a, pokazuju da je preZivljavanje Celija za sve uzorke mnogo viSe od 50%, ni

jedan hidrogel se ne smatrati citotoksi¢nim.

1.
_ 1oopx * o " —* > (b) [C_IDIREKTAN KONTAKT
T = § B INDIREKTAN KONTAKT
=
= = 1.0
3 = b 2% 1A
P <
‘= = 3.5%IA
= (@) g
= —e— NEGATIVNA KONTROLA [*-.. =]
=, - POZITIVNA KONTROLA ’ ) @ 0.54 5% IA
N --0-- P(HEMA/IA2)
s: -O-- P(HEMA/IA3.5) ..,
o |- PHEMAMAS) | w 0.0
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Koncentracija ekstrakta [%] PHEMA P(HEMA/IA)

Slika 3.6 (a) Prezivljavanje celija na PHEMA i P(HEMA/IA) hidrogelovima kao
funkcija koncentracije ekstrakta, (b) Hemoliticka aktivnost PHEMA i P(HEMA/IA)

hidrogelova
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Kopolimerni P(HEMA/IA) hidrogelovi pokazuju visi stepen prezivljavanja
¢elija od homopolimera PHEMA, tako da sa porastom molarnog udela IA u hidrogelu
stepen prezivljavanja celija raste, S$to ukazujuje da ugradnja IA poboljSava
citokompatibilnost, tj. biokompatibilnost hidrogela. Najbolji rezultati dobijeni su u
slu¢aju P(HEMA/IAS) hidrogela sa najve¢im udelom IA.

U in vitro analizi hemoliticke aktivnosti, P(HEMA/IA) hidrogelovi u kontaktu sa
krvlju pacova pokazuju srednju vrednost hemolize manju od 1.3% u metodi direktnog
kontakta 1 ¢ak manju od 0.7% u metodi indirektnog kontakta (slika 3.6b), tako da se ovi
hidrogelovi ne smatraju hemoliticnim. Svi kopolimerni P(HEMA/IA) hidrogelovi
pokazuju nizu vrednost hemolize od PHEMA hidrogela, odakle sledi da ugradnja IA u
PHEMA hidrogel poboljSava hemokompatibilnost biomaterijala na bazi PHEMA. Sa
porastom sadrzaja IA u hidrogelu stepen hemolize opada, tj. hidrogel pokazuje bolju
hemokompatibilnost, a mogué¢nost njegove primene kao biomaterijala raste.

U cilju potencijalne primene P(HEMA/IA) hidrogelova kao prevlaka za
tretiranje rana i opekotina izveden je i test mikrobne penetracije u prisustvu S. aureus
kao Gram-pozitivne 1 E.coli kao Gram-negativne bakterije. U tu svrhu, gornja povrsina
P(HEMA/IA) hidrogelne obloge kontaminirana je rastvorom mikroba i nakon
inkubacije na 37°C u toku 12, 24, 48 h test je pokazao da nije bilo zone kontaminacije
donje povrsine obloge za sve ispitivane hidrogelove i za sve periode inkubacije, tj. nije
doslo do prodiranja ni S. aureus niti E. Coli kroz hidrogelnu oblogu. Ovo je vazna
karakteristika hidrogelnih obloga, posebno u zastiti rana od dalje infekcije. Dobijeni
rezultati ukazuju da se P(HEMA/IA) hidrogelne obloge mogu smatrati dobrom zastitom

protiv mikroba.

3.2.1. P(HEMA/IA) hidrogelovi kao nosaca za sintezu nanocestica srebra

Sinteza nanocestica srebra u P(HEMA/IA) hidrogelovima vrSena je in situ
metodom redukcije metalnih jona u polimernoj mrezi, primenom 7y zracenja.
Hidrogelovi nabubreli u vodeno/alkoholnom rastvoru AgNO; razli¢itih koncentracija
pre zracenja bili su transparentni i neobojeni. Kada se ovakav sistem zasiti strujom
argona 1 izlozi y zraCenju, u vodenim rastvorima nastaju razliitie redukujuce vrste

odgovorne za redukciju jona srebra kao Sto su hidratisani elektron (e'yq), radikali etil
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alkohola, HEMA i IA (CH3;C*HOH i HEMA* i IA*). Po zavrSetku procesa zracenja
P(HEMA/IA) hidrogel nabubren u vodeno/alkoholnom rastvoru bez AgNO; (co= 0M)
ostao je transparentan i neobojen, dok su u slucaju hidrogelova nabubrenih u rastvoru
AgNOs razlicitih koncentracija, kao rezultat prenosa naelektrisanja 1 radioliticke
redukcije Ag’ jona, dobijeni Ag/P(HEMA/IA) nanokompoziti sa intenzivnim
obojenjem, od svetlo zute do tamno braon, zavisno od koncentracije rastvora AgNO;

(slika 3.7).

Slika 3.7 Fotografija Ag/P(HEMA/IA3.5) nanokompozita dobijenih nakon y zracenja
hidrogelova nabubrenih u rastvorima AgNOj; razlicitih koncentracija

(co=0 M, c;=5x10" M, c;=1x10" M, c3=5x107 M i c,=I1x107° M AgNO;3)

Prva 1 najjednostavnija metoda karakterizacije metalnih nanocestica jeste
snimanje njihovih spektara u UV-Vis oblasti. Pojava maksimuma plazmonske
apsorpcije na odgovarajuc¢oj talasnoj duzini, karakteristicnoj za svaku metalnu
nanocesticu, direktna je potvrda nanometarskih dimenzija sintetisanih cestica. Kako se u
ispitivanim sistemima P(HEMA/IA) hidrogel koristi kao matrica i stabilizator rasta
nanocestica, prvo su ispitana njegova optic¢ka svojstva. Na slici 3.8a su prikazani UV-
Vis spektri P(HEMA/IA3.5) hidrogela bez nanocestica, kao i Ag/P(HEMA/IA3.5)
nanokompozita sa Cetiri razli¢ite koncentracije nanocestica srebra. UoCeno je da Cist
hidrogel ne pokazuje apsorpciju u oblasti spektra od interesa (vidljiva oblast od 350 do
550 nm). Ovako transparentna polimerna matrica ne utice na apsorpciju nanocestica
srebra i omogucava njihovu neometanu detekciju.

UV-Vis spektri Ag/P(HEMA/IA) nanokompozita, predstavljeni na slici 3.8,
pokazuju jasan plazmonski apsorpcioni pik, karakteristicna za nanocestice srebra, u
opsegu talasnih duzina od 420 do 435 nm [198, 199]. Inicijalno veca koncentracija soli
srebra u rastvoru u kome gel bubri rezultuje formiranjem vise/vecih nanocestica srebra u
strukturi hidrogela, Sto za posledicu ima porast intenziteta apsorpcije Uv-Vis spektra

(slika 3.8a).
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Slika 3.8 UV-Vis spektri (a) nanokompozita Ag/P(HEMA/IA3.5) dobijeni nakon y
zracenja P(HEMA/IA3.5) hidrogelova nabubrelih u rastvoru AgNO; razlicitih
koncentracija i (b) Ag(c;)/P(HEMA/IA) nanokompozita sa razlicitim udelom 14 nakon
zracenja P(HEMA/IA) hidrogelova nabubrelih u rastvoru AgNO; koncentracije
c=1x10°M

Pored uticaja koncentracije rastvora soli srebra na formiranje nanocestica u
hidrogelu, ispitivan je i uticaj molarnog udela IA, za rastvor AgNO; koncentracije
1x10” mol/dm’. Karakteristike matrice imaju znacajan uticaj na polozaj, $irinu i oblik
apsorpcione trake. Sa porastom sadrzaja IA u P(HEMA/IA) hidrogelu, ravnotezni
stepen bubrenja hidrogela raste, tj. koli¢ina apsorbovanog rastvora AgNOs raste, Sto
nakon zracenja rezultuje formiranjem viSe nanocestica srebra u strukturi gela, a to
dovodi do porasta apsorpcije UV-Vis spektra (slika 3.8b). Na ovaj nacin mreza
hidrogela igra ulogu nanoreaktora za sintezu i rast nanocestica srebra, a karakteristike
mreze odreduju njihovu veli€inu 1 distribuciju. Poznato je da opticka svojstva
nanocCestica metala, polozaj maksimuma i intenzitet apsorpcije zavise od veli¢ine
Cestice, ali i moguée aglomeracije. Kod sfernih nanocestica, vrednosti navedenih
veli¢ina opadaju sa smanjenjem njihovog dijametra [200].

Skaniraju¢om elektronskom mikroskopijom analizirana je morfoligija

Ag/P(HEMA/IA) nanokompozita. SEM mokrografi liofilizovanog P(HEMA/IA3.5)
hidrogela pokazuju ,sunderastu®, poroznu strukturu, karakteristicnu za umreZene

sisteme (slika 3.9 levo), dok mikrografi Ag/P(HEMA/IA3.5) nanokompozita jasno

pokazuju prisustvo nanocestica srebra (slika 3.9 desno). Uzorci nanokompozita nisu
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liofilizovani kako bi se izbeglo eventualno oslobadanje nanocestica srebra iz

hidrogelova u toku bubrenja i liofilizacije.

P(HEMA/IA3.5)

Ag(c)/P(HEMA/IA3.5)
8 5 x2.000Q ¢ <% oo g )¢

._'__,-. L) _I.IX.5-0.$.000

Slika 3.9 SEM mikrografi povrsine liofilizovanog P(HEMA/IA3.5) hidrogela (levo) i
neliofilizovanog Ag(c;)/P(HEMA/IA3.5) nanokompozita (desno) pri razlicitim

uvecanjima

Inkorporacijom nanocestica srebra ne naruSava se struktura matrice, Sto ukazuje
da se P(HEMA/IA) hidrogelovi mogu koristiti kao stabilni nosa¢i nanostruktura.
Nanocestice srebra veli¢ine manje od 30 nm, sa relativno dobrom distribucijom uocene
su za sve dobijene nanokompozitne hidrogelove. Neke nanocestice mogu da aglomerisu
unutar klastera zbog privlacnih interakcionih sila medu njima, ali iz SEM analize
vidimo da do toga nije doSlo. Ovo je takode potvrdeno UV-Vis spektroskopijom, tj.
odsustvom pojave pika oko 335 i 560 nm koji ukazuju na aglomeraciju nanocestica i
pojavu klastera [198].

Strukturna analiza nanokompozita izvedena je energetski disperzivnom
rentgenskom spektroskopijom (EDS), a EDS spektri P(HEMA/IA3.5) hidrogela i
nanokompozita Ag(cs;)/P(HEMA/IA3.5) prikazani su na slici 3.10.
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P(HEMA/IA3.5) Ag(c3)/P(HEMA/IA3.5)

Slika 3.10 EDS spektar (a) P(HEMA/IA3.5) hidrogela i (b) Ag(c3)/P(HEMA/IA3.5)

nanokompozita

Za razliku od EDS spektra P(HEMA/IA3.5) hidrogela, spektar nanokompozita
Ag(c3)/P(HEMA/IA3.5) pokazuje pikove koji su jasan indikator prisustva srebra. EDS
kvantitativna analiza potvrdila je da uzorak Ag(c;)/P(HEMA/IA3.5) sadrzi 0.68 mas%
srebra, Ag(c,)/P(HEMA/IA3.5) 1.27 mas%, dok uzorak Ag(cs;)/P(HEMA/IA3.5) sadrzi
¢ak 6.3 mas% srebra. Ovim je dodatno potvrdeno da porast koncentracije rastvora
AgNO;3u kome je hidrogel bubren pre zra¢enja dovodi do formiranja vise nanocesti¢nog
srebra u strukturi hidrogela.

Potvrda prisustva nanocesticnog srebra dobijena je i metodom difrakcije X

zraCenja ispitivanih sistema, a rezultati su prikazani na slici 3.11.
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Slika 3.11 Difraktogrami X zracenja P(HEMA/IA3.5) hidrogela i
Ag(cy)/P(HEMA/IA3.5) nanokompozita; gornja kriva je vertikalno pomerena
zbog preglednosti
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Difraktogram X zracenja P(HEMA/IA3.5) hidrogela pokazuje samo jedan,
relativno Sirok, difrakcioni maksimum na oko 40°, dok difraktogram nanokompozita
Ag(co)/P(HEMA/IA3.5) pokazuje dobro definisane difrakcione maksimume
karakteristiéne za nanocestice. Maksimumi difrakcije su pozicionirani na vrednostima
20 od 38.0° 44.0°, 64.4° i 77.2° koje odgovaraju Bragg-ovim refleksijama sa kristalnih
ravni (111), (200), (220) i (311). Ovako indeksirane kristalne ravni pripisane su
povrsinski centriranoj kubnoj strukturi nanocestica srebra [151, 198, 199, 201].

Analiza bubrenja Cistih i nanokompozitnih hidrogelova, pri dve koncentracije
srebra (c;= 1x10~ M i ¢4= 1x10 M), izvedena je u puferu pH 7.4 na temperaturi 25°C,

a g. u funkciji molarnog udela IA prikazani su na slici 3.12.

3 Ag(c)/P(HEMA/IA)
W Cist gel
I sa Ag(c,)
En 24 | Jsadg(c,
20 | [pH 74
=~ T=25°C
1_
M
0 2 3.5 5

IA udeo [mol%)]
Slika 3.12 Analiza bubrenja P(HEMA/IA) hidrogelova i Ag(c)/P(HEMA/IA)

nanokompozita na 25°C u puferu pH 7.4 kao funkcija molarnog udela I4

Rezultati pokazuju da g, hidrogela opada sa ugradnjom nanocestica srebra, pa se
moze pretpostaviti da je ovakvo ponasanje posledica ¢injenice da su pore na povrsini
nanokompozita delimi¢no blokirane ¢esticama nanosrebra [202, 203]. Medutim, razlika
u sadrzaju nanocestica srebra ne utice znacajno na ¢, datog nanokompozita.

Dobro je poznato da nanocestice srebra dovode do bakterijske inaktivacije [142,
204]. Indikatorske kulture bakterija E. coli i S. aureus 1 gljive C. albicans koriséene su u
analizi antimikrobnih osobina Ag/P(HEMA/IA) nanokompozita.

Na Petri Soljama u kojima je izvedena antimikrobna analiza prema E. Coli,
prikazanim na slici 3.13, mogu se uociti tamne zone oko diskova Ag/P(HEMA/IA)

nanokompozita.
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Slika 3.13 Antibakterijska aktivnost prema E. Coli (a) Ag/P(HEMA/IA3.5)
nanokompozita sa razlicitim koncentracijama nanocestica srebra i (b) Ag(c;)/PHEMA i

Ag(cy)/P(HEMA/IA3.5) nanokompozita

Primeceno je da ova oblast u kojoj je rast E. Coli sprecen, poznata kao zona
inhibicije, raste sa porastom koncentracije soli srebra i sadrzaja IA u hidrogelu, tj. raste
sa porastom stepena bubrenja hidrogela, Sto za posledicu ima porast koncentracije
nanocestica srebra formiranih unutar hidrogela.

Antimikrobna aktivnost Ag/P(HEMA/IA3.5) nanokompozita prema E. coli, S.
aureus 1 C. Albicans, dobijena prebrojavanjem broja formiranih kolonija (CFU) u

podlozi agara odgovarajuceg razblaZenja, prikazana je na slici 3.14.

Ag(c)/P(HEMA/IA3.5)
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Slika 3.14 Zavisnost logCFU (broj formiranih kolonija) od vremena za (a)
Ag(c1)/P(HEMA/IA3.5) i Ag(c;)/P(HEMA/IA3.5) nanokompozite na E. Coli i (b)
Ag(cy)/P(HEMA/IA3.5) nanokompozit na E. Coli, S. aureus i C. albicans

Rezultati antibakterijske aktivnosti Ag/P(HEMA/IA3.5) nanokompozita prema
E. Coli, prikazani za dve najniZze koncentracije srebra, pokazuju da je i u slucaju

hidrogela sa najnizom koncentracijom nanocesticnog srebra prezivljavanje bakterije E.
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Coli nakon 24 h manje od 1%. Jo§ bolja antibakterijska i antifungalna aktivnost
Ag/P(HEMA/IA3.5) nanokompozita uocena je prema S. aureus i C. Albicans, $to jasno
pokazuje da Ag/P(HEMA/IA3.5) nanokompoziti i sa malim udelom nanocesticnog
srebra poseduju odli¢nu antimikrobnu aktivnost i moguénost primene kao prevlaka za

tretiranje rana i opekotina.

3.3 Hidrogelovi na bazi 2-hidroksietil metakrilata, itakonske
kiseline i oligo(etilen glikol) akrilata P(HEMA/IA/OEGA)

Pretpostavljeno je da kopolimerizacija 1A, kao pH reagujue komponente, i
oligo(etilen glikol) akrilata (OEGA), kao temperaturno reaguju¢e komponente, sa
inertnim PHEMA hidrogelom omogucéava dobijanje nove klase ,,pametnih®
P(HEMA/TA/OEGA) hidrogelova sa kombinovanim pH 1 temperaturnim odzivom. U
tom cilju radijaciono je sintetisana serija kopolimernih P(HEMA/IA/OEGA)
hidrogelova sa razli¢itim molarnim udelima monomera, kako bi se ispitao uticaj
sadrzaja TA (0, 2.5 1 5 mol%), a posebno OEGA (12.5, 27.5, 47.5 i 67.5 mol%), na
osobine sintetisanih hidrogelova i procenila njihova moguca primena u medicini. Prema
sadrzaju monomera koji ulaze u njihov sastav P(HEMA/IA/OEGA) hidrogelovi su

obelezeni kao $to je dato u tabeli 3.2.

Tabela 3.2 Hemijski sastav polazne smeSe monomera prilikom radijacione sinteze

P(HEMA/IA/OEGA) hidrogelova

mol% monomera

UL HEMA 14 OEGA
PHEMA 100 0 0
P(HEMA/IA2.5) 97.5 2.5 0
P(HEMA/OEGA27.5) 72.5 0 27.5
P(HEMA/IA2.5/OEGAI2.5) 85 2.5 12.5
P(HEMA/IA2.5/0EGA27.5) 70 2.5 27.5
P(HEMA/IA5/OEGA27.5) 67.5 5 27.5
P(HEMA/IA2.5/0OEGA47.5) 50 2.5 47.5
P(HEMA/IA2.5/0OEGAG67.5) 30 2.5 67.5

Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom (FTIR) kori$¢ena je

za identifikaciji hemijskog sastava hidrogelova. Kako sa promenom molarnog udela
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OEGA u kopolimernom P(HEMA/IA/OEGA) hidrogelu ne dolazi do promena u FTIR
spektru, tj. svi spektri kopolimernih hidrogelova pokazuju iste molekulske trake, tako su
na slici 3.15 pokazani FTIR spektri homopolimernog PHEMA 1 kopolimernog
P(HEMA/IA/OEGA) hidrogela, koriS¢eni za identifikaciju karakteristicnih pikova
relevantnih funkcionalnih grupa. Ugradnja male koli¢ine IA uvodi samo tesko uocljive
kvantitativne promene u FTIR spektru, posto se glavne apsorpcione trake PIA i
PHEMA dosta preklapaju. S druge strane, uoCena je znaCajna kvantitativna razlika
izmedu spekara PHEMA 1 P(HEMA/IA/OEGA) u oblastima izmedu 3050-2800 em™ i
1500-700 cm™, kao posledica prisustva etilen glikolnih jedinica [157].

............... PHEMA

'HEMA/IA/OEGA)

3430\ 2%\
>

Transmitancija [rel.jed.]

O-H CH c=0

3050-2800 1500-700

I T 7 T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Talasni broj [cm™!]

Slika 3.15 FTIR spektri PHEMA i P(HEMA/IA/OEGA) hidrogelova

Moze se zapaziti velika sli¢nost izmedu dobijenih spektara, ali se takode mogu
videti i neke razlike. Oba spektra pokazuju karakteristican Siroki apsorpcioni pik oko
3430 cm” koji odgovara OH vibracijama vodonika u alkoholnoj grupi [v(OH)],
apsorpcione trake izmedu 3050 i 2800 cm™ koje odgovaraju vibracijama alifatiénih CH,
i CH; grupa: 2980 cm™ [V(CH3)as, V(CH)us], 2940 e [v(CH>),, v(CHs)s], 2880 cm’™
[0(CH3)], vibraciju estarske grupe na 1730 cm™ [v(C=0)], kao i brojne apsorpcione
trake izmedu 1500 i 700 cm™: 1485 cm™'[6(CH,)], 1450 cm™ [6(CH,), 6(CH3)as], 1395
cm™! [6(CH3)s], 1365 em™ [w(CH>)], 1275 em™ [v(C-0)], 1270 cm™ [w(CH,), 6(CH)],
1150 cm™ [y(CH3), 1(OH)] y(CH3), y(CH,)], 1080 cm™ [v(O-C),, alkohol], 1015 cm™
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[v(C-0), ester], 970-840 cm'[§(C-C), y(CH3), y(CH,)], a intenzivan pik oko 750 cm’
karakteristi¢an za metakrilatne polimere poti¢e od jake vibracije [y(CH,), 6(O=C-0)]
cm’, pri demu je v isteZucéa vibracija, J savijajuéa, @ masuca, y ljuljajuéa i r uvijajuca
vibracija [156, 205-208].

Kako bi se ispitao uticaj molarnog udela monomera, kao i promene spoljasnjih
uslova (pH i temperature) na osobine P(HEMA/IA/OEGA) hidrogelova, izvedena je
analiza ravnoteznog bubrenja. Bubrenje je pra¢eno u Sirokom opsegu pH vrednosti (2.2-
9.0) i temperature (5-70°C), ¢ime je potvrden veliki opseg ravnoteznog stepena bubrenja

ispitivanih hidrogelova i njihovo istovremeno reagovanje na dva stimulansa.

6 8
(€) (b) P(HEMA/OEGA27.5)
H 7.4
= =
L B8 4-
™ 2 T=250 S¥
P(HEMA/OEGA?27.5)
T T T 0 T T T
0 2 4 6 8 10 0 20 40 60 80
pH T[°C]

Slika 3.16 Zavisnost ravnoteznog stepena bubrenja, dobijenog gravimetrijskom
metodom, P(HEMA/OEGA27.5) hidrogela od (a) pH sredine na sobnoj temperaturi i
(b) temperature u puferu pH 7.4

Sa slike 3.16 se moze uociti da dodatak OEGA komponente PHEMA hidrogelu
unosi izvesno reagovanje na promenu pH 1 znacajni temperaturni odziv
P(HEMA/OEGAZ27.5) hidrogela. U opsegu pH 6.8-8.0 javlja se mali pad ¢., koji sa
daljim porastom pH vrednosti ponovo raste. Medutim, ukupan ¢. kopolimernog
P(HEMA/OEGAZ27.5) hidrogela je mnogo visi od q. PHEMA hidrogela usled vece
hidrofilnosti OEGA jedinica prisutnih u kopolimeru. Tako P(HEMA/OEGA27.5)
hidrogel na 25°C pokazuje ravnotezni stepen bubrenja oko 4 nasuprot 0.5 koji je dobijen
za PHEMA hidrogel. Sa porastom temperature uocen je eksponencijalni pad g¢.
kopolimernog hidrogela, ¢ime je potvrden njegov temperaturni odziv koji je posledica
prisustva OEGA jedinica, jer PHEMA hidrogel ne pokazuje promenu g¢. sa

temperaturom (slika 3.3b).
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Dodavanje IA, kao pH reaguju¢e komponente, P(HEMA/OEGA) hidrogelovima
rezultuje novim terpolimernim P(HEMA/IA/OEGA) hidrogelovima, koji pokazuju
visoki pH odziv 1 porast g, na pH vrednostima iznad konstanti disocijacije karboksilnih
grupa iz [A. Zavisnost ravnoteznih stepena bubrenja P(HEMA/IA/OEGA) hidrogelova

od pH vrednosti sredine, na 25°C, prikazani su na slici 3.17 (a i b).

X P(HEMA/IA2.5)

% P(HEMA/IA2.5/0EGA12.5)
O P(HEMA/IA2.5/0EGA27.5)
® P(HEMA/IA5/OEGA27.5)

18 -4 P(HEMA/IA2.5/0EGA47.5) 16
0 P(HEMA/IA2.5/0EGA67.5)| o (c) P(HEMA/IA2.5/0EGA)
—_ 12
=\l
5, .
V
=
4 1:,
T
0B ; : , ,
10 0 15 30 45 60 75
OEGA udeo [mol %]
“1b)  P(HEMA/IA/OEGAZ7.5) ([(d) PHEMA/IA2.5/0EGA)
U [pH 7.4]| 0EGA
4 L] % 0%
o5 810 0% i o0 104 K12.5%
< ~~ O27.5%
3 B
g d = - g 51 %\%ﬁb\%\?\@
T=25 (] m
0 ' ; ; 0 ' ' '
2 4 6 8 10 0 20 40 60 80

pH T[°C]

Slici 3.17 Zavisnost ravnoteznih stepena bubrenja, dobijenih gravimetrijskom metodom,
P(HEMA/IA/OEGA) hidrogelova od (a) pH sredine, (b) pH sredine, za hidrogelove sa
razlicitim udelom 1A, (c) molarnog udela OEGA u hidrogelu, na dve pH vrednosti i (d)

temperature

Sa porastom molarnih udela OEGA 1 IA stepen bubrenja ovih hidrogelova raste.
Naime, ugradnjom glikolnih lanaca u hidrogelove koji sadrze jonske komponente sa
kiselinskim grupama stvaraju se povoljni uslovi za formiranje vodoni¢nih veza izmedu
etarskog kiseonika iz glikola i vodonika iz karboksilne grupe jonskog monomera, $to

dovodi do porasta stepena bubrenja [209].
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Kod svih hidrogelova, maksimalan ¢, dostignut je na pH 6, nakon kompletne
disocijacija kiselinskih grupa iz IA. Uocen je mali pad ¢. na pH = 7 i ponovni porast na
vis§im pH kao posledica prisustva OEGA jedinica. Naime, za OEG(M)A jedinice tacke
zamucenja (CP) su nekoliko stepeni niZe u neutralnoj sredini nego u kiseloj 1 baznoj, §to
je posledica nesto jacih interakcija OEG lanaca sa hidroksidnim jona ili hidronijum
protonom nego sa vodom [210].

Sa porastom udela OEGA od 0 do 67.5 mol% u P(HEMA/IA2.5/0EGA)
hidrogelu dolazi do linearnog porasta ¢., bez obzira na pH vrednost sredine (slika
3.17c). Razlike u nagibu linearnih funkcija dobijenih na pH 2.2 i 7.4 javljaju se kao
posledica prisustva IA 1 disocijacije polarnih karboksilnih grupa na visSim pH
vrednostima.

P(HEMA/IA/OEGA) kopolimerni hidrogelovi pokazuju i temperaturni odziv u
ispitivanom intervalu temperature (5-70°C), usled prisustva OEGA jedinica. Uocen je
linearni pad ravnoteznog stepena bubrenja sa temperaturom, tj. javlja se negativni
temperaturni odziv (slika 3.17d). Sa porastom udela OEGA u hidrogelu nagib krive
postaje izrazeniji. Temperaturni odziv P(HEMA/IA/OEGA) hidrogelova u vezi je sa
¢injenicom da makromolekuli sa kratkim OEG bo¢nim lancima pokazuju odredenu
LCST u vodenim rastvorima, koja se javlja kao posledica prelaza iz spiralne u
globularnu strukturu. Ovakvo ponasanje je posledica amfifilnog karaktera monomera.
Hidrofilni bo¢ni lanci OEG obrazuju vodoni¢ne veze sa vodom, dok glavni lanac, koji
je obino manje polaran u neutralnoj 1 baznoj sredini, vodi do konkurentskog,
hidrofobnog efekta [180]. Kako je ova hidrofilno/hidrofobna ravnoteza u kopolimerima
temperaturno zavisna, to objasSnjava i pojavu zavisnosti stepena bubrenja hidrogelova od
temperature.

Morfoloska analiza P(HEMA/IA2.5/OEGA) hidrogelova sa razli¢itim sadrZzajem
OEGA (0, 12.5, 27.5 1 47.5 mol%) prikazana je na slici 3.18. Iz SEM mikrografa
povrSine i poprecnih preseka liofilizovanih uzoraka uocena je izraZzena porozna
struktura, sa relativno uniformnom distribucijom pora. Prethodno uocen porast ¢. sa
porastom sadrzaja OEGA u hidrogelu, pracden je ocekivanim porastom poroznosti.
Snimci poprecnog preseka pokazuju da su pore ravnomerno formirane kako na povrsini,

tako 1 unutar mreze hidrogela.
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P(HEMA/IA2.5/0EGA)
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Slika 3.18 SEM mikrofrafi liofilizovanih P(HEMA/IA2.5/0OEGA) kserogelova sa
razlicitim udelom OEGA (0, 12.5, 27.5 i 47.5 mol%) monomera

OEGA i IA, kao hidrofilnije komponente u odnosu na HEMA, igraju vrlo vaznu
ulogu u mehani¢kim osobinama P(HEMA/IA/OEGA) kopolimernih hidrogelova.
Vrednosti elasticnog () 1 kompresionog (G) modula ispitivanih hidrogelova prikazani

su u tabeli 3.3 1 na slici 3.19.

Tabela 3.3 Ravnotezni stepeni bubrenja (q.), mehanicke osobine (E i G modul) i
parametri mreze (M, Ve, x i &) P(HEMA/IA/OEGA) hidrogelova na pH 7.0 i T=25 °C

qe E G M, Ve X 'S
HIDROGEL [e/g] | [kPa] | [KPa] | ropop [mol/dm’] [nm]
festec
P(HEMA/IA2.5) 1.740.1 | 55.70 | 18.25 12500 0.082 0.685 | 34.6
P(HEMA/OEGA27.5) 3.540.5 | 3450 | 11.20 15500 0.072 0.580 | 373

P(HEMA/IA2.5/0OEGAI2.5) | 3.9+0.4 | 39.70 | 12.81 14000 0.076 0.576 | 40.7

P(HEMA/IA5.0/OEGAI2.5) | 5.8+0.4 | 34.80 | 11.20 14400 0.076 0.546 | 46.6

P(HEMA/IA2.5/0EGA27.5) | 6.5£0.4 | 25.80 8.30 18200 0.063 0.540 | 48.2

P(HEMA/IAS5.0/OEGA27.5) | 92+0.5 | 23.30 7.50 19000 0.061 0.526 | 542

P(HEMA/IA2.5/0EGA47.5) | 11.5+0.7 | 11.80 3.75 30500 0.038 0.520 | 63.6

P(HEMA/IA2.5/0EGAG67.5) | 15.6+0.9 | 5.60 1.75 58000 0.021 0.514 | 83.9

Za elasti¢ne hidrogelove, odnos £ i1 G trebalo bi da je 3 za mala naprezanja, 1 za
nas set rezultata ne odstupa znacajno od ove vrednosti. Sa porastom sadrzaja IA od 0 do

5 mol% u P(HEMA/IA/OEGAZ27.5) hidrogelu, G modul opada sa 11 na 7 kPa (= 1.5
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puta), dok g, raste sa 3 na 9 (= 3 puta). Kako bi povecanje g, bilo propraceno boljom
mehanic¢kom jacinom, optimizacija P(HEMA/IA/OEGA) hidrogelova favorizuje sadrzaj
IA, jer za sli¢ne g, na pH 7.0 P(HEMA/IA/OEGA) hidrogelovi sa viS§im sadrzajem IA 1
nizim  sadrzajem  OEGA  pokazuju  bolju  mehanicku  jacinu.  Tako
P(HEMA/TA2.5/0EGA12.5) u poredenju sa P(HEMA/OEGA27.5) na sobnoj
temperaturi ima =~ 1.15 puta veéi ¢, i u isto vreme =~ 1.18 puta ve¢i G modul. Porast
sadrzaja IA 1 OEGA povecava hidrofilnost i sadrzaj vode u hidrogelu, dovodi do
slabljenja polimer-polimer interakcija i opadanja £ 1 G modula, $to ukazuje na blisku
vezu mehanickih i osobina bubrenja hidrogelova.

Iz tabele 3.3 i slike 3.19 moze se videti da sa porastom sadrzaja OEGA u
hidrogelu, elasti¢ni (E) 1 kompresioni (G) moduli hidrogelova opadaju, pri ¢emu je pad
izrazeniji nego u slucaju promene udela IA. E modul P(HEMA/IA2.5/OEGA) hidrogela
sa porastom udela OEGA od 0 do 67.5 mol% opada sa 56 na 5.6 kPa (= 10 puta), dok g.

u isto vreme raste sa 1.7 na 15 (= 9 puta).

60
P(HEMA/IA2.5/0EGA)
40
n I .........
. | R

45 60 75
OEGA udeo [mol %]

Slika 3.19 Elasticni (E) modul P(HEMA/IA2.5/0OEGA) hidrogela kao

E [kPa]

funkcija molarnog udela OEGA

Nacin sinteze, hemijski sastav kopolimera, koriS¢eni rastvara¢ i koli¢ina
umrezivaca su faktori koji znacajno uti¢u na strukturu mreze sintetisanih hidrogelova.
Rezultati analize bubrenja i mehanickih osobina, dati u tabeli 3.3, iskori$¢eni su za
izraunavanje parametara mreze P(HEMA/IA/OEGA) hidrogelova i predstavljeni u

tabeli 3.3 i na slici 3.20. Izracunavanje srednje molekulske mase izmedu ¢vorova mreze
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(A ,), efektivne gustine umrezenja (v.), parametra interakcije polimer-rastvarac (x) i

veli¢ine pora (&) izvedeno je koriS¢enjem jednacina datih u uvodnom delu (1.2.6).

P(HEMA/IA2.5/0EGA)
0.09
a b
60 ( ) ( )
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Slika 3.20 Parametri mreze P(HEMA/IA2.5/0OEGA) hidrogelova u funkciji udela

OEGA: (a) srednja molekulska masa izmedu cvorova mreze (M, ), (b) efektivna gustina

umrezenja (v,), (c) parametar interakcije polimer-rastvarac (y) i (d) velicina pora (&)

Uoceno je da sa porastom sadrzaja 1A i/ili OEGA u P(HEMA/IA/OEGA)

hidrogelovima j7 raste (slika 3.20a) i znacajno je veca za kopolimere sa udelom

OEGA iznad 27.5 mol% u odnosu na ostale hidrogelove. Kako v, predstavlja odnos

gustine kserogela i j7, (jednaCina 1.2.6.3), a gustina kserogela se ne menja znacajno sa

promenom sastava hidrogelova, opadanje v. sa porastom A7 je oCekivano (slika 3.20b).
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Termodinamicka interakcija se u hidrogelovima reflektuje preko parametra
interakcije polimer-rastvara¢ (x), koji odrazava promenu energije interakcije prilikom
meSanja polimera i rastvaraca. U sistemu polimer-voda visa vrednost y ukazuje na
njihovu slabiju interakciju, dok je interakcija izmedu hidrofobnih grupa ili polimernih
lanaca jaca [75]. Iz vrednosti parametra y P(HEMA/IA/OEGA) hidrogelova (jednacina
1.2.6.4), predstavljenih u tabeli 3.3 i na slici 3.20c, uoceno je da sa porastom sadrzaja
IA 1 OEGA u hidrogelu vrednost y opada. Kod hidrogelova sa 2.5 mol% IA, porast
sadrzaja OEGA od 0 do 67.5 mol% dovodi do pada y sa 0.69 na 0.51. Oc¢igledno je da
mali porast sadrzaja IA i/ili OEGA znacajno uti¢e na y, Sto je posledica Cinjenice da je
interakcija izmedu vode i IA ili OEGA jedinica mnogo jaca nego izmedu vode i HEMA.
Rezultat toga je da P(HEMA/IA/OEGA) hidrogelove sa ve¢im udelom IA i/ili OEGA
karakteriSe veca hidrofilnost i ravnotezni stepen bubrenja.

IzraCunate vrednosti veli¢ina pora (&) (jednacine 1.2.6.2) pokazuju da sa

porastom sadrzaja IA 1/ili OEGA ¢ raste na sliCan naCin kao A7, . Sa slike 3.20d za

P(HEMA/IA2.5/0EGA) hidrogel uocen je porast £ od 35 do 84 nm sa porastom
sadrzaja OEGA od 0 do 67.5 mol%, Sto ove hidrogelove svrstava u red mikroporoznih.
Uocen porast poroznosti PCHEMA/IA/OEGA) hidrogelova sa porastom sadrzaja OEGA
dodatno potvrduju rezultate SEM analize.

Kopolimerizacija PHEMA sa OEGA rezultuje hidrogelovima sa etilen glikol
akrilatnim (EGA) jedinicama u vise¢im lancima, sa strukturom nalik ¢e$lju, koji mogu
biti interesantni za mnoge primene u medicini. Zato je kao slede¢i korak karakterizacije
P(HEMA/TA/OEGA) hidrogelova usledilo in vitro ispitivanje biokompatibilnosti, preko
testa citotoksi¢nosti 1 hemoliti¢ke aktivnosti.

Citotoksicnost kopolimernih P(HEMA/IA/OEGA) hidrogelova ispitivana je u
funkciji sadrzaja A i OEGA 1 graficki predstavljena na slici 3.21. P(HEMA/OEGA)
kopolimerni hidrogel pokazuje bolje rezultate prezivljavanja ¢elija od homopolimera
PHEMA, ukazuju¢i da dodatak OEGA poboljSava citokompatibilnost hidrogela. Na
ovaj nacin potvrdeno je da kopolimerizacija PHEMA sa monomerima koji sadrze
linearne i fleksibilne PEG lance doprinosi boljoj biokompatibilnosti hidrogela [211].
Dodatak TA u P(HEMA/OEGA) hidrogel dodatno poboljsava njihovu
citotokompatibilnost. Porast prezivljavanja celija uoCen za P(HEMA/IA/OEGA)
hidrogel sa malim sadrzajem IA (2.5%) 1 OEGA (27.5%) pracen je padom sa daljim
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povecanjem sadrzaja OEGA. Medutim, kako je prezivljavanje ¢elija za sve uzorke vece

od 50%, P(HEMA/IA/OEGA) hidrogelovi se ne smatraju citotoksi¢nim [98].
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Slika 3.21 Prezivijavanje celija na P(HEMA/IA/OEGA) hidrogelovima kao funkcija

ekstrakta za hidrogelove sa razlicitim molarnim udelom (a) IA i (b) OEGA

Hemokompatibilnost P(HEMA/IA/OEGA) hidrogelova prac¢ena je u funkciji

udela TA 1 OEGA u hidrogelu, a dobijeni rezultati prikazani su na slici 3.22.
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Slika 3.22 Hemoliticka aktivnost P(HEMA/IA/OEGA) hidrogelova u funkciji molarnog
udela (a) IA i (b) OEGA

Svi ispitivani hidrogelovi pokazuju nizu vrednost hemolize od PHEMA

hidrogela, odakle sledi da kopolimerizacija PHEMA sa IA i1 OEGA poboljsava

hemokompatibilnost kopolimernog hidrogela. Sa porastom udela IA od 0 do 5 mol%

stepen hemolize hidrogelova opada. U slucaju porasta sadrzaja OEGA u hidrogelu
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uocen je pad hemolize za P(HEMA/IA/OEGA) hidrogel sa 27.5 mol% OEGA, dok
dalji porast sadrzaja OEGA dovodi do porasta u stepenu hemolize i opadanja
hemokompatibilnosti. Medutim, kako su srednje vrednosti hemolize za sve ispitivane
hidrogelove manje od 1.3% u metodi direktnog kontakta i ispod 0.8% u metodi
indirektnog kontakta P(HEMA/IA/OEGA) hidrogelovi se ne smatraju hemoliti¢nim.

Jo$ jedan vazan korak prilikom ispitivanja biomaterijala je i test penetracije
mikroba. U tu svrhu, kori§¢ene su bakterije S. aureus 1 E. coli. Rezultati testa pokazuju
da nakon pracenog vremena inkubacije (12, 24 i 48 h) nije uocen rast bakterija na
ispitivanim hidrogelnim oblogama, tj. nije doSlo do kontaminacije donje povrSine
obloge ni S. Aureus, niti E. Coli. Prema tome, P(HEMA/IA/OEGA) hidrogelne obloge
mogu se smatrati dobrom barijerom protiv bakterijskih kolonija u ostec¢eno tkivo. Ovo
je vazna karakteristika prilikom primene hidrogelova kao obloga u oftalmologiji,
dermatologiji, a posebno u zastiti rana od dalje infekcije, kako bi se pospesio i ubrzao

proces zarastanja.

3.4 Hidrogelovi na bazi 2-hidroksietii metakrilata i
oligo(propilen) glikol metakrilata P(HEMA/OPGMA)

Dok su oligo(etilen glikol) (met)akrilati (OEG(M)A) Siroko koriS¢eni u mnogim
temperaturno reaguju¢im materijalima [35, 157, 176, 180, 210, 212-216], oligo(propilen
glikol) metakrilat (OPGMA) je manje eksploatisan zbog slabijeg amfifilnog karaktera.
Pronasli smo samo nekoliko radova koji se bave ispitivanjem, uglavnom linearnih,
kopolimera na bazi OPGMA [191, 217, 218]. Osim naSeg [157], postoje jo§ samo dva
rada koja se bave hidrogelovima na bazi OPGMA [219, 220], bez ispitivanja POPGMA
homopolimernog hidrogela.

Pretpostavljeno je da kopolimerizacija OPGMA, kao temperaturno reagujuce
komponente, sa inertnim 2-hidroksietil metakrilatom (HEMA) omogucava dobijanje
nove klase ,pametnih“ P(HEMA/OPGMA) hidrogelova ¢ija se temperatura
zapreminskog faznog prelaza (VPTT) moze podesavati promenom udela OPGMA u
hidrogelu. Da bi ispitali uticaj sadrzaja OPGMA na temperaturu faznog prelaza
hidrogela, radikalnom polimerizacijom indukovanom vy zracenjem sintetisan je

homopolimerni hidrogel poli(oligo(propilen glikol) metakrilat), POPGMA, kao ne-

80



Univerzitet u Beogradu, Fakultet za fizicku hemiju Maja Mici¢, Doktorska disertacija

linearni analog PPGMA, i Cetiri kopolimerna P(HEMA/OPGMA) hidrogela sa udelima
OPGMA od 6, 12.5, 27.5 1 50 mol%. Prema sadrzaju monomera koji ulaze u njihov
sastav P(HEMA/OPGMA) hidrogelovi su obelezeni kao u tabeli 3.4.

Tabela 3.4 Hemijski sastav polazne smeSe monomera radijaciono sintetisanih

P(HEMA/OPGMA) hidrogelova

mol% monomera mas% monomera

HIDROGEL HEMA OPGMA | HEMA | OPGMA
PHEMA 100 0 100 0
P(HEMA/OPGMAG6) 94 6 84.5 15.5
P(HEMA/OPGMA12.5) 87.5 12.5 70.8 29.2
P(HEMA/OPGMA27.5) 72.5 27.5 44.7 55.3
P(HEMA/OPGMAS50) 50 50 25.8 74.2
POPGMA 0 100 0 100

Pre ispitivanja odziva na temperaturu homopolimernog POPGMA i
kopolimernih P(HEMA/OPGMA) hidrogelova, potrebno je poznavati termalne osobine
rastvora monomera OPGMA, iz kog su ovi hidrogelovi dobijeni, kao 1 uticaj
koncentracije rastvora monomera na LCST vrednost unutar fizioloskih uslova.

Na slici 3.23 prikazana je zavisnost normalizovane apsorbancije rastvora
monomera OPGMA za dve koncentracije (1 i 3 mas%) od temperature, u puferskim
rastvorima pH 2.2 i 7.4. Na odredenoj temperaturi, za sve sastave, rastvor prelazi iz
bistrog u zamucen, S$to je propraéeno velikim porastom apsorbancije. Vrednost
normalizovane apsorbancije od 0.5 predstavlja tatku zamucenja (CP) i definisana je kao
LCST [44, 221]. Dobijene LCST vrednosti za 3 mas% rastvor su 17.3°C i 21.9°C za pH
7.412.2,azal mas% rastvor 23.6°C i 30.3°C za pH 7.4 i 2.2. Sa fotografije prikazane
na slici 3.23 moze se uociti da je u koncentrovanijim rastvorima zamucenost naglasenija
nego u razblazenim. Oc¢igledno je da LCST vrednosti rastu sa opadanjem koncentracije
OPGMA, sto je u saglasnosti sa rezultatima drugih autora o LCST polimera [44, 191].
Moze se uociti da LCST vrednosti dobijene za istu koncentraciju rastvora OPGMA
pokazuju razlike sa promenom pH. Promena pH od 2.2 do 7.4 rezultuje padom LCST
od oko 5°C, nezavisno od koncentracije [222]. Sli¢no ponaSanje primecéeno je i u

slu¢aju razlic¢itth OEGMA, kod kojih je tatka zamucenja nekoliko stepeni niZza u
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neutralnoj sredini nego u baznoj i kiseloj, usled jace interakcije OEG lanaca sa

hidroksilnim jonima i hidronijum protonima nego sa vodom [210].
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Slika 3.23 LCST profili rastvora OPGMA u puferima pH 2.2 i 7.4, za dve
koncentracije monomera (1 i 3 mas%) mereni UV-Vis spektrometrijom. Digitalna

fotografija rastvora OPGMA pri dve koncentracije monomera (1 i 3 mas%) u puferskim
rastvorima pH 2.2 1 7.4 na 22°C

Nakon odredivanja LCST rastvora oligomera, sledec¢i korak bio je ispitivanje
termalnih osobina homopolmernog POPGMA 1 kopolimernih P(HEMA/OPGMA)
hidrogelova metodom bubrenja. Analiza bubrenja izvedena je u Sirokom intervalu pH
(2.2-9.0) i temperature (5-70°C), kako bi se ispitao uticaj molarnog udela monomera u
kopolimeru i promene spoljasnjih uslova na osobine ravnoteznog bubrenja i VPTT
vrednosti PCHEMA/OPGMA) hidrogelova.

RavnoteZni stepeni bubrenja POPGMA hidrogela u funkciji temperature, u
puferima pH 7.4 i 2.2, predstavljeni na slici 3.24, iskoriS¢eni su za odredivanje njegove
VPTT koja je definisana kao temperatura na kojoj se javlja nagla promena nagiba krive
g. u funkciji temperature [51-53]. Radi poredenja, data je 1 zavisnost ravnoteznog
stepena bubrenja PHEMA hidrogela na pH 7.4. Za razliku od temperaturno slabo
reaguju¢eg PHEMA, POPGMA hidrogel pokazuje izraZeni temperaturni odziv. Usled
veée hidrofilnosti OPGMA jedinica na niskim temperaturama, POPGMA hidrogel na
temperaturama ispod 10°C pokazuje mnogo veéi g. od PHEMA. U puferu pH 2.2 na
5°C POPGMA pokazuje g. ~ 3.5 nasuprot 0.5 dobijenog za PHEMA. Sa porastom

temperature POPGMA podnosi znacajne promene u ravnoteznom stepenu bubrenja,
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dolazi do naglog pada ¢.sa 3.5 do ispod 0.2 porastom temperature sa 5 na 15°C, nakon

Cega se sa daljim porastom temperature g, neznatno menja.

3
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0-
o0 Y]
Typrr=15.2°C
ED - EVPTT
v
S
0 ' : , .
0 20 40 60 80

T[°C]

Slika 3.24 Zavisnost ravnoteznog stepena bubrenja (q.) PHEMA i POPGMA
homopolimernih hidrogelova od temperature u puferima pH 7.4 i 2.2

Na temperaturama iznad 10°C ravnotezni stepen bubrenja POPGMA postaje niZi
od PHEMA. Temperature zapreminskog faznog prelaza za homopolimer POPGMA u
puferima pH 7.4 1 2.2 iznose 13.4 i 15.2°C. Optic¢ke osobine POPGMA hidrogela takode
zavise od temperature, tako da sa porastom temperature hidrogel gubi transparentnost,
poprima beli¢astu boju i postaje zamucen. Uprkos oStroj promeni ravnoteznog stepena
bubrenja POPGMA sa temperaturom, dobijene VPTT vrednosti su ispod sobne
temperature, dok se g. PHEMA ne menja znacajno sa temperaturom. Uzimajuci ovo u
obzir, treba ocekivati da se promenom sastava PC(HEMA/OPGMA) hidrogela, dobijenog
kopolimerizacijom OPGMA 1 HEMA, moze kontrolisati njegovo reagovanje na
promenu temperature. Opadanje sadrzaja OPGMA, tj. porast udela HEMA u sastavu
hidrogela, trebalo bi da prati pomeranje VPTT ka viSim temperaturama, kao posledica
vece hidrofilnosti HEMA u poredenju sa POPGMA na viSim temperaturama.

RavnoteZni stepeni bubrenja u funkciji temperature P(HEMA/OPGMA)
kopolimernih hidrogelova razli¢itog sastava, predstavljeni na slici 3.25, iskoriS¢ena su

za odredivanje njihovih VPTT vrednosti.
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Slika 3.25 Zavisnost ravnoteznog stepena bubrenja (q.) P(HEMA/OPGMA)

hidrogelova od temperature u puferu pH 7.4

Rezultati pokazuju da VPTT vrednosti P(HEMA/OPGMA) hidrogelova jako

zavise od njihovog sastava. Ocigledno je da opadanje molarnog udela OPGMA t;.

porast udela HEMA, u kopolimernom P(HEMA/OPGMA) hidrogelu vodi do

postepenog porasta VPTT ka viSim temperaturama. Smanjenjem udela OPGMA sa 50

na 6 mol%, VPTT raste sa 16.2 na 25°C. Na ovaj na¢in VPTT vrednosti pomerene su sa
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15°C, za POPGMA homopolimer, do sobne temperature za P(HEMA/OPGMAG).
Medutim, jasno se uocava opadanje oStrine VPTT prelaza sa opadanjem sadrzaja
OPGMA, tako da je zeljeni pomak VPTT ka viSim temperaturama pracen opadanjem
temperaturnog odziva P(HEMA/OPGMA) kopolimernih hidrogelova.

Promenu VPTT vrednosti PC(HEMA/OPGMA) hidrogelova moguce je pratiti 1
diferencijalnom skanirajuéom kalorimetrijom (DSC) [52, 54]. DSC termogrami
homopolimera PHEMA i POPGMA, kao i P(HEMA/OPGMA) kopolimera sa 27.5 i
12.5 mol% OPGMA, u rezimu grejanja, u opsegu temperature od 5 do 80°C, prikazani

su na slici 3.26.
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Slika 3.26 DCS krive PHEMA i POPGMA homopolimernih i P(HEMA/OPGMA)

kopolimernih hidrogelova

Kod hidrogelova na bazi OPGMA tokom grejanja dolazi do pojave Sirokog
endotermnog ,,pika®, ukazuju¢i da je hidrogel tokom grejanja pretrpeo kolaps, koji

dovodi do njegovog skupljanja i oslobadanja vode. Temperatura pojave endotermnog
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,pika® definisana je kao VPTT. Kao §to je i ocekivano kod homopolimernog PHEMA
hidrogela ne doalzi do pojave ,,pika“, Sto dodatno potvrduje njegovu inertnost na
promenu temperature, uocenu u analizi bubrenja. Pojava endotermnog ,,pika“ za
POPGMA hidrogel uo¢ena je na 13.7°C i u dobrom je slaganju sa VPTT od 13.4°C
dobijenoj iz rezultata bubrenja. Iz P(HEMA/OPGMA) termograma je potvrdeno da
opadanje molarnog udela OPGMA u kopolimernom hidrogelu dovodi do znacajnog
pomeraja VPTT ka viSim temperaturama. Tako dobijene VPTT vrednosti za
P(HEMA/OPGMA27.5) i P(HEMA/OPGMAI12.5) hidrogel iznose 19.8 i 23.8°C, i u
dobrom su slaganju sa vrednostima dobijenim iz rezultata bubrenja.

Uprkos ¢injenici da OPGMA monomer ne poseduje pH reagujuce grupe, razlike
u profilima apsorpcije i LCST vrednostima sa promenom pH su prisutne (slika 3.23).
Stoga treba ocekivati da 1 hidrogelovi na bazi OPGMA, pored temperaturnog odziva,
pokazu promene u osobinama bubrenja i VPTT vrednostima u razli¢itim puferskim

rastvorima.
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Slika 3.27 Zavisnost ravnoteznih stepena bubrenja (q.) PHEMA, POPGMA i
P(HEMA/OPGMA) hidrogelova od pH okolnog fluida, na 5i 25 °C
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Analiza bubrenja POPGMA homopolimernog hidrogela je ovo i potvrdila (slika
3.24). Uocen je porast VPTT sa 13.4 na 15.2°C, pri padu pH sa 7.4 na 2.2. VPTT
vrednosti hidrogelova na bazi OPGMA su u kiselim i baznim sredinama 2-3°C viSe
nego u neutralnoj, usled jace interakcije OPGMA bo¢nih lanaca sa hidroksidnim
joniama ili hidronijum protonima nego sa vodom [197, 210].

Zavisnost ravnoteznih stepena bubrenja homopolimernih PHEMA i POPGMA i
kopolimernih P(HEMA/OPGMA) hidrogelova od pH okolnog fluida, na 5 i 25°C (ispod
i iznad VPTT), prikazana je na slici 3.27. Kod POPGMA i P(HEMA/OPGMA)
hidrogelova sa ve¢im udelom OPGMA na temperaturi ispod VPTT (5°C) jasno je
uocljiv pad ¢. u okolini pH 7 i oporavak na nizim/vis§im pH. Ista zavisnost uocena je i
na 25°C (iznad VPTT), ali su usled izrazenije hidrofobnosti OPGMA bo¢nih lanaca i
niZeg ravnoteznog stepena bubrenja na ovoj temperaturi promene manje izrazene.

Radi bolje preglednosti uocenih efekata VPTT vrednosti dobijene iz analize
bubrenja graficki su predstavljene na slici 3.28 u funkciji pH puferskih rastvora i

masenog udela OPGMA u kopolimernom P(HEMA/OPGMA) hidrogelu.
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Slika 3.28 Zavisnost temperature zapreminskog faznog prelaza(VPTT) (a) POPGMA i
P(HEMA/OPGMA12.5) hidrogelova od pH vrednosti sredine i ( b) od masenog udela
OPGMA u P(HEMA/OPGMA) hidrogelu na dve pH vrednosti

Ocigledno je da P(HEMA/OPGMA) hidrogelovi prate jednostavno pravilo u
temepraturnom odzivu pokazujuéi linearan porast VPTT sa opadanjem masenog udela
OPGMA u kopolimernom hidrogelu, §to omogucava kontrolisanje VPTT hidrogela

kontrolom odnosa sadrZaja monomera u njemu (slika 3.28b). Uprkos c¢injenici da
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uoCena linearnost nije uslovljena pH vredno$¢u, primeéena je razlika od oko 2°C
izmedu vrednosti dobijenih za pH 2.2 i 7.4. Sli¢na linearna zavisnost LCST i udela
monomera uocena je 1 u sluc¢aju nekih linernih kopolimera [35]. Svi rezultati pokazuju
da novi P(HEMA/OPGMA) kopolimerni hidrogelovi imaju Siroku raznovrsnost u
osobinama bubrenja koje su znatno uslovljene njihovim sastavom.

Reverzibilnost procesa bubrenje-skupljanje hidrogelova koji reaguju na
stimulanse 1z okolne sredine od znacaja je iz ugla prakticne primene. Proces bubrenje-
skupljanje pracen je za POPGMA 1 P(HEMA/OPGMA12.5) hidrogelove, na dve pH
vrednosti (2.2 i 7.4) na temperaturama 5 (ispod VPTT) i 25°C (iznad VPTT), u periodu
od dva dana po ciklusu, i ukupnom trajanju od osam dana, a dobijeni rezultati

predstavljeni su na slici 3.29.
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Slika 3.29 Kinetika procesa bubrenje-skupljanje homopolimernog POPGMA i
kopolimernog P(HEMA/OPGMA12.5) hidrogela izmedu 5 i 25 °C na pH 2.2 i 7.4.

Digitalne fotografije POPGMA hidrogela u razlicitim fazama procesa
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Kserogel je potapan u puferski rastvor (pH 2.2 ili 7.4) na temperaturi 25°C u
periodu od dva dana, koja su bila dovoljna za dostizanje ravnoteznog stepena bubrenja.
Nakon ovog perioda hidrogel je vaden iz datog puferskog rastvora, brisam filter
papirom, kako bi se uklonio zaostali viSak pufera na povrsini, a zatim meren i na osnovu
promene mase racunat je ravnotezni stepen bubrenja. Nakon toga je prebacivan u
rastvor iste pH, ali na temperaturi od 5°C. Postupak odredivanja ravnoteznog stepena
bubrenja ponovljen je i na ovoj temperaturi. Kako bi se ispitala reverzibilnost procesa
bubrenje-skupljanje hidrogelovi su podvrgnuti jo§ po jednom ciklusu bubrenja na
temperaturama 25 i 5°C.

Kod oba hidrogela uoc¢ena je dobra reverzibilnost procesa bubrenja i skupljanja
sa promenom temperatura unutar dva ciklusa. Nema znacajne razlike u dinamici
bubrenja uprkos ¢injenici da je stepen bubrenja na pH 2.2 visi u odnosu na pH 7.4.
Primeceno je i da opti¢ke osobine hidrogelova zavise od temperature i molarnog odnosa
monomera u njima. Sa porastom molarnog udela OPGMA i na viSim temperaturama
hidrogelovi postaju netransparentni i mle¢no beli, dok su na nizim temperaturama blago
zamuceni, Sto se moze videti na fotografijama POPGMA hidrogela datim na slici 3.29.
Kserogel je staklasto proziran. Sest sati nakon potapanja u pufer pH 2.2, faza 1, disk je
jo§ uvek transparentan. Dan nakon pocetka bubrenja, faza 2, disk poprima mlecno belu
boju, karakteristicnu za uzorke na temperaturama iznad VPTT [223]. Nakon dodatnog
bubrenja na 5°C uolen je veliki porast veli¢ine diska i g., Sto je i oCekivano za
temperature ispod VPTT (faza 4), uzorak gubi mle¢nu belinu, ali je i dalje zamucen.
Njegovo ponovno izlaganje temperaturi od 25°C (II ciklus) dovodi do naglog, gotovo
trenutnog, opadanja veli¢ine uzorka i ¢., i do ponovnog porasta zamucenja (faza 5). Bez
obzira na pH vrednost sredine odziv POPGMA hidrogela bubrenog ispod VPTT (5°C),
pa prebacenog na temperaturu iznad VPTT (25°C) bio je vrlo brz. O¢igledno je da je za
POPGMA proces oslobadanja vode mnogo brzi od apsorpcije. lako POPGMA hidrogel
pokazuje gotovo reverzibilan odgovor prilikom procesa bubrenje-skupljanje, sa slike
3.29 se moze primetiti da uprkos maloj vrednosti g, na 25°C postoji razlika izmedu g,

dobijenog bubrenjem kserogela na 25°C (g. ~ 0.1) i g. nakon bubrenja na 5°C i
skupljanja na 25°C (g. ~ 0.2). U prvom slu¢aju javlja se apsorpcija vode od strane vrlo

hidrofobnog kserogela, a u drugom slucaju dolazi do istiskanja vode iz hidrogela sa

velikom koli¢inom pocetno apsprbovane vode. Spre¢avanje prodiranja vode u prvom
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slu¢aju 1 zarobljena voda koju je tesko izbaciti iz hidrogela u drugom slucaju, pravi ovu
malu, ali uocljivu razliku, koja se smanjuje opadanjem debljine i porastom povrSine
uzorka. Isti trend procesa bubrenje-skupljanje uocen je kod P(HEMA/OPGMA12.5)
hidrogela, samo sa manjim razlikama u ¢, 1 sporijem odzivu na promene u okruzenju,
kao posledica prisustva HEMA jedinica.

U cilju ispitivanja mogucnosti potencijalne primene hidrogelova na bazi
OPGMA kao biomaterijala, izvedena je in vitro analiza biokompatibilnosti, preko testa
citotoksi¢nosti 1 hemoliticke aktivnosti, i dato je relativno poredenje rezultata
homopolimernog POPGMA sa PHEMA hidrogelom, dobijenim pri istim uslovima

sinteze. Rezultati su predstavljeni na slici 3.30.
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Slika 3.30 (a) Prezivljavanje celija kao funkcija ekstrakta i (b) hemoliticka aktivnost
PHEMA i POPGMA homopolimernih hidrogelova

Kako je prezivljavanje ¢elija na POPGMA hidrogelu vece od 50%, ovaj hidrogel
se ne smatra citotoksicnim [98, 191] i u poredenju sa PHEMA hidrogelom pokazuje
nesto nizu citotoksi¢nost. Test hemoliticke aktivnosti POPGMA hidrogela pokazao je
srednju vrednost hemolize manju od 1.2% u direktnom kontktu i manju od 0.7% u

indirektnom kontaktu, sto POPGMA hidrogel ¢ini nehemoliti¢nim.
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3.5 Hidrogelovi na bazi 2-hidroksietil metakrilata, itakonske
kiseline i oligo(alkilen glikol) (met)akrilata
P(HEMA/IA/OAG(M)A)

Nova klasa kopolimernih P(HEMA/IA/OAG(M)A) hidrogelova na bazi 2-
hidroksietil metakrilata (HEMA), itakonske kiseline (IA) 1 Cetiri oligo(alkilen glikol)
(met)akrilata (OAG(M)A), i to oligo(etilen glikol) akrilata (OEGA), oligo(etilen glikols-
propilen glikol;) metakrilata (OEGPGMA), oligo(etilen glikols-propilen glikole)
metakrilata (OPGEGMA) i oligo(propilen glikol) metakrilata (OPGMA), sintetisana je
kako bi se ispitao uticaj razli¢itih OAG(M)A komponenti, sa etilen glikolnim (EG) i
propilen glikolnim (PG) vise¢im lancima razli¢itih duzina. Udeo 1A u hidrogelu iznosio
je 2.5 mol%, a OAG(M)A 27.5 mol%.

Izvedena je analiza bubrenja u Sirokom opsegu pH (2.2-9.0) i temperature (25-
70°C), a dobijeni rezultati prikazani su na slici 3.31. Veéa hidrofilnost EG lanaca u
odnosu na PG, uslovljava vece ravnotezne stepene bubrenja uzoraka sa ve¢im sadrzajem
EG jedinica. Hidrogel sa Cistim EG jedinicama pokazao je za red veli¢ine veéi g, od
onog dobijenog za hidrogel sa Cistim PG jedinicama. Stepeni bubrenja hidrogelova sa
meSanim EG 1 PG jedinicama nalaze se izmedu ovih krajnjih vrednosti. Kod svih
hidrogelova prisustvo IA obezbeduje reagovanje na promenu pH i porast stepena
bubrenja na pH vrednostim iznad prve konstante disocijacije 1A (pKa= 3.85).
Maksimalan ¢, dostignut je na pH 6, nakon kompletne disocijacije kiselinskih grupa u
IA. Pored IA, pH ostljivosti hidrogelova u okolini pH 7 doprinosi i prisustvo OAG(M)A
jedinica. Mali pad i ponovni porast u ¢g. na pH 7.4 je posledica ¢injenice da su u
neutralnoj sredini, interakcije izmedu alkilen glikolnih lanaca i hidroksidnih jona ili
hidronijum protona nesto ja¢e nego sa vodom [210].

Prisustvo OAG(M)A komponenti obezbeduje i temperaturni odziv stepena
bubrenja kopolimernih P(HEMA/IA/OAG(M)A) hidrogelova (slika 3.31b). Uoceno je
da sa porastom temperature dolazi do opadanja ¢., tj. pojave negativnog temperaturnog
odziva, §to se moze objasniti na slede¢i nac¢in. Na nizim temperaturama, u interakciji sa
vodom dolazi do formiranja velikog broja vodoni¢nih veza u hidrogelu. Zbog znac¢ajno

nize slobodne energije mesanja na nizim temperaturama hidrogelovi vise bubre.
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Slika 3.31 Ravnotezni stepeni bubrenja P(HEMA/IA/OAG(M)A) hidrogelova u funkciji
(a) pH vrednosti sredine na 25 i 37 °C i (b) temperature u puferu pH 7.4

Na viSim temperaturama vodoni¢ne veze slabe, sistem tezi da minimizira
kontakt izmedu vode i hidrofobnih grupa, a interakcije medu hidrofobnim grupama
rastu. Vezani fluid postaje slobodan, §to vodi do opadanja g. i pojave negativnog
temperaturnog odziva [116, 224]. Najve¢i pad u stepenu bubrenja sa porastom
temperature uocen je kod hidrogela sa Cistim EG jedinicama, a kako sadrzaj EG
komponenti u hidrogelu opada i temperaturni odziv postje manje izraZena u ovom
intervalu ~ temperature.  Prikazani  rezultati ukazuju da je  bubrenje
P(HEMA/IA/OAG(M)A) hidrogelova znacajno uslovljeno tipom oligo(alkilen glikolne)
komponente prisutne u hidrogelu.

Uticaj tipa OAG(M)A komponente koja ulazi u sastav P(HEMA/IA/OAG(M)A)
hidrogelova na njihovu biokompatibilnost pracen je preko in vitro testa citotoksi¢nosti i
hemoliticke aktivnosti, a rezultati su predstavljeni na slici 3.32. Prezivljavanje ¢elija za
sve ispitivane hidrogelove mnogo je visa od 50%, tako da se P(HEMA/IA/OAG(M)A)
hidrogelovi ne smatraju citotoksicnim, s tim S§to hidrogelovi sa meSanim EG i PG
jedinicama pokazuju neSto bolje rezultate od hidrogelova sa cistom EG ili PG
komponentom.

Srednje vrednosti hemolize ispitivanih hidrogelova manje su od 1.2% u metodi
direktnog kontakta i 0.6% u metodi indirektnog kontakta, tako da se ne smatraju

hemoliti¢nim. NajniZze vrednosti pokazao je hidrogel P(HEMA/IA/OEGPGMA) koji
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sadrzi Sest EG 1 tri PG jedinice, zatim sledi hidrogel sa Sest PG i tri EG jedinica, dok je

najlosije rezultate pokazao hidrogel sa istim PG jedinicama.
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Slika 3.32 (a) Prezivljavanje celija kao funkcija koncentracije ekstrakta i (b)
hemoliticka aktivnost P(HEMA/IA/OAG(M)A) hidrogelova

Iz svega navedenog sledi da ugradnja meSanih EG i PG lanaca u strukturu
hidrogela dovodi do porasta citokompatibilnosti i hemokompatibilnosti hidrogelova, a

samim tim i do porasta njihove ukupne biokompatibilnosti.

3.5.1 In vitro kontrolisano oslobadanje antibiotika iz polimerne matrice

Kontrolisano oslobadanje antibiotika iz hidrogelova privlaci veliku paznju, jer se
na takav nacin postizu izuzetno dobri efekti u antibakterijskoj terapiji u odnosu na
konvencijalne metode primene ove vrste lekova. Klasi¢an nac¢in unoSenja ne omogucava
postizanje dovoljne i konstantne koncentracije antibiotika na mestu infekcije [225, 226].

Gentamicin sulfat (GS), antibiotik Sirokog spektra delovanja, je izabran kao
model lek za analizu profila oslobadanja iz P(HEMA/IA/OAG(M)A) hidrogelova.
Gentamicin, kao aminoglikozidni antibiotik, koristi se u terapiji bakterijskih infekcija
izazvanih Gram-pozitivnim i Gram-negativnim bakterijama (S. aureus, S. epidermidis,
S. pyvogenes, E. coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenes) i kao 1 svi
aminoglikozidi ne prolazi kroz gastrointestinalni trakt, tako da se primenjuje
intravenozno, intramuskularno i transdermalno.

Kinetika in vitro procesa oslobadanja GS iz P(HEMA/IA/OAG(M)A)

hidrogelova je analizirana preko ,,rane™ i ,kasne“ faze procesa (jednaCine (1.2.5.4) i
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(1.2.10.1) date u uvodnom delu 1.2.10.1.2). Profili oslobadanja leka u puferu pH 7.4 na
temperaturi 37°C, za ceo period oslobadanja predstavljeni su na slici 3.33. Koncentacija
GS u rastvoru u kom se odvija oslobadanje u bilo kom trenutku ¢ (¢;) je raunata iz
odgovarajuce kalibracione krive, iz ¢ega je dalje racunata koli¢ina leka oslobodena u
odredenom vremenu (M,). Oslobadanje leka je praceno u periodu od Sest dana, koji je
uobicajen za tretman antibiotikom. Svaka tacka predstavlja srednju vrednost tri merenja

pri istim uslovima.

Vreme [dani]

1.004

W P(HEMA/IA/OEGA)
T=37°C|| @ P(HEMA/IA/OEGPGMA)

0.75] §

— O P(HEMA/IA/OPGEGMA)
g PH=7.4 || PHEMA/IA/OPGMA)
~ 0.50q
0.2
0-0 \I T T T T T T
0 24 48 72 96 120 144
Vreme [h]

Vreme [dani]

M,/M,,

0.4 955 T=37°C
pH=7.4

0.2 ¥ —W— P(HEMA/IA/OEGA)

f - @ - P(HEMA/IA/OEGPGMA)
--€- PHEMA/IA/OPGEGMA)
{}-- P(HEMA/IA/OPGMA)

0.0 T T T T T T T T T
0 24 48 72 96 120 144

Vreme [h]

Slika 3.33 (a) Kumulativni profili in vitro oslobadanja gentamicin sulfata (GS) iz
P(HEMA/IA/OAG(M)A) hidrogelova i (b) profili oslobadanja gentamicin sulfata (GS) iz
P(HEMA/IA/OAG(M)A) hidrogelova normirani na jedinicu
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Transport leka i fluida unutar hidrogela tokom procesa oslobadanja predstavlja
dinamicki 1 slozen proces. Za sve P(HEMA/IA/OAG(M)A) hidrogelove uocen je
dugotrajan proces oslobadanja, koji se moze podeliti na dve faze. U prvoj, ,,ranoj* fazi,
dolazi do oslobadanja vece koli¢ine leka i pojave ,.efekta pucanja“. U ovoj fazi brzina
migracije je veca, koncentracija leka unutar hidrogela je mnogo vec¢a nego izvan gela i
ova razlika u koncentraciji predstavlja pogonska silu za difuziju. U ovoj fazi takode
dolazi do oslobadanja velike koli¢ine GS sa povrSine hidrogela. U ,,kasnijoj* fazi javlja
se opadanje brzine oslobadanja leka i postepenog dostizanja ravnoteznnih vrednosti.
Analizom kinetike oslobadanja GS iz P(HEMA/IA/OAG(M)A) hidrogelova odredene
su vrednosti kineticke konstante oslobadanja leka (k), difuzijonog eksponenta (n),
koeficijenta difuzije za ,,ranu* (D,) 1 ,.kasnu* (D;) fazu procesa oslobadanja leka, kao 1
vreme za koje se oslobodi polovina apsorbovanog leka (#;,) (tabela 3.5). Vrednosti
difuzionog eksponenta, krecu se od 0.38 do 0.41 ukazujuéi da se proces oslobadanja
leka moze opisati Fick-ovim mehanizmom transporta i predstavlja sistem oslobadanja
kontrolisan difuzijom. Najveca vrednost difuzionog eksponenta dobijena je za
P(HEMA/TA/OEGA) hidrogel i kako se broj EG jedinica u hidrogelu smanjuje i
vrednost difuzionog eksponenta opada, ukazujuéi na opadanje pokretljivosti GS u

datom hidrogelu.

Table 3.5 Kineticki parametri oslobadanja gentamicin sulfata (GS) iz
P(HEMA/IA/OAG(M)A) hidrogelova, u puferu pH 7.4 na temperaturi 37 °C

k n | Dx10" | px10° | tip | Dx10 | GS
Hidrogel P 5 5 0
[h"] [em’/s] [em’/s] | [h] | [em’/s] | [%]
P(HEMA/IA/OEGA) 034 | 041 | 2.75+0.15 | 3.35£0.15| 2.6 | 3.90+0.20 | 0.99

P(HEMA/IA/OEGPGMA) | 0.26 | 0.40 | 1.30£0.05 | 2.80+0.10 | 5.0 | 1.50+0.10 | 0.51

P(HEMA/IA/OPGEGMA) | 0.20 | 0.39 | 0.60+0.02 | 2.50+0.10 | 10.0 | 0.64+0.02 | 0.25

P(HEMA/IA/OPGMA) 0.13 | 0.38 | 0.32+0.02 | 2.0+0.10 | 18.5 | 0.26+0.02 | 0.11

Tip oligo(alkilen glikol) (met)akrilatne komponente koja ulazi u sastav
P(HEMA/IA/OAG(M)A) hidrogela ima presudnu ulogu na koli¢inu i brzinu
oslobadanja leka. Najbrzi profil oslobadanja tokom celog intervala pokazuje

P(HEMA/IA/OEGA) hidrogel sa ¢istim EG jedinicama, usled najviSeg stepena bubrenja
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1 poroznosti. Hidrogelovi koji sadrze meSane EG i PG i Ciste PG jedinice u vise¢im
lancima pokazuju postepenije oslobadanje. Vreme potrebno za oslobadanje polovine
pocetne koli¢ine leka iz hidrogelova (z;,,) kre¢e se od 2.6 do 18.5 h, dok ukupno vreme
oslobadanja od 140 h pruza moguénost primene ovih hidrogelova za duzi terapeutski
period. Kako je koli¢ina oslobodenog GS najniza za P(HEMA/IA/OPGMA) hidrogel,
dobijeni relativni odnosi ukupne koli¢ine oslobodenog leka, za period od Sest dana,
medu hidrogelovima iznose: P(HEMA/IA/OPGMA)/P(HEMA/IA/OPGEGMA)/
P(HEMA/IA/OEGPGMA)/P(HEMA/IA/OEGA) =1.0/2.3/4.6/9.0.

Vrednosti koeficijenata difuzije za ,ranu® i ,kasnu® fazu procesa oslobadanja
leka, D, 1 D), takode zavise od tipa oligo(alkilen glikol) (met)akrilatne komponente
prisutne u kopolimernom hidrogelu. Ocigledna je povezanost osobina bubrenja
P(HEMA/IA/OAG(M)A) hidrogelova i dinamike oslobadanja leka. Sa opadanjem g,
hidrogela dolazi i do pada u ukupnoj koli¢ini oslobodenog leka. Najvise vrednosti D, i
D; dobijene su za P(HEMA/IA/OEGA), $to ukazuje na najvecu brzinu oslobadanja leka.
Difuzioni koeficijenti ostala tri hidrogela opadaju sa opadanjem udela EG jedinica u
strukturi hidrogela (P(HEMA/OEGPGMA), P(HEMA/OPGEGMA) i
P(HEMA/OPGMA)).

P(HEMA/TA/OAG(M)A) kopolimerni hidrogelovi su se pokazali kao pogodan
sistem za ugradnju aktivnih supstanci i za potencijalnu primenu u sistemima za
kontrolisano oslobadanje antibiotika. Ovi hidrogelovi mogu apsorbovati dovoljne
koli¢ine leka 1 u isto vreme, usled njihovih dugotrajnih profila oslobadanja, obezbeduju

kontinualno oslobadanje leka na duZi period.

3.5.2 Ispitivanje antibakterijske aktivnosti PLHEMA/IA/OAG(M)A)

hidrogelova sa apsorbovanim lekom

Kako je gentamicin sulfat antibiotik Sirokog spektra delovanja na Gram-
pozitivne i Gram-negativne bakterije, ispitivana je 1 antibakterijska aktivnost
P(HEMA/TA/OAG(M)A) hidrogelova sa apsorbovanim GS prema S.aureus 1 E.coli, u
periodu od Sest dana, a rezultati za (P(HEMA/IA/OEGA)) 1 (P(HEMA/IA/OPGMA))
hidrogelove predstavljeni su na slici 3.34. Poznato je da je minimalna inhibitorska

koncentracija (MIC) gentamicina potrebna da unisti S. aureus ATCC 25923 0.12-0.50
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pg/ml, dok za E. coli ATCC 25922 iznosi 0.25-1.0 pg/ml [227, 228]. Rezultati pokazuju
da je GS izuzetno efikasan u delovanju na S. aureus. Porast Celija S. aureus se uocava
tek cetvrtog dana oslobadanja leka za P(HEMA/IA/OPGMA) hidrogel, dok za
P(HEMA/TA/OEGA) ne dolazi do porasta bakterija u periodu od Sest dana, tj.
P(HEMA/TA/OEGA) hidrogel efikasno sprecava rast kolonija S. aureus tokom citavog

perioda oslobadanja. E. Coli. je pokazala odredeni stepen otpornosti na GS.
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Slika 3.34 Antibakterijska aktivnost P(HEMA/IA/OEGA) i P(HEMA/IA/OPGMA)
hidrogelova sa apsorbovanim GS kao funkcija rasta bakterija (a) S. aureus i (b) E. Coli

u vremenu

Nakon prvog dana oslobadanja leka dolazi do znatnog pada u populaciji ¢elija E.
Coli, da bi broj kolonija tokom procesa oslobadanja rastao. Kako je koncentracija
apsorbovanog GS u oba analizirana hidrogela ista, moze se uociti da je prvog dana rast
broja  bakterija mnogo sporiji kod P(HEMA/IA/OEGA), nego kod
P(HEMA/IA/OPGMA) hidrogela, dok je slede¢ih dana dinamika rasta sli¢na kod oba
hidrogela. Kako je koncentracija GS potrebna da zaustavi rast bakterije S. aureus manja
nego u slucaju E. coli, koncentracija GS koja se oslobada iz PLHEMA/IA/OAG(M)A)
hidrogelova tokom vremena manje efikasno sprecava rast kolonija bakterije E. Coli. I u
slucaju S. aureus., kao i u slucaju E. Coli prisustvo EG jedinica u hidrogelu dodatno

uti¢e na efikasnost leka, inhibirajuci rast bakterija.
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4. Zakljucak

Predmet ove doktorske disertacije bio je radijaciona sinteza i karakterizacija
kopolimernih hidrogelova na bazi 2-hidroksietil metakrilata (HEMA), itakonske
kiseline (IA) 1 poli(alkilen glikol) (met)akrilata (OAG(M)A), u cilju dobijanja
,pametnih* hidrogelova, koji reaguju na promene pH i temperature u okolnoj sredini.
Na osnovu izloZenih rezultata ispitivanja ovih sistema izvedeni su zakljucci za svaku

pojedinac¢nu grupu sintetisanih hidrogelova.

> Kopolimerni hidrogelovi na bazi 2-hidroksietil metakrilata (HEMA), itakonske
kiseline (IA) i poli(alkilen glikol) (met)akrilata (OAG(M)A), uspesno su sintetisani
radijaciono, primenom gama zradenja iz izvora °Co. Uolen je visok sadrzaj gel faze,
iznad 90%, za sve sintetisane hidrogelove, §to ukazuje da je radijaciono indukovana
polimerizacija efikasan, brz i jeftin nacin sinteze ovih sistema. Hidrogelovi sintetisani u
industrijskom ciklusu, pri brzini zracenja od = 0.5 kGy/h 1 ukupnoj apsorbovanoj dozi
od 25 kGy, koja ujedno predstavlja i standardnu dozu za strilizaciju materijala, pokazali

su se kao najbolji.
> Dodavanjem malog udela itakonske kiseline (<5 mol%), kao pH reagujuce

komponente, inertnom PHEMA sistemu dobijena je prva grupa P(HEMA/IA)

kopolimernih hidrogelova, koja je okarakterisana znacajnim odzivom na promenu pH
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vrednosti okolne sredine. Na pH vrednostima iznad konstanti disocijacije 1A, ravnotezni
stepeni bubrenja hidrogelova rastu sa porastom udela IA. Uocene su i dobre morfoloske
1 termalne karakteristike ispitivanih hidrogelova. Visok stepen biokompatibilnosti
potvrden je niskom celijskom toksi¢nos¢u i hemolitickom aktivno$¢u ovih hidrogelova.
Prisustvo IA poboljSava biokompatibilnost PHEMA i pove¢ava moguénosti primene
P(HEMA/IA) hidrogelova kao biomaterijala. Test mikrobne penetracije pokazao je da
ni S. aureus, niti E. coli ne prolaze kroz hidrogelnu P(HEMA/IA) oblogu, tako da se
mogu smatrati dobrom barijerom protiv mikroba. Rezultati pokazuju da P(HEMA/IA)
pH reagujuci hidrogelovi imaju veliku moguénost za medicinsku primenu.

U cilju transdermalne primene, ovi hidrogelovi su iskoris¢eni kao matrice za
sintezu nanocestica srebra, metodom gama radiolize, pri ¢emu je dobijena serija
Ag/P(HEMA/IA) nanokompozita. UV-Vis spektroskopijom, energijski disperzivnom
rentgenskom spektroskopijom i difrakcijom X zraka potvrdeno je prisustvo nanocestica
srebra, dok je SEM analizom potvrdeno da su nanocestice relativno uniformno
dispergovane unutar P(HEMA/IA) hidrogelova. Visoka antibakterijska (E.coli i S.
aureus) 1 anitifungalna (C. albicans) efikasnost Ag/P(HEMA/IA) nanokompozita
dobijena je ¢ak i za niske koncentracije srebra, §to pruza odlicne moguénosti primene u

polju medicine, posebno kao prevlaka prilikom tretiranja koZe, rana i opekotina.

> Inkorporacijom temperaturno reagujuceg oligo(etilen glikol) akrilata (OEGA) u
P(HEMA/IA) hidrogel dobijeni su terpolimerni P(HEMA/IA/OEGA) hidrogelovi sa
istovremenim reagovanjem na dva stimulansa, pH 1 temperaturu. Velika hidrofilnost
OEGA lanaca diktira veéi ravnotezni stepen bubrenja ove klase hidrogelova u odnosu
na P(HEMA/IA) hidrogelove. Disocijacija karboksilnih grupa iz IA na viSim pH
vrednostima obezbeduje visoki odziv na promenu pH 1 veliki porast u stepenu bubrenja,
dok wusled prisustva OEGA lanaca sa porastom temperature stepen bubrenja
P(HEMA/IA/OEGA) hidrogelova opada. Parametri mreze ovih hidrogelova takode
zavise od molarnog udela monomera u njima. Srednja molekulska masa izmedu ¢vorova
mreze 1 veliCina pora rastu, dok efektivna gustina umreZenja i parametar interakcije
polimer-rastvara¢ opadaju sa porastom sadrzaja IA i OEGA. Veli¢ina pora raste sa
sadrzajem IA i OEGA na sli¢an nac¢in kao srednja molekulska masa izmedu ¢vorova

mreze 1 potvrduje rezultate dobijene iz analize bubrenja i SEM rezultata. Porast ovih
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veli¢ina je posledica Cinjenice da je hidrofilna interakcija izmedu vode i IA i OEGA
jedinica mnogo jaca nego izmedu vode i HEMA jedinica. P(HEMA/TA/OEGA)
hidrogelovi su pokazali zadovoljavajucu biokompatibilnost, favorizuju¢i dodatak IA i/ili
OEGA komponenti, a test penetracije mikroba pokazao je da P(HEMA/IA/OEGA)
prevlake predstavljaju dobru barijeru za mikrobe. Na osnovu izlozenih rezultata,
ocigledno je da promene u sastavu dobijenih hidrogelova mogu dati Siroku raznovrsnost
njihovih osobina, a sprezanje pH i1 temperaturnog odziva daje ,,pametne* kopolimerne

materijale pogodne za mnoge medicinske primene.

> Hidrogelovi na bazi oligo(propilen glikol) metakrilata (OPGMA), za razliku od
hidrogelova na bazi OEG vise¢ih lanaca, okarakterisani su jasno definisanom
temperaturom zapreminskog faznog prelaza (VPTT). Uprkos zadovoljavaju¢em
reagovanju na promenu temperature i promenama u ravnoteznom stepenu bubrenja
homopolimernog POPGMA hidrogela, dobijena VPTT je dosta ispod sobne temperature
(= 15°C). Radikalnom kopolimerizacijom OPGMA i HEMA monomera, VPTT
vrednosti PLHEMA/OPGMA) hidrogelova podignute su iznad sobne, ¢ime je povecana
moguénost primene ovih hidrogelova kao biomaterijala. Uofeno je da
P(HEMA/OPGMA) hidrogelovi prate jednostavno pravilo u temperaturnom ponasanju,
pokazujuci linearni porast VPTT sa opadanjem masenog udela OPGMA u njima, $to je

potvrdeno analizom bubrenja i DSC merenjima.

> Uticaj razlic¢itih tipova oligo(alkilen glikol) (met)akrilata (OAG(M)A), na bazi
etilen glikolnih (EG) i/ili propilen glikolnih (PG) vise¢ih lanaca razlic¢ite duzine,
ispitivan je kod P(HEMA/IA/OAG(M)A) kopolimernih hidrogelova na bazi 2-
hidroksietil metakrilata, itakonske kiseline 1 poli(alkilen glikol) (met)akrilata. Analiza
bubrenja pokazala je da osobine hidrogelova znacajno zavise od tipa OAG(M)A.
Hidrogelovi sa EG vise¢im lancima pokazuju veéi stepen bubrenja usled vece
hidrofilnosti EG jedinica u odnosu na PG, u ispitivanom opsegu temperature.
P(HEMA/IA/OAG(M)A) hidrogelovi su pokazali 1 zadovoljavajucu citotoksi¢nost i
hemoliticku aktivnost. Hidrogelovi sa meSanim EG i PG jedinicama pokazuju nesto vise
stepene biokompatibilnosti u odnosu na hidrogelove sa Cistim EG i PG lancima. Analiza

oslobadanja aktivnih supstanci takode je uslovljena sastavom P(HEMA/IA/OAG(M)A)
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hidrogela. Kao model lek koris¢en je gentamicin sulfat (GS). Brzina i koli¢ina
oslobodenog leka raste/opada sa udelom EG/PG jedinica u P(HEMA/IA/OAG(M)A)
hidrogelu. Sposobnost ovih hidrogelova da oslobadaju lek kontrolisanom brzinom, koja
se moze regulisati izborom tipa OAG(M)A, ¢ini ih pogodnim matricama u sistemima za
kontrolisano  oslobadanje  lekova. P(HEMA/IA/OAG(M)A) hidrogelovi sa
apsorbovanim lekom (GS) pokazali su i zadovoljavajuéu antibakterijsku aktivnost u

periodu od Sest dana, koji je karakteristiCan za tretman antibioticima.

> Na osnovu svih izloZenih rezultata jasno je uocljivo da se dodavanje pH (IA) 1
temperaturno (OAG(M)A) reaguju¢ih komponenti u inertan PHEMA sistem moze
dobiti Sirok spektar ,,pametnih® hidrogelova. Radijaciono indukovana sinteza se
pokazala kao dobar nacin za dobijanje ovih hidrogelova.

Pored odziva anjonskog tipa na promenu pH vrednosti okolne sredine, ispitivani
hidrogelovi su okarakterisani velikim rasponom u ravnoteznom stepenu bubrenja i
reagovanjem na promenu temperature, koja u najveéoj meri zavisi od tipa OAG(M)A
komponente koja ulazi u sastav hidrogela. Vec¢a hidrofilnost EG lanaca uslovljava vece
stepene bubrenja hidrogelova sa ve¢im udelom ove komponente. Svi ispitivani
hidrogelovi pokazuju visok stepen biokompatibilnosti. Potvrdeno je da se mogu koristiti
za sintezu nanocesti¢nih sistema, a moguénost oslobadanja aktivnih supstanci iz ovih

hidrogelova ukazuje na njihovu potencijalnu primenu kao nosaca lekova.
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UsjaBmbyjem

[a je AOKTopCcKa AucepTauwja nog HacrnosBom

»PaamjaumoHa cuHTe3a U KapakTepu3aumja KOnonMMepHUX Xxugporenosa Ha 6a3u
2-XxuapokKcueTun metakpunara u oyHKLMOHaNM3oBaHMX ONUro(ankusieH rinmkon)
(meT)akpunara“

e pesynTaT CONCTBEHOr UCTPaXuBaYKor paaa,

e [a npeanoxeHa aucepraumja y LennHu H1 'y AenoBuma Huje 6una npeanoxeHa
3a pobuvjake 6MMNO Koje Aunnome npema CTyAWCKMM nporpamuma apyrux
BMCOKOLLKOSCKUX YCTaHOBA,

e [la Cy pesynTaTii KOPEKTHO HaBEAEHN 1

e [Ja HUCaM KpLmo/ma ayTopcka npaBa M KOPWUCTUO WHTENEKTyanHy CBOjUHY
Apyrux nuua.
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Bep3uje AOKTOPCKOr paga

Wme n npesume aytopa: Maja Muhuh
bpoj nipekca: 2007/317
Cryawjcku nporpam: dusnyka xemuja matepujana

Hacnos papga: ,PagujauMoHa cuHTe3a w KapakTepu3auuja KOMONMMEpPHMUX
Xxupporenoea Ha 6a3u 2-xMApPOKCMETUN MeTakpunata v (PyHKLUOHANU3OBaHUX
onuro(ankuneH rnukon) (MeTt)akpunara“

MeHTop: 1. npod. ap NopaH bauuh

2. op Eavn CyreoBpyjuh
MNMoTnucanw/a: Maja Muhuh

MsjaBrbyjem Oa je wtamnaHa Bep3uja MOr LOKTOPCKOr paja UCTOBETHA eneKTPOHCKO)
BEp3nju Kojy cam npegao/ma 3a objaBrbuMBarkbe Ha nopTany  OurutanHor
penosutopujyma YHuBep3uteTa y Beorpagy.

[osBorbaBam fa ce objaBe MOjUM NMUYHWM Modauu BesaHu 3a fobujare akagemckor
3Barba JOKTOpa Hayka, kKao LUTO Cy UMe 1 nNpesume, roguHa 1 Mecto poferwa u gatym
onbpaHe paga.

OB/ nWYHWM nogaunm Mory ce o06jaBuUTM Ha MPEXHUM CcTpaHuuama aurutanHe
BubnuoTeke, y enekTPOHCKOM KaTanory n'y nybnukauujama YHuBepauteTta y beorpaay.

MoTnuc pokTopaHaa

Y Beorpagy, 10.12.2014. (LI e




Mpunor 3.

MUsjaBa o kopuwhewy

Oenawhyjem YHusepauteTcky 6ubnuoteky ,Csetosap Mapkosuh® aa y Ourntanum
penoauTopujym YHusepauteTa y Beorpafy yHece Mojy AOKTOPCKy AucepTauujy noA
HaCcnoBOM:

,PanujaumoHa cuHTe3a M KapakTepu3auuja KONonMMepHUX xmaporenoea Ha 0asu
2-XMAPOKCMETUN MeTaKpunaTa U hyHKLIMOHaNW30BaHNX onuro(ankunex rnuKon)
(meT)akpunara“

KOja je Moje ayTopCcKo Aeno.

[lucepTaLmjy ca CBMM Npunosvma npeaao/na cam y enekTpoHckoM hopmary noroaHoM
3a TPajHO apxuBMpame.

Mojy [OKTOPCKY AucepTauujy noxpareHy y [Jurutantn penosntopujym YHuBepauTeTa
y Beorpagy mMory Aa KopucTe CBU KOju MOLLTYjy oapenbe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeatusHe 3ajeaHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oanyyuo/na.

1. AyTopCTBO

2. AyTOpPCTBO - HEKOMEpLnjanHo
@AyTopCTBo — HekomepuujanHo — 6e3 npepage

4. AyTOpCTBO — HEKOMEpLMjanHo — AeNUTW NoA UCTUM ycrnosumMa
5. Aytopcteo — 6e3 npepane

6. AyTOPCTBO — AENnTW NOA UCTUM YCIoBMUMaA

(MonuMO Aa 3aoKpyXuTe camMo jefHy Of LiecT noHyReHnx nuueHumn, Kpatak onuc
nULEHLM AaT je Ha nonefuHu nucra).

MoTnuc gokropaHaa

Y Beorpagy, 10.12.2014. |
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