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DOBIJANJE I KARAKTERISANJE NANOKOMPOZITNIH HIDROGELOVA NA BAZI
ALGINATA I NANOCESTICA SREBRA ZA PRIMENU U BIOMEDICINI

REZIME

Razvoj novih nanokompozitnih biomaterijala za biomedicinsku primenu
zahteva razlicita ispitivanja i karakterisanje biomaterijala kako sa stanovista
hemijskog sastava i fizickih svojstava, tako i sa stanoviSta biokompatibilnosti i
funkcionalnosti. Uz to, da bi se razvio optimizovan biomaterijal potrebno je
rezultate svih ispitivanja povezati i objasniti radi mogucnosti pouzdanog

predvidanja ponaSanja i funkcije biomaterijala u Zeljenoj bimedicinskoj primeni.

Cilj istraZivanja u ovoj doktorskoj disertaciji je bio ispitivanje moguc¢nosti
dobijanja antimikrobnih hidrogelova u razli¢itim oblicima iz koloidnih rastvora
alginata sa elektrohemijski sintetisanim nanocesticama srebra i sveobuhvatna
karakterizacija proizvedenih nanokompozita u in vitro i in vivo uslovima. In vitro
karakterizacija je obuhvatila ispitivanja citotoksi¢nosti, biomehanickih
karakteristika, antimikrobne aktivnosti i otpusStanja srebra, dok je u in vivo
studijama ispitana funkcionalnost nanokompozita za potencijalnu biomedicinsku

primenu u tretmanu rana.

Rezultati istraZivanja su pokazali da se prilikom elektrohemijske sinteze
nanocestica u alginatnom rastvoru dobijaju stabilni Ag/alginatni koloidni rastvori
koji su pogodni za sterilizaciju, manipulaciju, kao i za dobijanje nanokompozitnih
hidrogelova razlicitih oblika uz zadrZavanje i o¢uvanje nanocestica srebra. Uz to,
pokazalo se da se pH vrednost Ag/alginatnog koloidnog rastvora moZe sniziti
dodavanjem meda Sto je atraktivno za tretman rana uz potencijalan sinergisticki
efekat nanocestica srebra i meda. Takode, iz dobijenih smeSa sa medom, kao i sa
drugim polimerima kao $to su poli(vinil alkohol) i poli(N-vinil-2-pirolidon), mogu
se dobiti nanokompozitni hidrogelovi razli¢itih poboljSanih karakteristika.
Ispitivanja suSenja i rehidratacije nanokompozitnih hidrogelova su pokazala da je
nakon suSenja ocuvano ~80-85 % inicijalnih nanocCestica, dok hidrogel zadrZava
kapacitet bubrenja i otpusStanja nanocestica i jona srebra. Ispitivanje

biomehanickih karakteristika Ag/alginatnih hidrogelova u biomimi¢nom



bioreaktoru sa dinamickom kompresijom je pokazalo da nanoclestice srebra
inkorporisane unutar alginatnog hidrogela uzrokuju male promene modula
elasti¢nosti. Ispitivanja citotoksi¢nosti Ag/alginatnih hidrogelova na tele¢im
hondrocitima u monosloju i u 3D celijskoj kulturi u perfuzionom bioreaktoru su
pokazala da su celije u monosloju osetljivije na nanocestice i jone srebra u
poredenju sa imobilisanim celijama u alginatnim mikroCesticama. Kada je
koncentracija ukupno otpuStenog srebra iznosila 27 pg/ml zapazen je jak
citotoksicni efekat na Celije u monosloju, dok koncentracija od ~9 pg/ml nije imala
znacajan uticaj na Celije koje su bile imobilisane unutar alginatnog hidrogela. Sa
druge strane, koncentracija ukupnog otpustenog srebra od ~10 pg/ml odlazila je
rast E. coli i S. aureus u suspenziji Sto ukazuje na mogucnost optimizacije sastava
nanokompozita radi postizanja antimikrobne aktivnosti bez citotoksi¢nog efekta.
[spitivanje funkcionalnosti nanokompozitnih biomaterijala na modelu opekotina
kod pacova je pokazalo da su sve tretirane rane zarastale znacajno brze od
netretiranih dok je taj efekat bio neSto manje izraZen u modelu nekroze kod
pacova. Pri tome su nanokompozitni biomaterijali na bazi alginata i nanocestica
srebra pokazali statisticki ekvivalentne rezultate kao komercijalna Ca-alginatna
obloga sa jonskim srebrom i krema sa srebro-sulfodiazinom iako je koli¢ina srebra

naneta na ranu bila oko 100 puta manja.

Rezultati dobijeni u ovoj doktorskoj disertaciji ukazuju da nanokompozitni
biomaterijali na bazi nanocestica srebra i alginata, u obliku rastvora i hidrogelova,
imaju potencijal za biomedicinsku primenu kao komponente za inZenjerstvo tkiva
ili implanti za meka tkiva, kao i za antimikrobne obloge za leCenje povrsinskih, kao

i dubokih, nekroti¢nih rana.

Kljucne reci: nanocestice srebra, alginat, nanokompozitni hidrogelovi, biomimic¢ni
bioreaktor, otpusStanje srebra, citotoksi¢nost, antibakterijska aktivnost, model

opekotina kod pacova, model opekotina kod miSeva, model nekroze kod pacova
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PRODUCTION AND CHARACTERIZATION OF NANOCOMPOSITE HYDROGELS
BASED ON ALGINATE AND SILVER NANOPARTICLES FOR BIOMEDICAL
APPLICATIONS
ABSTRACT

Development of novel nanocomposite biomaterials for biomedical
applications requires comprehensive evaluation and characterization of
biomaterials such as determination of the chemical composition, physical
properties, biocompatibility and functionality. In addition, successful development
of biomaterials for potential biomedical applications requires all inclusive
association of all the results for reliable prediction of the behavior and

functionality of biomaterials in the desired application.

The aim of this doctoral thesis was to investigate possibilities for
production of antimicrobial hydrogels in different forms from alginate colloid
solutions with electrochemically synthesized silver nanoparticles, as well as
comprehensive evaluation of the obtained nanocomposits under in vitro and in
vivo conditions. In vitro studies included assessment of cytotoxicity, biomechanical
properties, antimicrobial activity and silver release, while in vivo studies
comprised functionality evaluation of the nanocomposites for potential biomedical

applications in wound tretman.

The obtained results have shown that electrochemical synthesis of silver
nanoparticles in alginate solutions yielded stable Ag/alginate colloid solutions that
proved to be suitable for sterilization, manipulation, and production of
nanocomposite hydrogels with retention of silver nanoparticles. In addition, it was
shown that the pH of Ag/alginate colloid solutions could be decreased by adding
honey into the solution yielding mixturs of Ag/alginate colloid solution and honey
attractive for wound treatment due to potential synergistic effects of silver
nanoparticles and honey. In addition, it was shown that Ag/alginate colloid
solutions with honey, as well as with poly(vinyl alcohol) and poly(N-vinyl-2-
pyrrolidone) could be used for production of nanocomposite hydrogels with
improved properties. Studies of drying and rehydration of nanocomposite

hydrogels have indicated successful preservation of ~80-85 % of the initial



nanoparticles while the hydrogel retained the capacity for reswelling and release
of AgNPs and/or ions. Biomechanical characterization of Ag/alginate hydrogels in
a biomimetic bioreactor with dynamic compression has shown that incorporation
of silver nanoparticles within the alginate hydrogel induced slight changes in
elastic moduli. Cytotoxicity studies of Ag/alginate hydrogels in monolayer and 3D
cell cultures of bovine calf chondrocyte cultures in perfusion bioreactors have
shown higher sensitivity of cells in monolayers for silver nanoparticles and ions
than cells immobilized in alginate microbeads. Total released silver concentrations
of 27 pg/ml induced severe cytotoxicity to cells in monolayers, while
concentrations of ~9 pug/ml were not citotoxic for cells within the alginate matrix.
On the other hand, total released silver concentrations of ~10 pg/ml induced
growth delays in bacterial suspensions of E. coli i S. aureus. The obtained results
indicated possibilities for optimization of nanocomposites in order to achieve
antimicrobial activity without cytotoxic effects. Results of in vivo studies in a rat
burn model have shown significantly faster healing in all treated groups as
compared to the untreated control, while the effect was less prominent in a rat
necrosis model. Nanocomposite biomaterials based on alginate and silver
nanoparticles have shown statistically equivalent results as a commercial
Ca-alginate wound dressing with silver ions and a cream with silver sulfadiazine
while silver concentrations in the Ag/alginate nanocomposites were 100-fold

lower than those in the commercial products.

Obtained results in this doctoral thesis indicated potentials of the novel
nanocomposite solutions and hydrogels based on silver nanoparticles and alginate
for biomedical applications as components of tissue engineering scaffolds or soft
tissue implants as well as constituents of antimicrobial wound dressings for

treatments of superficial, as well as deep, necrotic wounds.

Keywords: silver nanoparticles, alginate, nanocomposite hydrogels, biomimetic
bioreactor, silver release, cytotoxicity, antibacterial activity, rat burn model,
murine burn model, rat necrosis model.

Scientific Field: CHEMISTRY AND CHEMICAL TECHNOLOGY

UDC number: 620.3:544.773.432:546.57:57.089
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uvoD

Nanotehnologija je nauka koja proucava fizicke, hemijske i bioloSke osobine
nanomaterijala, kao i tehnologije za proizvodnju nanomaterijala sa posebnim i
jedinstvenim osobinama. Materijali nanodimenzija imaju niz specificnih
karakteristika, koje ih razlikuju od materijala makroskopskih veli¢ina. Metalne
nanocestice, posebno nanocestice srebra, su poslednjih nekoliko decenija fokus
istrazivanja mnogih istrazivackih grupa i ve¢ se mogu naé¢i u medicinskim,

kozmeti¢kim i drugim proizvodima za Siroku upotrebu.

NanocCestice srebra pored optickih i katalitickih osobina, imaju i
antimikrobnu aktivnost prema razli¢itim bakterijama, gljivama i virusima. Danas je
srebro kao antimikrobni agens ponovo atraktivno za medicinsku upotrebu , usled
stalnog povecanja broja mikroorganizama otp ornih na postojece antibiotike . Stoga
su razvijeni razli¢iti medicinski proizvodi Kkoji sadrZe srebro, kao Sto su
antimikrobne obloge za rane, masti, i premazi. Pri tome, smatra se da su
nanocestice srebra potentnije od jona srebra usled vezivanja i interakcija sa
¢elijskom membranom bakterija, otpustanja jona srebra i, eventualno, prodiranja u
unutrasnjost Celije. Medutim, jedan od klju¢nih problema za primenu nanocestica
srebra je njihova tendencija ka aglomeraciji, Sto umanjuje njihovu aktivnost. Ovaj
problem se moZe prevazi¢i stabilizacijom nanoCestica u rastvorima ili
hidrogelovima polimera kao Sto su npr. alginat, hitozan, poli(vinil alkohol) i
poli(N-vinil-2-pirolidon). Alginat je posebno atraktivan biomaterijal jer lako
formira biokompatibilne i biodegradabilne hidrogelove u prisustvu dvovalentnih
katjona. Obloge za rane na bazi alginata i jonskog srebra omogucavaju pogodnu
sredinu u oSte¢enom tkivu usled biokompatibilnosti i velike sorpcione mo¢i, kao i
antimikrobne aktivnosti, Sto dovodi do brze granulacije i reepitelizacije ostecenog

tkiva.

Cilj ove doktorske disertacije je stoga bio da se ispita moguc¢nost dobijanja
novih nanokompozitnih biomaterijala na bazi alginata sa elektrohemijski

sintetisanim nanocesticama srebra, u cilju postizanja pojacane antimikrobne



aktivnosti i produZenog dejstva usled kontrolisanog otpustanja nanocestica i/ili
jona srebra. Uz to, razvoj novih nanokompozitnih biomaterijala za biomedicinsku
primenu zahteva razliCita ispitivanja i karakterisanja biomaterijala kako sa
stanoviSta hemijskog sastava i fizickih svojstava, tako i u pogledu
biokompatibilnosti i funkcionalnosti u in vitro i in vivo uslovima, pri ¢emu je od
posebnog znacaja ispitivanje citotoksiCnosti i interakcija nanocestica i Celija. Danas
se za ispitivanje citotoksic¢nosti koriste klasi¢ne in vitro metode u kulturama celija
u monosloju i suspenziji, nakon Cega slede skupe in vivo studije na Zivotinjama.
Medutim, glavni problem ispitivanja citotoksi¢nosti je kontradiktornost in vitro i in
vivo rezultata. Jedano od mogucih reSenja je ispitivanje citotoksicnosti u
biomimi¢nim bioreaktorskim sistema koji imitiraju prirodnu sredinu i
predstavljaju pogodne instrumente za fizioloSki relevantne studije interakcija
¢elija i biomaterijala Sto bi moglo da smanji obim neophodnih testova na
Zivotinjama. U tom kontekstu je drugi cilj ove doktorske disertacije bio i
sveobuhvatna karakterizacija dobijenih nanokompozitnih materijala i povezivanje
razli¢itih aspekata svojstava i in vitro funkcionalnosti nanomaterijala kao sto su
biomehanicke karakteristike, citotoksi¢nost, antimikrobna aktivnost i otpuStanje
srebra, sa efikasno$¢u u tretmanu rana u primenjenim in vivo studijama na malim

Zivotinjama.



1. TEORIJSKI DEO
1.1 ALGINAT

Alginat, komercijalno dostupan kao natrijumova so, odnosno natrijum-
alginat, je visokomolekularni linearni polisaharid koji predstavlja kopolimer -D-
manuronske (M) i a-L-guluronske kiseline (G). Ostaci ovih kiselina su medusobno
povezani 1,4-glikozidnim vezama (Martinsen i sar., 1989, Moe i sar., 1995, Gombotz
i sar, 1998) kao Sto je prikazano na slika 1.1. Prirodni Na-alginat se dobija
ekstrakcijom iz Celijskog zida smedih algi (Phaephyceae, uglavnom iz reda

Laminariales).

a-L-Guluronska kiselina (GQ) 3-D-Manuronska kisleina (M)

COO- H

0 )
H

coor

HO —

G

NG M /

Slika 1.1. Molekulske formule [B-D-manuronske kiseline (M jedinica), a-L-

guluronske kiseline (G jedinica) i natrijum alginata

U svim organizmima koji proizvode alginat nalaze se manuronske C-5
epimeraze koje, kataliSu¢i C-5-epimerizaciju M-uronatnih jedinica u G-uronatne
jedinice, kontroliSu hemijski sastav polimera i raspodelu segmenata monomera

duz lanca.



Dokazano je da su G i M jedinice povezane u blokove koji mogu biti
homopolimerni G blokovi (GG), homopolimerni M blokovi (MM) i heteropolimerni
naizmenicno rasporedeni blokovi (MG i GM). Kolic¢ina i distribucija G i M blokova
zavisi od vrste, lokacije i starosti alge iz koje je alginat izolovan (Drury i sar., 2003)
tako da se komercijalni alginati veoma razlikuju po svom sastavu, pa ¢ak mogu

postojati i velike varijacije u M/G odnosu kod alginata dobijenih iz istog izvora.

Alginati pokazuju veliki afinitet prema dvovalentnim katjonima, i to prema

slede¢em opadaju¢em redosledu:

Pb2+ > Cu?* = Ba2* > Sr2+ > Cd?* > Ca?* > Zn?* > Co%* > Nij2+.

[z ove pojave proizilazi jedna od veoma bitnih karakteristika alginata, a to je
formiranje hidrogelova u prisustvu visevalentnih katjona, tako Sto dolazi do
interakcije izmedu kiselinske grupe G bloka i katjona (Wong i sar., 2004). Stoga su
reaktivnost sa katjonima i kapacitet obrazovanja gela direktna funkcija prosecne
duZzine lanca i udela i rasporeda G blokova. Alginati koji sadrZe najveéi procenat GG
frakcija imaju najvecu sposobnost da formiraju gelove. Jedan od najcesce

koriS¢enih katjona za dobijanje alginatnih hidrogelova je jon kalcijuma.

U cilju opisivanja mehanizma formiranja gela, pre viSe od tri decenije
postavljen je egg-box model (model kutije za jaja) (Grant i sar., 1973), koji se i
danas koristi za analizu specificnih interakcija izmedu dvovalentnih katjona i
polisaharidnih lanaca koje dovode do kohezije izmedu lanaca i stvaranja cvrste gel
strukture. Prema ovom modelu, katjoni se u alginatu vezuju najpre samo za
guluronske ostatke, sve dok ne dode do zasi¢enja, odnosno sve dok ne budu
popunjena sva slobodna mesta na guluronskim ostacima za vezivanje. Pri tome se
dva ili viSe poliguluronatnih lanaca medusobno vezuju stvarajuci Supljine poput
onih u kutiji za jaja za smeStanje dvovalentnog jona Sto je prikazano na primeru
kalcijuma na slici 1.2a. Sa daljim dodavanjem Ca2* jona, pocinju da ih vezuju i
manuronski ostaci jonskim interakcijama sa karboksilnim grupama COO- (slika
1.2b). Ove veze su slabije od veza sa GG blokovima i lakse se raskidaju jonskom

izmenom.



A) B)

T

Slika 1.2. Vezivanje Ca2* jona za alginatne lance: A) "egg-box“ model (model kutije
za jaja) vezivanja jona kalcijuma u Supljine izmedu GG segmenata; B) jonske

interakcije sa karboksilnim grupama u MM blokovima (Bajpai i Sharma, 2004)

Na slici 1.3 je prikazana struktura modela Ca-poli-a-L-guluronata.

B
) @ Cazjon

@® Kiseonikov atom
O Ugljenikov atom

Vodonikov atom

Slika 1.3. Heliks Ca-poli-a-L-guluronata: A) pogled duZ ose sa prikazom

vodonicnih veza i mesta vezivanja jona kalcijuma; B) pogled normalno na osu

Proces geliranja Na-alginata se moZe predstaviti reakcijom jednostavne

zamene jona natrijuma jonima kalcijuma pri cemu nastaje kalcijum-alginat:



2Na-alginat + Ca2* —» Ca-alginat + 2Na*

Kalcijum-alginatni hidrogel se mozZe formirati pod izuzetno blagim
uslovima, kao Sto su sobna ili telesna temperatura, fizioloSka pH vrednost i
izotonicni rastvori, posto joni Ca2* mogu lako da zamene jone Na* (de Vos i sar.,
2006). Medutim, joni kalcijuma takode vrlo lako mogu biti istisnuti nekim drugim
jonima, Sto moZe da bude prednost, ali i nedostatak u zavisnosti od krajnje
primene alginatnog hidrogela. Struktura Ca-alginata je zasnovana na jonskim
vezama, tako da je gel termostabilan u opsegu od 0 do 100°C, pa zagrevanje nece
dovesti do tecljivosti gela. Ipak, gel se lako moze rastvoriti na neutralnoj pH
vrednosti u rastvorima sa visokom koncentracijom natrijuma, kalijuma ili
magnezijuma, kao i u prisustvu antigelirajuc¢ih agenasa kao Sto u citrati, laktati i
fosfati Sto dovodi do nekontrolisane i spore degradacije u in vivo uslovima
(Smidrod i Skjak-Braek, 1990, Forster i sar, 2010). OdrZavanjem odnosa Na:Ca < 25:1
izbegava se destabilizacija gela. Isto tako, postizanje hemijske stabilnosti alginatnih
gelova se moZe ostvariti zamenom CaZ* jona dvovalentnim katjonima koji imaju
veli afinitet prema alginatu, a koji nisu toksic¢ni, kao Sto je Sr?* ili dodavanjem
viSevalentnih katjona kao Sto su Ti3*, Al3* i Fe3*. Treba naglasiti da fizicke
karakteristike alginatnih hidrogelova zavise od njihovog sastava, odnosno udela G i
M jedinica, ali i od njihovog redosleda (Smidsrod i sar., 1974, Martinsen 1989, Thu i
sar., 1996.).

Medutim, za primenu u medicini veoma je bitno obezbediti striktnu
kontrolu svojstava biomaterijala, a posebno brzine degradacije i biomehanickih
karaketristika (Augst i sar.,, 2006). Kao Sto je ve¢ recCeno alginatni hidrogel se
nekontrolisano i sporo degradiraju u in vivo uslovima (Smidrod i Skjak-Brak, 1990,
Forster i sar., 2010). Pri tome, generalno, hidrogelovi najpre bubre, a zatim dolazi i
do razaranja strukture, ali ovaj proces nije sasvim ispitan. Ispitivanja kinetike i
mehanizma degradacije alginatnih cestica u 0,1 M rastvoru fosfatno puferisanog
rastvora natrijum-hlorida su pokazala da se u prisustvu vece koncentracije jona
natrijuma prvo zamenjuju joni kalcijuma vezani za manuronske ostatke. Pri tome

dolazi do povecavanja elektrostatickog odbijanja karboksilnih grupa i relaksacije



polimernih lanaca, a time i bubrenja hidrogela (Bajpai i sar., 2008). Takode,
pokazan je isti mehanizam razgradnje mikrocestica alginata u medijumu za kulture
Celija u prisustvu male koncentracije natrijum-citrata (0,05 - 0,5 mM) (Mitrovic i

sar., 2010).

Mehanicka cvrstoca alginatnih hidrogelova kao i vecine hidrogelova, je
generalno mala uz viskoelasti¢no reolosko ponasanje (Doublier i sar., 1992, Junter i
Vinet, 2009). Viskoelasti¢no ponasanje podrazumeva da se materijali pod dejstvom
spoljasnje sile ponaSaju na nacin koji se nalazi izmedu ponasSanja elasti¢nih ¢vrstih
tela i tecnosti (Jovanovi¢ i Jeremié, 2007). Mehanicka svojstva alginatnih
hidrogelova variraju u zavisnosti od sastava, stepena umreZenosti i stepena
bubrenja. Pokazano je da se modul elasti¢nosti pri dinamickoj kompresiji skoro
proporcionalno povecavao sa porastom koncentracije alginata, jer sa porastom
koncentracije raste broj veza izmedu alginatnih lanaca u polimernoj mrezi (Junter i
Vinet, 2009). Brojne studije su pokazale da M/G odnos znacajno uti¢e na modul
elasti¢nosti alginatnih hidrogelova, to jest da sa porastom broja G jedinica raste i
modul elasti¢nosti hidrogela Sto je i oCekivano obzirom na jace vezivanje katjona
za G jedinice nego za M jedinice (Mauck i sar., 2000, Stevens i sar., 2004, Junter i
Vinter, 2009). Na mehanicke karakteristike alginatnog hidrogela utice i sam oblik,
tako da individualna alginatna mikrocestica ima znacajno ve¢i modul elasti¢nosti
pri dinamickoj kompresiji i Jangov modul elasti¢nosti od alginatnih diskova (Wang
i sar., 2005, Nguyen i sar., 2009). Takode, na mehanicke karakteristike uticu i sami
uslovi pripremanja alginatnih hidrogelova kao Sto su duzina geliranja i
koncentracija Ca2* jona u rastvoru za geliranje (LeRoux i sar., 1999, Junter i Vinter,

2009).
1.1.1 ELEKTROSTATICKA EKSTRUZIJA

Hidrogelovi mogu biti razli¢itih geometrijskih oblika kao Sto su diskovi,
mikrocestice i mikrovlakna. MikrocCestice, s obzirom na svoj sferi¢ni oblik i pre¢nik
manji od 1 mm, nude optimalan odnos povrSine u odnosu na zapreminu, kao i
manje difuzione limitacije. Stoga je to posebno atraktivan oblik za imobilizaciju i

kontrolisano otpustanje razlicitih bioaktivnih molekula (de Vos i sar, 2006).



Mikrovlakna predstavljaju atraktivan nosac za inZenjerstvo tkiva, jer zahvaljujuci
svom obliku, veli¢ini i poroznosti podsecaju na vancelijski matriks (Sill i Recum,
2008). Pored toga mikrovlakana se komercijalno koriste za obloge za rane, kao Sto

su Vivamel®, Suprasorb®A + Ag, itd.

Znacajno mesto u proizvodnji mikrocestica i mikrovlakana zauzele su
ekstruzione tehnike wusled relativno jednostavnog postupka proizvodnje.
Ekstruzione tehnike za dobijanje mikrocestica obuhvataju: i) metodu ukapavanja,
ii) metodu ukapavanja uz primenu sekundarnog toka vazduha (Anilkumar i sar.,
2001, Bucko i sar.,, 2005), iii) vibracionu metodu (Heinze i sar., 2004), iv) metodu
rasprSivanja pomocu rotirajuceg ravnog diska (Ogbonna, 2004), v) metodu
presecanja mlaza (Prusse i Vorlop, 2004), i vi) elektrostaticku ekstruziju (Poncele i
sar, 1999, Bugarski i sar, 2004). Od ekstruzionih tehnika za dobijanje
mikrovlakana koriste se: i) spining pri zagrevanju polimera do tacke topljenja
(Fambri i sar, 1997), ii) suvi spining (Gogolewski i Pennings, 1985), iii) vlaZzni
spining (Pomfret i sar., 2000), i iv) elektrospining (Kwon i sar., 2005, Dai i sar.,
2010).

Elektrostaticka ekstruzija, kao tehnika za dobijanje veoma malih Cestica
(prec¢nika nekoliko stotina mikrona) uniformne raspodele velic¢ina, pod strogo
kontrolisanim uslovima, zasniva se na ekstruziji polimernog rastvora kroz kapilaru
uz primenu elektrostatickog polja, a zatim sakupljanju nastalih kapi u rastvoru za
geliranje (Keshavartz i sar., 1992, Bugarski i sar.,, 1993). Razlikuju se tri osnovne
geometrije sistema za elektrostaticku ekstruziju: i) geometrija paralelnih ploca
(rastvor za geliranje je paralelan sa plotom kroz koju je provucena igla koja
predstavlja pozitivnu elektrodu), ii) pozitivno naelektrisan rastvor za geliranje, a
igla je uzemljena, i iii) pozitivno naelektrisana igla, a rastvor za geliranje je
uzemljen. Pri koriS¢enju alginata ustanovljeno je da je najefikasniji sistem za
proizvodnju mikrocestica sistem sa pozitivno naelektrisanom iglom (Bugarski i
sar., 1994a, Bugarski i sar., 1994b, Poncelet i sar., 1999) (slika 1.4). Pri tome se kapi
odvajaju sa vrha kapilare i pod uticajem gravitacije i elektrostaticke sile padaju u

rastvor za geliranje u kome dolazi do jonske izmene i o¢vrS¢avanja alginatnih



Cestica. Elektrostaticki potencijal koji se primenjuje izmedu kapilare i rastvora za
geliranje indukuje odredeno naelektrisanje na povrSini polimernog rastvora,
dovode¢i do smanjenja povrSinskog napona i drasticnog smanjenja veliCine
kapljica koje se otkidaju, u odnosu na veli¢inu kapljica dobijenih metodom
ukapavanja bez primene elektricnog polja (Bugarski i sar., 1994a, Bugarski i sar.,
1994b, Poncelet i sar, 1999). Precnik mikroCestica varira u zavisnosti od
operativnih parametara kao Sto su primenjeni elektrostaticki napon, unutrasnji
precnik igle i rastojanje izmedu elektroda, kao i od fiziCkih karakteristika rastvora
(Bugarski i sar., 1994a, Bugarski i sar., 1994b, Poncelet i sar., 1999). Ovom metodom

dobijene su alginatne mikrocestice pre¢nika manjeg od 1 mm, pa sve do 50 pum.

Rastvor polimera

l Pozitivno naelektrisana

igla
Fy
+r|; /4 r
T
Elekiricno Fe
polje Fg
[ =1 Rastvor za geliranje

Slika 1.4. Princip formiranja kapi primenom elektrostaticke ekstruzije. Na vrh
pozitivno naelektrisane igle dovodi se rastvor polimera. Elektri¢no polje se formira
izmedu pozitivne igle i uzemljenog rastvora za geliranje. Na kap na vrhu igle deluje
sila gravitacije (Fg) i elektrostaticka sila (Fe) koje teZe da otkinu kap nasuprot sili

povrsinskog napona (Fy)

Kao Sto je vel istaknuto, proces formiranja kapi pod dejstvom

elektrostatickog polja je vrlo sloZena funkcija mnogih parametara kao Sto su:



primenjeni napon, rastojanje izmedu elektroda i geometrija, protok polimernog
rastvora, kao i osobine polimernog rastvora ukljuc¢ujuéi povrsinski napon, gustinu i
viskoznost (Poncelet i sar., 1999). Do danas je razvijeno viSe razli¢itih modela
elektrostaticke ekstruzije (Poncelet, 1999, Bugarski i sar., 2006), ali nijedan od njih
ne objasnjava u potpunosti razli¢ite eksperimentalne rezultate. Ipak, modelovanje

je omogucilo bolji uvid u znacaj pojedinih parametara koji kontroliSu ovaj proces.

Na kap koja se stvara na vrhu kapilare jednostavnom ekstruzijom te¢nosti,
deluje sila gravitacije, dok na meniskus deluje sila povrSinskog napona koja
sprecava otkidanje kapi (slika 1.5A). Kada se ove dve sile izjednace kap se otkida sa
vrha kapilare i pada u rastvor za geliranje, pri ¢emu je postignuta ravnoteza sila

koje deluju na kap koja pada:
Fg = Fy (1.1)

gde je Fy je sila teZine, a F) sila povrSinskog napona. Sila teZine kapi sferi¢nog

oblika je data jednacinom:
Fg=mg = énrf{og (1.2)

gde su r poluprecnik kapi, g gravitaciono ubrzanje (g = 9,81 m/s?) i p gustina

polimernog rastvora.
Sila povrsinskog napona te¢nosti je data jednacinom:
Fy=2mroy (1.3)

gde su ro unutraSnji poluprecnik kapilare i y povrSinski napon koji deluje u
trenutku otkidanja kapi.

Zamenom jednacina 1.2 1.3 u jednacinu 1.1 moZe se izracunati poluprecnik kapi:

%m‘3pg = 2mroy (1.4)

_3,3T_OY
r=zg (1.5)
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Ako se usvoji povrSinski napon vodenog rastvora natrijum alginata od oko
40 mJ/m? i gustina rastvora od oko 1000 kg/m3, pri unutra$njem precniku
kapilare u rasponu od 0,5 do 1 mm moze se pokazati da se ekstruzijom samo pod

dejstvom gravitacije ne mogu dobiti kapi manje od 1 mm.

p p
N Y —"
YHY YHY
o A\
+
mg mgJ’

0O ¢ 0 %0

Slika 1.5. Sematski prikaz nastajanja ¢estica hidrogela ekstruzijom. A) Ekstruzija

bez dejstva elektricnog polja: pod pritiskom p rastvor polimera se potiskuje kroz
kapilaru poluprec¢nika r, pri ¢emu se formira kap na koju deluje sila gravitacije
(mg), dok na meniskus deluje sila povrSinskog napona; pri izjednac¢avanju ove dve
sile dolazi do otkidanja kapi poluprecnika r; koja pada u rastvor za geliranje gde
ocvrscuje u Cesticu. B) Elektrostaticka ekstruzija: pod pritiskom p rastvor polimera
se potiskuje kroz kapilaru poluprecnika r, pri ¢emu se formira kap na koju deluju
sila gravitacije (mg) i elektrostaticka sila (Fe), dok na meniskus deluje sila
povrsinskog napona; pri izjednacavanju gravitacione i elektrostaticke sile sa silom
povrsinskog napona otkida se kap poluprecnika rz koja pada u rastvor za geliranje

gde oc¢vrscuje u Cesticu
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Na kap koja se formira na vrhu kapilare u elektricnom polju deluju
gravitaciona, elektrostaticka i sila povrSinskog napona (slika 1.5B). Primenom
elektricnog napona, potpomognuto je kretanje negativno naelektrisanih molekula
ka povrSini kapi pri ¢emu se ovi molekuli sudaraju i medusobno odbijaju, Sto
prouzrokuje opadanje povrSinskog napona i otkidanje kapi. RavnoteZa sila koje
deluju na kap koja pada u elektricnom polju moZe se predstaviti sledecom

jednacinom:
F,+F=F (1.6)

gde je F. elektrostaticka sila koja zavisi od geometrije sistema i u slucaju da je
jedna elektroda igla, a druga elektroda rastvor za prikupljanje cCestica, ova sila se

mozZe izraziti jednacinom (Bugarski i sar., 2001):

Fo=—m0?, (1.7)

[ ()]

gde su ¢, elektricna permitivnost vazduha (g0 = 8,85 x 10-12 C2/Nm?), h rastojanje
izmedu elektroda (to jest vrha igle i povrSine rastvora za geliranje), a U primenjeni

elektrostaticki napon.

Uticaj primenjenog napona na poluprec¢nik rezultujué¢e kapi, r, dobija se

uvodenjem jednacina (1.2), (1.3) i (1.7) u jednacinu (1.6):

_ 2 [In(4h/r)2(c-dr3)
U= RO/ (1.8)

gde su konstante c i d definisane kao:

c=roy (1.9)

2
d=3pg (2.0)

Ovaj model i jednacina 1.8 su koriS¢eni za predvidanje veliCine alginatnih

mikrocestica kao funkcije primenjenog napona na pozitivno naelektrisanu iglu za
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dve velicine igle i dve koncentracije alginata i pokazano je kvalitativno slaganje sa

eksperimentalnim podacima (Bugarski i sar., 2006).

1.1.2 PRIMENA ALGINATA

Na-alginat ima odlicne karakteristike kao sredstvo za zguSnjavanje,
sredstvo za geliranje, stabilizator i emulgator. Danas, zahvaljuju¢i svojim
jedinstvenim karakteristikama alginat se primenjuje u prehrambenoj industriji i to
u proizvodnji sladoleda, rezanaca, Zelea, preliva, piva, mle¢nih pica itd, kao i u
proizvodnji hrane za ku¢ne ljubimce. Takode, alginat se koristi u tekstilnoj
industriji, kao i u proizvodnji papira. Na-alginat je nasao primenu u kozmetici kao
sredstvo za zguSnjavanje i za odrZavanje vlaznosti kozmetickih preparata. U
farmaceutskoj industiji Na-alginat se koristi kao komponenta tableta gde sa jedne
strane ima ulogu da ubrza njihovo rastvaranje, kako bi se brZze oslobodile aktivne
supstance, dok s druge strane u kiseloj sredini Zeluca formira gel i na taj nacin Stiti

mukozu zeluca.

Ca-alginat je biokompatibilan i biodegradabilan zbog ¢ega se pokazao kao
pogodan hidrogel za imobilizaciju razlic¢itih bioaktivnih molekula (lekovi, faktori
rasta, hormoni, enzimi itd.) i Celija razliCitog porekla kao Sto su Ccelije
mikroorganizama (bakterije, kvasci, plesni, alge), biljaka i Zivotinja, ali i za
imobilizaciju humanih ¢elija (Smidsrod i sar., 1990, Nedovié, 1999). UspeSno su
izvedene imobilizacije razli¢itih lekova (Yang i sar., 2013, Martin i sar., 2015),
enzima (Taqieddin i Amiji, 2004, Rahim i sar., 2013), faktora rasta (Choi i sar., 2010,
Kolambkar i sar., 2011) i hormona (Lucas i sar., 2015) unutar matrice alginata.
Takode, alginatni rastvori, kao i hidrogelovi su se pokazali kao pogodani za

stabilizaciju nanocestica srebra (Liu i sar., 2009, Saha i sar., 2009 i 2010).

1.2 POLI(VINIL ALKOHOL)

Poli(vinil alkohol) (PVA) je sinteticki, hidrofilni polimer prilicno
jednostavne strukture (slika 1.6). PVA se dobija polimerizacijom vinil acetata u

poli(vinil acetat), a zatim sledi hidroliza poli(vinil acetata) do poli(vinil alkohola).
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Hidroliza nije potpuna i zavisi od duZine trajanja reakcije, pa je poli(vinil alkohol)
uvek kopolimer poli(vinil alkohola) i poli(vinil acetata). Stepen hidrolize ili sadrzaj
acetatnih grupa u polimeru ima uticaj na hemijske karakteristike, rastvorljivost i
kristalizaciju PVA, jer acetatne grupe slabe vodoni¢ne veze izmedu hidroksilnih

grupa susednih lanaca, kao i unutar samog lanca (Hassan i Peppas, 2000).

n CHZ — (i“H polimerizacija - [CH2 —_— (le]n —
0COCH, OCOCH,4

Vinil acetat Poli(vinilacetat)

l hidroliza

OH

Poli(vinilalkohol)

Slika 1.6. Dobijanje poli(vinil alkohola) polimerizacijom vinil acetata, pracene

hidrolizom poli(vinil acetata)

Rastvor PVA polimera moZe da formira hidrogel hemijskim ili fizickim
umreZavanjem. Hemijsko umrezavanje se moZe postici: i) primenom hemijskih
agenasa, i ii) razli¢itim zracenjima. NajCeSce koriS¢eni agensi za umreZavanje PVA
su: glutaraldehid (Narita i sar., 2001, Patel i Vavia, 2010), formaldehid (Yang i sar.,
2012), boratni joni (Lin i sar,, 2003), joni bakra (Gong i sar., 2006), kao i smeSe
glutaraldehida, metanola, sumporne i siretne kiseline (Hasimi i sar., 2008). Nakon
umreZavanja, u hidrogelu su prisutni ostaci agenasa za umreZavanje, koji su
najcesce toksicni (Hassan i Peppas, 2000). Stoga je neophodna ekstrakcija zaostalih
komponenti iz hidrogela kako bi on mogao da se koristi u biomedicinske svrhe.
PVA hidrogelovi se mogu dobiti hemijskim umreZavanjem i primenom zracenja i

to: i) y zra¢enja (Nam i sar., 2004, Park i sar., 2012), ii) UV zracenja (Agabekov i sar.,
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2012), iii) elektronskog snopa (Kim i sar., 2008), i iv) mikrotalasnog zracenja
(Nadagouda i Varma, 2007). Ovaj nac¢in hemijskog umrezZavanja je jednostavan i
kontrolisan proces, ne zahteva prisustvo hemijskih agenasa kao inicijatora
umrezZavanja, a istovremeno sa umreZavanjem vrSi se i sterilizacija hidrogela.
Medutim, glavni nedostatak primene zracenja je stvaranje mehuri¢a unutar

hidrogela tokom umrezavanja (Hassan i Peppas, 2000).

Sa druge strane, hidrogelovi PVA se mogu dobiti i fizickim umreZavanjem i
to: i) suSenjem rastvora PVA na visokoj temperaturi, nakon cega sledi njegovo
hladenje (Otsuka i sar, 2009), i ii) ponovljenim ciklusima zamrzavanja i
odmrzavanja vodenih rastvora PVA (Lozinsky i Plieva, 1998, Lozinsky i sar., 2003).
Dobijanje hidrogelova fizickim umreZavanjem ima prednost u odnosu na hemijsko
umrezavanje zato $to se sa jedne strane izbegava upotreba najceSce toksicnih
hemijskih umrezivaca koji ograni¢avaju moguénosti primene u medicini i farmaciji,
dok se sa druge strane izbegava stvaranje mehurica u hidr ogelu Sto je slucaj kada
se umrezavanje vrSi zracenjem (Hassan i Peppas, 2000). Fizicki umreZeni
hidrogelovi metodom ponovljenih ciklusa zamrzavanja i odmrzavanja nazivaju se i
kriogelovi (Lozynski i sar, 2003). Ovaj proces se objasnjava postupnim
zamrzavanjem rastvaraca i polimera. Naime, prilikom zamrzavanja rastvora, koji
se sastoji od polimera i rastvaraca, prvo dolazi do zamrzavanja rastvaraca i
formiranja kristala. Kristali tokom zamrzavanja rastu sve dok ne dodu u kontakt sa
drugim kristalima, tako da ¢e se nakon odmrzavanja kasnije dobiti sistem
medusobno povezanih pora, Cije dimenzije i oblik zavise od mnogih faktora kao Sto
su broj ciklusa zamrzavanja i odmrzavanja, koncentracija polimera itd. Mali deo
ukupne zapremine tec¢nosti se ne zamrzava i naziva se mikrofaza te¢nosti koja ne
zamrzava. U mikrofazi koncentracija polimera rapidno raste Sto dovodi do fizickog
umreZavanja i formiranja gela. Nakon odmrzavanja gel se viSe ne rastvara tako da
je dobijen kriogel sa medusobno povezanim porama. Kriogelovi imaju bolje

mehanicke karakteristike od hemijski umrezenih hidrogelova.

Na slici 1.7 prikazana je Sema formiranja kriogela metodom ponovljenih

ciklusa zamrzavanja i odmrzavanja.
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Slika 1.7. Sematski prikaz formiranja kriogela metodom ponovljenih ciklusa
zamrzavanja i odmrzavanja. A) Pocetni rastvor se sastoji od makromolekula
polimera (1) i rastvaraca (2). B) Tokom zamrzavanja stvaraju se kristali rastvaraca
(3), dok se u mikrofazi tecnosti koja ne zamrzava povecava koncentracija polimera
koji se onda fizicki umrezavaju (4). C) Nakon odmrzavanja uocava se okosnica

kriogela (5), makropore (6) i rastvarac (7) (Lozinsky i sar., 2003)

PVA hidrogelovi se koriste u tekstilnoj industriji, u proizvodnji papira, kao i
u industriji za pakovanje hrane (Tripathi i sar, 2009). FDA (Food and Drug
Administration) je dozvolila upotrebu PVA u pakovanju hrane, jer su se PVA filmovi
pokazali kao odlicna barijera za mikroorganizme (DeMerlis i Schoneker, 2003).
Hidrogelovi PVA zahvaljuju¢i specificnim karakteristikama, kao Sto su visoka
mikro- i makro poroznost, biokompatibilnost, netoksi¢nost, nekancerogenost,
otpornost na biodegradaciju, dobre bioadhezivne i biomehanicke karakteristike,
imaju potencijalnu primenu u medicini i farmaciji (Hassan i Peppas, 2000, DeMerlis
i Schoneker, 2003). PVA hidrogelovi su se pokazali veoma pogodni za imobilizaciju
razli¢itih bioaktivnih molekula kao Sto su lekovi (Peppas i Mongia, 1997, Kayal i
Ramanujan, 2010), enzimi (Efremenko i sar., 2002, Bacheva i sar., 2001), faktori
rasta (Kawase i sar, 1999), ali i za imobilizaciju razli¢itih mikroorganizama
(Lozinsky i sar., 1997, 2003) i ¢elija (Bryant i sar., 2004, Vrana i sar., 2008). Takode,
PVA hidrogelovi se primenjuju u zameni oStecene hrskavice i meniskusa (Baker i
sar., 2012). Treba istaéi da se PVA pokazao kao pogodan polimer za stabilizaciju

nanocestica srebra i zlata (Mahapatra i sar., 2007, Sharma i sar., 2009).
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1.3 POLI(N-VINIL-2-PIROLIDON)

Poli(N-vinil-2-pirolidon) ili PVP je sinteticki, hidrofilni polimer koji se
dobija polimerizacijom monomera N-vinil-2-pirolidona (slika 1.8). Poli(N-vinil-2-
pirolidon) je jedan od najviSe koris¢enih polimera u medicini zbog svoje

rastvorljivosti u vodi i izuzetno niske citotoksi¢nosti (Razzak i sar., 2001).

N O

N-vinil-2-pirolidon Poli(N-vinil-2-pirolidon)

Slika 1.8. Dobijanje PVP polimerizacijom N-vinil-2-pirolidona

Rastvor PVP polimera moze da formira hidrogel hemijskim umreZavanjem
zraCenjem ili pomocu umrezivaca. Hidrogelovi se najceSc¢e dobijaju zraCenjem i to:
i) UV zracenjem (Fechine i sar., 2004), i ii) y zracenjem (Kaplan i Guner, 2000), jer je
ovaj nacin umrezavanja jednostavan, kontrolisan, efikasan i Cist. Kao umrezivaci
koriS¢eni su N,N’-meten bis-akrilamid (Bharali i sar., 2003; Wang i Wang, 2010) i
glutaraldehid (Milosavljevic¢ i sar., 2010), ali je nakon geliranja ovom metodom
potrebna ekstrakcija ostataka umreZivaca iz hidrogela. U cilju poboljSanja
mehanickih karakteristika hidrogelova, PVP se ¢esto meSa sa drugim polimerima
kao Sto su: celuloza (Wang i sar., 2007, Roy i sar., 2012), poli- etilen glikol (Lugao i
sar, 2002, Barmpalexis i sar., 2013) ili PVA (Joshi i sar., 2006, Thomas i sar., 2009, Ma
isar., 2009).

PVP hidrogelovi su zbog svoje biokompatibilnosti, mekoce i elasti¢nosti,
sposobnosti da apsorbuju veliku koli¢inu tecnosti uz zadrZavanje mehanickih
karakteristika veoma pogodni za primenu u medicini i farmaciji. PVP hidrogelovi
su ispitivani za imobilizaciju lekova (Rosiak i sar., 1993, Shalaby i sar., 1991, Lopes i

Felisberti, 2003, Bharali i sar., 2003), a koriS¢eni su i kao komponente obloga za
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rane (Rosiak i sar., 1993, Benamer i sar., 2006). Takode, PVP hidrogel u kombinaciji
sa PVA se pokazao kao pogodan materijal za potencijalnu zamenu
intervertebralnog diska i to nucleus pulposus (Joshi i sar., 2006, Ma i sar., 2009), kao

i hrskavice (Zheng i sar., 2009).

Treba istaci da je PVP pogodan za imobilizaciju metalnih nanocestica, zbog

snaznog afiniteta piridil-grupe ka metalima (Wang i sar, 2006).

1.4 NANOCESTICE SREBRA

Nanotehnologija je multidisciplinarna oblast u kojoj se primenjuju znanja
prirodnih nauka i inZenjerski principi sa ciljem da se dobiju, okarakteriSu i
primene materijali veli¢ine nanometra (Ramsden, 2014). Materijali nanodimenzija
imaju specificne karakteristike. Kada se broj atoma koji ¢ine materijal znatno
smanji, atomi zauzimaju drugaciji raspored i menja se medurastojanje za
povrsinske atome, Sto dovodi do promene fizickih i hemijskih karakteristika u
odnosu na materijale istog sastava, ali makroskopskih dimenzija (Trajkovi¢ i

Markovié, 2010).

Poslednjih nekoliko decenija, metalne nanocestice su fokus istraZivanja
mnogih istraZivackih grupa. Veli¢ina metalnih nanocestica se krece u opsegu od 1
do 100 nm. Nanocestice, zahvaljujuéi velikoj specificnoj povrSini u odnosu na
zapreminu, kao i velikoj povrSinskoj energiji, imaju jedinstvene Kkataliticke,
elektricne, magnetne, opticke i mehanicke karakteristike (Horikoshi i Serpone,

2013).

Nanocestice srebra su zbog svojih katalitickih (Jiang i sar., 2005, Saha i sar.,
2010), i optickih (McFarland i Duyne, 2003) osobina, kao i antimikrobne aktivnosti
(Bhattacharya i Mukherjee, 2008) privukle paZnju mnogih istrazivackih grupa.
Nanocestice srebra se mogu dobiti razli¢itim metodama: i) hemijskom redukcijom
jona srebra i to u vodenim rastvorima (Leopold i Len, 2003, Caswell i sar., 2003,
Chaki i sar., 2004), kao i u ne-vodenim rastvorima (Chen i Huan, 2002, Wang i sar.,

2003), ii) metodom po modli (Faure i sar., 2003), iii) elektrohemijskom metodom
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(Johans i sar., 2004), iv) redukcijom jona srebra pomocu ultrazvuka (Zhang i sar.,
2004), v) redukcijom indukovanom ili katalizovanom fotohemijskim putem
(Shchukin i sar.,, 2003, Zhang i sar., 2003, Cozzoli i sar, 2004), vi) sintezom
indukovanom mikrotalasima (Komarneni i sar, 2002, Yamamoto i sar., 2004),
vii) radijaciono-hemijskom redukcijom (Hornebecq i sar, 2003, Lihui i sar, 2004),
viii) mikroemulzionom metodom (Zheng i sar, 2003 i 2004, Maillard i sar, 2002 i
2003), i ix) biohemijskom redukcijom jona srebra (Naik i sar., 2002, Bhainsa i
D'Souza, 2006). Takode, nanocCestice srebra se mogu sintetisati u hidrogelovima,
bubrenjem hidrogelova u rastvorima Ag* jona i naknadnom redukcijom jona
srebra. Redukcija Ag* jona se moZe vrSiti na razlicite nac¢ine: hemijski (Mohan i sar.,
2007, Thomas i sar., 2007), UV zracima (Lu i sar., 2007), radijaciono-hemijski (Xiang
i Chen, 2007) i elektrohemijski (Jovanovié¢ i sar., 2014).

U zavisnosti od uslova sinteze nanocestice mogu biti razliCite veli¢ine i
oblika (Yu i Yam, 2005, Sharma i sar., 2009, Mochochoko i sar. 2013). Na slici 1.9 su

prikazane nanocestice srebra razlic¢itih oblika.

Slika 1.9. TEM mikrografije nanocCestica srebra razlic¢itih oblika: A) sfericne
nanocestice (Pal i sar., 2007); B) trouglaste nanocestice; C) nanoZice; D) kockaste

nanocestice (Yu i Yam, 2005)
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Ritc (Reetz) i Helbig (Helbig) su prvi pokazali da se nanocestice prelaznih
metala odredene velicine mogu dobiti elektrohemijskim putem (Reetz i Helbig,
1994).  Elektrohemijsko  dobijanje = nanocestica  srebra  podrazumeva
elektrohemijsku redukciju jednovalentnih jona srebra pomocu elektricne struje.

Ovaj proces se moZe predstaviti slede¢om jednac¢inom:

n Ag++ne — (Ag)n

Elektrohemijska sinteza nanocestica srebra pokazuje prednosti u odnosu na
ostale metode sinteze nanocestica i kao Sto su: i) visoka c¢isto¢a metalnih Cestica,
Sto je posebno znacajno kod biomedicinske primene, i ii) mogucnost precizne
kontrole veli¢ine Cestica, koja se postiZze podeSavanjem vrednosti potencijala ili
gustine struje koja se koristi za sintezu nanocestica (Rodriguez-Sdnchez i sar.,

2000).

Osnovni problem primene nanocestica srebra jeste velika tendencija ka
aglomeraciji Sto umanjuje odnos povrsine i zapremine, a time se menjaju i svojstva
nanocestica. U cilju stabilizacije nanocestica, tj. prevencije njihove aglomeracije,
mogu se Kkoristiti polimeri. Od prirodnih polimera najces¢e je koriS¢en skrob
(Chairam Somsook, 2008, Chairam i sar., i 2009), dekstran (Berry i sar., 2003) i
hitozan (Park i sar., 2005), a od sintetickih polimera, zbog biokompatibilnosti,
koriste se PVP, PVA, poli(2-hidroksietil metakrilat) (PHEMA) i poli(metil
metakrilat) (PMMA) (Stasica i sar, 2000, Darwis i sar., 2002). Stabilizacija
nanocCestica srebra pomocu rastvora polimera se objaSnjava elektronskim
interakcijama funkcionalnih grupa polimera i nanocestica metala. Nukleofilni
karakter funkcionalnih grupa polimera je dovoljno izrazen da bi se nanocestice
metala vezale donorskim elektronima (Henglein, 1993). Takode, polimeri mogu da
stvore koordinativne veze sa jonima metala, formiraju¢i kompleks
polimer/metalni jon, koji se lako moZe redukovati. Takav redukovani kompleks
sadrZi Cestice metala manjih dimenzija i uZe raspodele veli¢ina (Esumi i sar., 1998).
Nakon redukcije, efekat stabilizacije se moZe objasniti na dva nacina: vezivanjem
nanocestica za polimer ili inkapsulacijom nanocestica metala unutar strukture

polimera (Kuo i Che, 2003). Alginat, PVA i PVP su najcesc¢e ispitivani polimeri za
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biomedicinsku primenu, ali i za stabilizaciju nanocestica srebra (Sharma i sar.,

2009, Armentano i sar., 2010).

Nanocestice srebra su sintetisane u alginatnim rastvorima hemijskom
redukcijom jona srebra iz rastvora soli (kao Sto je srebro sulfat i srebro nitrat)
pomocu borhidrata ili askorbinske kiseline kao redukuju¢ih agenasa (Dubas i
Pimpan, 2008, Travan i sar., 2009, Seo i sar., 2012, Marie Arockianathan i sar., 2012),
y zracenjem (Liu i sar., 2009) i fotohemijskom redukcijom (Saha i sar., 2009).
Takode, jednostavnim metodom zagrevanja rastvora AgNO3z (4,0 M) i alginata
(0,2 mas.%) na temperaturi od 90 °C nakon 1 h su dobijene sfericne nanocestice
srebra precnika 14 *+ 3 nm, gde je alginat sluZio i kao redukujuci agens i stabilizator
nanocestica (Sharmai sar., 2012). Isto tako, nanocCestice srebra se mogu sintetisati i

unutar alginatnog hidrogela fotohemijskom redukcijom (4i i sar., 2012).

Vodeni rastvori, kao i hidrogelovi PVA, su se takode pokazali veoma
pogodni za sintezu nanocestica srebra (Sharma i sar., 2009.). Tako su primenom
elektronskog snopa (5-15 keV) na vodeni rastvor 0,01 M AgNOs3 i PVA dobijene
nanocestice srebra precnika 40-150 nm, pri ¢emu su manje nanocCestice dobijene
kada je energija elektrona veca (Mahapatra i sar., 2007). Takode, nanocestice
srebra su sintetisane hemijskom redukcijom jona srebra u vodenom rastvoru PVA
pomocu redukuju¢eg agensa  hidrazin  hidrata, kao i natrijum-
formaldehidsulfoksilata (Khanna i sar., 2005). Pokazano je da se nanocestice srebra
mogu sintetisati unutar PVA filma hemijskom redukcijom pomoc¢u natrijum
borhidrata kao redukujuéeg agensa (Clemenson i sar., 2008), zatim fotohemijskom
redukcijom (Korchev i sar.,, 2006, Clemenson i sar., 2008), kao i zagrevanjem
rastvora na temperaturi vecoj od 90°C (Clemenson i sar, 2007, Clemenson i sar.,
2008). Fotohemijska redukcija je takode koriS¢ena za dobijanje nanocestica unutar

PVA nanovlakana (Hong i sar., 2006).

NanocCestice srebra su uspesSno sinetisane u vodenim rastvorima PVP
razlicitim metodama kao S$to su: i) hemijska redukcija (Wang i sar, 2005),
ii) elektrohemijska redukcija (Yin i sar., 2003), iii) UV zracenje (Yang i Lu, 2005),

iv) y zracenje (Shin i sar., 2004), v) sinteza indukovana mikrotalasima (Pai i sar.,
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2009), i vi) sinteza indukovana ultrazvukom (Jiang i sar., 2004), kao i unutar PVP
hidrogelova y zrac¢enjem (Jovanovic i sar.,, 2011) i elektrohemijskom redukcijom

(Jovanovié i sar., 2013).

Za biomedicinsku primenu se kao atraktivan agens pokazao med, koji
istovremeno redukuje srebro i stabiliSe nanocestice srebra (Philip, 2010). Med se
koristi u medicinske svrhe od davnina zbog svog sastava i specificnih
karakteristika. Med se sastoji od razli¢itih ugljenih hidrata (>80 %), pri ¢emu su
najzastupljeniji fruktoza i glukoza ¢ineci udeo od oko 70 %, dok je saharoza (stoni
Secer) zastupljena ~5 %. Ostatak je voda oko 20 %, dok su proteini zastupljeni u
malom procentu oko 0,3 % (Jull i sar., 2008). Prilikom sinteze nanocCestica srebra u
medu glukoza sluzi za redukciju srebra, a proteini meda za stabilizaciju
nanocestica (Philip, 2010). Da bi redukcija srebra pocela neophodno je prisustvo
natrijum hidroksida koji olakSava otvaranje glukoznog prstena Sto omogucava
jonima srebra da oksiduju glukozu do glukonske kiseline (Raveendran i sar., 2006).
Tokom ove hemijske reakcije nastaju nanocestice srebra i glukonska kiselina, a sve
ostale komponente meda ostaju nepromenjene. Takode, je pokazano da Sto je visa
pH vrednost (odnosno pri ve¢im koncentracijama natrijum hidroksida) to se stvara

veci broj veoma malih nanocestica ~4 nm (Philip, 2010).

1.4.1 MEHANIZAM RASTA NANOCESTICA SREBRA

Opsti mehanizam formiranja i rasta nanocestica srebra se sastoji od
nekoliko faza: i) klasi¢na nukleacija i rast, ii) agregativna nukleacija i rast, i iii)
Ostvaldovo sazrevanje (Richards i sar, 2010). Kinetika rasta nanocestica se najceSce
prikazuje sigmoidalnim profilom (slika 1.10) (Skrdla i Robertson, 2008, Richards i
sar, 2010).
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Slika 1.10. Sematski prikaz mehanizma formiranja i rasta nanocestica srebra u
toku vremena. Najmanji krugovi predstavljaju primarne nanokristale, dok najveci
oznalavaju rastuce nanoclestice. V (t) je srednja zapremina nanocestica u toku
vremena, kg je konstanta agregacionog rasta, ko je konstanta brzine Ostvaldovog

sazrevanja (Richards i sar, 2010)

Mehanizam formiranja i rasta nanocestica se moZe opisati modifikovanom
Kolmogorov- DZonson-Mel-Avramijevom jednac¢inom (Kolmogorov-Johnson-Mehl-
Avrami) - KJMA koja pored nukleacije i aktivnog rasta ukljucuje i Ostvaldovo

sazrevanje (Richards i sar, 2010):

t—"To
1+exp(—2w (t— 70)) ko

g o_ g exp(—(kgt)") + l (1.9)

Viim
gde je V (t) srednja zapremina nanocestica i Viim limitirajué¢a srednja zapremina na
kraju perioda aktivnog rasta. Jednacina sadrzi standardni KJMA ¢lan koji opisuje
nukleaciju i aktivan rast nanocestica gde je kg konstanta agregacionog rasta, a n
Avramijev eksponent (Shields i sar, 2010). Drugi c¢lan u jednacini opisuje
Ostvaldovo sazrevanje koje pocinje posle inicijalnog perioda t, uz konstantu

brzine Ostvaldovog sazrevanja ko i konstantu w. Predvidanja modela su pokazala

23



kvalitativno i kvantitativno dobro slaganje sa eksperimentalnim podacima

(Richards i sar, 2010).
1.4.2 ANTIMIKROBNA SVOJSTVA NANOCESTICA SREBRA

Antimikrobne karakteristike srebra su ve¢ vekovima poznate. Tako je
posude od srebra koriS¢eno za cuvanje vode, dok su jedinjenja koja sadrze srebro
koriS¢ena u tradicionalnoj medicini (Slawson i sar., 1992, Bhattacharya i Mukherjee,
2008, Armentano i sar, 2010). U poslednjih nekoliko decenija, zabeleZen je
znacajan porast mikroorganizama koji su rezistentni na postojece antibiotike Sto je
vratilo srebro u medicinsku primenu (Monteiro i sar., 2009). Danas postoje razliciti
proizvodi koji u sebi sadrZe srebro kao Sto su antimikrobne obloge za rane, masti i
premazi i koji se naj¢esc¢e koriste u tretmanu inficiranih opekotina, otvorenih rana

i hroni¢nih ulkusa (Travan i sar.,, 2009, Dubas i sar., 2011).

Pokazano je da nanocestice imaju vecu antimikrobnu aktivnost od jona
srebra (Lok i sar., 2006). Nanocestice deluju na nivou Ccelijske (citoplazmaticne)
membrane tako Sto interaguju sa strukturnim proteinima menjajuci permeabilnost
membrane, zatim sa membranskim enzimima inhibirajuéi njihovu aktivnost (Li i
sar., 2010). Nanocestice takode penetriraju u Celiju interagujuci sa DNK, Sto utice
na sposobnost replikacije Celije (Morones i sar., 2005). Pri tome se nanocestice i
rastvaraju oslobadajuci jone srebra koji takode deluju antimikrobno (Morones i
sar., 2005). Pokazano je da nanocestice srebra deluju na razli¢ite viruse (Xiang i
sar., 2011), bakterije (Guzman i sar., 2012, Radzig i sar., 2013), i gljive (Pandcek i
sar, 2009). Hemijski sintetisane nanocestice srebra u rastvorima razliitih
saharida su pokazale antibakterijsku aktivnost prema 10 razlicitih vrsta bakterija,
pri ¢emu su najmanje nanocestice u ovoj studiji precnika 25 nm bile najefikasnije,
dok su najvete nanocestice precnika 50 nm imale najslabiju antimikrobnu
aktivnost (Pandcek i sar. 2006). Takode je pokazano da oblik nanocestica znacajno
utice na antimikrobnu aktivnost (Pal i sar.,, 2007). Pri ispitivanju antimikrobne
aktivnosti nanocestica srebra razli¢itih oblika (Stapicaste, sfericne i trouglaste

nanocestice) prema E. coli ATCC 10536 pokazano je da su najefikasnije nanocestice
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trouglastog oblika, dok su nanocestice Stapi¢astog oblika imale najslabiju

antimikrobnu efikasnost.

Nanocestice srebra se ve¢ komercijalno koriste za obloge za rane (Acticoat,
Smith&Nephew, SAD), ali imaju potencijalnu primenu za antimikrobne kreme i
gelove (Jain i sar, 2009), kao i za prevlake za katetere, drenove i implante (Knetsch i

Koole, 2011).

Nanocestice srebra su takode zbog svoje snazne antimikrobne aktivnosti
veoma atraktivne komponente za poboljSanje funkcionalnosti membrana za
tretman otpadnih voda, kao i filtera za vodu (Jain i Pradeep, 2005, Kim i der
Bruggen, 2010). Medutim, glavni problem primene nanocestica srebra je njihovo
brzo otpustanje sa povrsine polimera od kojeg su membrane napravljene (Tseng i
sar.,, 2006), pa je koncentracija srebra u filtriranoj vodi iznad dozvoljene
koncentracije od 0,1 mg/l po EPA standardu (Environmental Protection Agency -
EPA). Stoga se funkcionalnost membrana poboljSava imobilizacijom nanocestice
srebra unutar vlakana polimera od kojih je membrana napravljena (Van Phu i sar.,
2013). Na taj nacin se mali procenat nanocestica otpusti iz polimera u filtriranu

vodu, a antimikrobna aktivnost ostaje nepromenjena (Phu i sar., 2013).
1.5 BIOMEDICINSKA PRIMENA HIDROGELOVA
1.5.1 INZENJERSTVO TKIVA

InZenjerstvo tkiva je multidisciplinarna oblast u kojoj se primenjuju znanja
prirodnih nauka i inZenjerski principi sa ciljem da se in vitro gaje funkcionalna
tkiva i organi za potencijalnu klinicku upotrebu (Langer i Vacanti, 1993). Danas
postoji velika potreba za transplantacijom tkiva i organa, a jedan od glavnih
problema je mali broj raspoloZivih donora (Nerem, 2000). Takode, transplantacija
tkiva ili organa najc¢esS¢e dovodi do imunskog odgovora organizma, tako da je
neophodna doZivotna imunosupresivna terapija kod pacijenata kojima je izvrSena
transplantacija. Uz to transplantacija nosi rizik moguc¢nosti prenosa raznih bolesti

putem transplantovanog tkiva i organa. InZenjerstvo tkiva nastoji da resSi ove
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probleme in vitro gajenjem funkcionalnog tkiva, koje treba da po sastavu,
morfologiji i strukturi odgovara prirodnom tkivu, kao i da se integriSe u okolno
tkivo i ostvari normalnu funkciju po implantaciji. Tkiva dobijena u in vitro
uslovima takode, mogu da predstavljaju relevantne fizioloSke modele za
kontrolisane in vitro studije procesa razvoja tkiva i uticaja razliCitih fizicko-
hemijskih faktora u normalnim i patoloSkim uslovima (Freed i Vunjak-Novakovic,
2000). Regeneracija tkiva u in vitro uslovima se moZe posti¢i integrisanom
primenom izolovanih cCelija, nosaca od biomaterijala i bioreaktorskih sistema. Ovaj
pristup je po svojoj prirodi biomimican pri ¢emu su nosaci Celija sintetisani i
oblikovani tako da obezbede trodimenzionalnu mikrosredinu za pric¢vrséivanje i
diferenciranje Celija, dok bioreaktori treba da obezbede stacionarne uslove gajenja
i sve neophodne biohemijske i biofizicke faktore za brzu i uniformnu regeneraciju
funkcionalnog matriksa tkiva. Generalno se pretpostavlja da ¢e Celije regenerisati
funkcionalno tkivo pod uslovima koji imitiraju prirodnu in vivo sredinu (Nerem,

2000).

1.5.1.1 HRSKAVICA I KOSTI

Skeletna tkiva imaju ulogu da prime i prenesu opterecenje prilikom
pomeranja tela. Hrskavica i kost, kao glavne komponente skeleta, imaju razlicit

sastav, strukturu i funkciju.

Hrskavica je avaskularno, alimfati¢no i aneuralno potporno tkivo koje se
sastoji od jednog tipa celija hondrocita i visoko specijalizovanog vancelijskog
matriksa. U odraslom organizmu hrskavica je prisutna u zglobovima i u onim
delovima dugih kostiju koji omogucavaju njihovo izduZivanje, zatim izmedu
ki¢menih prsljenova, u delu skeleta grudnog kosa, a predstavlja i skeletnu potporu
usSne Skoljke, nosa i nekih delova disajnih puteva. Na osnovu razlika u strukturi i
biohemijskom sastavu vancelijskog matriksa, a samim tim i u mehanickim
svojstvima, u organizmu se razlikuju tri tipa hrskavi¢avog tkiva: hijalinska,

elasti¢na i fibrozna hrskavica (Netti i sar., 2002, Schulz i sar., 2007).

26



Artikularna hrskavica je specijalizovana forma hijalinske hrskavice koja se
nalazi u sinovijalnim zglobovima gornjih i donjih ekstremiteta (Mow i sar., 1992,
Cowin i sar., 2007). Unutar zgloba se nalaze zglobne povrSine kostiju pokrivene
tankim slojem artikularne hrskavice (debljine, 0,5 - 5 mm), dok se izmedu
artikularnih hrskavica nalazi zglobna Supljina ispunjena veoma viskoznim
sinovijalnim fluidom. Artikularna hrskavica poseduje neverovatnu cvrstinu i
otpornost na kompresiju, bez obzira na malu debljinu (Buckwalter i Manki, 1997,
Cowin i sar., 2007). Povrsine artikularne hrskavice su izloZene direktnoj kompresiji,
smicajnim silama i hidrostatickom pritisku (Darling i Kyriaco, 2003). Glavni
biomehanicki zadatak artikularne hrskavice je da rasporedi teret izmedu zglobnih
povrsina (Netti i sar., 2002) i prenese opterecenje na distalne delove kostiju, da bi
se smanjio pritisak koji se vrsi na povrsine artikularne hrskavice. Pod normalnim
okolnostima opterecenje kojem su zglobovi izloZeni je uglavnom cikli¢no i/ili
periodi¢no. Mnoge studije su pokazale da hrskavica u normalnim okolnostima pri
dnevnim aktivnostima trpi veoma visoka opterecenja koja se kre¢u i do 18 MPa
npr. u zglobu kuka prilikom ustajanja sa stolice (Mow i sar., 1992, Ateshian i sar.,
2003). Zahvaljuju¢i sinovijalnom fluidu, koji je prisutan u zglobnoj Supljini,
omogucava se pokretanje zglobnih povrSina kostiju uz minimalno trenje.
Koeficijent frikcije artikularne hrskavice se krec¢e u opsegu 0,002 - 0,04 (Mow i sar.,
1992, Cowin i sar., 2007), dok npr. koeficijent frikcije izmedu dve povrSine Celika
iznosi 0,6, izmedu dve povrSine stakla 0,9, a izmedu dve povrSine leda na 0 °C u
opsegu 0,01 - 0,1 (Mow i sar, 1992, Cowin i sar., 2007). Na osnovu navedenih
vrednosti koeficijenata trenja moZe se slobodno re¢i da je stepen trenja izmedu

zglobnih povrsina sinovijalnog zgloba tokom pokreta ekstremno nizak.

Artikularna hijalinska hrskavica se sastoji od ekstracelularnog matriksa
(ECM) i ¢elija hondrocita koji se nalaze u malim ,Supljinama“ koje se zovu lakune
(slika 1.11). Celije kod ljudi ¢ine svega oko 1 % zapremine tkiva $to hrskavicu ¢&ini
tkivom koje ima najmanju ¢elijsku gustinu u organizmu (Buckwalter i Manki, 1997,
Schulz i sar., 2007). Ekstracelularni matriks artikularne hrskavice se sastoji od dve
faze: tkivne tecnosti i strukturnih makromolekula. Strukturne makromolekule

hrskavice ¢ine kolagen, proteoglikani i specifi¢ni nekolageni proteini. Ovi molekuli
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predstavljaju oko 20-40 % vlaZzne mase tkiva. Kolagen ¢ini oko 60 % suve mase
hrskavice, proteoglikani 25-35 %, a nekolageni proteini i glikoproteini 15-20 %
suve mase (Dijkgraafi sar., 1995, Buckwalter i Manki, 1997, Temenoffi Mikos, 2000).

U artikularnoj hrskavici se nalazi viSe tipova kolagenih vlakana, od cega

matriks

Slika 1.11. Hondrociti u lakunama okruzeni ekstracelularnim matriksom

Intervertebralni diskovi (IVD) ¢ine hrskavic¢avi deo kicmenog stuba ¢iji je
glavni biomehanicki zadatak da prenosi opterecenje i omogucdi fleksibilnost kic me
(Huwkins, 1988). Mnoge studije su pokazale da intervertebralni diskovi u
normalnim okolnostima pri dnevnim aktivnostima trpe veoma visoka opterecenja
koja se krec¢u i do 1,3 MPa npr. pri sedenju sa maksimalnim istezanjem, i prilikom

ustajanja sa stolice (Wilke i sar., 1999, Sato i sar., 1999).

Degenerativne promene diska kao Sto su diskus hernija (discus hernia),
radikulopatija, mijelopatija i druge su Cesto povezane sa starenjem, usled
smanjenja visine diska, i sniZavanja koncentracije proteoglikana i sadrzaja vode
(Adams i Roughley, 2006). Svakodnevno mehanicko opterecenje koje deluje na IVD
generiSe biofiziCke signale koji podsticu celije da obavljaju svoju funkciju i
omogucavaju fizioloSku ulogu diska, pa se stoga mehani¢ko opterecenje smatra
posebno vaznim za odrZavanje zdravog IVD. Sa druge strane, iako je mehanicko

opterecenje poZeljno za odrzavanje zdravlja i pravilnog funkcionisanja IVD,

28



prevelika dinamic¢ka optereéenja van fizioloSkih opsega, izazivaju degenerativne

promene.

Intervertebralni disk se sastoji od: i) fibroznog prstena (annulus fibrosus),
koji daje Cvrstinu, i ii) Zelatinoznog jezgra (nucleus pulposus) koji amortizuje stres i
deformacije koje trpe prsljenovi prilikom razli¢itih pokreta tela (slika 1.12).
Annulus fibrosus se sastoji od Kkoncentricnih lamela izgradenih od fibrozne
hrskavice. Unutar svake lamele vlakna su paralelno postavljena. Annulus fibrosus
sadrZi kolagen tipa [ i II, proteoglikane i elastin, kao i vodu (60-70 % mase annulus
fibrosus). Najvec¢i procenat kolagena tipa I je na periferiji annulus fibrosus, dok
koncentracija kolagena tipa II raste od periferije ka jezgru. Proteoglikani su
smesteni izmedu kolagenih vlakana lamela i njihova uloga je da ih drZe zajedno.
Nucleus pulposus ima visok sadrZaj vode od oko 80 %, koja apsorbuje opterecenje u
ki¢mi i prenosi ga na okolna tkiva. Zbog visokog procenta vode nucleus je po svojoj
strukturi slican gelu (Darwis, 2002). Proteoglikani ¢ine do 65 % suve mase nucleus
pulposus, i njihovo negativno naelektrisanje privlaci i zadrZava vodu, Sto utice na
stvaranje visokog osmotskog pritiska unutar jezgra (Urban, 1993). Kolagen tipa Il
¢ini 5-20 % suve mase i drZi proteoglikanske agregate zajedno. Takode, u jezgru
(nucleus) su prisutna i elasti¢na vlakna, kao i nekolageni proteini.

annulus fibrosus

nucleus pulposus

Slika 1.12. Intervertebralni disk, izgraden od unutrasnjeg dela nucleus pulposus ili

jezgro, i spoljaSnjeg dela-annulus fibrosus - fibrozni prsten, sa kicmenim kanalom
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Kost je dinamicko, visoko vaskularizovano tkivo sa metabolicki aktivnim
¢elijama. Kosti daju oblik i mehanicku potporu telu, zajedno sa misi¢ima olakSavaju
kretanje i Stite vitalne organe u kranijalnoj i torakalnoj duplji. U nekim kostima
smesStena je kostna srZz, izvoriSte krvnih celija i Celijskih elemenata limfoidnog
tkiva. Pored toga koStano tkivo predstavlja rezervoar jona kalcijuma i fosfora, ali i
drugih jona. Tkivo kosti pripada grupi vezivnih tkiva, i izgradeno je od tri tipa Celija
koje su okruzene ekstracelularnim matriksom. Osteoblasti su delimicno
diferencirane, pokretne celije koje sintetiSu sve komponente ekstracelularnog
matriksa (kolagene i nekolagene proteine). Sintetisane komponente ECM bivaju
sekretovane u ekstracelularni prostor i tek onda dolazi do mineralizacije.
Nemineralizovan matriks koji naleZe na povrSinu osteoblasta i uz povrsinu
matriksa kosti naziva se osteoid. Osteociti su diferencirani osteoblasti i
predstavljaju najbrojnije Celije kosti. Osteoklasti su viSejedarne, pokretne celije i ne
poticu od osteoprogenitorskih celija kao Sto je to slucaj sa osteoblastima i
osteocitima ve¢ su hematopoetskog porekla. One imaju jedinstvenu sposobnost da
razlazu mineralizovani matriks kosti (Meyer i Wiesmann, 2006). Ekstracelularni
matriks kosti je izgraden 50 % od organskih komponenata (~ 95 % kolagena i to
pretezno kolagen tip I, a preostalih 5 % cine proteoglikan, glikoproteini i razliciti
nekolageni proteini npr. osteoponin, osteokalcin itd.) i 50 % neorganskih
komponenata (kristali hidroksiapatita i amorfni kalcijum-fosfat). Tkivo kosti, u
zavisnosti od njegove histoloSke organizacije, moze biti kompaktno ili sunderasto
tkivo (slika 1.13). Kompaktno tkivo je izgradeno od osteona. Osteon Ccine
koncentri¢no rasporedene lamele, obrazovane od matriksa kosti, izmedu kojih se
nalaze kruzno rasporedeni osteociti Ciji se citoplazmatski nastavci pruZaju kroz
kanalikule do centralnog Haverzovog kanala u kojem su smeSteni krvni sudovi,
limfni sudovi i ogranci nerava (Meyer i Wiesmann, 2006). 1zmedu osteocita
mestimi¢no se mogu zapaziti osteoklasti, ¢iji broj zavisi od starosti organizma tako
da sa staroscu broj osteoklasta opada. Osteoni su medusobno povezani sistemom
kanala koji se nazivaju Folkmanovi (Volkmann) kanali kroz koje prolaze krvni i
limfni sudovi, kao i nervni zavrSeci. Sunderasto tkivo kosti je organizovano kao
porozni sunder (slika 1.13B). Ono se sastoji od tankih ploca nepravilnog oblika

koje se nazivaju trabekule. Izmedu trabekula nalazi se prostor unutar koga su
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smesSteni krvni sudovi i kostna srz. Trabekule su slicne osteonima, jer imaju
osteocite u lakunama koje leZe izmedu Kkalcifikovanih lamela. Kao i osteoni,
trabekule imaju male kanale koji povezuju osteocite. Medutim, trabekula je debela
svega nekoliko celijskih slojeva, tako da je svaki osteocit u mogucnosti da razmeni
nutrijente sa najbliZzom krvnom vezikulom, pa centralni kanal nije neophodan

(Meyer i Wiesmann, 2006 ).

A) B)

osteon

trabekule
periferne
lamele

intersticijalne

lamele lamele u

osteonu
Haverzov
kanal

osteocitiu

lakunama periosteum

Folkmanov
kanal

prostor za
krvne sudove i
kosnu srz

Slika 1.13. Prikaz organizacije tkiva kosti: A) kompaktno tkivo kosti, B) i

sunderasto tkivo kosti

[ako se tkivo hrskavice i kosti razlikuju po svom sastavu, strukturi i funkciji,
oba tkiva imaju potrebu za visokim mehanickim opterecenjem koje izaziva razlicite
biofizicke signale u tkivu, a oni uti¢u na metabolicku aktivnost ¢elija koje sintetiSu i
deponuju ekstracelularni matriks. Matriks obezbeduje adekvatne biomehanicke
karakteristike. Prilikom optereenja tkiva Ccelije su izloZene deformaciji,
hidrostatickom pritisku i tangencijalnom naponu (slika 1.14, Raimondi, 2006). Kao
odgovor na mehanicko opterecenje Celije menjaju svoju metabolicku aktivnost i
time sastav ekstracelularnog matriksa Sto ukazuje da su odgovarajudi fizi¢ki signali

kljucni faktori za normalnu strukturu i funkciju tkiva.
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Slika 1.14. Celije su izloZene razli¢itim fizickim signalima usled mehani¢kog
opterecenja tkiva. A) Istezanjem iili kompresijom matriksa tkiva fizicki signali se
prenose do Celija preko mesta adhezije ¢elija i matriksa. B) Usled porasta pritiska
intersticijalne tecnosti tkiva Celije su izloZene hidrostatickom pritisku. C) Usled
proticanja intersticijalne tec¢nosti tkiva na Celijsku membranu deluje

hidrodinamicki tangencijalni napon (Raimondi, 2006)

Artikularna hrskavica je u normalnim uslovima izloZzena direktnoj
kompresiji, Sto dovodi do deformacije tkiva i izlaska intersticijalnog fluida iz
ekstracelularnog matriksa. Medutim, negativno naelektrisani proteoglikani se
suprotstavljaju proticanju fluida Sto dovodi do porasta pritiska intersticijalnog
fluida. Smatra se da je manje od 10 % opterecenja koje trpe Celije, uzrokovano
¢vrstom fazom ekstracelularnog matriksa, dok je ostatak posledica porasta pritiska
intersticijalnog fluida. Stoga, je hidrostaticki pritisak jedno od vaznih opterecenja u
artikularnoj hrskavici zglobova (Schulz and Bader, 2007). Takode, treba dodati da
kretanje fluida tokom pokretanja zgloba indukuje tangencijalne napone u hrskavici

(Schulz and Bader, 2007).

Sli¢no artikularnoj hrskavici, IVD je takode dominantno izloZen kompresiji.
Pod visokim opterecenjem u nucleus fibrosus (Raimondi, 2006) teCnost polako biva
istisnuta iz diska Sto dovodi do povecanja koncentracije proteoglikana, a samim
tim i gustine negativnog naelektrisanja Sto za posledicu ima povecanje
osmolariteta i smanjenje pH vrednosti (Urban, 1993). Povecanje koncentracije jona
unutar nucleus utiCe na osmozu vode iz Celije u intersticijalni prstor, Sto izaziva
smanjenje zapremine Celija, i utiCe na transport jona kroz celijsku membranu i

dovodi do promene u biosintetickim funkcijama ¢éelija (Hall, 1995).
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Kostano tkvo je izloZeno razli¢itim optereenjima tokom normalnih
dnevnih aktivnosti tako da produZeno odsustvo mehanicke stimulacije moze da
dovede do znacajnog smanjenja mineranlnog sastava i Cvrstine kosti. Medutim,
pokazano je da hidrostaticki pritisak i hidrodinamic¢ki napon nastali usled
proticanja intersticijalne tecnosti dovode do mehanickih opterecenja koja uti¢u na
Celije kosti i mogu biti klju¢ni faktori za stvaranje pravilno organizovanog i
funkcionalnog tkiva kosti pre nego kompresioni naponi (Freshney i sar, 2007).
Kada je kost izloZena spoljaSnjem mehanickom opterecenju, intersticijalna tecnost
protice kroz mrezu kanalikula pri ¢emu hidrostaticki pritisak gotovo trenutno
dostize maksimalnu vrednost od oko 270 kPa (Zhang i sar., 1998), ali i odmah
opada usled oticanja teCnosti. Sa druge strane strujanje tecnosti izaziva
tangencijalni napon koji deluje na membranu ¢elija u opsegu od 0,006-3 Pa u

zavisnosti od mehanickog opterecenja (Orr i Burg, 2008).
1.5.1.2 KOMPONENTE INZENJERSTVA TKIVA

Osnovne komponente inZenjerstva tkiva su Celije, nosaci i bioreaktori (slika

1.15).

Celije su prvi korak u procesu in vitro gajenja tkiva. Pri izboru tipa ¢elija za
inZenjerstvo tkiva treba uzeti u obzir njihovu sposobnost proliferacije in vitro,

fenotipsku stabilnost i imunogenost (Sharma i Elisseeff, 2004).
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Slika 1.15. Osnovni koncept inZenjerstva tkiva se sastoji od: izolacije celije iz
donora (1), proliferacije izolovanih celija (2), sejanja celija na nosace (3), i od
gajenja Celija zasejanih na nosace (4). Nakon in vitro gajenja sledi implantacija

dobijenog tkivnog ekvivalenta (5) (George, 2011)

Biomaterijali predstavljaju jednu od osnovnih komponenti tkivnog
inZenjerstva, kao i regenerativne medicine, gde mogu da budu kori$¢eni sami ili
zajedno sa celijama. NajceSCe KkoriS¢eni biomaterijali u inZenjerstvu tkiva
hrskavice i nucleus pulposus su prirodni i sintetski hidrogelovi. Od prirodnih
naj¢eS¢e su koriS¢eni agaroza, alginat, hitozan, kolagen, fibrin i hijaluronska
kiselina, a od sintetickih PVA, PEG, i poli(etilen oksid). Hidrogelovi u tkivhom
inZenjerstvu se mogu koristiti sami za popunjavanje defekata, sa imobilisanim
bioaktivnim molekulima koji stimuliSu reparaciju oSte¢enog tkiva, ili sa ¢elijama
kada predstavljaju nosace Celija i njihova uloga je da Celijama obezbede adekvatnu

trodimenzionalnu strukturu kako bi regenerisale funkcionalno tkivo. Hidrofilna
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sredina pogoduje velikom broju c¢elija, tako da su hidrogelovi Siroko ispitivani za
gajenje razlicitih tkiva. S obzirom na veliki udeo vode, hidrogelovi su po svojoj
strukturi sli¢ni prirodnim mekim tkivima, Sto ih ¢ini veoma atraktivnim nosacem
Celija u regeneraciji ovih tkiva. NajCeSCe koriS¢eni prirodni hidrogelovi u
inZenjerstvu tkiva hrskavice su alginat i agaroza, a od sintetskih to je Pluronics
kopolimer poli(etilen oksida) i poli(propilen oksida). Jedna od prednosti
hidrogelova je mogucénost njihove primene neinvazivnom metodom injektiranja
$to umanjuje rizik u odnosu na hirurSke intervencije potrebne za implantaciju
drugih tipova nosaca (Migliaresi i sar., 2007). Nedostaci hidrogelova su generalno
slaba mehanicka c¢vrstoca, komplikovano procesiranje u odredeni oblik, i

sterilizacija.

Posebno se moZe izdvojiti primena alginatnih hidrogelova u inZenjerstvu
velikog broja tkiva, ukljucuju¢i skeletne miSi¢e (Kamelger i sar, 2004), krvne
sudove (Lee i sar,, 2003), nerve (Hashimoto i sar., 2005), pankreas (Korbutt i sar.,
2004), jetru (Glicklis i sar.,, 2000), i hrskavicu (Fragonas i sar., 2000). Tako na
primer alginatni hidrogelovi podrzavaju kulture hondrocita i sintezu vancelijskog
matriksa (Sharma i Elisseeff, 2004), a takode mogu da podrze i diferencijaciju
opredeljenih mati¢nih ¢elija za mezenhimsko tkivo u pravcu hondrocita (Weber i
sar., 2002). Uz to, ovaj prirodni hidrogel ima odli¢ne bioinduktivne karakteristike,
tako da imobilisani hondrociti u alginatnom matriksu zadrZavaju svoj fenotip,
vijabilnost i sintetiSu komponente hrskavice (van Susante i sar., 1995, Masuda i sar.,
2003, Sharma i sar., 2004, Grunder i sar., 2004). Isto tako Celije kostne srzi su u
alginatu proliferisale i diferencirale u pravcu hondrocita (Weber i sar., 2002). U
toku gajenja hondrocita imobilisanih u alginatu u periodu od osam meseci
pokazano je da Celije nisu izgubile svoje fenotipske karakteristike (Hauselmann i
sar., 1994) i da je oc¢uvana ekspresija tkivno specifi¢cnih gena (Chubinskaya i sar.,

1998).

PVA hidrogelovi su takode veoma atraktivni za tkivno inZenjerstvo razlic¢itih
organa i tkiva kao S$to su src¢ani zalisci (Jiang i sar., 2004), hrskavica (Stammen i sar.,

2001, Bonakdar i sar., 2010), roznjaca (Fenglan i sar, 2007) i nucleus pulposus
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(Bader i Rochefort, 2008). PVA hidrogelovi su biokompatibilni, imaju visok modul
elasti¢nosti ¢ak i kada je procenat vode u gelu visok (Kobayashi i sar., 2005). Voda
moZe da prodre u unutraSnjost ili da izade iz mreZe gela i tako obezbedi
podmazivanje Sto za posledicu ima dobre biotriboloske karakteristike PVA
hidrogelova (trenje, habanje i podmazivanje) (Pan i sar., 2007). Za razliku od
drugih hidrogelova, PVA hidrogelovi imaju malu sposobnost apsorpcije proteina

Sto za posledicu ima slabu adhezivnost ¢elija (Baker i sar., 2012).

PVA hidrogelovi zbog svoji mehanickih karakteristika, kao i zbog visokog
sadrZaja vode su se pokazali kao veoma atraktivni za zamenu oStecene hrskavice.
Mehanicke karakteristike hidrogela (dinamicki modulus, zatezna ¢vrstoca) zavise
od procenta polimera tako da se variranjem procenta polimera mogu dobiti
hidrogelovi sa zateznom ¢vrsto¢om od 1 do 17 MPa (Stammen i sar., 2001), $to je u
opsegu vrednosti za hrskavicu. Takode dobijeni su dinamicki moduli u opsegu od
0,0012-0,85 MPa (Baker i sar,, 2012), a koeficijent trenja izmedu 40 mas.% PVA
hidrogela i hrskavice je 0,04-0,07, dok je izmedu dve hrskavice <0,01-0,05
(Stammen i sar., 2001). Dobre karakteristike PVA hidrogelova dobijene u in vitro
uslovima, podstakle su niz in vivo studija kako na Zivotinjama tako i u klinickim
ispitivanjima u cilju zamene obolele ili ostecene hrskavice PVA hidrogelovima
(Baker i sar, 2012). Tako je pokazano da kada su implanti PVA hidrogela
implantirani u pacijente na hondralne defekte kondila femura veli¢ine oko 1,8 cm?
i nakon 2 godine od implantacije hidrogel se zadrZao na mestu implantacije, dok je

koleno u potpunosti bilo funkcionalno.

PVA hidrogelovi takode imaju potencijalnu primenu u zameni nucleus
pulposus zbog svojih specificnih karakteristika koje su slicne intervertebralnom
disku (Bao i sar., 1996, Bao i Yun., 2000). Tako zahvaljujuci visokom sadrzaju vode i
sposobnosti da bubre, hidrogelovi PVA u zavisnosti od opterefenja mogu da
apsorbuje ili oslobode vodu, sli¢no kao i priprodni nucleus (Bao i sar., 1996, Bao i

Yun., 2000).

Za zamenu nucleus pulposus, kao i oStetene hrskavice, razvijeni su

kopolimerni PVA/PVP hidrogelovi (Thomas i sar., 2004, Joshi i sar., 2006, Ma i sar.,
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2009, Shi i Xiong, 2013). Pokazano je da PVA/PVP hidrogelovi dobijeni nakon 6
ciklusa zamrzavanja-odmrzavanja imaju nepromenjene mehanicke karakteristike i
nakon 10 miliona ciklusa dinamic¢kog opterecenja pri deformaciji od 15 % i
frekvenciji od 5 Hz Sto odgovara fizioloSkim uslovima u intervertebralnom disku
(Joshi i sar., 2006). Takode je pokazano, da kada se u kadaveric¢ni intervertebralni
disk bez nuclus pulposus (¢vrsto¢e 672 N/mm pri deformaciji od 15 %) implantira
PVA/PVP hidrogel (¢vrstoce 2,5 N/mm pri deformaciji od 15 %) dolazi do
nelinearnog povecanja ¢vrstine (1351 N/mm pri deformaciji od 15 %) Sto ukazuje

da dolazi do interakcije hidrogela i intaktnog annulus fibrosus (Joshi i sar., 2006).

Bioreaktori predstavljaju sisteme koji imaju za cilj da omoguce stacionarne
uslove u toku gajenja (npr. temperaturu, pH vrednost), efikasan prenos
nutrijenata, gasova i regulatornih molekula, kao i optimalne fizicke signale (npr.
adekvatni hidrodinamicki uslovi, biomehanicka stimulacija gajenog tkiva i mali
smicajni napon na povrSini tkiva) (Freed i Vunjak-Novakovié, 2000). NajceSce
koriSc¢eni bioreaktori su sudovi u kojima su tkivni ekvivalenti fiksirani i gaje se ili
staticki ili sa mesanjem (Vunjak-Novakovié i sar., 1996), zatim rotacioni bioreaktori
gde su tkivni ekvivalenti u stanju dinamicke ravnoteZe pri laminarnom strujanju
medijuma (Freed i Vunjak i sar., 1995), perfuzione komore gde medijum protice ili
oko tkiva (Mizuno i sar., 2001) ili kroz tkivo (Grayson i sar., 2008) i bioreaktori sa

fizickom stimulacijom.

Na slici 1.16 prikazani su pomenuti tipovi bioreaktora.
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Slika 1.16. Razliciti tipovi bioreaktora: A) sud bez meSanja; B) sud sa meSanjem i
prikaz turbulentnog strujanja oko nosaca sa celijama; C) rotacioni bioreaktor i
prikaz nosaca sa Celijama u stanju dinamicke ravnoteze gde deluju: gravitaciona
sila (Fg), centrifugalna sila (Fc) i sila trenja (Ftr); D) perfuzioni bioreaktor;

E) bioreaktor sa dinamickom kompresijom tkiva; F) bioreaktor sa perfuzijom i

dinamickom kompresijom
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Perfuzioni bioreaktor omogucavaju direktnu perfuziju medijuma kroz
gajeno tkivo i na taj nacin se povecava brzina prenosa mase nutrijenata i kiseonika
unutar samog nosaca Celija, a izbegava se mehanicko meSanje medijuma.
PodeSavanjem protoka medijuma, tako da se dobiju intersticijalne brzine koje
odgovaraju brzinama strujanja krvi u kapilarima (10 -100 pm/s), simulira se
vaskularizacija tkiva (Martin i sar., 2004). Ovaj tip bioreaktora je veoma atraktivan
za inZenjerstvo tkiva koja zahtevaju efikasan dotok kiseonika, kao Sto su srcani
miSi¢ i tkivo kosti. Razli¢iti eksperimenti su pokazali da kod bioreaktora sa
direktnom perfuzijom je stimulisan rast, diferencijacija i mineralizacija matriksnog
depoa kostanih celija (Gail i sar, 2000), zatim proliferacija humanih oralnih
keratinocita, sinteza albumina u hepatocitima, ekspresija kardio-specificnih
markera u kardiomiocitima (Radisi¢ i sar.,, 2003) i sinteza glikozaminoglikana u
kulturama hondrocita (Wu i sar., 1999, Osmokrovi¢ i sar., 2006). Perfuzija medijuma
se razmatra i kao fizioloSki stimulus, jer simulira intersticijalni protok koji se
deSava u kanalikulama tokom deformacije kosti koja je izazvana prirodnom
kompresijom u toku normalnih dnevnih aktivnosti. Tako je ispitivanje uticaja
razli¢itih protoka medijuma (80-1800 pm/s) na diferencijaciju humanih
mezenhimalnih ¢elija gajenih na decelularizovanoj trabekularnoj kosti pokazalo da
se najbolji osteogeni odgovori dobijaju pri povrSinskim brzinama medijuma u

opsegu od 400-800 um/s (slika 1.17) (Grayson i sar., 2011).
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Slika 1.17. Akumulacija proteina kosti i mineralizovanog matriksa.
OCN - osteokalcin; OPN - osteoponin, COL I - kolagen I i MICRO - mineralizovani

matriks (razmernik 1 mm) (Grayson i sar., 2011)

Nekoliko bioreaktora sa dinamickom kompresijom je projektovano za
inZenjerstvo tkiva hrskavice, kao i kosti. Prvi bioreaktori sa dinamickom
kompresijom su dizajnirani kao stati¢ni sud u koji se smeStaju uzorci c¢ija gornja
povrsSina moZe biti izloZena mehanickoj kompresiji pomocu klipa u fizioloSkom
opesegu deformacija i frekvencija (5-10 % i 0,1-1 Hz, redom) (Mauck i sar., 2000,
2002, Demarteau i sar., 2003a,b). Pokazano je da su tele¢i hondrociti, imobilisani u
alginatne i agarozne gelove i izloZeni periodnicnom optere¢enju (10 %
deformacija, 1 Hz frekvencija, 1 h rad i 1 h pauza, 3 h dnevno tokom 5 nedelja),
sintetisali i deponovali ekstracelularni matriks Sto je dovelo do poboljsanja
biomehanickih karakteristika tkivnog ekvivalenta u toku vremena (Mauck i sar.,
2000, 2002). Takode, kada su osteoblasti imobilisani unutar poliuretanskog nosaca,
a zatim gajeni 20 dana u bioreaktoru sa dinamickom kompresijom (deformacija
5 %, frekvencija od 1 Hz, 2 h rad i 22 h pauza) doslo je do znacajnog povecanja

kolicine kolagena tipa I i kalcijuma u uzorcima koji su bili izloZeni dinamickoj
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kompresiji, u odnosu na kontrolne uzorke (Sittichockechaiwuta i sar., 2009). U cilju
poboljSanja prenosa mase konstruisan je novi protoc¢ni bioreaktor sa dinamickom
kompresijom (Petrovi¢ i sar.,, 2009). Ovaj reaktor pored toga Sto obezbeduje da
gajeno tkivo ili biomaterijal bude izloZeno dinamickoj kompresiji u fizioloSkom
opsegu (frekvencija 0,1-1 Hz, deformacija 5-10%), u isto vreme omogucava i
konvektivni prenos mase unutar uzorka tkiva ili biomaterijala pomocu
intersticijalnog kretanja fluida u fizioloSkom opsegu brzina
(10-100 pm/s) (slika 1.16F). Pokazano je da je nakon 2 nedelje gajenja telec¢ih
hondrocita imobilisanih u alginatne mikroCestice u proto¢nom bioreaktoru sa
dinami¢kom kompresijom (deformacija 10 %, frekvencija 0,42 Hz, 1 hradi 1 h
pauza) dosSlo do povecanja vrednosti modula elasticnosti pakovanog sloja
alginatnih mikrocestica najverovatnije usled znacajnog povecanja Celijske gustine,

a detektovan je i pocetak stvaranja i akumulacije ECM (Stojkovska i sar., 2010).

1.5.2 OBLOGE ZA RANE

1.5.2.1 GRADA KOZE

KoZa je najvedi organ humanog organizma i predstavlja omotac tela koji je u
neposrednom dodiru sa spoljasnjom sredinom. KoZu cine tri osnovna sloja:

epidermis, dermis i hipodermis (slika 1.18).

Epidermis koZe koji je u najvecoj meri izloZen spoljasnjim uticajima
predstavlja viSeslojni keratinizovan epitel, izgraden od keratinocita. Broj slojeva
epitela zavisi od toga da li se on posmatra u oblasti takozvane tanke (75-140 pm)
ili debele koZe (400-600 pm). Ova dva tipa koZe se ne razlikuju samo po svojoj
debljini nego i po postojanju dlaka to jest dlaka je prisutna samo u tankoj kozi. U
tankoj koZi je epidermis izgraden od cCetiri sloja, dok je u debeloj prisutno pet

slojeva.

Najdublji sloj epidermisa koji leZi na bazalnoj membrani naziva se stratus
basele ili stratum germinativum. Iznad ovog sloja nalazi se stratum spinosum,

nazvan jos i stratum Malpighi, potom slede stratum granulosum, stratum lucidum i
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na povrsSini epiderma stratum corneum. U tankoj koZi se ne zapaZa stratum

lucidum.

Stratus basele ili stratum germinativum se sastoji od jednog sloja celija koje
naleZu na bazalnu membranu. Celije ovog sloja imaju sposobnost mitoti¢ke deobe

tako da se u okviru ovog sloja obnavljaju ¢elije gornjih regiona epidermisa.

Stratum spinosum obrazuje 3-5 slojeva keratinocita. Ove cCelije sintetiSu niz

omotavajucih proteina kao Sto su ilorikrin i involukrin.

Stratum granulosum obrazovan je od jednog sloja keratinocita plocastog
oblika. Ove celije sintetiSu proteine filagrin i lorikrin. Ovi proteini se sekretuju u
meducelijski prostor gde dolazi do formiranja jedne vrste meducelijskog cementa
koji predstavlja svojevrsnu barijeru koja umnogome sprecava prodiranje
mikroorganizama u epidermis. S druge strane, Celijska membrana je propustljiva
za jone Kkalcijuma Sto dovodi do aktivacije enzima koji omogucéavanju poprecno
povezivanje lirikrina, involukrina i drugih omotavajucih proteina koji obrazuju sloj

debljine 15-20 nm.

Stratum lucidum c¢ini jedan sloj keratinocita ploCastog oblika koji su

medusobno povezani i postoji samo kod histoloski debele koZe.

Stratum corneum Cini nekoliko slojeva mrtvih, keratinizovanih Celija koje se

postepeno odstranjuju perutanjem. Stoga se Cesto se nazivaju i roZnim ¢elijama.

Pored keratinocita u izgradnji epidermisa ucestvuju i melanociti,
Langerhansove i Merkelove celije. Melanociti u svojim granulama poseduju
melanin i karoten Sto omogucava zastitu od ultravioletnih zraka, kao i obojenost
koZe. Langerhansove celije pripadaju grupi celija koje ucestvuju u imunoskom
odgovoru, dok se Merkelove c¢elije smatraju culnim celijama, ali i endokrinim
Zlezdanim Celijama koje iz vancelijske sredine uzimaju amine i njihove prethodnike

i obavljaju dekarboksilaciju amino kiselina (Serban, 1995).
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Dermis ili krzno predstavlja najdeblji sloj koZe (1-2 mm) izgraden od
vezivnog tkiva, koji obezbeduje ¢vrstinu i mehanicku potporu. Dermis se nalazi
neposredno ispod epidermisa i granica izmedu ova dva sloja je bazalna membrana.
U ovom sloju se nalaze krvni i limfni sudovi, nervni zavrsSeci, koZne Zlezde, miSi¢ne
i pigmentne Celije, kao i koren dlake. Unutar dermisa razlikuju se dva sloja:
povrsSinski sloj (stratum papillare) i mreZasti sloj (stratum reticulare). Stratum
papillare se sastoji od rastresitog neorganizovanog vezivnog tkiva sa mnogo
elasti¢nih i retikulinskih vlakana, kapilara i nervnih zavrSetaka. U ovom sloju su
prisutni fibroblasti, makrofagi, adipociti, kao i limfociti. Stratum reticulare je
sastavljen od gustog vezivnog tkiva bogatog kolagenim vlaknima, dok su od celija
najzastupljeniji fibroblasti. Kolagena i elastinska vlakna se horizontalno prepli¢u
ka povrsini koZe. U ovom sloju derma su smeStene lojne i znojne Zlezde, folikuli

dlaka, kao i misi¢i. Ovaj sloj koZe je takode vrlo dobro vaskularizovan i inervisan.

Hipodermis ili potkozno tkivo je najdublji sloj koZe obrazovan od
rastresitog vezivnog tkiva u kome je prisutna razlicita koli¢ina masnog tkiva koje
ima termoenergetsku ulogu jer predstavlja rezervni oblik energije, kao i toplotni
izolator. U ovom sloju su takode prisutni krvni i limfni sudovi, nervi i inkapsulirana

Culna telaSca.

KoZa ima viSestruku ulogu: i) zaStita unutrasSnjosti od svih spoljasnjih
uticaja, ii) odrzavanje stalne telesne temperature, iii) odavanje viska toplote putem
znojenja, iv) ekskrecija preko znojnih i lojnih Zlezda, v) sinteza vitamina D pod

dejstvom UV zracenja, i vi) Culna uloga.
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Slika 1.18. Grada koZe: viSeslojni epidermis odvojen od dermisa bazalnom

membranom i hipodermis najdublji sloj koZe
1.5.2.2 TIPOVI RANA

Rana (vulnus) je povredom izazvan prekid anatomskog i funkcionalnog
kontinuiteta tkiva, koji zahvata kozu ili sluzokoZu i moze prodreti u dublje slojeve
tkiva u razli¢itom stepenu (Situm i Koli¢, 2012). Rane nastaju usled povrede koje
mogu biti mehanicke (ubod, udarac, cepanje, vatreno oruzje, humani ili animalni

ujed), fizicke (opekotine, promrzline) ili hemijske (hemijske opekotine) povrede.

Jedna od najces¢ih povreda su opekotine. Opekotina (combustio) je vrsta
hipertermicke povrede koja moZe nastati dejstvom elektri¢ne struje, hemikalija,
suve toplote, vrele teCnosti i gasa, zracenja ili trenja. Na osnovu dubine oStecenja
koZe opekotine se mogu podeliti na: i) opekotine I stepena, odnosno povrsinske
opekotine koje zahvataju samo epidermis, ii) opekotine Ila stepena, zahvataju
epidermis i povrSinske slojeve dermisa (stratum papillare), iii) opekotine IIb

stepena, zahvataju epidermis i dublje slojeve dermisa (stratum reticulare), iv)
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opekotine III stepena, zahvataju epidermis, dermis i hipodermis, i v) opekotine IV

stepena, zahvataju sve slojeve koZe kao i miSice i kost (Granger i sar., 2009).

Prema dubini, rane se mogu podeliti na: i) povrsSinske ako je oSte¢en samo
epidermis, ii) delimi¢no duboke (oSteéen je epidermis i dublji slojevi dermisa), i iii)
duboke (oStecen je i hipodermis). Takode, rane se prema Kklini¢koj slici i duZini

trajanja mogu podeliti na akutne i hroni¢ne (Rajkov i sar., 2007).

Akutne rane su rane uzrokovane traumom ili hirurSkim zahvatom za cije je
zarastanje u proseku potrebno oko tri nedelje. Na sporo zarastanje akutnih rana i
njihov prelazak u hroni¢ni oblik mogu uticati sistemski i lokalni faktori. Sistemski
faktori su: slaba pokretljivost, sistemski maligniteti, hemio- i radio-terapija,
hroni¢ne bolesti kao Sto su dijabetes, sr¢ana insuficijencija i hroni¢na bubrezna
insuficijencija. Lokalni faktori su: neadekvatna vaskularizacija, edem, prisustvo

eksudata i infekcije u rani.

Hroni¢ne rane su rane koje nastaju kao posledica neadekvatnog lecenja
akutne rane ili kao posledica destrukcije tkiva usled patoloskih poremecaja u
organizmu (Secerna bolest, bolesti arterija, vena itd). Hroni¢ne rane se karakteriSu
produZenim vremenom zarastanja, $to je znacajno viSe od prosefnog vremena za
reepitelizaciju povrede zdravog tkiva. Vreme zarastanja rane od 6-8 nedelja do viSe
meseci, pa i godina tipicna je odrednica u definiciji hroni¢nih rana (Dale i sar.,
1983). Za hronicne rane je karakteristicna hroni¢na inflamacija tkiva, smanjena
sinteza vancelijskog matriksa, veci nedostatak tkiva, devitalizacija tkiva, meSovita
infekcija uz formiranje biofilma. Naj¢eS¢e hronicne rane su venski ulkusi (¢irevi),

dekubitalni ulkusi, arterijski ulkusi i onkoloske rane.

1.5.2.3 PROCES ZARASTANJA RANA

Proces zarastanja rane se moZe podeliti u 4 faze: i) hemostaza ili vaskularni
odgovor, ii) inflamacija ili zapaljenje, iii) proliferacija, i iv) maturacija ili

remodelovanje (slika 1.19) (Matamal, 1998).
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Hemostaza (zaustavljanje krvarenja) je prva faza zarastanja rane u kojoj
usled krvarenja dolazi do ispiranja rane, a zatim do vazokonstrikcije krvnih sudova
(nakon 5-10 minuta od povrede), kao i do agregacije trombocita usled Cega se
stvara trombocitni Cep i zaustavlja se krvarenje (Verstreeg i sar., 2013). Nakon
prestanka krvarenja dolazi do vazodilatacije krvnih sudova, pri cemu se smanjuje
protok krvi, a zidovi krvnih sudova postaju propustljivi za leukocite. Tako da se ve¢

nakon 45 min od povrede moZe uociti prisustvo leukocita u oSte¢enom tkivu.

Slede¢a faza je faza inflamacije koja se moZe podeliti na rano i kasno
zapaljenje rane. Rano zapaljenje rane, nastaje nakon 24-48 h od povrede kada
granulociti, medu kojima su dominantni neutrofili, migriraju iz krvi u oSteceno
tkivo, proliferiSu i uklanjaju mikroorganizme, kao i strane sadrZaje iz rane. Kasno
zapaljenje rane, nastaje nakon 48-72 h od povrede kada monociti iz krvi prelaze u
oSteceno tkivo i transformiSu se u makrofage koji fagocitiraju nekroti¢no tkivo i

mikroogranizme.
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Slika 1.19. Proces spontanog ozdravljenja rane. A i B) Hemostaza-odmah nakon
povrede: trombociti zaustavljaju krvarenje i uoCava se prisustvo neutrofila i
makrofaga. C) Faza rane inflamacije kada su u oSte¢enom tkivu dominantni
neutrofili. D) Faza kasne inflamacije kada su u oSte¢enom tkivu dominantni
makrofagi. E) Faza proliferacije u kojoj fibroblasti sintetiSu komponente
vancelijskog matriksa. F) Faza maturacije ili remodelovanja u kojoj se odvija

reorganizacija vancelijskog matriksa (Beanes i sar., 2003)
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Proliferativna faza nastaje izmedu 5-og i 7-og dana i traje do 2-3 nedelje od
nastanka povrede. Ova faza pocinje deponovanjem fibrina i fibrinogena Kkoji
formiraju matriks koga naseljavaju trombociti i makrofagi (Lorenz i Longaker,
2003). Makrofagi oslobadaju faktore rasta koji aktiviraju fibroblaste i oni migriraju
u ranu koriste¢i matriks od fibrina i fibrinogena. Fibroblasti proliferiSu, a zatim
pocinju da sintetiSu i sekretuju vancelijski matriks. PoCetno sintetisani matriks se
sastoji od fibrina, glikozaminoglikana (GAG) i hijaluronske kiseline (Lorenz i
Longaker, 2003). Zbog velikog sadrzaja vode ovaj matriks poboljSava migraciju
Celija. Kada fibroblasti udu i nasele ranu, uz pomo¢ enzima hijaluronidaze dolazi do
digestije matriksa bogatog hijaluronskom kiselinom i deponuje se sulfatisani
glikozaminoglikan (sGAG). Istovremeno, u matriks od fibronektina i GAG
fibroblasti deponuju kolagen, koji je klju¢ni element u fazi zarastanja rane jer daje
¢vrstocu i integritet tkivu. Pri tome deponovani kolagen nije pravilno organizovan.
U ovoj fazi dolazi i do angiogeneze, stvaranja novih krvnih sudova. Kao proizvod
proliferacije fibroblasta, sinteze kolagena i angiogeneze nastaje granulaciono tkivo.
U njemu se nalazi veliki broj makrofaga koji sprecavaju nastanak infekcije.
Granulaciono tkivo popunjava defekt i obezbeduje podlogu za epitelizaciju koja
krece od ruba rane tako da se u ovoj fazi uocava novostvoreno epitelno tkivo koje
prijanja ¢vrsto za granulaciono tkivo. Takode, u granulaciono tkivu se nalaze i
miofibroblasti koji imaju zadatak da izvrSe kontrakciju rane tako da u ovoj fazi

dolazi do skupljanja krajeva rane.

Poslednja faza procesa zarastanja rane je maturacija oSte¢enog tkiva koja
traje od 21-og dana do 1 godine od momenta povrede. U ovoj fazi dolazi do
strukturnih i funkcionalnih promena vancelijskog matriksa, odnosno dolazi do
preuredivanja i umreZavanja kolagenih vlakana, kao i do zamene kolagena tipa II

kolagenom tipa [ (Lorenz i Longaker, 2003).

Ukoliko zarastanje rane zastane u nekoj od gore navedenih faza, rana

prelazi u hronicni oblik ¢iji proces zarastanja traje izuzetno dugo.

Jedan od veoma znacajnih faktora prilikom zarastanja je pH vrednost rane

(Gethin, 2007). pH vrednost rane utice na oslobadanje kiseonika, angiogenezu,
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proteaznu aktivnost i rast bakterija. Poznato je da rane bilo da su akutne ili
hroni¢ne sporije zarastaju ako im je pH vrednost poviSena (alkalna) nego kada je
blizu neutralne (Gethin, 2006). pH vrednost hroni¢ne rane koja ne zarasta se krece
od 7,15 do 8,9 (Gethin, 2008). Pokazano je da kada je pH vrednost hroni¢ne rane
koja nije zarastala sniZena za 0,1 pH jedinicu doSlo je do smanjenja veliCine rane za
8,1 % (Gethin, 2008). Kiselost rane ubrzava njeno zarastanje jer se povecava
procenat kiseonika, njegovim oslobadanjem iz hemoglobina iz kapilara (Rendel i
sar., 2001) i inhibira se aktivnost proteinaze, koja usporava ili sprecava zarastanje
rana jer uniStava faktore rasta, proteinska vlakana i fibronektin u matriksu rane

koji je pak neophodan za aktivaciju fibroblasta i njihovu migraciju (Rushton, 2007).

1.5.2.4 TRETMAN RANA

Prvi korak u tretmanu rana je njihovo c¢iS¢enje. Postoji veliki broj klasi¢nih
preparata za toaletu rane kao Sto su fizioloSki rastvor, povidon pena, borna
kiselina, kalijum permanganat i mnogi drugi. Nakon ciS¢enja rane sledi njeno
previjanje adekvatnom oblogom. Obloge za rane treba da: i) zaStite ranu od fizicke
povrede, ii) apsorbuju eksudate rane kako bi se sprecila maceracija koZe oko rane,
iii) obezbede adekvatnu vlaznost, temperaturu i pH rane S$to stimuliSe
reepitelizaciju i migraciju Celija neophodnih za ozdravljenje rane, iv) omoguce
razmenu gasova, to jest ulazak kiseonika i izlazak ugljen dioksida, v) zastite ranu
od kontaminacije, i vi) potpomognu debridman rane (Hanna i Giacopelli, 1997,

Boateng i sar., 2008).

OpsSta podela obloga za rane je na primarne i sekundarne (Hanna i
Giacopelli, 1997). Primarne obloge su one koje su u direktnom kontaktu sa
povrSinom rane, a sekundarne obloge imaju ulogu drzanja primarne obloge na
pravom mestu, a istovremeno Stite povrSinu rane od uticaja spoljne sredine
(Hanna i Giacopelli, 1997). Takode obloge za rane se mogu podeliti prema: i) formi
(filmovi, gelovi, pene i masti), ii) funkciji (antimikrobne, adhezivne, apsorptivne,
itd.), iv) materijalu od koga su napravljene (alginatne, hidrokoloidne,

poliuretanske itd.), kao i na v) tradicionalne i savremene (Boateng i sar., 2008).
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U tradicionalne obloge za rane spadaju pamucna vata, prirodne i sinteticke
gaze i zavoji. Ove obloge su suve i ne obezbeduju adekvatnu vlaZnost rane. Zavoji
od poliamida i celuloze se koriste kao sekundarne obloge kako bi se primarna
obloga fiksirala za ranu, dok se visoko kompresovani zavoji koriste za tretman
venske insuficijencije, a slabo rastegljivi kompresivni zavoji za venske ulcere na
nogama i limfoedeme (Boateng i sar., 2008). Sterilna gaza se koristi za apsorpciju
eksudata rane i treba je menjati Cesto kako bi se izbegla maceracija zdravog tkiva
(Boateng i sar., 2008). Ova obloga $titi ranu od bakterija, ali to svojstvo gubi kada
obloga postane vlazna zbog eksudata rane ili usled spoljasnjeg kvaSenja. Takode,
gaza prijanja za ranu i njeno uklanjanje izaziva traumu (Calo i Khutoryanskiy,
2015). Gaza obezbeduje slabu zastitu rane od spoljasnjih povreda i prljavstine.
Takode gaza dozvoljava evaporaciju vlage Sto se ogleda u dehidrataciji kreveta
rane. Treba naglasiti da se tradicionalne obloge mogu Kkoristiti za Cciste
(neinficirane) rane, zatim za tretman suvih rana ili kao sekundarne obloge da

apsorbuju eksudat rane (Boateng i sar, 2008).

Savremene obloge su razvijene u cilju zadrzavanja vlaznosti rane kako bi se
ubrzalo njeno ozdravljenje. Vinter (Winter) je jo$ 1962. godine ukazao da vlaZznost
rane stimuliSe proces ozdravaljenja, ali je tek nedavno ovaj nalaz ozbiljno shvacen
(Calo i Khutoryanskiy, 2015). Savremene obloge se mogu podeliti na hidrokoloidne
obloge i hidrogelove (Calo i Khutoryanskiy., 2015).

Hidrokoloidne obloge su opisane kao obloge koje se sastoje od materijala
koji imaju sposobnost da formiraju gel (npr. karboksimetilceluloza, pektin i
Zelatin) (Ousey i sar, 2012). Ove obloge mogu biti u formi filma, ploca, paste ili
praska. Intaktna hidrokoloidna obloga je nepropustljiva za isparavanje vode, ali
ima sposobnost da upija eksudat rane, i kada stupi u kontakt sa eksudatom dolazi
do formiranja pokrivaca rane od hidrofilnog gela, koji je propustljiv za vodu i
vazduh (Thomas i Loveless, 1997). Glavne karakteristike hidrokoloidnih obloga su:
i) Stite ranu od prodora mikroorganizama i tako smanjuju rizik od infekcije,
ii) snizavaju pH rane Sto redukuje sposobnost bakterija da se umnoZavaju,

iii) odrzavaju vlaznost kreveta rane Sto ubrzava reepitelizaciju i smanjuje bol,
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iv) Stite ranu od isuSivanja, i v) ne izazivaju traumu prilikom uklanjanja (Queen,
2009). Takode, hidrokoloidne obloge stimuliSu formiranje granulacionog tkiva,
promoviSu angiogenezu, povecavaju broj fibroblasta u dermu i povecavaju
procenat novosintetisanog kolagena (Ousey i sar., 2012). Kada se formira gel,
obloga rehidrira suvo, sasuSeno nekroticno tkivo i tako stimuliSe autoliticki
debridman rane (Fletcher, 2005). Hidrokoloidne obloge se primenjuju kod venske i
arterijske ulceracije, dijabeticne ulceracije, dekubitalne rane, traumatske i

postoperativne rane, kao i kod opekotina.

Hidrogelovi su kao Sto je ve¢ opisano, nerastvorni, hidrofilni gelovi koji
imaju sposobnost da bubre. Obloga u formi hidrogela pomaZze autoliticki
debridman, povecava sintezu kolagena i vlaznost nekroti¢cne rane i apsorbuje i
zadrzava kontaminirani eksudat unutar gela (Calo i Khutoryanskiy, 2015).
Pokazano je da hidrogelovi imaju vaznu ulogu u tretmanu opekotina jer hlade i
hidriraju ranu, kao i u tretmanu dubokih rana jer mogu da popune Supljinu rane

(Calo i Khutoryanskiy, 2015).

Tokom poslednje decenije su se pokazali kao pogodni materijali za obloge
za rane PVP (Rosiak i sar., 1993 i 1995, Benamer i sar., 2006), PVA (Varshney, 2007),
poli(etilen oksid) (Tranquilan-Aranilla i sar., 1999) i polisaharidi kao Sto su alginat,

hitozan, kolagen i celuloza (Liu i Berg, 2002, Knill i sar., 2004).

Obloge na bazi kalcijum alginata uspeSno reguliSu nivo vlage u ranama , Sto
dovodi do brZe granulacije i reepitelizacije oStecenog tkiva  (Paul i Sharma, 2004,
Queen i sar, 2004). Ca-alginatne obloge imaju znacajnu ulogu u pocetnoj fazi
ozdravljenja rane (hemostaza) jer oslobadanje jona kalcijuma iz obloge omogucava
pretvaranje protrombina u trombin Sto dovodi do brzeg zaustavljanja krvarenja
(Riddel i sar., 2007, Boateng i sar., 2008). Pokazano je da neke alginatne obloge
aktiviraju makrofage koji su neophodni u fazi inflamacije i na taj nacin stimulisu
proces ozdravljenja rane (Thomas i sar, 2000). Takode, je pokazano da
Ca-alginatne obloge stimuliSu proliferaciju fibroblasta koji su neophodni u
formiranju vancelijskog matriksa (Doyle i sar., 1996). Prednost primene alginatnih

obloga je i njihovo lako uklanjanje i zamena bez izazivanja mnogo traume, usled
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hidrofilne prirode gela (Paul i Sharma, 2004). Medutim, ove obloge nisu
najefikasnije u tretmanu inficiranih rana jer nemaju antimikrobna svojstva. U cilju
poboljSanja karakteristika alginatnih obloga razvijene su alginatne obloge sa
jonskim srebrom koje imaju antimikrobno dejstvo (Qin, 2005, Jude i sar., 2007). Kao
Sto je vec receno, joni srebra ispoljavaju antimikrobnu aktivnost prema razlicitim
mikroorganizmima (Slawson i sar. 1992, Bhattacharya i Mukherjee, 2008,
Armentano i sar, 2010). Takode, poznato je da su nanocestice potentnije od
jonskog srebra, pa su razvijene i alginatne obloge sa nanoCesticama srebra (Seo i

sar, 2012).

PVP hidrogelovi su mekani i elasti¢ni, i apsorbuju veliki procenat tec¢nosti
kao Sto je veC receno, ali predstavljaju i dobru barijeru za mikroorganizme, Sto ih
Cini veoma atraktivnim za tretman rana (Benamer i sar., 2006, Gibas i Janik, 2011).
Tako je pokazano da PVP hidrogelovi dobijeni radijaciono-hemijskim putem
podvrgnuti testu penetracije mikroorganizama (Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas cepacia, Pseudomonas maltophilia, Enterobacter agglomerans,
Serratia plymuthica, Staphylococcus epidermidis) ni nakon 14 h inkubacije na 30 °C
ne dozvoljavaju prodor mikroorganizama u gel (Benamer i sar., 2006). U cilju
poboljSanja mehanickih karakteristika, PVP se cCesto kombinuje sa drugim
polimerima kao Sto je PVA (Razzak i sar., 2001, Park i Nho, 2003), celuloza (Roy i
sar.,, 2012), i PEG (Lugao i sar., 2002, Barmpalexis i sar., 2013) pri ¢emu se ne
narusavaju navedene karakteristike neophodne za primenu hidrogela u tretmanu
rana (Razzak i sar., 1999, Park i Nho, 2003). Takode, veoma atraktivni za tretman
inficiranih rana su PVP hidrogelovi sa inkorporisanim nanocesticama srebra (Jin i

sar., 2005, Yu i sar., 2007, Jovanovi¢ i sar., 2013).

Tokom poslednjih nekoliko decenija mnoge istrazivacke grupe su ispitivale
uticaj meda na ozdravljene razlic¢itih rana (Moore i sar.,, 2001, Visavadia i sar.,
2008). Med je viskozni, saturisani Secerni rastvor koji su joS Egipcani i stari Grci
koristili u tretmanu rana. Pokazano je da topikalna primena meda: i) brzo uklanja
infekciju, ii) ubrzava debridman, iii) minimizuje oziljak, iv) brzo neutraliSe

neprijatan miris kreveta rane, v) skracuje period ozdravljenja rane, i vi) ima
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umirujuéi efekat na rane naroCito na opekotine (Molan, 2002). Antimikrobna
aktivnost meda zasniva se na visokom osmolaritetu, niskoj pH vrednosti, kao i na
produkciji vodonik peroksida (French i sar, 2005). Osmotski pritisak izvlaci
tecnost iz bakterija Sto spreCava njihov rast. Enzim glukozna oksidaza je u medu
neaktivan, a aktivira se razblaZivanjem meda u kontaktu sa eksudatom iz rane Sto
pokrece reakciju izmedu glukoze i vode u kojoj se oslobada vodonik peroksid u
malim koncentracijama, koji inhibira rast bakterija. U in vitro uslovima je pokazano
da med deluje antiinflamatorno, kao i da stimuliSe proliferaciju, maturaciju,
Celijsko-Celijsku interakciju keratinocita, Sto ubrzava ozdravljenja rane (Du Toit i
Page, 2009, Barui i sar., 2013). Pokazano je da proteini koji se nalaze u mede imaju
imunomodulatorno dejstvo na keratinocite, makrofage i neutrofile (Majtan i sar.,
2014). Takode, niska pH vrednost meda, 3,2 - 5,5 u zavisnosti od vrste meda
(Molan, 1992, Aureli i sar., 2002), sniZava pH vrednost rane i ona postaje kisela Sto
ubrzava zarastanje (Rendel i sar., 2001, Molan, 2002, Gupta i sar., 2011), i stimulise
granulaciju tkiva (Rushton, 2007).

1.6 KARAKTERISANJE NANOKOMPOZITNIH HIDROGELOVA ZA BIOMEDICINSKU
PRIMENU

Razvoj novih biomaterijala za biomedicinsku primenu zahteva razliita
ispitivanja i karakterisanja biomaterijala kako sa stanoviSta hemijskog sastava i
fizickih svojstava tako i sa stanoviSta biokompatibilnosti i funkcionalnosti. Pri
primeni nanomaterijala je joS od posebnog znacaja ispitivanje citotoksi¢nosti i
interakcija nanocestica i celija i tkiva. Uz to, da bi se razvio optimizovan
biomaterijal potrebno je rezultate svih ispitivanja povezati i objasniti radi
mogucénosti pouzdanog predvidanja ponasanja i funkcije biomaterijala u Zeljenoj
primeni. Sa tog stanovista razvoj novih nanokompozitnih hidrogelova na bazi
alginata i nanocCestica srebra za potencijalnu biomedicinsku primenu zahteva
razliCita ispitivanja u in vitro uslovima, kao Sto su ispitivanje citotoksi¢nosti,
biomehanickih karakteristika, antimikrobne aktivnosti i kinetike otpuStanja

srebra, a zatim i ispitivanje funkcionalnosti u in vivo uslovima.
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Da bi se uopSte razmatrala moguénost biomedicinske primene nekog
materijala potrebno je da taj material nije citotoksican. Citotoksi¢nost oznacava
izazivanje toksikacije na celijskom nivou. Toksican material je definisan kao
materijal koji ispuSta dovoljnu koli¢inu supstance koja inhibicijom klju¢nih
metabolickih puteva na direktan ili indirektan nacin dovodi do celijske smrti
(Dordevi¢, 2010). Citotoksi¢nost u in vitro uslovima se tradicionalno ispituje u
dvodimenzionalnim (2D) ¢éelijskim kulturama. Celije koje se najée$ée koriste za
ispitivanje citotoksi¢nosti biomaterijala su fibroblasti, jer su to jedne od prvih
Celija koje naseljavaju ranu u toku njenog zarastanja, a Cesto su i jedine celije koje
se vezuju za implante u okolnim tkivu. Za ispitivanje citotoksi¢nosti biomaterijala u
in vitro uslovima Koriste se sledeci testovi u 2D Ccelijskim kulturama: i) test
direktnog kontakta, ii) test agar difuzije, i iii) test elucije ili ekstraktne dilucije
(Pordevi¢, 2010). Test direktnog kontakta omogucava direktan kontakt ¢elija u
monosloju i ispitivanog biomaterijala. Kod agar difuzionog testa monosloj ¢elija se
prekriva rastvorom agra (2 mas.%), na koji se poSto agar oc€vrsne stavlja ispitivani
biomaterijal. Test elucije se bazira na ekstrakciji ispitivanog biomaterijala u
odredenom rastvoru (npr. fizioloSki rastvor ili medijum za gajenje), nakon Cega se

ekstrakt dodaje celijama u monosloju.

In vitro testovi citotoksi¢nosti u 2D celijskim kulturama omogucavaju brzo
dobijanje podataka o citotoksi¢nosti biomaterijala, ali se postavlja pitanje da li
dobijeni rezultati pouzdano predvidaju pojave koje ¢e nastati u mnogo sloZenijim
in vivo uslovima. Dobro je poznato da 2D Celijska kultura ima nekoliko ogranicenja
u odnosu na in vivo sredinu kao Sto su gubitak trodimenzionalne strukture tkiva,
izostanak interakcije Celija sa ekstracelularnim matriksom i izmedu samih Ccelija,
kao i gubitak biofizickih i biohemijskih signala (Mazzoleni i sar., 2009). Primenom
biomimic¢nih bioreaktorskih sistema prevazisli bi se problemi klasi¢nih in vitro
testova. Pokazano je da biomimicni bioreaktorski sistemi predstavljaju pogodne
instrumente za fizioloSki relevantnu evaluaciju biomaterijala i studije interakcija
¢elija i biomaterijala Sto bi moglo da smanji obim neophodnih testova na
Zivotinjama (Engelmayr Jr i sar, 2003, Stojkovska i sar., 2010, Mobasheri i Lewis,

2013, Wang i sar., 2013).
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Kao sledeca faza karakterizacije, posebno kada je re¢ o biomaterijalima koji
¢e se Kkoristiti kao implanti, moZe se izdvojiti biomehanicka karakterizacija posto
su sva tkiva i organi u organizmu izloZeni odredenim mehanickim naprezanjima i

fizickim signalima.

Hidrogelovi su viskoelasti¢ni materijal (Doublier i sar., 1992, Junter i Vinet,
2009). Kao Sto je vel reCeno viskoelasticno ponaSanje podrazumeva da se
materijali pod dejstvom spoljasnje sile ponasaju na nacin koji se nalazi izmedu
ponasSanja elasti¢nih ¢vrstih tela i tecnosti (Jovanovi¢ i Jeremié, 2007). Osnovna
svojstva koja karakteriSu mehaniCko ponaSanje viskoelasticnih materijala su:
i) promena dimenzije sa vremenom pri vecem ili konstantnom opterecenju (tzv.
puzanje), ii) smanjenje sila kojima se materijal opire deformaciji stalne veliCine,
odnosno pod dejstvom opteretenja materijal se deformiSe i prelazi u neko
neravnotezno stanje iz koga spontano teZi da prede u novo ravnotezno stanje
(relaksacija materijala), i iii) javljanje zaostale deformacije pri ciklicnom istezanju

ili kompresiji materijala (histerezis) (Plavsié, 2010).

Na slici 1.20 je prikazana kriva zavisnosti napona od primenjene
deformacije za alginatni hidrogel koja je tipicna za viskoelasti¢ne gelove i koja se
sastoji od linearne i nelinearne oblasti i oblasti loma (Zhang i sar., 2007, Junter i
Vinet, 2009). Pokazano je da kada se na alginatni hidrogel primeni deformacija
manja od 8 % alginat se ponaSa kao linearni elasticni materijal, dok pri veéim
deformacijama dolazi do viskoelasticnog ponaSanja hidrogela, odnosno

nelinearnosti (Mancini i sar., 1999).
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Slika 1.20. Tipicna zavisnost napona od primenjene deformacije alginatnog
hidrogela u obliku diska. Prikazane su vrednosti parametara (of, napon pri lomu;
Wt , energija loma; E, Jangov modul elasti¢nosti) za alginatne diskove (2 mas.%)
dobijene geliranjem u 0,1 M CaClz na 4°C u toku 2 h. Odredivanje Jangovog modula
elasticnosti u linearnoj oblasti krive napona u =zavisnosti od primenjene

deformacije (< 10 %) je prikazano u insertu A (Junter i Vinet, 2009)

UobiCajene metode odredivanja mehanickih svojstava podrazumevaju
podvrgavanje hidrogelova u ravnoteZnom stanju naponu kompresije ili istezanja.
Tako se pri testiranju hidrogelova pri malim deformacijama, dobijaju linearne
zavisnosti napona od primenjene deformacije, iz cijih nagiba se mogu dobiti
vrednosti modula elasti¢nosti, E (Zhang i sar., 2007, Junter i Vinet, 2009). Ove
metode, medutim, zahtevaju Zrtvovanje uzoraka Sto u gajenju tkiva namece
potrebu gajenja velikog broja uzoraka. Zato je u odredenim bioreaktorskim
sistemima omoguceno odredivanje i pracenje biomehanic¢kih karakteristika

uzoraka u toku gajenja bez potrebe za prekidanje kulture.

Kao primer moZe se navesti pomenuti proto¢ni, biomimi¢ni bioreaktor sa
dinamickom kompresijom (slika 1.16F) u kome je omoguceno ispitivanje
biomaterijala u uslovima koji se mogu podesiti da imitiraju prirodnu in vivo
sredinu  tkiva  artikularne  hrskavice ili  tkiva kosti  (frekvencija

0,1-1 Hz, deformacija 5-10 %, intersticijalna brzina 10-100 pm/s) (Petrovi¢ i sar.,
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2009). Dobijene vrednosti modula elasti¢nosti alginatnih hidrogelova pri
deformaciji od 10 % i frekvenciji od 0,56 Hz u tom bioreaktoru su bile u opsegu
vrednosti koje su objavljene u literaturi kada su za odredivanje mehanickih
karakteristika koriS¢eni merni instrumenti za tu namenu (Stojkovska i sar., 2010).
Ovi rezultati su prakticno potvrdili moguénost primene bioreaktora za pribliZno
odredivanje mehanickih karakteristika biomaterijala, kao i tkiva. Takode, je
pokazana moguénost da se bioreaktor koristi i za pracenje biomehanickih
karakteristika biomaterijala u toku dugoroc¢nih viSenedeljnih ispitivanja u
uslovima koji imitiraju prirodnu in vivo sredinu (Stojkovska i sar., 2010). Ova
ispitivanja mogu da obezbede predvidanje ponasSanja biomaterijala prilikom

primene ili implantacije.

Funkcija nanocCestica srebra je antimikrobna aktivnost koja se najceSce
odreduje primenom agar difuzione metode (Ruparelia i sar., 2008) i dilucione
metode (Pandcek i sar., 2009). Agar difuziona metoda se zasniva na principu
difuzije nanocestica i jona srebra kroz ¢vrstu hranljivu podlogu (agar) prethodno
zasejanu ispitivanom kulturom mikroorganizma. Glavni nedostatak ove metode je
limitirana difuzija srebra kroz ¢vrstu agarnu strukturu. Dilucioni metod se, sa
druge strane, zasniva na nizu dvostrukih razblaZenja ispitivanog biomaterijala u
odgovarajucoj podlozi, naj¢es¢e bujonu, pri cemu je koncentracija bakterija ista u
svim razblaZenjima. Ovim testom se prevazilazi problem difuzione limitacije i
moZe se odrediti minimalna inhibitorna koncentracija (MIK), kao i minimalna
baktericidna koncentracija (MBK). MIK je najniZa koncentracija antimikrobnog
agensa kojom se inhibira vidljiva proliferacija mikroorganizama nakon inkubacije
tokom no¢i, dok je MBK najniZa koncentracija antibakterijskog agensa koja deluje

letalno na datu bakterijsku vrstu.

Antimikrobna aktivnost nanokompozitnih biomaterijala sa nanocesticama
srebra je najceSce ispitivana prema Staphylococcus aureus (Dubas i sar., 2011),
Staphylococcus epidermidis (Agarwal i sar., 2010), Escherichia coli (Varaprasad i
sar.,, 2010), Bacillus subtilis (Ruparelia i sar., 2008), Pseudomonas aeruginosa

(Travan i sar., 2009), kao i Candida spp. (Pandcek i sar., 2009).
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Kinetika otpuStanja srebra je znaCajna sa stanoviSta povezivanja
citotoksi¢nog i antimikrobnog efekta sa karakteristikama nanokompozita. Pri tome
je posebno vazno izvesti ispitivanja funkcionalnosti i kinetike otpusStanja srebra u
istim uslovima. Tako je ispitivana kinetika otpusStanja srebra iz mikrocestice na
bazi Ca-alginata i hitozana sa inkorporisanim nanocesticama srebra u 15 mM
rastvoru NaCl pokazala da se svega 2,6 % ukupne Kkoncentracije srebra u
mikrocesticama otpusti za 5 nedelja (Travan i sar., 2009). Medutim, u navedenom
ispitivanju nije uzeto u obzir da nanocCestice i joni srebra mogu da reaguju sa

jonima hlora, pri ¢emu srebro-hlorid brzo precipitira dajuci slabo rastvornu so.

[ako in vitro studije pruzaju vazne fundamentalne informacije o odredenim
interakcijama izmedu Celija i biomaterijala ne mogu da zamene u potpunosti in vivo
studije. In vivo studije su neophodne kako bi se ispitalo ponaSanje materijala u
prisustvu razli¢itih tipova celija i ekstracelularnog matriksa, kao i pod dejstvom
endokrinih faktora koji deluju na ¢elije oko materijala. Pri ispitivanju materijala za
obloge za rane najceSce se koriste modeli opekotina na miSevima (Dia i sar., 2009) i
pacovima (Acar i sar., 2011, Akhoondinasab i sar., 2014), kao i hirurSke rane na
miSevima (Dunnu i sar.,, 2013), pacovima (Marie Arockianathan i sar., 2012) i
svinjama (Wang i sar, 2001). Kao komplikovaniji model za ispitivanje
funkcionalnosti biomaterijala naj¢eS¢e se koristi model nekroze na pacovima
(Murakami i sar.,, 2010). Nekroticne rane se najc¢es¢e indukuju intradermalnim
ubrizgavanjem citostatika kao $to su doksorubicin (Kesic i sar., 2010) i mitomicin C

(Murakami i sar., 2010).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Cilj istraZivanja u ovoj doktorskoj disertaciji je bio ispitivanje mogucnosti

dobijanja hidrogelova u razli¢itim oblicima iz koloidnih rastvora alginata sa

elektrohemijski sintetisanim nanocesticama srebra i sveobuhvatna karakterizacija

dobijenih nanokompozitnih hidrogelova za potencijalnu biomedicinsku primenu u

in vitro i in vivo uslovima.

[straZivanja su ukljucivala nekoliko celina:

ispitivanje stabilnosti koloidnih rastvora alginata sa elektrohemijski
sintetisanim nanocesticama srebra;

ispitivanje moguc¢nosti meSanja Ag/alginatnih koloidnih rastvora sa
razli€itim polimerima;

utvrdivanje mogucénosti dobijanja nanokompozitnih hidrogelova na bazi
alginata u viSe razlic¢itih geometrijskih oblika kao Sto su diskovi,
mikrocestice i mikrovlakna;

ispitivanje  mogucnosti suSenja i rehidratacije nanokompozitnih
hidrogelova na bazi alginata uz ocuvanje inkorporisanih nanocestica
srebra;

odredivanje biomehanickih karakteristika nanokompozitnih
hidrogelova na bazi alginata u biomimi¢nim bioreaktorskim uslovima;
odredivanje citotoksi¢nosti odabranih nanokompozitnih hidrogelova u
Celijskim kulturama, kao i celijskoj kulturi gajenoj u biomimi¢nim
uslovima u bioreaktoru;

odredivanje antimikrobne aktivnosti odabranih nanokompozitnih
hidrogelova;

odredivanje efikasnosti odabranih nanokompozitnih biomaterijala na
bazi alginata i nanocCestica srebra za zarastanje rana na modelu
opekotina II stepena kod miSeva i pacova;

odredivanje efikasnosti odabranih nanokompozitnih alginatnih
hidrogelova za zarastanje hroni¢nih rana na modelu nekroze kod

pacova.
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3. MATERIJALI I METODE
3.1. MATERIJALI

U ovom radu koris¢eni su Na-alginat niskog viskoziteta (4-2158, Sigma, St.
Louis, MO, SAD i A3249, AppliChem, Darmstadt, Nemacka), Na-alginat srednjeg
viskoziteta (4-2033, Sigma, St. Louis, MO, SAD), poli(vinil alkohol) (PVA) rastvorljiv
u vrucoj vodi (P1763, Sigma, St. Louis, MO, SAD), poli(vinil pirolidon) (PVP,
M, = 40,000, Sigme, St. Louis, MO, SAD), kao i bagremov med (Ranci¢ Svetislav,

Obrenovac, Srbija).

Takode, koriS¢eni su srebro-nitrat (M. P. Hemija, Beograd, Srbija), kalijum-
nitrat (Centrohem, Stara Pazova, Srbija), kalcijum-nitrat tetrahidrat (Centrohem,
Stara Pazova, Srbija), kalcijum-hlorid dihidrat (40313949, Acros Organics, New
Jersey, SAD), natrijum-citrat dihidrat (6132-04-3, SAFC, St. Louis, MO, SAD),
izopropanol (Zorka Pharma, Sabac, Srbija), azotna kiselina (65 %, Zorka Pharma,

Sabac, Srbija), i amonijum hidroksid (25 %, NRK InZenjering, Beograd, Srbija).

U eksperimentima sa Ccelijskim kulturama koriséeni su Dulbecco
modifikovan Eagle medijum (DMEM), hranljivi medijum RPMI 1640, fetalni govedi
serum (FBS), 4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansulfonska kiselina (HEPES),
natrijum-dodecil sulfat (SDS), fosfatno-puferisan fizioloski rastvor (PBS), etilen-
diamin-tetraacetatna kiselina (EDTA), dimetiltiazoldifenil-tetrazolijum-bromid
(MTT), tripan plavo (trypan blue) i prolin (svi kupljeni od Sigma, St. Luis, SAD).
Takode, koriS¢eni su penicilin, streptomicin, tripsin (svi kupljeni od PAA
Laboratories GmbH, Pasching, Austrija), kolagenaza tip Il (Worthington, Freehold,
NJ, SAD), fitohemaglutinin (INEP, Beograd, Srbija), askorbinska kiselina u ampuli
(Galenika, Beograd, Srbija), kao i askorbinska kiselina u tableti (EkoFarm, Novi Sad,
Srbija).

U eksperimentima odredivanja antimikrobne aktivnosti koriS¢eni su
natrijum-hlorid (Superlab, Beograd, Srbija), tripton kupljen od Instituta za

virusologiju, vakcine i serume Torlak (Beograd, Srbija) i ekstrakt kvasca
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(bioMerieus, Madrid, Spanija). Bakterijska kultura Staphylococcus aureus TL je
dobijena od TehnoloSkog fakulteta u Leskovcu, Univerzitet u NiSu (Leskovac,
Srbija), dok je Escherichia coli ATCC 25922 kupljena od American Type Culture
Collection (Manassas, VA, SAD). KoriS¢ene su sledece podloge: hranljivi bujon i BH
bujon (brain heart broth), Bird Parker (Baird-Parker) agar, Mek Konki (Mac
Conkey) agar i Miler Hinton (Mueller-Hinton) agar, svi proizvodi su kupljeni od

Instituta za virusologiju, vakcine i serume Torlak (Beograd, Srbija).

U in vivo ekperimentima su koriS¢eni: ketamin (Ketamidor®, Richter Pharma
ag, Vels, Austrija), ketoprofen (Rycarfa® Krka, Zagreb, Hrvatska), doksorubicin
(Adriblastina® RD, Actavis, Italija), Sanaderm® krem (Zdravlje A.D., Leskovac,
Srbija), Vivamel® obloge (Tosama, DomZale, Slovenija) i Suprasorb®A+Ag obloge

(Lohmann & Rauscher, Bec, Austrija).

Za histolo$ku analizu preparata Kori$¢eni su formalin (Zorka Pharm, Sabac,
Srbija), hematoksilin-eozin (Sigma, St. Louis, MO, SAD) i trihrom Mason (Bio-Optica,
Milano, Italija).

3.2. SINTEZA Ag/ALGINATNIH KOLOIDNIH RASTVORA

Natrijum-alginatni rastvori sa nanocesticama srebra su dobijeni novom
elektrohemijskom metodom.! Nanocestice srebra su elektrohemijski sintetisane u
vodenim rastvorima koji su sadrzali 0,1 M KNOs3, 3,9 mM AgNO3, i 2 mas.%
Na-alginat. Za galvanostatsku sintezu je koriS¢en Gamry Reference 600
potenciostat/galvanostat/ZRA (Gamry Instruments, Warminster, PA, SAD), u
elektrohemijskoj celiji sa radnom Pt elektrodom (Pt ploCica dimenzija 9 x 10 mm),
pomocnom Pt elektrodom (Pt plo¢ica dimenzija 10 x 13 mm) izasi¢enom

kalomelovom elektrodom (ZKE) kao referentnom. Sinteza je izvodena uz stalno

1 Obradovi¢ B., Miskovié¢-Stankovié V., Jovanovié Z., Stojkovska ]., Dobijanje mikrocestica hidrogela
alginata sa inkorporisanim nanocesticama srebra, (Production of alginate microbeads with
incorporated silver nanoparticles), patent br. RS53508 (B1), Zavod za intelektualnu svojinu
Republike Srbije, od 27.02.2015.
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mesSanje, pri gustini struje od 50 mA/cm? i pri vremenu implementacije od 10 min.

Rastvor je izlagan protoku azota 20 min pre pocetka sinteze, kao i tokom sinteze.

Na slici 3.1. je prikazana elektrohemijska celija koriS¢ena za sintezu

nanocestica srebra stabilisanih u rastvoru alginata.

_.referentna elektroda-
zasic¢ena kalomelova
elekiroda (ZKE)

pomoéna |Pt Pt _-radna elektroda

elekh‘oc_l'a

_rastvor AgNO;
B KNO; i Na-alginata

izvor

: magnetna mesalica
jednosmernog napona

Slika 3.1. Sematski prikaz eksperimentalne aparature za elektrohemijsku sintezu
nanocestica srebra: u elektrohemijskoj ¢eliji sa vodenim rastvorom KNO3, AgNO3, i
Na-alginata se nalaze radna Pt elektroda , pomocna Pt elektroda i zasi¢ena
kalomelova elektroda (ZKE) kao referentna elektroda. Galvanostatska sinteza je
izvedena u elektrohemijskoj €eliji uz stalno mesanje vodenog rastvora i atmosferi

azota

U toku elektrohemijske sinteze je utvrdeno da dolazi do blagog taloZenja
alginatnog gela, tako da se koncentracija alginata u koloidnom rastvoru tokom
sinteze smanjuje na 1,7-1,9 mas.%, u zavisnosti od vrste alginata koji je koriS¢en
za sintezu. Radi dobijanja alginatnih koloidnih rastvora sa razli¢itim
koncentracijama nanocCestica srebra, pocetno sintetisani koloidni rastvor je

razblaZen rastvorom Na-alginata odgovarajuce koncentracije.

62



Ag/alginatni koloidni rastvori su sterilisani kljuanjem uz meSanje na

magnetnoj mesalici u toku 30 min.

3.3 ISPITIVANJE STABILNOSTI Ag/ALGINATNIH KOLOIDNIH RASTVORA

Stabilnosti Ag/alginatnih koloidnih rastvora je ispitivana u viSe

eksperimentalne serija sa i bez dodatih komponenti.

U prvoj eksperimentalnoj seriji elektrohemijski sintetisani Ag/alginatni
koloidini rastvori (koncentracija nanocestica srebra 3,9 mM i alginata 1,9 mas.%)
su praceni u toku vremena merenjem intenziteta apsorbance na talasnoj duzini od

405 nm.

U drugoje eksperimentalnoj seriji ispitan je uticaj sterilizacije klju¢anjem na
stabilnost nanoclestica. Ag/alginatni koloidni rastvor (3,9 mM) je razblazen sa
1,73 mas.% Na-alginatom (alginat srednjeg viskoziteta u oba rastvora) tako da je
finalna koncentracija nanocCestica srebra u koloidnom rastvoru bila 1 mM.
RazblaZeni koloidni rastvor je sterilisan klju¢anjem 30 min, a zatim je meren

intenzitet apsorbance na relevantnim talasnim duzinama.

U narednim eksperimentalnim serijama elektrohemijski dobijeni
Ag/alginatni koloidni rastvori su razblaZivani uz dodatak razlic¢itih komponenata
radi sniZavanja pH vrednosti, a zatim je pracena stabilnost dobijenih koloidnih

smesa u toku vremena. Izvedeno je 7 eksperimentalnih serija ovim pristupom.

i) Ag/alginatni koloidni rastvor (3,9 mM) je razblaZen sa 1,73 mas.% Na-alginatom
(alginat srednjeg viskoziteta u oba rastvora) i sterilisan kljuCanjem nakon Cega je u
ohladeni koloidni rastvor dodata askorbinska kiselina tako da finalne
koncentracije askorbinske kiseline i nanocCestica srebra budu 0,1 mg/ml i 1 mM,
redom. Ukratko, tableta askorbinske kiseline, koja sadrzi 500 mg askorbinske
kiseline, je rastvorena u 40 ml destilovane vode, tako da je finalna koncentracija
askorbinske kiseline u rastvoru 12,5 mg/ml. Rastvor askorbinske kiseline je
profiltriran kroz filter papir, a zatim sterilisan filtriranjem kroz filter papir sa

porama od 0,2 pm i dodat u koloidni rastvor.
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ii) Ag/alginatni koloidni rastvor (3,9 mM) razblaZen je sa 1,85 mas.% Na-alginatom
(alginat srednjeg viskoziteta u oba rastvora) do koncentracije nanocestica srebra
od 1,05 mM. U razblaZeni koloid je nakon sterilizacije i hladenja dodat med.
Dobijena smeSa je nominalno sadrzala 1 mM nanocCestica srebra, 1,73 mas.%

alginata i 5 mas.% meda.

iii) Ag/alginatni koloidni rastvor (3,9 mM) razblaZen je sa 2,0 mas.% Na-alginatom
(alginat srednjeg viskoziteta u oba rastvora) do koncentracije nanocestica srebra
od 1,11 mM. U razblaZeni koloid je nakon sterilizacije i hladenja dodat med.
Dobijena smeSa je nominalno sadrzala 1 mM nanocCestica srebra, 1,73 mas.%

alginata i 10 mas.% meda.

iv) Ag/alginatni koloidni rastvor (3,9 mM) razblaZzen je sa 2,37 mas.%
Na-alginatom (alginat srednjeg viskoziteta u oba rastvora) do koncentracije
nanocestica srebra od 1,25 mM. U razblaZeni koloid je nakon sterilizacije i hladenja
dodat med. Dobijena smeSa je nominalno sadrzala 1 mM nanocCestica srebra,

1,73 mas.% alginata i 20 mas.% meda.

v) Ag/alginatni koloidni rastvor (3,9 mM) razblaZen je sa 2,9 mas.% Na-alginatom
(alginat srednjeg viskoziteta u oba rastvora) do koncentracije nanocestica srebra
od 1,43 mM. U razblaZeni koloid je nakon sterilizacije i hladenja dodat med.
Dobijena smeSa je nominalno sadrzala 1 mM nanocCestica srebra, 1,73 mas.%

alginata i 30 mas.% meda.

vi) Ag/alginatni koloidni rastvor (3,9 mM) je razblazen sa 3,74 mas.%
Na-alginatom (alginat srednjeg viskoziteta u oba rastvora), tako da koncentracija
nanocestica srebra bude 1,67 mM. Nakon sterilizacije i hladenja u razblaZeni
koloidni rastvor je dodat med. Dobijena smeSa je nominalno sadrzala 1 mM

nanocestica srebra 1,73 mas.% Na-alginata i 40 mas.% meda.

vii) Ag/alginatni koloidni rastvor (3,9 mM) je razblaZen sa 5,3 mas.% Na-alginatom
(alginat srednjeg viskoziteta u oba rastvora), tako da koncentracija nanocestica

srebra bude 2 mM. Nakon sterilizacije i hladenja u razblaZeni koloidni rastvor je
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dodat med. Dobijena smeSa je nominalno sadrzala 1 mM nanocestica srebra

1,73 mas.% Na-alginata i 50 mas.% meda.

Stabilnost ovako pripremljenih uzoraka je praena u toku vremena
merenjem intenziteta apsorbance, kao i pH vrednosti pomo¢u pH metra
(InoLab ph/Cond 720, WTW GmbH, Weilheim, Nemacka). Svaka grupa je radena u
triplikatu. Takode, kao kontrola, izmereni su i apsorpcioni spektri, 1,9 mas.%
rastvora Na-alginata i ¢istog meda i 0,1 mg/ml askorbinske kiseline, kao i njihove

pH vrednosti.

3.4 ISPITIVANJE MOGUCNOSTI MESANJA Ag/ALGINATNIH KOLOIDNIH
RASTVORA SA RAZLICITIM POLIMERIMA

Ag/alginatni koloidni rastvori dobijeni elektrohemijskom sintezom su
meSani sa rastvorima PVA i PVP do Zeljene koncentracije kako bi se dobili
PVA/Ag/alginatni i PVP/PVA/Ag/alginatni koloidni rastvori. Ukratko, prah PVA je
rastvoren u vrucéoj vodi (T~70 °C) meSanjem u toku 2 h tako da se dobije
koncentracija od 17 mas.%. Takode, prah PVP je rastvoren u vrucoj vodi (T~70 °C)
uz mesSanje u toku 2 h do koncentracije od 35 mas.%. Dobijeni rastvori su zatim
mesSani sa 3,9 mM Ag/alginatnim koloidnim rastvorom (1,9 mas.% alginat niskog
viskoziteta) kako bi se dobili rastvori sa finalnim koncentracijama: i) 5,6 mas.%
PVA, 1,3 mas.% Na-alginata i 2,6 mM nanocestica srebra, ii) 5,6 mas.% PVP,
1,3 mas.% Na-alginata i 2,6 mM nanocestica srebra, i iii) 11 mas.% PVA, 5 mas.%

PVP i 0,4 mas.% Na-alginata i 0,8 mM nanocestica srebra.

Prisustvo nanocestica srebra u svim rastvorima je potvrdeno UV-vidljivom

spektroskopijom.
3.5 DOBIJANJE NANOKOMPOZITNIH HIDROGELOVA U OBLIKU DISKOVA

PVA/Ag/alginatni i PVP/PVA/Ag/alginatni diskovi su dobijeni tehnikom
zamrzavanja-odmrzavanja uz dodatno geliranje pomocu kalcijum-nitrata. Ukratko,
dobijeni rastvori PVA/Ag/alginata i PVP/PVA/Ag/alginata kako je to opisano u

prethodnom odeljku (odeljak 3.4) su razliveni u posude sa 6, odnosno 12 bunaric¢a,
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a zatim su podvrgnuti ciklusima zamrzavanja-odmrzavanja. Uzorci su zamrzavani
na -20 °C/24 h, a zatim su odmrzavani na +4 °C/5 h. Nakon 4 ciklusa odmrzavanja-
zamrzavanja doSlo je do formiranja hidrogelova. Da bi geliranja bilo potpuno u
svaki bunari¢ je dodato po 1-2 ml rastvora za geliranje (3 mas.% Ca(NO3z)2 x
2H20). Nakon 1 h formirani diskovi su izvadeni, a zatim isprani destilovanom
vodom i koriS¢eni za dalja ispitivanja. Dobijeni nanokompozitni diskovi su bili
precnika

12 mm i debljine 4 mm (PVA/Ag/alginatni diskovi), odnosno pre¢nika 12 mm i
debljine 4,5 mm (PVP/PVA/Ag/alginatni diskovi). Kao kontrola su na isti nacin u 4
ciklusa zamrzavanja-odmrzavanja napravljeni i diskovi od 5,6 mas.% rastvora PVA

(precnik 12 mm i debljina 4 mm).

Ista procedura je takode primenjena i na PVP/Ag/alginatni koloidni rastvor,

ali nije doSlo do geliranja, tako da ova smeSa nije koriS¢enja u daljim ispitivanjima.
3.6 DOBIJANJE NANOKOMPOZITNIH HIDROGELOVA U OBLIKU MIKROCESTICA

Natrijum alginatni koloidni rastvor sa nanocesticama srebra je koriS¢en za
dobijanje Ag/alginatnih mikrocestica elektrostatickom ekstruzijom.Z Ag/alginatni
koloidni rastvori sa razliCitim koncentracijama nanocestica srebra su potiskivani
kroz pozitivno naelektrisanu iglu od nerdajuceg celika uz pomo¢ infuzione pumpe
za potiskivanje te¢nosti (Racel, Scientific Instruments, Stamford, CT, SAD). KoriS¢ena
je igla precnika 23 G sa ravnim vrhom (Small Parts, Inc., SAD); rastojanje izmedu
vrha igle i rastvora za geliranje (1,5 mas.% Ca(NO3)2 x 2H20) je iznosilo oko 2,5
cm, a elektrostaticki napon, izmedu vrha igle i rastvora za geliranje je bio u opsegu
od 6-7 kV. Konstantan protok rastvora Ag/alginata je bio 25,2 ml/h uz koris¢enje
Sprica na pumpi od 5 ml, odnosno 39,3 ml/h uz koris¢enje Sprica od 10 ml. Iz
generatora visokog napona (Model 30R, Bertan Associates, Inc., New York, SAD)
izvedena je pozitivna elektroda i povezana sa iglom, a u rastvor za geliranje

uronjena je uzemljena elektroda (slika 3.2). Na taj nacin se izmedu vrha igle i

2 Obradovi¢ B., Miskovi¢-Stankovi¢ V., Jovanovic¢ 7., Stojkovska J., Dobijanje mikrocestica hidrogela
alginata sa inkorporisanim nanocesticama srebra, (Production of alginate microbeads with
incorporated silver nanoparticles), patent br. RS53508 (B1), Zavod za intelektualnu svojinu
Republike Srbije, od 27.02.2015.
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rastvora kalcijum-nitrata stvaralo odredeno elektricno polje, pa se rastvor,
potiskivan pumpom Kkroz Spric, od vrha igle otkidao u vidu mlaza sitnih
naelektrisanih kapljica pod dejstvom gravitacione i elektrostaticke sile. Kapljice su
sakupljane u rastvoru za geliranje meSanom na magnetnoj meSalici, pri ¢emu je
dolazilo do razmene jona Na* i Ca?* i o¢vrS¢avanja kapi u obliku sferi¢nih Cestica.
Cestice su nakon formiranja ostavljene da geliraju jo§ 30 min, uz mesanje. Nakon
toga, Ag/alginatne mikrocestice su isprane dH;0, kako bi se uklonili zaostali joni

srebra, i dalje su koriS¢ene u eksperimentalnim istraZivanjima.

infuziona
Na-alginat sa Ag : pumpa
nanocesticama
-—-..____-—
igla

Ca(NO;), : kapi

D1 £ 6;|

izvor magnetna mesalica
jednosmernog napona

Slika 3.2. Sematski prikaz eksperimentalne aparature za izvodenje elektrostaticke
ekstruzije: koloidni rastvor natrijum-alginata sa nanocesticama srebra se potiskuje
uz pomo¢ infuzione pumpe kroz pozitivno naelektrisanu iglu povezanu sa
pozitivnom elektrodom izvedenom iz generatora visokog napona, a nastale
kapljice se skupljaju u uzemljenom rastvoru Ca(NO3)2 meSanom na magnetnoj
meSalici. Izmedu vrha igle i rastvora Ca(NO3)2 se stvara elektricno polje, pa se
rastvor, potiskivan pumpom kroz Spric, od vrha igle otkida u obliku mlaza sitnih

naelektrisanih kapljica pod dejstvom gravitacione i elektrostaticke sile. U rastvoru
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za geliranje dolazi do razmene jona Na* i CaZ* i o¢vrS¢avanja kapi u obliku sferi¢nih

Cestica

U cilju ispitivanja uticaja primenjenog napona tokom elektrostaticke
ekstruzije na redukciju Ag* koji su zaostali u koloidnom rastvoru nakon
elektrohemijske sinteze, Ag/alginatni koloidni rastvor (3,9 mM) je potiskivan kroz
pozitivho naelektrisanu iglu pri naponu u opsegu od 0-7,5 kV i konstantnom
rastojanju izmedu elektroda, u Petrijevu Solju bez rastvora za geliranje. Nakon
elektrostaticke ekstuzije meren je intenzitet apsorbnace Ag/alginatnog koloidnog
rastvora na talasnoj duZini od 405 nm i poreden sa intenzitetom apsorbance

pocetnog Ag/alginatnog koloidnog rastvora.

U cilju ispitivanja uticaja parametara elektrostaticke ekstruzije na veli¢inu
Ag/alginatnih mikrocCestica, izvedene su dve eksperimentalne serije. U prvoj
eksperimentalnoj seriji dobijene su mikrocestice elektrostatiCkom ekstruzijom
Ag/alginatnog koloidnog rastvora (3,9 mM) pri naponu u opsegu od 0-7,5 kV i
konstantnom protoku od 25,2 ml/h. U drugoj eksperimentalnoj seriji mikrocestice
su dobijene elektrostaticCkom ekstruzijom Ag/alginatnog koloidnog rastvora
(3,9 mM) pri protoku u opsegu od 5,1 do 25,2 ml/h i konstantnom naponu od
6,6 kV.

Na isti nacin primenom elektrostaticke ekstruzije dobijene su Ag/alginatne
mikrocestice sa medom. Ukratko, smeSa Ag/alginatnog koloidnog rastvora sa
medom (koncentracija nanocestica srebra 1 mM, Na-alginata 2 mas.% i meda
10 mas.%) je potiskivana kroz iglu precnika 23 G sa ravnim vrhom. Rastojanje
izmedu vrha igle i rastvora za geliranje (3 mas.% Ca(NO3)2 x 2H20) je bilo 2,5 cm,
dok je elektrostati¢ki napon iznosio 7,2 kV, a protok smese 39,2 ml/h. Cestice su
nakon formiranja ostavljene da geliraju jo§ 30 min, uz meSanje. Nakon toga,
Ag/alginatne mikrocestice sa medom su isprane dH;0, kako bi se uklonili zaostali

joni srebra, i dalje su koriS¢ene u eksperimentalnim istrazivanjima.

PVA/Ag/alginatne/mikrocCestice  su  takode  dobijene  primenom

elektrostaticke ekstruzije. Ukratko, smeSa sa 1,3 mas.% Na-alginata, 2,6 mM
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nanocCestica srebra i 5,6 mas.% PVA je potiskivana kroz iglu pre¢nika 23 G sa
ravnim vrhom; rastojanje izmedu vrha igle i rastvora za geliranje (3 mas.%
Ca(NO3)2 x 2H20) je bilo u opsegu od 2,5 do 10 cm, dok je elektrostaticki napon
bio u opsegu od 6-8 kV. Nakon 30 min geliranja PVA/Ag/alginatne/Cestice su
potvrgnute ciklusima zamrzavanja-odmrzavanja bez te¢nosti. Cestice su prvo bile
zamrzavane u zamrzivacu 24 h na -20 °C, a zatim su odmrzavane u frizideru +4 °C

u trajanju od 5 h. Ovaj postupak je ponovljen 4 puta.
3.7 DOBIJANJE NANOKOMPOZITNIH HIDROGELOVA U OBLIKU MIKROVLAKANA

Ag/alginatna mikrovlakna su dobijena ekstruzijom, kao Sto je prethodno
opisano (Vidovi¢ i sar., 2012). Ukratko, elektrohemijski sintetisan Ag/alginatni
koloidni rastvor razblaZzen Na-alginatom do Zeljene koncentracije je potiskivan
pomocu peristaticke pumpe (Berh Labor-Technik, Diisseldorf, Germany)
konstantnim protokom od 18,0 # 0,2 ml/min kroz iglu od nerdajuceg celika sa
ravnim vrhom (23 G) smeStenom na rastojanju od 1 cm iznad rastvora za geliranje
(3 mas.% Ca(NO3)z x 4H20) (slika 3.3A). U rastvoru se sakuplja mlaz
Ag/alginatnog koloidnog rastvora koji o¢vrScava formirajuci nerastvorna
mikrovlakna usled izmene jona Na* jonima Ca2*. Mikrovlakna su ostavljena u
rastvoru za geliranje joS 2 h, da bi doSlo do potpunog geliranja, a zatim su isprana u

destilovanoj vodi, kako bi se uklonili zaostali joni srebra.

Takode, na isti nacin su dobijena Ag/alginatna mikrovlakna sa medom pri
¢cemu je koriS¢en 12 mas.% Ca(NOz)z x 4H20 da bi mikrovlakna brZe i bolje

gelirala.
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A) B)
Ag/alginatno
mikrovlakno
peristaltitka Ag/alginatna peristalticka
k| ikrovlaki 2
pumpa igla mikrovlakna pumpa igla o
kalcijum kalcijum
nitrat nitrat
Ag/alginatni Ag/alginatni - -
koloidni rastvor koloidni rastvor i

Slika 3.3. Sematski prikaz eksperimentalne aparature za dobijanje mikrovlakana.
A) Ag/alginatni koloidni rastvor se potiskuje uz pomo¢ peristalticke pumpe kroz
iglu koja je iznad rastvora Ca(NO3)2. Nastali mlaz u rastvoru Ca(NO3)2 ocvrScava
formirajuc¢i mikrovlakna. B) Ag/alginatni koloidni rastvor se potiskuje uz pomoc¢
peristalticke pumpe kroz iglu koja je uronjena u rastvor Ca(NO3z)2. Nastali mlaz

ocvrScava formiraju¢i mikrovlakna koja se namotavaju na kalem i istezu se

U cilju dobijanja mikrovlakana manjeg precnika, u rastvor za geliranje je
postavljen kalem (prec¢nik 18 mm) koji se okrece konstantnom brzinom uz pomo¢
motora. U ovom slucaju se Ag/alginatni koloidni rastvor istiskuje konstantnim
protokom 12,7 + 0,1 ml/min kroz iglu od nerdajuceg celika sa ravnim vrhom
(23 G) koja je uronjena u rastvor za geliranje (3 mas.% Ca(NOz)2 x 4H:0).
Ocvrsnuo vlakno se namotava na kalem i isteZe da bi se formirala mikrovlakna kao
Sto je prikazano na slici 3.3B. Nakon 2 h dobijena mikrovlakna su isprana

destilovanom vodom.

Ag/alginatna mikrovlakna sa medom su dobijena ekstruzijom uz istezanje
na isti nacin uz to da je za geliranje koriS¢en rastvor 12 mas.% Ca(NO3z)2 x 4H20

kako bi se geliranje ubrzalo i smanjili gubici meda.
3.8 DOBIJANJE I REHIDRATACIJA SUVIH NANOKOMPOZITNIH MIKROCESTICA

Ag/alginatne mikrocestice sa razlic¢itim koncentracijama nanocestica srebra
su suSene na sobnoj temperaturi do konstantne mase. Moguc¢nosti rehidratacije
suvih Ag/alginatnih mikrocestica sa koncentracijom nanocCestica srebra od
4,87 + 0,05 mM su ispitivane u dve eksperimentalne serije koriS¢enjem fizioloSkog

rastvora (0,9 mas.% NaCl) i dH20.
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U prvoj eksperimentalnoj seriji, Ag/alginatne mikrocestice (0,2 g) su suSene
do konstantene mase na sobnoj temperaturi, a zatim su potopljene u 5 ml
fizioloSkog rastvora na sobnoj temperaturi. Vlazne Ag/alginatne mikrocestice

(0,2 g) su takode potopljene u 5 ml fizioloSkog rastvora i sluzile su kao kontrola.

U drugoj eksperimentalnoj seriji, Ag/alginatne mikrocestice (0,1 g) su
suSene do konstantene mase na sobnoj temperaturi, a zatim su potopljene u 3 ml

dH20 na sobnoj temperaturi.

Rehidratacija nanokompozitnih cestica je pratena merenjem mase i

prec¢nika mikrocestica u toku vremena.

3.9 ISPITIVANJE BIOMEHANICKIH KARAKTERISTIKA NANOKOPMOZITNIH
HIDROGELOVA

Novi biomimic¢ni bioreaktor sa dinamickom kompresijom (Petrovi¢ i sar.,
2009) je koris¢en za odredivanje biomehanickih karakteristika nanokompozitnih
hidrogelova kao Sto je ranije opisano (Stojkovska i sar., 2010). Ukratko, bioreaktor
se sastoji od 6 komora za uzorke tkiva ili biomaterijala koje se smeStaju na nosac,
koji se dalje pri¢vrS¢uje za metalnu osnovu (slika 3.4A). Nosa¢ za komore moze
vertikalno da se pomera pomocu step-motora (Superstep STP-MTR-23055,
AutomationDirect, GA, SAD). Ispod nosaca je pricvrSéen senzor opterecenja (Scaime
AL3C3SH5E, Scaime, Francuska) koji omogucava merenje srednjeg opterecenja na

svih 6 komora.
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mikrometarski

' L—"zavrtanj
dijafragma [~
uzorak
dovod
tecnosti
‘ odvod sinterovano
te¢nosti staklo

Slika 3.4. Bioreaktor sa dinamickom kompresijom. A) Nosa¢ sa 6 komora je
postavljen na osnovu Kkoju pokrete step motor pri¢vrSéen ispod osnove;
optereCenje se meri senzorom opterecenja pricvrséenim ispod nosaca komora.
B) Sematski prikaz bioreaktorske komore sa prikljué¢cima za dovod i odvod
medijuma u koju se smesta uzorak na sinterovano staklo i zatvara dijafragmom na

koju naleZe klip mikrometarski zavrtanj

Komore su cilindri¢nog oblika napravljene od polipropilena, na kome su
dva otvora za dovod, odnosno odvod medijuma (slika 3.4B). Prostor u koji se
smesta uzorak tkiva ili biomaterijal je precnika 16 mm i visine 3 mm. Ukupna
zapremina prostora u komori iznosi 0,6 ml. Uzorak koji se testira se postavlja na
porozno sinterovano staklo (pre¢nik 13 mm), ucvrSCeno pomocu gumenog
zaptivaca, tako da tecnost prolazi direktno kroz uzorak. Komora za gajenje se
zatvara dijafragmom od bergafleksa (Termoplast DOO, Belgrad, Srbija). Na
dijafragmu naleZe mikrometarski zavrtanj (precnik 11 mm), koji omogucava

precizno pocetno pozicioniranje u svakoj komori, nezavisno od debljine uzorka.

Bioreaktor sa dinamickom kompresijom je koriS¢en za odredivanje

biomehanickih karakteristika nanokompozitnih diskova i mikrocestica. Ispitivani
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su PVA/Ag/alginatni diskovi (pre¢nik 12 mm i debljina 4 mm),
PVP/PVA/Ag/alginatni diskovi (precnik 12 mm i debljina 4,5 mm) i PVA diskovi
(pre¢nik 12 mm i debljina 4 mm). Takode, ispitivane su i biomehanicke
karakteristike =~ pakovanog sloja = PVA/Ag/alginatnih  Cestica  (precnik
1270 % 140 pm), 1,5 mM Ag/alginatnih mikrocestica (pre¢nik 610 + 30 pum), 2 mM
Ag/alginatnih mikrocestica (precnik 650 * 40 pm), 3,9 mM Ag/alginatnih
mikrocestica (precnik 550 #* 20 upm) i alginatnih mikrocestica (precnik
600 * 30 um). Kompresioni testovi su radeni istovremeno u tri komore za gajenje i
testiranje je vrSeno u destilovanoj vodi. U svaku komoricu je stavljen po jedan disk,

odnosno ~0,6 g mikrocestica tako da je visina pakovanog sloja iznosila 3 mm.

Uzorci su testirani pri deformacji od 10 % u dva reZima: i) pri brzini
kompresije od 337,5 um/s i ii) pri stepenastom povecanju deformacije za 50 pm za
pakovani sloj i diskove debljine 4 mm, odnosno 75 pm za diskove debljine 4,5 mm
svakih 30 min. Sva merenja su ponovljena najmanje tri puta. Modul elasti¢nosti
testiranih uzoraka pri oba reZima rada bioreaktora je dobijen iz nagiba krive
zavisnosti napona od primenjene deformacije uz uslov ispunjene linearnosti koja je

ocekivana pri malim deformacijama (< 10 %).

Maksimalna vrednost deformacije je zadata veli¢ina, na osnovu koje se

izraCunava broj pomeraja osnove bioreaktora za dostizanje Zeljene deformacije:

deformacija =41/ 1, (3.1)

gde je Al promena visine uzorka, a Iy inicijalna ili po¢etna visina uzorka. Na osnovu
zadatih vrednosti, za maksimalnu deformaciju, debljinu (visinu) uzoraka i
jednacine 3.1 odreduje se promena visine uzorka (4). Promena visine uzorka je

direktno proporcionalna pomeraju osnove bioreaktora:

Al=1,25xN (3.2)

gde je N broj pomeraja osnove bioreaktora, a 1,25 je vrednost jednog pomeraja
osnove u um. Vrednost za jedan pomeraj osnove bioreaktora dobijena je na osnovu

Cinjenice da je minimalna vrednost pomeraja 5 pm, odnosno 4 pomeraja osnove
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bioreaktora (Petrovi¢ i sar, 2009). Na osnovu jednacine 3.2 dobijen je broj
pomeraja koji osnova bioreaktora treba da izvrSi da bi se postigla Zeljena
deformacija. Na osnovu jednacine 3.1 izracunava se deformacija za svaki pomeraj

osnove sve dok se ne postigne maksimalna deformacija.

Pri testiranju uzoraka, senzor opteretenja pokazuje ukupan odziv koji
predstavlja sumu odziva usled deformacije dijafragme i uzoraka. Od izmerenih
vrednosti odziva senzora na dato opteretenje oduzete su vrednosti odziva pri
deformaciji dijafragme, koji su prethodno odredeni (Stojkovska, 2010). Na ovaj

nacin dobija se odziv senzora usled deformacije uzorka u komori.

Vrednosti napona su zatim izracunate normalizovanjem vrednosti sile po

povrsini poprecnog preseka klipa mikrometarskog zavrtnja:
c=mxg/A (3.3)

gde je o napon, m masa optereCenja senzora usled deformacije uzorka, g
gravitaciono ubrzanje (9,81 m/s?), A povrSina poprecnog preseka Kklipa

mikrometarskog zavrtnja koja deluje na uzorak (9,5x10-> m2).

Moduli elasti¢nosti su odredeni iz nagiba krive napon - deformacija kada su

ove krive pratile linearni trend.
3.10 ISPITIVANJE CITOTOKSICNOSTI Ag/ALGINATNIH MIKROCESTICA

Citotoksi¢nost Ag/alginatnih mikrocestica sa razli¢itim koncentracijama
nanocestica srebra je ispitivana u 3 sistema za gajenje. Prvi sistem je predstavljao
suspenziju humanih mononuklearnih ¢elija periferne krvi, a drugi sistem je
predstavljao monosloj tele¢ih hondrocita. Citotoksicnost u ova dva sistema je
odredena koriS¢enjem standardnog MTT testa. Treci sistem je predstavljao 3D
kulturu tele¢ih hondrocita imobilisanih u alginatne mikrocestice i gajenih u

perfuzionom bioreaktoru u prisustvu Ag/alginatnih mikrocestica.
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3.10.1 IZOLACIJA CELIJA
3.10.1.1 IZOLACIJA HUMANIH MONONUKLEARNIH CELIJA PERIFERNE KRVI

Humane mononuklearne Ccelije periferne krvi su izolovane iz pune
heparinizovane krvi centrifugiranjem u gradijentu koncentracije pomocu
separatora (Lymphoprep™, Nycomed, Oslo, Norveska) (slika 3.5A). Celije su isprane
tri puta u rastvoru ,Hemacel”. ,,Hemacel” je vodeni rastvor (pH 7,4) koji sadrZi
145 mM Na*, 5,1 mM K*, 6,2 mM Ca2+, 145 mM CI" i 35 g/l Zelatinoznih polimera.
Nakon ispiranja rastvor je odliven, a ¢elijski talog je resuspendovan u hranljivom
medijumu. Hranljivi medijum je bio RPMI 1640 (pH 7,2) uz dodatak 3 mM
L-glutamina, 100 pg/ml streptomicina, 100 IU/ml penicilina, 25 mM rastvora, i
HEPES 10 % fetalnog govedeg seruma, koji je termicki inaktivisan na 56 °C tokom

30 minuta.

-
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Slika 3.5. Sematski prikaz izolacije ¢elija i studije citotoksi¢nosti. A) Studija
citotoksi¢nosti u suspenziji humanih mononuklearnih c¢elija periferne krvi sa
Ag/alginatnim mikrocesticama: mononuklearne celije su izolovane iz pune
heparinizovane krvi centrifugiranjem u gradijentu koncentracije pomocu
separatora. B) Studije citotoksi¢nosti u monosloju hondrocita sa Ag/alginatnim

mikrocesticama: hondrociti su izolovani iz femuropatelarnih zglobova teli¢a
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3.10.1.2 IZOLACIJA TELECIH HONDROCITA IZ ARTIKULARNE HRSKAVICE

Artikularna  hrskavica je izolovana u sterilinim uslovima iz
femuropatelarnih zglobova teli¢a starih 6, odnosna 12 meseci, 8 h od klanja (slika
3.5B). Izolovana hrskavica je zatim isprana u sterilnom fosfatnom puferu (PBS) i

iseckana na komadice povrsine 1-2 mm? i debljine oko 1 mm.

Eksplantati tkiva hrskavice su zatim digestirani pomoc¢u kolagenaze tip II
prema proceduri iz literature (Freed i sar., 1993). Tkivo je digestirano u 0,15 %
rastvoru kolagenaze u DMEM sa dodatkom 10 % FBS u inkubatoru na 37 °Ci 5 %
CO2 na tresilici tokom 18 h. Za digestiju 1 g tkiva hrskavice koris¢eno je 15 ml
rastvora kolagenaze. Uzorci su zatim filtrirani kroz sterilnu tkaninu da bi se
odstranili komadi¢i tkiva koji se nisu razgradili. Nakon toga je dodat rastvor PBS sa
dodatkom 0,02 % EDTA da bi se zaustavio proces digestije. Digestat je
centrifugiran na 1000 obrtaja u minuti tokom 10 min, a Celijski talog je zatim
resuspendovan u rastvoru PBS sa dodatkom 0,02 % EDTA i ponovo centrifugiran.
Isti postupak je ponavljen tri puta nakon cega su hondrociti resuspendovani u
medijumu za gajenje. Medijum za gajenje je bio DMEM koji sadrzi 4,5 g/l glukoze,
0,584 g/l glutamina, uz dodatak 10 % fetalnog govedeg seruma (FBS),
10 mM rastvora HEPES, 0,4 mM prolina, 100 U/ml penicilina, 100 pg/ml

streptomicina i 50 pg/ml askorbinske Kkiseline.

Primarni hondrociti dobijeni iz hrskavice teli¢a starih 6 meseci su koriS¢eni
za ispitivanje citotoksi¢nosti u monosloju, dok su hondrociti dobijeni iz hrskavice
junadi starih 12 meseci imobilisani u alginatne mikrocestice i koris¢eni za 3D

gajenje u perfuzionom bioreaktoru Sto je opisano u slede¢im odeljcima.
3.10.2 TEST CITOTOKSICNOSTI

Citotoksi¢nost Ag/alginatnih mikrocestica sa razli¢itim koncentracijama
nanocestica srebra je ispitivana u suspenziji i monosloju celija koriS¢enjem MTT
testa (Mosmann, 1983, Eidi i sar.,, 2010). Test je zasnovan na reakciji redukcije

tetrazolijumske  soli  (dimetiltiazoldifenil-tetrazolijum-bromid, @ MTT) u
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mitohondrijama pomoc¢u veéeg broja dehidrogenaza, pri ¢emu dolazi do cepanja
tetrazolijumskog prstena i pojave formazana karakteristicne plave boje. MTT mogu
da redukuju samo aktivne mitohondrije Zivih Celija, te je stoga ovaj test pogodan za
merenje vijabilnosti Celija i njihovog stanja aktivacije i proliferacije. Takode, stepen

redukcije MTT moZe biti pokazatelj i opSte metabolicke aktivnosti Celija.

Prezivljavanje Celija je definisano kao odnos broja celija koje opstaju u
prisustvu materijala koji se ispituje i broja ¢elija u kontroli. Posto je broj Zivih ¢elija
direktno proporcionalan apsorbanci rastvora, Celijsko prezivljavanje, S, moze se

izracunati kao:
S[%]=A, /A, -100 (3.4)

gde je Ay apsorbanca celija koje su gajene u prisustvu Ag/alginatih mikrocestica i
Ac je apsorbanca celija iz kontrole. Citotoksi¢nost je odredena prema skali: ne-
toksi¢no (> 90 % preZivljavanje Celija), slabo citotoksi¢no (60-90 % preZivljavanje
¢elija), umereno citotoksicno (30-59 % prezivljavanje Celija), i jako citotoksi¢no

(= 30 % prezivljavanje celija) (Meri¢ Dahl i Eystein Ruyter, 2008).
3.10.3 ISPITIVANJE CITOTOKSICNOSTI U SUSPENZIJI CELIJA

Citotoksi¢nost Ag/alginatnih mikrocestica sa razli¢itim koncentracijama
nanocestica srebra je ispitivana u suspenziji humanih mononuklearnih C¢elija
periferne krvi (slika 3.5A) koris¢enjem MTT testa (Eidi i sar., 2010). Suspenzija
mononuklearnih Celija periferne krvi je sluZila kao kontrola. Mikrocestice (prec¢nik
700-800 pm) dobijene od Ag/alginatnih koloidnih rastvora sa razli¢itim
koncentracijama nanocestica srebra (0,5, 1 i 1,5 mM) elektrostatickom ekstruzijom
na nacin opisan u odeljku 3.6 su stavljene u plocu sa 96-bunarica, i to 10 mg
mikrocestica po bunaricu. Zatim su dodate Celije u koncentraciji od 150.000 celija
u 150 pl medijuma za gajenje u svaki bunari¢. U posebnoj eksperimentalnoj seriji
koriS¢eno je mitogena, fitohemaglutinin (PHA-phytohaemagglutinin) koji stimuliSe
proliferaciju Celija, tako da finalna koncentracija fitohemaglutinina bude 5 pg/ml

po bunari¢u. Kulture su zatim inkubirane 72 h na 37 °C i 5 % CO2. Nakon
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inkubacije od 72 h, u svaki bunari¢ je dodato po 10 pl MTT reagensa. Uzorci su
inkubirani naredna 4 h na 37 °C, a zatim je dodato po 100 pl SDS (10 %) u svaki
bunari¢. Nakon prekonoéne inkubacije, oitavane su apsorbance na talasnoj duzini
od

570 nm pomocu Ccitaca Multiskan EX Thermo Labsystems (Thermascientific,

Waltham, MA, SAD).
3.10.4 ISPITIVANJE CITOTOKSICNOSTI U MONOSLOJU HONDROCITA

Citotoksi¢nost Ag/alginatnih mikrocestica sa razli¢itim koncentracijama
nanocestica srebra je ispitivana na hondrocitima u monosloju (slika 3.5B)
koriS¢enjem MTT testa (Mosmann, 1983). Kultura hondrocita je takode gajena sa
Cistim Ca-alginatnim mikrocesticama bez nanocestica srebra kako bi se proverila
biokompatibilnost alginata, dok je monosloj kulture hondrocita sluZio kao
kontrola. Dve eksperimentalne serije su izvedene: i) 0,3 g Ag/alginatnih
mikrocestica po bunari¢u (koncentracije nanocestica srebra: 0,33 + 0,02 mM,
0,99 £0,07 mMi 3,75 + 0,04 mM) iii) 0,6 g Ag/alginatnih mikrocestica po bunaricu
(koncentracije nanocestica srebra: 0,87 * 0,05 mM, 1,82 * 0,05 mM, i
3,76 = 0,02 mM). Celije su zasejene u ploée sa 12-bunari¢a u koncentraciji od
1 x 106 ¢elija u 3 ml medijuma za gajenje po bunaricu i inkubirane 24 h na 37 °C sa
5 % CO2 kako bi se zalepile za podlogu. Nakon toga je u svaku bunari¢ dodato po
0,3/0,6 g Ag/alginatnih, odnosno Ca-alginatnih mikrocestica i zatim su kulture
inkubirane 48 h na 37 °Ci 5 % COz. Posle 48 h u svaki bunari¢ je dodat MTT
reagens (5 mg/ml, 0,3 ml) i uzorci su inkubirani jo§ 3 h na 37 °C. Nakon inkubacije,
medijum sa MTT reagensom je uklonjen, a u svaki bunari¢ je dodat zakiseljeni
izopropanol (0,1 M HCI u izopropanolu, 3 ml) kako bi se rastvorio formazan. Posle
15 min na sobnoj temperature, merena je apsorbanca na talasnoj duzini od 540 nm

pomocu UV-3100 spektrofotometra (UV-3100, Mapada, Shaingati).
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3.10.5 ISPITIVANJE CITOTOKSICNOSTI U 3D CELIJSKOJ KULTURI U
PERFUZIONOM BIOREAKTORU

Za ispitivanje citotoksi¢nosti Ag/alginatnih mikrocestica pod uslovima koji
imitiraju fizioloSku sredinu imobilisani hondrociti unutar alginatnih mikrocestica
su gajeni u perfuzionom bioreaktoru zajedno sa Ag/alginatnim mikrocesticama

(slika 3.6).

Na-alginatni |  mikrogestica
rastvor sa sa éelijama
celijama g
artikularna

4 hrsl:avlca

/ mikroéestica sa
[ kalci]um nanotesticama
5 hondrociti hlorid \ srebra

imobilizacija ¢elija
elektrostatickom ekstruzijom

Slika 3.6. Sematski prikaz izolacije hondrocita i studije citotoksi¢nosti u 3D
bioreaktorskom gajenju: hondrociti su imobilisani u alginatne mikrocestice
elektrostatickom ekstruzijom i gajeni u perfuzionom bioreaktoru u prisustvu

Ag/alginatnih mikrocestica

Hondrociti, dobijeni iz hrskavice junadi starih 12 meseci, su imobilisani u
alginatne mikrocestice putem elektrostaticke ekstruzije postupkom koji je opisan u
odeljku 3.6. Rastvor 2,2 mas.% Na-alginata je sterilisan kljuanjem uz meSanje na
magnetnoj mesalici u toku 30 min. Hondrociti su pomesSani sa ohladnim rastvorom
tako da je dobijena koncentracija alginata od 1,5 mas.% i koncentracija hondrocita
od 21 x 10° ¢elija/ml suspenzije. Suspenzija je zatim istiskivana kroz naelektrisanu
iglu (23 G), pri elektrostaticCkom naponu od 6,3 kV i rastojanju od vrha igle do
rastvora za geliranje (1,5 mas.% CaClz) od 3 cm. Dobijene alginatne mikrocestice
sa imobilisanim hondrocitama su ostavljene 30 min u rastvoru za geliranje, a zatim

su prebacene u medijum za gajenje u perfuzioni bioreaktor.
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U ovom radu je koriS¢en perfuzioni bioreaktor, dizajniran za tkivno
inZenjerstvo hrskavice i kosti (Osmokrovi¢ i sar., 2006), koji se sastojao od dva
staklena dela spojena silikonskim crevom tako da je obrazovana komora za
smestanje pakovanog sloja mikrocestica. Stakleni delovi na svojim krajevima imaju
stopljene plocice od sinterovanog stakla, koje onemogucavanja odnoSenja
pakovanog sloja. Zapremina komore za gajenje staklenog bioreaktora je bila
1 ml. Svaka komora za gajenje ima sopstveni sistem za recirkulaciju medijuma, koji
se sastoji od silikonskih creva (platinski isprana, Cole-Parmer Instrument Co.,
Illinois, SAD), i rezervoara za medijum (slika 3.7). Radi ekvilibracije temperature i
sadrzaja CO2 u medijumu, namotaj od 1 m silikonskog creva ispred svake komore
je sluZio kao razmenjivac gasova. Pored toga, svaki sistem za recirkulaciju sadrzao
je po 1 Spric ispred i iza bioreaktorske komore za zamenu medijuma i istiskivanje

mehurica gasa.

n

N

e trokanalni
ventil —l
Spric
bodica sa bioreaktor
medijumom
L trokanalni
ventil
Spric _I

silikonsko crevo za
razmenu gasova

peristalticka
pumpa

Slika 3.7. Sematski prikaz eksperimentalnog bioreaktorskog sistema. Medijum se
transportuje iz rezervoara za medijum u duZi namotaj creva, koji sluzi za razmenu
gasova, pomocu viSekanalne perilstaticke pumpe, a zatim u komoru za gajenje i
vraéa u rezervoar. Spricevi ispred i iza komore sluZe za izvla¢enje mehurica gasa iz

medijuma, kao i za izmenu medijuma
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Citotoksi¢nost Ag/alginatnih mikrocestica je ispitana u gajenju zajedno sa
alginatnim mikrocesticama sa imobilisanim hondrocitima u dva bioreaktorske
komore za gajenje sa svojim recirkulacionim sistemima. U svaku komoru je uneto
0,37 g alginatnih mikrocestica sa imobilisanim ¢elijama (21 x 106 celija/ml,
1,5 mas.% alginata, precnik 770 * 30 pm) i 0,13 g Ag/alginatnih mikrocestica
(1,9 mas.% alginata, precnik 790 * 20 pum, koncentracija nanoclestica srebra
4,7 £+ 0,6 mM). Ukupna zapremina medijuma za gajenje u svakom sistemu sa
recirkulacijom je bila 10 ml. Pomoc¢u viSekanalne peristalticke pumpe je ostvarena
kontinualna recirkulacija medijuma protokom od 0,38 ml/min. Tokom 2 nedelje
gajenja, 40 % medijuma je menjano dva puta nedeljno. Po zavrSetku gajenja
izmerena je masa mikroCestica i odredena je Kkoncentracija i vijabilnost

imobilisanih ¢elija nakon rastvaranja alginatnog hidrogela.

3.11 ANTIMIKROBNA AKTIVNOST

Antimikrobna aktivnost vlaznih i suvih Ag/alginatnih mikrocestica je
ispitivana prema jednom odabranom soju Gram-pozitivnih bakterija
Staphylococcus aureus TL i jednom soju Gram-negativnih bakterija Escherichia coli

ATCC 25922.

Bakterijski sojevi su aktivirani tokom dva wuzastopna presejavanja
prekultura u Luria-Bertani (LB) medijumu (1 mas.% NaCl, 1 mas.% tripton i
0,5 mas.% ekstrakt kvasca) i inkubirani na 37 °C tokom no¢i u aerobnim uslovima.
Prekono¢ne kulture, ne starije od 18 h, su razblaZene fizioloSkim rastvorom tako
da finalna koncentracija bakterija u rastvoru bude ~108 CFU/ml (colony-forming

unit).

Ag/alginatne mikroCestice su sterilno dobijene i deo mikrocestica je
ostavljen da se suSi u laminarnoj komori na sobnoj temperature do konstantne
mase. Mikrocestice koriS¢ene za ispitivanje antimikrobne aktivnosti prema
S. aureus TL u suspenziji su bile precnika 390 * 20 pm sa koncentracijom

nanocestica srebra od 1,2 + 0,05 mM, dok su mikrocestice koriséene za E. coli ATCC
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25922 u suspenziji bile precnika 480 + 20 um i imale su koncentraciju nanocestica

srebraod 1,7 £ 0,2 mM.

U svaki balon od 50 ml za ispitivanje antimikrobne aktivnosti Ag/alginatnih
mikrocestica je stavljeno 4 g (sa tacno$¢u od 1 mg) vlaznih, odnosno 180 + 8 mg
suvih Ag/alginatnih mikrocestica (pre¢nik ~ 200 um) Sto je odgovaralo vlaznoj
masi mikrocestica od 4 g. U balone je zatim dodato 10 ml sterilnog LB medijuma i
0,1 ml alikvota prekulture bakterijske suspenzije u fizioloSkom rastvoru tako da je
koncentracija bakterija u svakom balonu iznosila oko 105-106 CFU/ml. Bakterijske
kulture u LB medijumu su koriS¢ene kao kontrole. Baloni su inkubirani u vodenom
kupatilu sa tresilicom na 37 °C u toku 24 h. Nakon 1 h i 24 h inkubacije, medijum je
sterilno uzorkovan (0,1 ml) iz svakog balona i serijski je razblazivan do Zeljene
koncentracije, a zatim je pomeSan sa 20 ml rastopljene agaroze (temperatura
55 °C) i razliven u Petrijeve $olje. Solje su zatim inkubirane 24 h na 37 °C nakon
Cega su kolonije prebrojane na agaroznim plo¢ama koris¢enjem brojaca kolonija

kako bi se odredio broj Zivih ¢elija u suspenziji.

Eksperimenti su radeni u duplikatima i reziltati su izraZeni u CFU/ml Sto

predstavlja broj kolonija po ml.
3.12. ISPITIVANJE OTPUSTAN]JA SREBRA IZ Ag/ALGINATNIH MIKROCESTICA

Da bi se rezultati ispitivanja funkcionalnosti Ag/alginatnih mikrocestica
kvantifikovali, izvedeno je nekoliko eksperimentalnih serija odredivanja
otpustenog srebra iz Ag/alginatnih mikrocestica u uslovima koji su imitirali
ispitivanja funkcionalnosti. Tako su izvedene 2 serije ispitivanja otpuStanja srebra
u statickim uslovima, jedan eksperiment otpustanja srebra uz mesSanje u vodenom
kupatilu i jedan eksperiment u perfuzionom bioreaktoru sa recirkulacijom. U svim
eksperimentima umesto medijuma koris¢en je fizioloski rastvor (0,9 mas.% NacCl).
Nakon ispitivanog perioda uzeti su uzorci iz svih eksperimentalnih serija i
odredene su koncentracije srebra atomskom apsorpcionom spektroskopijom

(AAS) kako je opisano u odeljku 3.14.3.

82



3.12.1 ISPITIVANJE OTPUSTANJA SREBRA IZ Ag/ALGINATNIH
MIKROCESTICA U STATICKIM USLOVIMA

Ag/alginatne mikrocestica sa razli¢itim koncentracijama nanocestica srebra
su dobijene elektrostatickom ekstruzijom kao Sto je opisano u odeljku 3.6. Dve
eksperimentalne serije ispitivanja otpusStanja srebra u statickim uslovima su
izvedene: i) 0,3 g Ag/alginatnih mikrocCestica po bunari¢u (koncentracije
nanocestica srebra: 0,33 + 0,02 mM, 0,99 + 0,07 mM i 3,75 + 0,04 mM) iii) 0,6 g
Ag/alginatnih mikrocestica po bunari¢u (koncentracije nanocCestica srebra:
0,87 £0,05mM, 1,82 + 0,05 mM, i 3,76 = 0,02 mM). U svaki bunaric je zatim dodato
po 3 ml fizioloSkog rastvora i zatim su uzorci inkubirani 48 h na 37 °Ci 5 % COx.
Nakon 48 h odredene su koncentracije srebra u rastvoru i u Ag/alginatnim
mikrocesticama atomskom apsorpcionom spektroskopijom kako je opisano u

odeljku 3.14.3. Eksperiment je raden u triplikatu.

3.12.2 ISPITIVANJE OTPUSTANJA SREBRA 1Z Ag/ALGINATNIH MIKROCESTICA
UZ MESANJE U VODENOM KUPATILU

Ag/alginatne mikrocestice su dobijene elektrostatickom ekstruzijom kako
je opisano u odeljku 3.6 i deo mikrocestica je ostavljen da se suSi u laminarnoj
komori na sobnoj temperaturi do konstantne mase. Vlazne mikrocestice su bile
precnik 810 * 70 um sa koncentracijom nanocestica srebra od 1,93 * 0,05 mM, dok
su suve mikroCestice bile precnika 440 * 80 pm i imale su koncentraciju

nanocestica srebra od 1,7 + 0,16 mM po masi vlaznog hidrogela.

U svaki balon od 50 ml je stavljeno 4 g (sa tacnos¢u od 1 mg) vlaznih,
odnosno 148 + 2 mg suvih Ag/alginatnih mikrocestica Sto je odgovaralo vlaznoj
masi mikrocestica od 4 g. U balone je zatim dodato po 10 ml fizioloSkog rastvora
(0,9 mas.% NaCl) i uzorci su inkubirani u vodenom kupatilu sa tresilicom na 37 °C
u toku 24 h. Nakon 1 h, odnosno 24 h odredene su koncentracije srebra u rastvoru
i u Ag/alginatnim mikrocesticama atomskom apsorpcionom spektroskopijom kako
je opisano u odeljku 3.14.3. Eksperiment je izvoden u triplikatu i ponovljen dva

puta.
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3.12.3 ISPITIVANJE OTPUSTANJA SREBRA IZ Ag/ALGINATNIH MIKROCESTICA
U PERFUZIONOM BIOREAKTORU SA RECIRKULACIJOM

Kontrolne alginatne mikrocestice bez celija dobijene su procedurom
opisanom u odeljku 3.6. Ukratko, rastvor 1,5 mas.% alginata je potiskivan kroz vrh
pozitivno naelektrisane igle (23 G) pri naponu od 6,3 kV i rastojanju izmedu

elektroda od 3 cm, dok je rastvor za geliranje bio kalcijum-hlorid dihidrat.

Dve bioreaktorske komore su napunjene Kkontrolnim mikrocesticama
(0,37 g, pre¢nik 650 + 40 pm) i Ag/alginatnim mikrocesticama (0,13 g, precnik
500 pum, koncentracija nanocestica srebra 55 * 0,4 mM). Svaka komora je
povezana sa posebnim sistemom za recirkulaciju i napunjena sa 10 ml fizioloSkog
rastvora. Bioreaktorski sistemi su smeSteni u inkubator sa 5 % CO2 i na
temperaturi od 37 °C uz konstantnu recirkulaciju rastvora protokom 0,3 ml/min
pomocu viSekanalne peristalticke pumpe. Eksperiment je trajao 3 dana Sto je
odgovaralo prvoj zameni medijuma za gajenje u ispitivanjima citotoksicnosti
Ag/alginatnih mikrocestica u istom sistemu. Nakon tri dana po zavrSetku
eksperimenta odredene su koncentracije srebra u rastvoru i u Ag/alginatnim
mikrocesticama atomskom apsorpcionom spektroskopijom kako je opisano u

odeljku 3.14.3. Eksperiment je ponovljen 3 puta.
3.13 IN VIVO STUDIJE EFIKASNOSTI Ag/ALGINATNIH NANOKOMPOZITA

U cilju provere funkcionalnosti razli¢itih formulacija na bazi alginata i
nanocestica srebra ispitivana je efikasnost odabranih nanokompozitnih
biomaterijala za zarastanje rana na modelu opekotina II stepena kod miSeva i

pacova i na modelu nekroze kod pacova.
3.13.1 MODEL OPEKOTINA NA PACOVIMA

MuZjaci Wistar pacova, stari 8-12 nedelja, mase 180-220 g, su koriSceni za
ispitivanje efikasnosti nanokompozitnih Ag/alginatnih rastvora i mikrovlakana u
leCenju rana, na modelu opekotina II stepena. Sve Zivotinje su bile smeStene u

polipropilenskim kavezima, u prostoriji sa ciklusima svetlo:tama 12:12 h, na
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sobnoj temperaturi od 22 * 1 °C, vlaznoS¢u vazduha od 50 % i hranjene
standardnom laboratorijskom hranom za pacove (Vetprom, Beograd, Srbija). Hrana
i voda za pice su davani ad libitum. Eksperimentalni protokol je odobren od strane
Uprave za veterinu, Ministarstva poljoprivrede, Sumarstva i vodoprivrede

Republike Srbije (323-07-5285/2013-05/1).

Termicke opekotine su standardizovane kao $to je navedeno u literaturi
(dos Santos Tavares Pereira i sar., 2012) u cilju dobijanja dubokih opekotina drugog
stepena uvek iste veli¢ine. Ukratko, sve Zivotinje su anestezirane pomocu 10 %
ketamina (0,8 ml/kg). Nakon paZljivog uklanjanja krzna sa leda, depilacijom
pomocu Kkreme, Zivotinje suizloZene termickim povredama , hanesenim
koriS¢enjem cvrste aluminijumske Sipke (prec¢nik 10 mm) zagrejane u kljucaloj
vodi na temperaturi od 100 °C. Sipka je drZana u kontaktu sa koZom Zivotinja na
srednjem delu leda tokom 15 s. Pritisak na koZi je odgovarao masi od 50 g
aluminijumske $ipke. Zivotinje su preko vode dobijale odgovarajuéi analgetik prva
dva dana. Svakodnevno su pracene promene na opekotinama merenjem precnika
rane (najveci i najmanji precnik), i veli¢ine kruste, kao i pracenjem pojave edema i

eritema. Takode, vodena je foto dokumentacija.

U odredenim slucajevima uzeti su brisevi iz rana za mikrobiolosku analizu,

a nakon Zrtvovanja Zivotinja uzeti su uzorci tkiva rane za histopatolosku analizu.

Izvedene su dve eksperimentalne studije ispitivanja efikasnosti

Ag/alginatnih koloidnih rastvora i Ag/alginatnih mikrovlakana.

3.13.2 ISPITIVANJE EFIKASNOSTI Ag/ALGINATNOG KOLOIDNOG RASTVORA
NA MODELU OPEKOTINA Il STEPENA KOD PACOVA

Ag/alginatni koloidni rastvori su elektrohemijski sintetisani u 3
eksperimentalne serije. Svaka serija je sintetisana neposredno pre tretmana kako
je opisano u odeljku 3.2. Nakon stabilizacije od 3 dana elektrohemijski sintetisani
Ag/alginatni koloidni rastvori su razblaZeni 1,73 mas.% rastvorom Na-alginate do

koncentracije nanocestica srebra od 1 mM i dodata je askorbinska kiselina do
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finalne koncentracije askorbinske kiseline od 0,1 mg/ml. SveZi kolidi su koriS¢eni

1.,5.i 15. dan tretmana.

Pacovi su nasumitnim izborom bili podeljeni u 3 grupe:
i) kontrolna grupa, koja je bila opeCena, i netretirana (G1), ii) grupa tretirana
komercijalnom kremom ,Sanaderm®” (G2), iii) grupa tretirana sa 1 mM
Ag/alginatnim koloidnim rastvorom sa askorbinskom kiselinom (G3), i iv) zdrava
kontrolna grupa koja je bila neopecena, a tretirana (G4). Grupe G1, G2 i G3 su
sadrZale po 9 Zivotinja, dok je G4 sadrzala 2 Zivotinje. Sve rane su svakodnevno
ispirane fizioloSkim rastvorom (0,9 mas.% NaCl), a potom su rane u grupi G2
tretirane sa 155 * 21 mg komercijalne kreme, a u grupama G3 i G4 sa po 120 pl

Ag/alginatnog koloidnog rastvora.

Zivotinje iz tretiranih grupa (G2 i G3) su Zrtvovane nakon 4, 11 i 21 dana od
indukcije opekotine. Zivotinje iz kontrolne grupe (G1) su Zrtvovane 4-og, 11-og,
21-og i 25-o0g dana kada je rana u potpunosti zarasla, dok su iz zdrave kontrole G4
7rtvovane 21-og dana. Zrtvovanje je izvrieno poveéanjem koncentracije CO 2, u

komori specijalno dizajniranoj za ovu svrhu.

3.13.3 ISPITIVANJE EFIKASNOSTI Ag/ALGINATNIH MIKROVLAKANA NA
MODELU OPEKOTINA II STEPENA KOD PACOVA

Ag/alginatna mikrovlakna su dobijena na nacin opisan u odeljku 3.7, pri
cemu je koriS€en rastvor alginata srednjeg viskoziteta za sintezu nanocestica
srebra koji je zatim razblaZzen rastvorom 1,73 mas.% Na-alginata niskog
viskoziteta do nominalne koncentracije nanocestica srebra od 1,4 mM. Jedan deo
mikrovlakana je zatim suSen. Na poledini sterilnih plasticnih Petrijevih Solja
nacrtani krugovi precnika oko 8,5 mm u koje je stavljeno po 203 * 12 mg vlaznih
mikrovlakana raSirenih da pokriju celu povrSinu kruga. Mikrovlakna su zatim
ostavljena da se suSe u laminarnoj komori sve dok njihova masa nije postala

konstantna.
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Pacovi su nasumitnim izborom bili podeljeni u 4 grupe:
i) kontrolna grupa, koja je bila opeCena, i netretirana (G1), ii) grupa tretirana
komercijalnom oblogom ,Suprasorb®A+Ag” (G2), iii) grupa tretirana vlaznim
Ag/alginatnim mikrovlaknima (G3) i iv) grupa tretirana suvim Ag/alginatnim
mikrovlaknima (G4). Svaka grupa je sadrZala po 9 Zivotinja. Rane su svakodnevno
ispirane fizioloskim rastvorom (0,9 mas.% NaCl), a potom su tretirane u grupi G2
sa 24 + 2 mg komercijalne obloge, u grupi G3 sa 216 * 14 mg vlaznih Ag/alginatnih
mikrovlakana i u grupi G4 sa 9 + 1 mg suvih Ag/alginatnih mikrovlakana (Sto je
odgovaralo masi vlaznih mikrovlakana od 203 * 12 mg). Pre stavljanja suvih
Ag/alginatnih mikrovlakana na ranu, mikrovlakna su uronjena u fizioloski rastvor

kako bi bolje prianjala na ranu.

Zivotinje su Zrtvovane nakon 4, 11 i 19 dana od indukcije termicke
opekotine povecanjem koncentracije CO2, u komori specijalno dizajniranoj za ovu

svrhu.
3.13.4 MODEL OPEKOTINA NA MISEVIMA

MuZjaci miSeva (Mus musculus), stari 20 nedelja, mase 27-33 g, su koriS¢eni
za studije efikasnosti nanokompozitnih Ag/alginatnih suvih mikrovlakana sa

medom u le¢enju rana, na modelu opekotina II stepena.

Sve Zivotinje su bile smeStene u polipropilenskim kavezima, u prostoriji sa
ciklusima svetlo:tama 12:12 h, na sobnoj temperaturi od 22 + 1°C, vlazno$¢u od
50 % i hranjene standardnom laboratorijskom hranom za miseve. Hrana i voda za
pi¢e su davani ad libitum. Eksperimentalni protokol je odobren od strane Uprave
za veterinu, Ministarstva poljoprivrede, Sumarstva i vodoprivrede Republike Srbije

(323-07-5285/2013-05/1).

Sve Zivotinje su uvodene u totalnu anesteziju, intraperitonealnom
aplikacijom 10 % rastvorom ketamina (40 mg/kg). Dan pre eksperimenta krzno sa
leda Zivotinje je uklonjeno pazljivim brijanjem . Nakon toga Zivotinje su izloZene

termickim povredama. Povrede su napravljene koriS¢enjem ¢vrste alumini jumske
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Sipke kvadratnog poprecnog preseka (dimenzija 5 x 5 mm) zagrejane u kljucaloj
vodi na temperaturi od 100 °C. Sipka je drzana u kontaktu sa koZom Zivotinja na
srednjem delu leda tokom 10 sekundi. Pritisak na koZi je odgovarao masi od 50 g
aluminijumske Sipke. Nakon izazivanja opekotine Zivotinje su provucene kroz
hladnu vodu kako bi se sprecilo dalje oSteCenje tkiva. Na ovaj nacin su izazvane
opekotine drugog stepena. Zivotinje su preko vode dobijale odgovaraju¢i analgetik
prva dva dana. Svakodnevno su pracene promene na opekotinama, mereni su
precnik rane (najveci i najmanji precnik), i veli¢ina kruste, a praena je pojava

edema i eritema. Takode, vodena je fotodokumentacija.

3.13.5 ISPITIVANJE EFIKASNOSTI Ag/ALGINATNIH MIKROVLAKANA SA
MEDOM NA MODELU OPEKOTINA II STEPENA KOD MISEVA

Elektrohemijski sintetisani 3,9 mM Ag/alginatni koloidni rastvor niskog
viskoziteta je razblaZen 5,97 mas.% alginatom (niskog viskoziteta) i medom tako
da finalna koncentracija alginata bude 2 mas.%, meda 50 mas.% i nanocestica
srebra 0,9 mM. SmeSa je meSana pomoc¢u stubne meSalice ,,UltraTurrax” (IKA® T25
digital, Ultra-Turrax, Nemacka) na brzini od 15800 obrtaja/min. Mikrovlakna su
dobijena ekstruzionom tehnikom bez istezanja koja je opisana u odeljku 3.7, a
zatim suSena. Ukratko, na poledini sterilnih plasti¢nih Petrijevih Solja nacrtani su
kvadrati (dimenzija 5 x 5 mm), u koji je stavljeno po 72 * 7,1 mg vlaznih
mikrovlakana. Mikrovlakna su ostavljena da se suSe u laminarnoj komori do

konstantne mase.

Zivotinje su nasumi¢nim izborom bile podeljene u 3 grupe: i) kontrolna
grupa, koja je bila opecena, i netretirana (G1), ii) grupa tretirana komercijalnom
oblogom ,Vivamelom®” (G2) i iii) grupa, tretirana suvim Ag/alginatnim
mikrovlaknima sa medom (G3). U prvoj kontrolnoj grupi je bilo 8 Zivotinja, a u
ostale dve grupe po 6. Rane su svakodnevno ispirane fizioloskim rastvorom
(0,9 mas.% NaCl), a zatim u grupi G2 tretirane sa 84 + 7 mg komercijalne obloge, a

u grupi G3 sa 6,2 = 1,1 mg suvih Ag/alginatnih mikrovlakni sa medom.
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Zivotinje su Zrtvovane 10-og i 21-og dana (kada je rana potpuno zarasla kod
Zivotinja iz grupe tretirane Ag/alginatnim mikrovlaknima sa medom, G3) u opstoj
anesteziji cervikalnom dislokacijom. Takode, 25-o0g dana su Zrtvovane preostale 2

Zivotinje iz kontrolne grupe (G1) kada je rana u ovoj grupi potpuno zarasla.
3.13.6 MODEL NEKROZE NA PACOVIMA

MuZjaci Wistar pacova, stari 8-12 nedelja, mase 180-220 g, su koriSceni za
studije efikasnosti nanokompozitnih Ag/alginatnih mikrovlakana i Ag/alginatnih
mikrovlakana sa medom u lecenju rana, na modelu nekroza kod pacova. Sve
Zivotinje su bile smeStene u polipropilenskim kavezima, u prostoriji sa ciklusima
svetlo:tama 12:12 h, na sobnoj temperaturi od 22 + 1 °C, vlaznoS¢u od 50 % i
hranjene standardnom laboratorijskom hranom za pacove (Vetprom, Beograd,
Srbija). Hrana i voda za pi¢e sudavani  ad libitum. Eksperimentalni protokol je
odobren od strane Uprave za veterinu, Ministarstva poljoprivrede, Sumarstva i

vodoprivrede Republike Srbije (323-07-00644/2014/05).

Nekroti¢ne rane su indukovane prema proceduri iz literature (Kesik i sar.,
2010). Ukratko, sve Zivotinje su anestezirane pomocu 10 % rastvora ketamina
(0,8 ml/kg). Nakon paZljivog uklanjanja krzna sa leda, depilacionom kremom,
Zivotinjama je indukovana nekroza intradermalnim ubrizgavanjem 200 pul
doksorubicina koncentracije 5 mg/ml, rastvorenog u fizioloSkom rastvoru. Lezija
je dostigla maksimalnu velicinu nakon 14 dana od indukcije, Sto odgovara
podacima iz literature (Kesik i sar., 2010). Tretman rana je poceo nakon 14 dana od
indukcije nekroze i trajao je 28 dana, svakodnevno u 9 h ujutru. Svakodnevno su
praene promene na rani: meren je precnik rane i prisustvo kruste. Oblika rane je
bio bliZi elipsi nego kruZnici, pa je meren prec¢nik u smeru glava-rep i pre¢nik u
smeru leva lopatica-desna lopatica, Sto je omogucilo izratunavanje povrSine rane.
Takode, su u eksperimentalnoj studiji ispitivanje efikasnosti Ag/alginatnih
mikrovlakana usled pojave infekcije 18-og i 28-0g dana uzeti brisevi rana Zivotinja
iz kontrolne grupe (G1) i grupe tretirane komercijalnom oblogom (G2), redom za

mikrobiolo$ku analizu. Zrtvovanja Zivotinja su obavljena nakon 28 i 42 dana od
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indukovanja nekroze. Zrtvovanje je vrSeno rastu¢om koncentracijom CO2 u komori

posebno dizajniranoj za tu namenu. Radene su dve eksperimentalne studije.

3.13.7 ISPITIVANJE EFIKASNOSTI Ag/ALGINATNIH MIKROVLAKANA NA
MODELU NEKROZE KOD PACOVA

Elektrohemijski sintetisan 3,9 mM Ag/alginatni koloidni rastvor niskog
viskoziteta je razblaZen 2,1 mas.% rastvorom Na-alginata niskog viskoziteta tako
da finalna koncentracija nanocestica srebra u koloidnom rastvoru bude 0,71 mM i
alginata 2 mas.%. Mikrovlakna su dobijena ekstruzionom tehnikom uz istezanje
kako je opisano u odeljku 3.7, a zatim suSena. Ukratko, na poledini sterilnih
plasti¢nih Petrijevih Solja nacrtani su krugovi (precnik 10 mm) u koje je stavljeno
po 203,5 + 11,4 mg vlaZnih mikrovlakana su razvucenih tako da pokriju celu
povrSinu kruga. Mikrovlakna su ostavljena da se suSe u laminarnoj komori do

konstantne mase.

Zivotinje su nasumi¢no podeljene u 3 grupe: i) kontrolna grupa, u kojoj su
indukovane nekroticne rane, ali netretirane (G1), ii) grupa tretirana
komercijalnom oblogom ,Suprasorb®A+Ag” (G2), i iii) grupa tretirana suvim
Ag/alginatnim mikrovlaknima (G3). U svim grupama je bilo po 6 Zivotinja. Rane su
svakodnevno ispirane fizioloskim rastvorom (0,9 mas.% NacCl) i u grupi G2 su
tretirane sa 17,6 + 2,6 mg komercijalne obloge, a u grupi G3 sa 11,1 * 1,0 mg suvih
Ag/alginatnih mikrovlakana. Pre stavljanja suvih Ag/alginatnih mikrovlakana na

ranu, mikrovlakna su uronjena u fizioloSki rastvor kako bi bolje prianjala na ranu.

3.13.8 ISPITIVANJE EFIKASNOSTI Ag/ALGINATNIH MIKROVLAKANA SA
MEDOM NA MODELU NEKROZE KOD PACOVA

Elektrohemijski sintetisan 3,9 mM Ag/alginatni koloidni rastvor niskog
viskoziteta je razblaZen 6,0 mas.% rastvorom alginata niskog viskoziteta i medom
tako da finalna koncentracija alginata bude 2 mas.%, meda 50 mas.% i nanocestica
srebra 0,9 mM. SmeSa je meSana pomocu stubne mesalice , UltraTurrax” (IKA®

T25 digital, Ultra-Turrax, Nemacka) na brzini od 15800 obrtaja/min. Mikrovlakna
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sa medom su dobijena ekstruzionom tehnikom uz istezanje kako je opisano u
odeljku 3.7, a zatim su suSena. Ukratko, na poledini sterilne plasticne Petrijeve
Solje nacrtani su krugovi (precnik 10 mm) u koje je stavljeno po 206 + 11 mg
vlaznih mikrovlakana. Mikrovlakna su ostavljena da se suSe u laminarnoj komori

do konstantne mase.

Zivotinje su podeljene u 3 grupe: i) kontrolna, netretirana grupa, u kojoj su
indukovane nekroti¢ne rane (G1), ii) grupa tretirana komercijalnom oblogom
,Vivamel®” (G2), i iii) grupa tretirana suvim Ag/alginatnim mikrovlaknima sa
medom (G3). U svim grupama je bilo po 6 Zivotinja. Rane su svakodnevno ispirane
fizioloskim rastvorom (0,9 mas.% NaCl), a zatim su u grupi G2 tretirane sa
206 * 25 mg komercijalne obloge i u grupi G3 sa 20 * 3 mg suvih Ag/alginatnih
mikrovlakana sa medom. Pre stavljanja suvih Ag/alginatnih mikrovlakana na ranu,

mikrovlakna su uronjena u fizioloSki rastvor kako bi bolje prianjala na ranu.
3.13.9 MIKROBIOLOSKA ANALIZA

Brisevi uzeti sa inficiranih rana su zasejani u hranljivi bujon sastava 15 g/1
peptona 3 g/l mesnog ekstrakta, 5 g/l natrijum-hlorida, 0,3 g/l
kalijum-hidrogenfosfat i u BH (brain heart brot) infuzioni bujon sastava 5 g/l
infuza govedeg srca, 12,5 g/l infuza teleCeg mozga, 2,5 g/l dinatrijum hidrogen
fosfata, 2 g/1 D-glukoze i 10 g/l peptona. Nakon inkubacije na 35 °C/24 h iz tecne
kulture su napravljeni mikrobioloski preparati i obojeni po Gramu. Metoda bojenja
po Gramu je empirijska metoda razlikovanja bakterija u dve grupe (Gram-
pozitivne i Gram-negativne bakterije). MikrobioloSki preparati su prvo bojeni
kristalviolet bojom (3-5 min), koja boji sve bakterije u ljubicasto, a zatim je dodat
lugol koji fiksira boju unutar bakterijskog zida. Sve bakterije nakon dodavanja
lugola ostaju obojene ljubi¢asto. Obojeni preparati su ispirani alkoholom (96 %),
kako bi se utvrdilo za koje bakterije se vezala boja. Kristalviolet se ne moZe isprati
iz zidova bakterija sa gustom mreZom peptidoglikana Sto je slucaj kod Gram-
pozitivnih bakterije, dok se iz zidova bakterija sa tankim slojem peptidoglikana ova

boja ispira i one postaju bezbojne Sto ukazuje na Gram-negativne bakterije. Na
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kraju postupka bojenja po Gramu dodaje se boja safranin koja Gram-negativne

bakterije boji u ruZicastu ili crvenu boju.

Tecne kulture su takode presejane na: i) Miler Hinton (Mueller-Hinton) agar
(17 g/l agara, 2 g/l govedeg infuza, 1,5 g/l skroba, 17,5 g/l kazein hidrolizaza),
ii) Bird Parker (Baird-Parker) agar, selektivnu hranljivu podlogu za koagulaza
pozitivan Staphylococcus aureus (15 g/l agara, 10 g/l kasein hidrolizata, 12 g/1
glicina, 5 g/1 litijum hlorida i 5 g/l mesnog ekstrakta), i iii) Mek Konki (Mac Conkey)
agar, diferencijalnu podlogu za enterobakterije (12 g/l agara, 10 g/l laktoze,
0,07 g/l neutralo crveno, 20 g/l peptona i 5 g/l natrijum-hlorida). Bakterijske
kulture su inkubirane na 35 °C u periodu od 18 do 24 h, nakon Cega su

identifikovane bakterijske kulture.

3.13.10 HISTOLOSKA ANALIZA

Uzorci tkiva koZe su stavljeni u unapred pripremljen rastvor fiksativa,
odnosno u 4 % neutralno puferisan formaldehid (10 % formalin) u toku najmanje
24 h. Potom je tkivo dehidratisano u rastvorima alkohola rastu¢ih koncentracija
(70 %, 96 % i 100 %), prosvetljavano u ksilolu i kalupljeno u Paraplastu aparatom

za kalupljenje (Sakura Tissue-Tek TEC, CA, SAD).

Svaki kalup je potom pazljivo nivelisan i seCen do pojave cele debljine
uzorka. Kalupi tkiva su serijski seceni mikrotomom (Leica Reinhart Austria i Leica
SM 2000 R Germany) na isecke debljine 5 um. Tako dobijeni isecci bojeni su
hematoksilin i eozin histohemijskom tehnikom (Gamble i sar., 2007), odnosno
Mason trihrom metodom (Jones i sar., 2007). Uzorci tkiva opekotina kod miSeva su

bojeni i metodom za selektivno bojenje retikulinskih vlakana (Jones i sar., 2007).

Digitalne fotografije su analizirane pomoc¢u programa Image] (National
Institutes of Health, Bethesda, Maryland, SAD) tako da su odredeni: maksimalni
pre¢nik ulceracije (rane), Sirine zona pokrivene novostvorenim epitelom i
granulacionim tkivom i debljina epiderma (Schneider i sar, 2007). Debljina

epiderma je merena 5 puta u predelu nekroti¢ne rane i 3-5 puta u neoStecenoj
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koZi, kao distanca izmedu bazalne membrane i granice izmedu stratum granulosum

1 stratum corneum.

Pratena je i skorovana pojava: subepidermalnih neutrofila, edema,
makrofaga, angiogeneze, prisustvo fibroblasta i reepitelizacije. Skorovanje je
izvedeno prema podacima iz literature u opsegu 0-3 (Turtay i sar., 2010).
Subepidermalni neutrofili, angiogeneza, edem, gustina fibroblasta i makrofaga su
procenjivani prema procentu njihovih gustina na 40x uvecanoj zoni opekotine.
Skorovanje pomenutih parametara se odredivalo na slede¢i nacin: 0 - izmedu 0 i
10 %; 1 - izmedu 10 i 40 %; 2 - izmedu 40i 70 % i 3 -izmedu 70 i 100 %. Trajanje
reepitelizacije je procenjivano na 40x uvecanim slikama preseka tkiva. Skorovanje
je bilo 0 - kada nije bilo reepitelizacije, 1 - kada je reepitelizovalo do 1/3 opecene
povrSine, 2 - kada je reepitelizovalo do 2/3 opecene povrSine, 3 - kada je

reepitelizovalo viSe od 2/3 opecene povrsine.

3.13.11 STATISTICKA ANALIZA

Statisticka analiza je uradena u programu SPSS Statistics za Windows 17.0
software (SPSS, Inc.,, Chicago, IL, SAD). Sve vrednosti su izraZzene kao srednja
vrednost * standardna devijacija (SD). Poredenje vrednosti izmedu tretiranih
grupa i kontrolne grupe je izvedeno uz pomo¢ jednofaktorske analize varijanse
(ANOVA) pracene Tukijevim testom zaista znacajnih razlika (Tukey’s test) i Man-
Vitni (Mann-Whitney) U testom. Vrednost p < 0,05 je smatrana statisticki

znacajnom.

3.14 METODE KARAKTERIZACIJE Ag/ALGINATNIH NANOKOMPOZITA

3.14.1 UV-VIDLJIVA SPEKTROSKOPIJA

Prisustvo nanocestica srebra u koloidnom rastvoruy, kao i u
nanokompozitnim mikrocesticama i mikrovlaknima nakon rastvaranja hidrogela je
ispitano UV-vidljivom spektroskopija, pomoc¢u UV -vidljivog spektrofotometra
(UV3100, Mapada, Shanghai). Pri tome su Ag/alginatni koloidni rastvori razblaZeni

destilovanom vodom i to 100 pl koloidnog rastvora u 2,9 ml dH20. Sa druge strane,
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Ag/alginatne mikrocestice i mikrovlakna su rastvorena u
2 mas.% rastvoru natrijum-citrata dihidrata, i to 0,2 g vlaZnih
mikrocestica/mikrovlakana u 5,8 ml rastvora, odnosno 0,01 g suvih
mikrocestica/mikrovlakana u 6 ml rastvora. Nakon rastvaranja

mikrocestica/mikrovlakana radena je UV-vidljiva spektroskopija.

PVA/Ag/alginatne Cestice su takode rastvarane u 2 mas.% rastvoru
natrijum-citrata dihidrata i to tako Sto je 0,09 g Cestica rastvarano u 3 ml rastvora
tokom 1 h, a zatim su Cestice prebaCene u 3 ml sveZeg rastvora i rastvarane jo$

24 h, nakon Cega je prisustvo nanocestica ispitano UV-vidljivom spektroskopijom.

Uticaj Na-citrata na stabilnost nanocestica srebra je ispitan merenjem
apsorbance 3,9 mM Ag/alginatnog kolidnog rastvora pomeSanog sa 2 mas.%
rastvorom natrijum citrata dihidrata u odnosu 1:9 na talasnoj duZini od 405 nm

svakih 10 min u toku 1 h.

3.14.2 TRANSMISIONA ELEKTRONSKA MIKROSKOPIJA

Veli¢ina i oblik nanocestica srebra u pocetno sintetisanom Ag/alginatnom
koloidnom rastvoru ispitivani su pomocu transmisione elektronske mikroskopije
(TEM) KkoriS¢enjem ,,100 CX Electron” mikroskopa (JEOL Ltd., Tokio, Japan), na
radnom naponu od 100 kV. Uzorci za TEM analizu su postavljeni na bakarnim
mrezama prekrivenim ugljenikom (SPI Supplies/Structure Probe Inc., West Chester,

PA, SAD).

3.14.3 KONCENTRACIJA SREBRA U Ag/ALGINATNIM NANOKOMPOZITIMA

Koncentracija srebra u Ag/alginatnim mikrocesticama i mikrovlaknima je
utvrdena nakon oksidacije svih nanocestica dodavanjem koncentrovane azotne
kiseline (65 mas.%) u visku (5-15 ml kiseline na 0,1 g mikrocestica/mikrovlakana)
ili posle rastvaranja mikrocestica/mikrovlakana u 2 mas.% rastvoru Na-citrata
(0,1 g vlaznih u 3 ml, odnosno 0,01 g suvih u 6 ml) i dodavanja amonijum
hidroksida (25 mas.%) i to 5-10 ml amonijum hidroksida na 0,1 g vlaZnog

hidrogela. Koncentracije jona srebra u rastvorima su tada odredene sa tatnosc¢u
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10-3 atomskom apsorpcionom spektroskopijom (AAS) pomocu Perkin Elmer 3100

spektrometra (Perkin Elmer, MA, SAD).

Koncentracija slobodnih jona srebra u fizioloSkom rastvoru je odredena
direktnim merenjem, dok je ukupni sadrzaj oslobodenog srebra u fizioloSkom
rastvoru predstavljen kao Ag* i AgCl, odreden posle dodavanja amonijum
hidroksida (25 mas.%) u viSku (0,5 ml amonijum hidroksida na 1 ml medijuma)

direktno u bunarice u kojima su eksperimenti izvodeni kako bi se rastvorio AgCL
3.14.4 OPTICKA MIKROSKOPIJA

Precnici mikrocCestica i mikrovlakana su odredeni pomocu optic¢kog
mikroskopa (Olympus CX41RF, Tokio, Japan). Srednji precnik je izraCunat na
0Snovu merenja najmanje 20 mikrocestica, odnosno mikrovlakana pomocu

programa za analizu slike ,,Cell2” (Olympus, Tokio, Japan).

3.14.5 FE-SKENIRAJUCA ELEKTRONSKA MIKROSKOPIJA (FIELD-EMISSION
SCANNING ELECTRON MICROSCOPY)

U ovom radu je razvijena i primenjena jednostavna metoda za vizuelizaciju
nanocCestica srebra unutar Ag/alginatnih mikrocestica pomocu FE-skenirajuce
elektronske mikroskopije (FE-SEM). Vlazne mikroCestice su pomeSane sa
1,73 mas.% alginatnim rastvorom i potom je dobijena suspenzija razlivena u
Petrijevu Solju Cije dno je pokriveno filter papirom koji je prethodno natopljen
rastvorom za geliranje (3 mas.% Ca(NO3)2 x 2H20). Nakon toga je suspenzija
prekrivena jo$ jednim natopljenim filter papirom preko koga je polako dodat
rastvor za geliranje dok se Petrijeva Solja nije napunila. Posle 24 h na sobnoj
temperaturi formira se alginatni gel, koja je zatim prebacena u posudu sa sveZim
rastvorom za geliranje narednih 24 h da bi se geliranje zavrsilo. 1z dobijenog
alginatnog hidrogela sa glatkim povrSinama su uz pomo¢ epruvete (unutrasnji
prec¢nik 13 mm) isecani identi¢ni alginatni diskovi (pre¢nik 13 mm, debljina
3 mm), koji su sadrzali Ag/alginatne mikrocestice. Diskovi su zatim prebaceni u

sveZi rastvor za geliranje kako bi se omogucilo potpuno geliranje u toku 24 h.
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Diskovi su nakon toga isprani destilovanom vodom i fiksirani 48 h u rastvoru
2,5 mas.% glutaraldehida. Nakon toga su alginatni diskovi sa Ag/alginatnim
mikrocesticama isprani u skladu sa modifikovanim protokolom fiksacije i bojenje
za histolosku analizu (Stevens i sar., 2004) slede¢im vodenim rastvorima redom:
i) rastvorom 3 % sircetne Kkiseline; ii) rastvorom 3 % sir¢etne kiseline i 25 %
etanola; iii) rastvorom 3 % sir¢etne kiseline i 50 % etanola; iv) rastvorom 70 %
etanola. Diskovi su Cuvani u 70 % rastvoru etanola na sobnoj temperaturi. Nakon
toga su diskovi seCeni u tanke listiCe koji su postavljani na komadice

mikroskopskog stakla, gde su se susili, a zatim koristili za FE-SEM analizu.

S druge strane, suve Ag/alginatne mikrocestice su fiksirane procedurom za
histoloSko bojenje koje je gore opisana, pomocu glutaraldehida nakon cega su
isprane slede¢im rastvorima redom: i) rastvorom 3 % siretne Kiseline;
ii) rastvorom 3 % sirCetne Kkiseline i 25 % etanola; iii) rastvorom 3 % sir¢etne
kiseline i 50 % etanola; iv) rastvorom 70 % etanola. Nakon toga su mikrocestice
pomeSane sa 1,73 mas.% alginatnim rastvorom. SmeSa je zatim razlivena u
Petrijevu Solju, gde se susila 48 h na sobnoj temperaturi pri ¢emu je dobijen film sa
inkorporisanim suvim Ag/alginatnim mikrocesticama. Filmovi su seceni na tanke

preseke i zatim analizirani pomoc¢u FE-SEM metode.

FE-SEM analiza je radena koriS¢enjem MIRA 3 XMU Field Emission Scanning
Electron Microscope (Tescan USA Inc., Cranberry Twp, PA).

3.14.6 ODREDIVANJE KONCENTRACIJE I VIJABILNOSTI IMOBILISANIH
HONDROCITA

Koncentracija i vijabilnost imobilisanih hondrocita su odredene nakon
rastvaranja mikrocCestica u rastvoru 2 mas.% Na-citrata (oko 80 mg mikrocestica u
1 ml rastvora Na-citrata). Koncentracija Celija je odredena brojanjem celija pod
optickim mikroskopom uz pomo¢ hemocitometra. Vijabilnost ¢elija je odredena na
osnovu odnosa broja Celija koje su ostale bezbojne i broja celija koje su se obojile

bojom tripan plavo.

96



4. REZULTATI

[straZivanja u ovom radu su obuhvatala razvoj novih nanokompozita na
bazi alginata i nanocestica srebra pocevsi od optimizacije pocetno sintetisanog
koloidnog rastvora, primene razli¢itih tehnika za dobijanje nanokompozitnih
hidrogelova u razli¢itim oblicima kako u vlaZznom tako i u suvom stanju do
sveobuhvatne karakterizacije dobijenih nanokompozita u in vitro, a zatim i u

in vivo uslovima u tretmanu rana na miSevima i pacovima.

4.1 OPTIMIZACIJA Ag/ALGINATNOG KOLOIDNOG RASTVORA

U alginatnom rastvoru su sintetisane nanocestice srebra elektrohemijskom
sintezom.3 Prisustvo nanocestica srebra je potvrdeno UV-vidljivom spektroskopija,
kao i TEM analizom. UV-vidljivi spektar pokazuje da elektrohemijski sintetisane
nanocestice srebra u alginatnom rastvoru, imaju maksimalnu apsorbancu na
talasnoj duzini od oko 405 nm, koja odgovara nanocesticama srebra (slika 4.1).
Analizom TEM mikrofotografije pokazano je da su elektrohemijski sintetisane
nanocestice srebra sferi¢ne i pre¢nika oko 30 nm (slika 4.1, insert). Za razliku od
Ag/alginatnih koloidnih rastvora, rastvor ¢istog 1,9 mas.% Na-alginata ne pokazuje

apsorpcioni pik na relevantnim talasnim duzinama od 400 do 600 nm (slika 4.1).

3 Obradovi¢ B., Miskovié¢-Stankovi¢ V., Jovanovié Z., Stojkovska J., Dobijanje mikrocestica hidrogela
alginata sa inkorporisanim nanocesticama srebra, (Production of alginate microbeads with
incorporated silver nanoparticles), patent br. RS53508 (B1), Zavod za intelektualnu svojinu
Republike Srbije, od 27.02.2015.
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Slika 4.1. Apsorpcioni spektri elektrohemijski sintetisanog Ag/alginatnog
koloidnog rastvora, sa koncentracijom nanocCestica srebra i Na-alginata od 3,9 mM
i 1,9 mas.%, redom, i 1,9 mas.% Na-alginata (eksperimentalni podaci su srednje
vrednosti 3 merenja, standardene devijacije (< 15 %) su izostavljene kako bi
spektari bili uocljiviji); insert: TEM mikrofotografija elektrohemijski sintetisanih

nanocestica srebra u Ag/alginatnom koloidnom rastvoru (razmernik: 50 nm)
4.1.1 STABILNOST Ag/ALGINATNIH KOLOIDNIH RASTVORA

U cilju ispitivanja stabilnosti elektrohemijski dobijenih nanocestica srebra u
alginatnom rastvoru, mereni su intenziteti apsorbance Ag/alginatnih koloidnih
rastvora na talasnoj duzini od 405 nm u toku vremena. Dobijeni rezultati ukazuju
da u prva tri dana od elektrohemijske sinteze dolazi do znacajnog povecanja
intenziteta apsorbance posle cega intenzitet postaje priblizno konstantan. Na slici
4.2 je prikazan intenzitet apsorbance u toku vremena na jednom od ispitivanih
alginatnih koloidnih rastvora sa elektrohemijski sintetisanim nanocesticama

srebra koncentracije 3,9 mM.
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Slika 4.2. Zavisnost intenziteta apsorbance na talasnoj duZini od 405 nm za
3,9 mM Ag/alginatni koloidni rastvor od vremena (eksperimentalni podaci su

srednje vrednosti 3 merenja)

Eksperimentalno dobijene vrednosti intenziteta apsorbance u toku
vremena na talasnoj duZini od 405 nm su modelovane prema mehanizmu procesa
rasta nanocestica predloZenom u literaturi (Richards i sar, 2010), kao Sto je
opisano u poglavlju 1.4.1, pri tome je usvojeno da je finalni pre¢nik nanocestica u

stabilnom Ag/alginatnom koloidnom rastvoru ~30 nm (slika 4.1 insert).

Srednje zapremine nanocestice V, u toku vremena su izra¢unate na osnovu
sfericnog oblika cestice, Sto je potvrdeno TEM analizom (slika 4.1 insert). Na
osnovu eksperimentalnih vrednosti intenziteta apsorbance u toku vremena
pretpostavljeno je da aktivan rast nanocestica traje oko 3 dana (slika 4.2). Prema
tome na eksperimentalne podatke je primenjena jednacina (1.9) sa parametrima
w =2 mintito ~ 60 min koji su predloZeni u literaturi (Richards i sar., 2010), dok
su varirani parametri konstanta agregacionog rasta, kg konstanta brzine

Ostvaldovog sazrevanja, ko, i Avramijev eksponent, n. Dobro slaganje sa
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eksperimentnalnim podacima je dobijeno za predvidanja modela sa parametrima

kg =0,037 h'1, ko =2,7x10-3h1in= 0,68 (slika 4.2).

Daljim merenjem apsorbance u toku vremena dobijeno je da posle
inicijalnog vremena od 3 dana Ag/alginatni koloidni rastvor ostaje stabilan sa
maksimalnom apsorbancom na oko 405 nm pri ¢emu intenzitet maksimalne
apsorbance varira manje od 6 % narednih 30 dana, a zatim naglo pocinje da opada

(slika 4.3).
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Slika 4.3. Zavisnost intenziteta maksimalne apsorbance merene na talasnoj duzini
od 405 nm od vremena za 3,9 mM Ag/alginatni koloidni rastvor (eksperimentalni

podaci su srednje vrednosti 3 merenja)

Medutim, sa daljim porastom vremena starenja ne samo Sto opada
intenzitet maksimalne apsorbance ve¢ dolazi i do Sirenja apsorpcionog spektra Sto

ukazuje na aglomeraciju nanocestica (slika 4.4).
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Slika 4.4. Apsorpcioni spektri 3,9 mM Ag/alginatnog koloidnod rastvora nakon 5
dana, 2, 4 i 10 meseci od elektrohemijske sinteze (eksperimentalni podaci su
srednje vrednosti 3 merenja, standardene devijacije (< 10 %) su izostavljene kako

bi spektari bili uocljiviji)

Merenja pH vrednosti 1 mM Ag/alginatnog koloidnog rastvora su pokazala
da u toku 28 dana od razblaZivanja ovog rastvora pH vrednosti opadne za oko 2,5
pH jedinice, odnosno od 10,59 * 0,04 nakon razblaZivana do 8,1 + 0,14 nakon 28
dana (slika 4.5). Pri tome se pad pH vrednosti odvija u prvih 8 dana, a zatim pH

vrednost ostaje pribliZzno konstantna do kraja ispitivanog perioda (slika 4.5).
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Slika 4.5. Zavisnost pH vrednosti od vremena za 1 mM Ag/alginatni koloidni

rastvor (eksperimentalni podaci su srednje vrednosti 3 merenja)

4.1.2 DOBIJANJE Ag/ALGINATNIH KOLOIDNIH RASTVORA RAZLICITIH
KONCENTRACIJA

U cilju ispitivanja mogucnost dobijanja Ag/alginatnih koloidnih rastvora sa
razli¢itim koncetracijama nanocestica  jednostavnim razblaZivanjem,
elektrohemijski sintetisani Ag/alginatni koloidni rastvori sa koncentracijom srebra
od 3,9 mM su razblaZivani 1,9 mas.% rastvorom Na-alginata. Prisustvo nanocestica
srebra u razblaZzenim Ag/alginatnim koloidnim rastvorima je potvrdeno
UV-vidljivom spektroskopijom. Na slici 4.6 su prikazani apsorpcioni spektari
pocetno sintetisanog koloidnog rastvora i jednog od ispitivanih razblaZenih
koloidnih rastvora sa koncentracijom nanocestica srebra od 1,4 mM. MoZe se uociti
maksimalni intenzitet apsorbance na oko 405 nm u oba sluc¢aja, Sto ukazuje na

ocuvanje nanocestica srebra tokom procesa razblaZivanja.
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Slika 4.6. Apsorpcioni spektri elektrohemijski sintetisanog 3,9 mM Ag/alginatnog
koloidnog rastvora i 1,4 mM Ag/alginatnog koloidnog rastvora dobijenog
razblazivanjem pocetnog koloidnog rastvora(eksperimentalni podaci su srednje

vrednosti najmanje 3 merenja, standardene devijacije (< 15 %) su izostavljene

Da bi se odredilo da li je i koncentracija nanocestica srebra oCuvana u toku
razblaZivanja, mereni su intenziteti apsorbance na talasnoj duzini od 405 nm
razliCito razblazenih Ag/alginatnih koloidnih rastvora. Eksperimentalno dobijene
vrednosti apsorbance merene na talasnoj duzini od 405 nm su bile linearno
proporcionalne izracunatoj koncentraciji nanocestica srebra (slika 4.7) Uz
pretpostavku da su sve nanocCestice srebra prisutne u pocetnom 3,9 mM
Ag/alginatnom Kkoloidnom rastvoru ocuvane, metodom najmanjih kvadratnih
odstupanja dobijena je linearna zavisnost apsorbance od predvidene koncentracije
nanocestica srebra u razblaZenim Ag/alginatnim koloidnim rastvorima (r2>0,995,

slika 4.7).
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Slika 4.7. Apsorbanca Ag/alginatnih koloidnih rastvora dobijenih razblaZivanjem
pocetnog 3,9 mM koloidnog rastvora dodavanjem 1,9 mas.% rastvora Na-alginata
merena na talasnoj duZini od 405 nm, kao funkcija izracunate koncentracije
nanocCestica srebra u rastvoru (eksperimentalni podaci su srednje vrednosti

najmanje 3 merenja)
4.1.3 UTICA] STERILIZACIJE KOLOIDA NA STABILNOST NANOCESTICA

Najjednostavniji metod sterilizacije Ag/alginatnih koloidnih rastvora je
kljuCanjem u toku 30 min uz konstantno meSanje. Sterilnost tako dobijenih
rastvora je proverena tako Sto je uzorak rastvora pomesan sa hranljivim, odnosno
sladnim agarom i razliven u Petrijeve Solje. Nakon inkubacije na 30 °C/48 h nije
detektovano prisustvo bakterijskih kolonija, kao ni kvasaca. Stabilnost nanocestica
srebra je zatim proverena odredivanjem UV-vidljivih apsorpcionih spektara
koloidnih rastvora pre i posle sterilizacije. Dobijeni rezultati ukazuju da kljucanjem
koloida intenzitet apsorbance poraste za oko 10 % (slika 4.8), Sto se moze pripisati
blagim Kkoncentrovanjem rastvora tokom kljucanja ili detekcijom dodatnih

nanocestica koje rastu u toku klju¢anja iz pocetno prisutnih klica.
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Slika 4.8. Apsorpcioni spektri elektrohemijski sintetisanog 3,9 mM Ag/alginatnog
koloidnog rastvora pre i posle sterilizacije klju¢anjem od 30 min (eksperimentalni
podaci su srednje vrednosti 3 merenja, standardene devijacije (< 15 %) su

izostavljene kako bi spektari bili uocljiviji)

4.1.4 RAZVO] Ag/ALGINATNIH KOLOIDNIH RASTVORA STABILNIH U BLAGO
KISELOJ SREDINI

Elektrohemijski sintetisani Ag/alginatni koloidni rastvori (3,9 mM) imaju
pH vrednost oko 11. Ova vrednost je suviSe visoka za direktnu primenu u tretmanu
rana ako se zna da bazna sredina oteZava zarastanje rana (Gethin, 2006) i da se pH
vrednost rana krece od 7,15 do 8,9 (Gethin, 2007). Takode, pH vrednost normalne
koZe se krece izmedu 4 i 6 u zavisnosti od anatomske lokacije i godina (Schneider i
sar., 2007). Stoga su u tretmanu rana poZeljniji medikamenti koji su blago kiseli.
Medutim, pokazano je da se sitne, uniformne nanocestice srebra dobijaju kada se
redukcija srebra odvija u alkalnoj sredini (Leopold i Lendl, 2003, Pandcek i sar.,
2006, Martinez-Castanon i sar., 2008, Qin i sar.,, 2010, Stiufiuc i sar., 2013,
Mochochoko i sar. 2013), kao i da je redukcija srebra znacajno brZza u alkalnoj

sredini (Qin i sar., 2010, Mochochoko i sar., 2013).
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U ovom radu je ispitivana moguénosti spuStanja pH vrednosti
elektrohemijski sintetisanih Ag/alginatnih koloidnih rastvora, bez narusavanja
stabilnost nanocestica srebra dodavanjem askorbinske kiseline, odnosno meda.*
Obe komponente imaju niske pH vrednosti, a koriste se u kozmetickim i
farmaceutskim preparatima za tretman koZe. Izmerene pH vrednosti askorbinske
kiseline koncentracije 0,1 mg/ml su iznosile 2,64 + 0,05, dok su za bagremov med
koriS¢en u ovom radu pH vrednosti 3,93 + 0,07. Stabilnost nanocestica srebra u
Ag/alginatnim koloidnim rastvorima po dodatku askorbinske kiseline odnosno
meda je pracena UV-vidljivom spektroskopijom u toku tri nedelje. Rastvor
askorbinske kiseline koncentracije 0,1 mg/ml i med ne pokazuju apsorpcioni pik
na relevantnim talasnim duZinama od 400-600 nm (slika 4.9) za razliku od
Ag/alginatnih koloidnih rastvora (slika 4.1). Takode, u ispitivanom vremenu su

merene i pH vrednosti rastvora.
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Slika 4.9. Apsorpcioni spektri rastvora askorbinske kiseline

koncentracije 0,1 mg/ml i meda (eksperimentalni podaci su srednje vrednosti 3

merenja, standardene devijacije (< 18 %) su izostavljene kako bi spektari bili

4 Stojkovska J., Obradovic B., Polimerni nanokompoziti sa inkorporisanim nanocesticama srebra i
medom, P-2014/0200, Zavod za intelektualnu svojinu Republike Srbije, od 22.04.2014.
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U ovoj eksperimentalnoj studiji koriS¢en je elektrohemijski sintetisan
3,9 mM Ag/alginatnatn koloidn rastvor koji je nakon stabilizacije imao pH
vrednost 10,77 * 0,42 sa maksimalnim intenzitetom apsorbnace od 0,834 + 0,075
na talasnoj duzZini od 415 nm. Ovaj rastvor je meSan sa 1,73 mas.% rastvorom
Na-alginata i rastvorom askorbinske kiseline 12,5 mg/ml, odnosno medom kako bi
se dobili razli¢iti rastvori: i) 1 mM Ag/alginatni koloidni rastvor, ii) 1 mM
Ag/alginatni koloidni rastvor sa 0,1 mg/ml askorbinske kiseline, iii) 1 mM
Ag/alginatni koloidni rastvor sa 5 mas.% meda, iv) 1 mM Ag/alginatni koloidni
rastvor sa 10 mas.% meda, v) 1 mM Ag/alginatni koloidni rastvor sa 20 mas.%
meda, vi) 1 mM Ag/alginatni koloidni rastvor sa 30 mas.% meda, vii) 1 mM
Ag/alginatni koloidni rastvor sa 40 mas.% meda, i viii) 1 mM Ag/alginatni koloidni
rastvor sa 50 mas.% meda. U svim rastvorima je koncentracija alginata bila

1,73 mas.%, dok je pH vrednost 1,73 mas.% Na-alginata iznosila 6,84 * 0,04.

ZapaZeno je da samo razblazivanje 3,9 mM Ag/alginatnog koloidnog
rastvora Na-alginatnim rastvorom do koncentracije nanocestica srebra od 1 mM
dovodi do smanjenja pH vrednosti rastvora za ~1 pH jedinicu tako da je pH
vrednost dobijenog rastvora iznosila 9,98 + 0,19. Dodavanjem askorbinske kiseline
dolazi do daljeg smanjenje pH vrednosti za ~1,5 pH jedinicu (tj. pH=8,4 + 0,15),
dok dodavalje meda u koncentraciji od 5, 10, 20, 30, 40 i 50 mas.% dovodi do
opadanja pH vrednost za oko 1,6, 2,5, 3,5, 4, 4,51 5 pH jedinica redom, odnosno pH
vrednosti dobijenih rastvora su iznosile 8,39 * 0,03, 7,6 + 0,06, 6,57 = 0,06,
599 = 0,06, 541 + 0,151 4,76 £ 0,09, redom. MoZe se uociti da su dobijene pH
vrednosti u Ag/alginatnim koloidnim rastvorima sa medom u koncentraciji od
20-40 mas.% u opsegu pozeljnih. Vrednosti pH u Ag/alginatnim koloidnim
rastvorima sa 0,1 mg/ml askorbinskom kiselinom, odnosno sa medom u
koncentraciji 5 mas.% i 10 mas.% su joS uvek nesto viSe od poZeljne, dok je pH
vrednost u Ag/alginatnom koloidnom rastvoru sa 50 mas.% meda nes$to niza od

poZeljne.
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Prisustvo nanocestica srebra u odabranim rastvorima je potvrdeno UV-
vidljivom spektroskopijom. Na slici 4.10 su prikazani pocetni apsorpcioni spektri

odabranih Ag/alginatnih koloidnih rastvora.
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Slika 4.10. PocCetni apsorpcioni spektri 1 mM Ag/alginatnog koloidnog rastvora,
1 mM Ag/alginatnog koloidnog rastvora sa 0,1 mg/ml askorbinskom kiselinom,
1 mM Ag/alginatnog koloidnog rastvora sa 20 i 40 mas.% meda (eksperimentalni
podaci su srednje vrednosti najmanje 3 merenja, standardene devijacije (< 20 %)

su izostavljene kako bi spektari bili uocljiviji)

Na osnovu apsorpcionih spektara se uocava prisustvo nanocestica srebra u
svim ispitivanim koloidnim rastvorima sa maksimalnim intenzitetom apsorbance
na talasnoj duzini oko 405-410 nm. Medutim, dodavanje askorbinske kiseline
dovodi do blagog smanjenja intenziteta maksimalne apsorbance za oko 15 %, dok
med u koncentraciji od 20 i 40 mas.% dovodi do povecanja intenziteta maksimalne
apsorbance za oko 18 i 28 %, redom, u odnosu na 1 mM Ag/alginatni koloidni
rastvor (slika 4.10). I u ovom slucaju zapaZeno povecanje apsorbance se moze

objasniti moguc¢im dodatnim rastom klica nanocestica srebra u prisustvu meda.
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U toku tri nedelje, pH vrednost 1 mM Ag/alginatnog koloidnog rastvora je
postepeno opadala do 11-og dana je iznosila 7,51 * 0,06, a zatim dolazi do blagog
rasta vrednosti tako da je 21-og dana pH vrednost iznosila 8,22 + 0,07. Krajnja
vrednost predstavlja oko 82 % pocetne pH vrednosti, odnosno manja je za oko 2
pH jedinice (slika 4.11). Istovremeno je zapaZen blagi porast maksimalnog
intenziteta apsorbance 4-og dana za oko 25 % u odnosu na pocetnu vrednost, a
zatim postepeno opada tako da na kraju ispitivanog perioda vrednost maksimalne

apsorbance se statisticki znacajno ne razlikuje od pocetne (slika 4.11).
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Slika 4.11. Zavisnosti pH vrednosti i vrednosti maksimalnog intenziteta
apsorbance 1 mM Ag/alginatnog koloidnog od vremena (eksperimentalni podaci

su srednje vrednosti 9 merenja)

U toku istog vremenskog perioda kod Ag/alginatnog koloidnog rastvora sa
askorbinskom kiselinom je doSlo do blagog opadanja pH vrednosti do 8-og dana
(7,06 £ 0,05), a zatim je pH vrednost pocCela da raste priblizno dostiZu¢i pocetnu

vrednost i iznosila je 8,05 + 0,18 (slika 4.12). Istovremeno je, medutim, zapaZeno
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da nakon 6 dana od pocetka eksperimenta dolazi do smanjenja intenziteta

maksimalne a

psorbance koja opada sve do kraja ispitivanog perioda kada je

vrednost apsorbance iznosila ~ 75 % pocetne vrednosti (slika 4.12).

—a— pH

9 12
Vreme (dan)

Slika 4.12. Zavisnosti pH vrednosti i maksimalnog intenziteta apsorbance 1 mM

Ag/alginatnog

(eksperimenta

koloidnog sa 0,1 mg/ml askorbinske kiseline od vremena

Ini podaci su srednje vrednosti 9 merenja)

[zmerena pH vrednost Ag/alginatnog koloidnog rastvora sa 20 mas.% meda

je u toku 8 dana bila konstantna, a zatim je naglo opala na vrednost od 5,12 + 0,18,

S$to je za oko 1

,5 pH jedinicu manje od pocetne vrednosti, i dalje se nije statisticki

znacajno menjala do kraja ispitivanog perioda (slika 4.13). Istovremeno je

vrednost maksimalnog intenziteta apsorbance ovog rastvora postepeno opadala

tokom ispitivanog perioda i na kraju je iznosila oko 75 % pocetne vrednosti (slika

4.13).
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Slika 4.13. Zavisnosti pH vrednosti i maksimalnog intenziteta apsorbance 1 mM
Ag/alginatnog koloidnog rastvora sa 20 mas.% meda od vremena (eksperimentalni

podaci su srednje vrednosti 9 merenja)

Pracenje pH vrednosti Ag/alginatnog koloidnog rastvora sa 40 mas.% meda
u toku 3 nedelje je pokazalo da ne dolazi do statisticki znac¢ajnih promena tako da
je pH vrednosti na kraju eksperimenta iznosila 4,51 * 0,49 (slika 4.14).
Istovremeno je doSlo do postepenog opadanja maksimalnog intenziteta
apsorbance do Sestog dana od pocetka eksperimenta kada je vrednost iznosila
0,26 + 0,02, sto je oko 73 % pocetne vrednosti, nakon Cega se nije statisticki

znacajno menjala do kraja ispitivanog perioda (slika 4.14).
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Slika 4.14. Zavisnosti pH vrednosti i intenziteta maksimalne apsorbance 1 mM
Ag/alginatnog koloidnog rastvora sa 40 mas.% meda od vremena (eksperimentalni

podaci su srednje vrednosti 9 merenja)

Na slici 4.15 je prikazano poredenje vrednosti maksimalnog intenziteta
apsorbance Ag/alginatnih koloidnih rastvora razli¢itih grupa u toku vremena.
MoZe se zakljuCiti da med stabiliSe nanocestica srebra jer nema znacajne
statisticke razlike izmedu vrednosti maksimalnog intenziteta apsorbance u toku
vremena uzoraka sa 20, odnosno 40 mas.% meda i uzoraka bez meda. Istovremeno
su uzorci sa medom doveli do znacajnog sniZavanja pH vrednosti u opsegu Zeljenih
vrednosti. Pri tome je do najmanje promene u pH vrednosti tokom ispitivanog
perioda doslo kod Ag/alginatnog koloidnog rastvora sa 40 mas.% meda koja je bila
u opsegu 4,5-5,5. S druge strane prisustvo askorbinske kiseline posle 6 dana
pocinje da destabiliSe nanocestica srebra Sto se odrazava u smanjenju vrednosti

maksimalnog intenziteta apsorbance (slika 4.15).
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Slika 4.15. Zavisnost maksimalnog intenziteta apsorbance od vremena za 1 mM
Ag/alginatni koloidni rastvor, 1 mM Ag/alginatni koloidni rastvor sa 0,1 mg/ml
askorbinske kiseline, 1 mM Ag/alginatni koloidni rastvor sa 20 i sa 40 mas.% meda

(eksperimentalni podaci predstavljaju srednju vrednost 9 merenja)

U cilju ispitivanja funkcionalnosti Ag/alginatnog koloidnog rastvora sa
askorbinskom kiselinom za zarastanje rana izvedena su in vivo ispitivanja na
opekotinama II stepena na pacovima u kojima je Ag/alginatni koloidni rastvor
uporeden sa komercijalnom kremom i netretiranom Kkontrolnom grupom
(poglavlje 4.4.1.1.). Ukratko, elektrohemijski su sintetisana 3 koloidna rastvora.
Odmah nakon stabilizacije 3,9 mM Ag/alginatni koloidni rastvori su razbaZeni
1,73 mas.% Na-alginatom i sterilisani klju¢anjem. Nakon hladenja pH vrednost je
spuStena pomocu askorbinske kiseline (0,1 g/ml) i iznosila je oko 7. Prisustvo
nanocCestica srebra u Ag/alginatnim koloidnim rastvorima je potvrdena UV-
vidljivom spektroskopijom (slika 4.16). Apsorpcioni spektri ukazuju na prisustvo
nanocCestica srebra nakon dodavanja askorbinske kiseline, kao i na neznatno
variranje intenziteta maksimalne apsorbance izmedu kolidnih rastvora. Svi
rastvori su upotrebljeni u toku 5, odnosno 10 dana u periodu u kom stabilnost

nanocestica srebra nije znacajno narusena (slika 4.12).
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Slika 4.16. Apsorpcioni spektri tri nezavisno sintetisana 1 mM Ag/alginatna
koloidna rastvora sa askorbinskom kiselinom (eksperimentalni podaci su srednje
vrednosti 3 merenja, standardene devijacije (< 20 %) su izostavljene kako bi

spektari bili uocljiviji)

4.1.5 DOBIJANJE NANOKOMPOZITNIH POLIMERNIH SMESA NA BAZI
ALGINATA I NANOCESTICA SREBRA

Nanokompoziti na bazi vise polimera mogu imati dodatna povoljna svojstva
kao npr. poboljSane mehanicke karakteristike i stabilnost. U ovom radu, ispitivana
je moguc¢nost meSanja Ag/alginatnog koloidnog rastvora sa rastvorom PVA. Pri
¢cemu je finalna koncentracija PVA, alginata i srebra bila 5,6 mas.%, 1,26 mas.% i

2,6 mM, redom.

Prisustvo nanocestica srebra u dobijenom PVA/Ag/alginatnom koloidnom

rastvoru je potvrdeno UV-vidljivom spektroskopijom (slika 4.17).
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Slika 4.17. Apsorpcioni spektri Ag/alginatnog koloidnog rastvora koncentracija
nanocestica srebra 2,6 mM i alginata 1,26 mas.% i PVA/Ag/alginatnog koloidnog
rastvora koncentracija PVA 5,6 mas.%, nanocestica srebra 2,6 mM i alginata
1,26 mas.% (eksperimentalni podaci su srednje vrednosti 3 merenja, standardene

devijacije (< 8 %) su izostavljene kako bi spektari bili uocljiviji)

Dobijeni rezultati su pokazali da je dodavanjem PVA u Ag/alginatni koloidni
rastvor intenzitet apsorbance opao za oko 10 %, Sto statisticki nije znacajno
smanjenje Sto ukazuje da se Ag/alginatni koloidni rastvor moZe meSati sa

rastvorima drugih polimera uz ocuvanje nanocestica srebra.

4.2 DOBIJANJE NANOKOMPOZITNIH HIDROGELOVA NA BAZI ALGINATA 1
NANOCESTICA SREBRA

421 DOBIJANJE Ag/ALGINATNIH MIKROCESTICA PRIMENOM
ELEKTROSTATICKE EKSTRUZIJE

Nanokompozitne alginatne mikrocestice sa inkorporisanim nanocesticama

srebra su dobijene elektrostatiCkom ekstruzijom Ag/alginatnih koloidnih rastvora
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sa razli¢itim Koncentracijama nanocCestica srebra.> Na ovaj nacin su dobijene
uniformne mikrocestice precizno kontrolisane veli¢ine pri ¢emu Zuto obojenje

ukazuje na prisustvo nanocestica srebra (slika 4.18).

Slika 4.18. Opticka mikrografija Ag/alginatnih mikrocestica dobijenih
elektrostatickom ekstruzijom 3,9 mM Ag/alginatnog koloidnog rastvora

(razmernik: 500 pm)

Da bi se ispitao uticaj elektrostaticke ekstruzije na stabilnost nanocestica
srebra u koloidnom rastvoru, Ag/alginatni koloidni rastvor je potiskivan kroz
pozitivno naelektrisane igle pri razli¢itim elektrostatickim naponima (0-7,5 kV).
UV-vidljivi spektri rastvora pre i nakon ekstruzije su uporedeni i dobijene
vrednosti intenziteta maksimalne apsorbance pri svim ispitivanim naponima se
nisu statisticki znacajno razlikovale (slika 4.19). Srednja vrednost intenziteta
maksimalne apsorbance za sve ispitivane napone je bila 1,04 + 0,12, Sto

predstavlja odstupanje od 12 %.

® Obradovi¢ B., Miskovi¢-Stankovié¢ V., Jovanovi¢ Z., Stojkovska J., Dobijanje mikroestica hidrogela
alginata sa inkorporisanim nanocesticama srebra, (Production of alginate microbeads with
incorporated silver nanoparticles), patent br. RS53508 (B1), Zavod za intelektualnu svojinu
Republike Srbije, od 27.02.2015.
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Slika 4.19. Intenzitet maksimalne apsorbance Ag/alginatnog koloidnog rastvora
pre (isprekidana linija) i nakon ekstruzije (simboli) u zavisnosti od primenjenog

elektrostatickog napona (eksperimentalni podaci su srednje vrednosti 3 merenja)

Takode, ispitan je i uticaj Na-citrata na stabilnost nanocestica srebra
prilikom rastvaranja mikrocCestica u proceduri odredivanja koncentracije
nanocCestica UV-vidljivom spektroskopijom. U Ag/alginatni koloidni rastvor je
dodat Na-citrata koncentracije 2 mas.% (68 mM). Pracena je stabilnost nanocestica
srebra u prisustvu Na-citrata u toku 60 min. Pri tom nije doSlo do znacajne
promene u vrednosti maksimalne apsorbance na talasnoj duZini od 405 nm, jer je
intenzitet apsorbance pre dodavanja Na-citrata iznosio 0,143 + 0,014, dok je nakon
60 min po dodavalju Na-citrata apsorbanca iznosila 0,146 + 0,031 Sto je ~2 %

razlike tako da se uticaj Na-citrata moZe zanemariti.

Nakon ovih ispitivanja prisustvo nanocestica srebra u mikrocesticama
dobijenim  elektrostatickom  ekstruzijom je potvrdeno UV-vidljivom

spektroskopijom nakon rastvaranja mikrocestica u rastvoru Na-citrata (slika 4.20).
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Slika 4.20. Apsorpcioni spektri 3,9 mM Ag/alginatnog koloidnog rastvora i
Ag/alginatnih mikrocestica dobijenih elektrostatickom ekstruzijom datog rastvora
(eksperimentalni podaci su srednje vrednosti najmanje 3 merenja, standardene

devijacije (< 10 %) su izostavljene kako bi spektari bili uocljiviji)

Na osnovu apsorpcionog spektra i nepromenjenog poloZaja pika u odnosu
na koloidni rastvor jasno se moZe uocCiti da nanocestice srebra i nakon
elektrostaticke ekstruzije ostaju oCuvane u mikrocesticama. Vrednost maksimalne
veta na talasnoj duzini oko 405 nm je neSto viSi kod nanokompozitnih
mikrocestica nego kod koloida od koga su dobijene mikrocestice (slika 4.20), Sto

ukazuje na vecu koncentraciju nanocestica u mikrocesticama.

Merenjem koncentracije srebra u mikrocesticama nakon rastvaranja u
Na-citratu i oksidacije nanocestica pomocu azotne kiseline (poglavlje 3.14.3)
pomocu atomske apsorpcione spektroskopijom su takode potvrdene vece
koncentracije srebra u mikrocesticama u odnosu na nominalne koncentracije
srebra u odgovaraju¢im Ag/alginatnim koloidnim rastvorima (slika 4.21). MoZe se
uoCiti da je koncentracija srebra u mikrocesticama u proseku za ~20 % veca, u

odnosu na rastvor, osim u sluc¢aju mikrocestica dobijenih ekstruzijom 0,5 mM
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Ag/alginatnog koloidnog rastvora gde je koncentracija u mikrocesticama nesto
manja (0,28 * 0,11 mM). Dobijeni rezultati se mogu objasniti uticajem

elektrostaticke ekstruzije i blagim skupljanjem gela u toku geliranja.
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Slika 4.21. Koncentracija srebra u mikrocesticama, Cm, kao funkcija nominalne
koncentracije srebra u odgovaraju¢im pocCetnom Ag/alginatnim koloidnim

rastvorima, Cag (eksperimentalni podaci su srednje vrednosti najmanje 4 merenja)

U cilju razvoja kontrolisanog postupka dobijanja Ag/alginatnih mikrocCestica
ispitivan je uticaj primenjenog elektrostatickog napona na veli¢inu mikrocestica, u
opsegu 0-7,5 kV, pri konstantnom rastojanju izmedu elektroda i protoku 3,9 mM
Ag/alginatnog koloidnog rastvora (poglavlje 3.6). Eksperimentalno dobijeni
rezultati su ukazali na ocekivan uticaj elektrostatickog napona na veli¢inu
nanokompozitnih cestica (slika 4.22), slicno kao pri ekstruziji Cistog rastvora

Na-alginata (Poncelet i sar, 1999).
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Slika 4.22. Zavisnost precnika Ag/alginatnih Cestica od primenjenog

elektrostatickog napona (eksperimentalni podaci su srednje vrednosti 20 merenja)

Zavisnost pre¢nika mikrocestica od primenjenog elektrostatickog napona je
modelovana primenom jednacine (1.8), pri Cemu je gustina Ag/alginatnog
koloidnog rastvora izmerena kao 1026 + 2 kg/m3, a povrSinski napon je usvojen
kao 0,074 N/m prema podacima iz literature (Bugarski i sar., 2006). Precnik igle je
iznosio 0,337 mm (za iglu od 23 G). Predvidanja modela su prikazana na slici 4.22 i
u kvalitativnoj su saglasnosti sa eksperimentalno dobijenim podacima, pri ¢emu
model predvida naglije smanjenje precnika mikrocestica u regionu kriticnog

elektrostatickog napona (4-5 kV).

Najzad, ispitan je i uticaj protoka Ag/alginatnog koloidnog rastvora na
veli¢inu dobijenih mikrocestica. Protok 3,9 mM Ag/alginatnog koloidnog rastvora
je variran u opsegu 5,1-25,2 ml/h, dok su elektrostaticki napon iznosio i rastojanje
izmedu elektroda bili konstantni (poglavlje 3.6). Eksperimentalno dobijeni
rezultati su prikazani na slici 4.23 i ukazuju da protok ne utice na veli¢inu

mikrocestica, pri Cemu je srednja vrednost precnika iznosila 480 * 20 pm.
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Slika 4.23. Zavisnost precnika mikrocCestica od protoka Ag/alginatnog koloidnog
rastvora tokom elektrostatiCke ekstruzije (eksperimentalni podaci su srednje

vrednosti 20 merenja)
4.2.2 DOBIJANJE I REHIDRATACIJA SUVIH Ag/ALGINATNIH MIKROCESTICA

U ovom radu je ispitivana moguénost suSenja i rehidratacije
nanokompozitnih Ag/alginatnih mikrocestica radi potencijalne primene kao suvih
praskova u tretmanu rana. Ag/alginatne mikrocCestice dobijene elektrostatickom
ekstruzijom su podvrgnute suSenju, a zatim rehidrataciji u fizioloSkom rastvoru,

odnosno vodi.

U prvoj eksperimentalnoj seriji Ag/alginatne mikrocestice (precnik
760 = 30 um) sa koncentracijom nanocestica srebra od 4,87 * 0,05 mM su suSene
na sobnoj temperaturi do konstantne mase koja je iznosila oko 5 % pocetne mase
mikrocestica. Suve mikrocCestice su ostale relativno sferi¢ne (prec¢nik 240 + 30 pum)
i sacuvale su veci procenat nanocestica srebra Sto je potvrdeno FE-SEM analizom i
UV-vidljivom spektroskopijom. FE-SEM analiza je pokazala da se u unutrasnjosti

vlaznih, kao i suvih mikrocestica nalaze pojedinaCne nanocCestice srebra precnika

121



oko 10-30 nm (slika 4.24), Sto odgovara veli¢ini nanocestica u Ag/alginatnom
rastvoru koja je odredena transmisionom elektronskom mikroskopijom (slika 4.1
insert). Takode, na popretnim presecima i vlaznih i suvih Ag/alginatnih

mikrocestica mogu se sporadi¢no uociti agregati viSe nanocestica (slika 4.24).

200 nm

500 nm

Slika 4.24. FE-SEM mikrofotografije poprec¢nih preseka vlaznih (A) i suvih (B)

Ag/alginatnih mikrocestica; bele strelice oznacavaju individualne nanocestice

srebra, dok crvene pokazuju agregate nanocestica (razmernik: 500 nm)

Na slici 4.25 su prikazani apsorpcioni UV-vidljivi spektri pocetnih vlaznih i
osuSenih Ag/alginatnih mikrocestica nakon rastvaranja u rastvoru Na-citrata.
MoZe se uociti da je maksimalna apsorbanca i nakon suSenja ostala na talasnoj
duZzini od ~405 nm, ali se intenzitet smanjio za oko 20 % u odnosu na intenzitet
maksimalne apsorbance inicijalnih vlaznih mikrocestica. Ovaj rezultat se moze

objasniti agregacijom nanocestica srebra u toku susenja Sto je i ocekivano.
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Slika 4.25. Apsorpcioni spektri pocetnih vlaznih i osuSenih Ag/alginatnih
mikrocestica nakon rastvaranja (eksperimentalni podaci su srednje vrednosti 3

merenja, standardene devijacije (< 10 %) su izostavljene kako bi spektri bili

Moguénost rehidratacije suvih Ag/alginatnih mikrocestica je =zatim
ispitivana u fizioloSkom rastvoru na sobnoj temperaturi. Eksperiment je paralelno
izvoden sa vlaznim i suvim mikrocesticama, pri ¢emu su inicijalne vlaZne
mikrocestice imale intenzitet maksimalne apsorbance od 0,324 + 0,005. Izgled
suvih mikrocestica u toku 5 dana rehidratacije je prikazan na slici 4.26. Nakon 24 h
u fizioloSkom rastvoru inicijalne vlazne, kao i suve mikrocCestice povecale su svoju
veli¢inu i dostigle srednji precnik od 1000 + 40 i 1020 * 40 pum, redom. Pri tom je u
oba sluCaja doSlo do obezbojavanja mikrocestica Sto je ukazalo na gubitak
nanocestica srebra. Intenziteti apsorbance na talasnoj duzini od 405 nm nakon
rastvaranja mikrocCestica su iznosili 0,018 + 0,004 i 0,026 * 0,004 za vlaZne i suve
mikrocestice, redom, tako da se mozZe izraCunati da je gubitak nanocestica u
odnosu na pocetne vlazne mikrocestice iznosio 90-95 %. Posle 5 dana u
fizioloSkom rastvoru doslo je do pucanja mikrocestica, dok se nanocestice nisu viSe

mogle detektovati UV-vidljivom spektroskopijom.
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Slika 4.26. Rehidraticija suvih Ag/alginatatnih mikrocestica u fizioloSkom
rastvoru: A) reprezentativna vlazna mikrocestica; B) suve mikrocestice;
C) reprezentativna suva mikrocestica nakon 24 h rehidratacije; D) reprezentativna

suva mikrocestica nakon 5 dana rehidratacije (razmernik: 500 um)

U analognoj studiji, vlaZne Ag/alginatne precnika 550 * 30 pm su suSene na
sobnoj temperaturi do konstantne mase. Suve mikrocestice (precnik 90 + 10 um)
su rehidratisane u destilovanoj vodi i posle 48 h su dostigle svega 20 % inicijalne
mase i 50 % inicijalne veli¢ine vlaZnih mikrocestica (pre¢nik 250 + 20 um) (slika

4.27).

|B) e 4 ‘ \ [5

Slika 4.27. Rehidraticija suvih Ag/alginatatnih mikrocestica u destilovanoj vodi: A)

vlazne mikrocestice; B) suve mikrocestice; C) suve mikrocestice nakon 48 h

rehidratacije (razmernik: 500 pm)

Prisustvo nanocCestica srebra u Ag/alginatnim mikrocesticama nakon
rehidratacije u destilovanoj vodi u toku 48 h je ispitano UV-vidljivom
spektroskopijom (slika 4.28). Na osnovu apsorpcionog spektra i intenziteta
maksimalne apsorbance na talasnoj duZini od ~410 nm se jasno vidi prisustvo
nanocestica u mikrocesticama nakon suSenja i rehidratacije u vodi, pri ¢emu se
intenzitet maksimalne apsorbance smanjio za ~75 % u odnosu na pocetne vlazne

mikrocestice.
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Slika 4.28. Apsorpcioni spektri vlaznih i rehidratisanih Ag/alginatnih mikrocestica
u destilovanoj vodi u toku 48 h nakon rastvaranja (eksperimentalni podaci su
srednje vrednosti 3 merenja, standardene devijacije (< 19 %) su izostavljene kako

bi spektri bili uocljiviji)
4.2.3 DOBIJANJE Ag/ALGINATNIH MIKROCESTICA SA MEDOM

U ovom radu su razvijeni stabilni koloidni rastvori alginata sa
nanocesticama srebra i medom (poglavlje 4.1.4) tako da je u sledecoj fazi ispitivana
mogucénost dobijanja hidrogelova u obliku mikroéestica iz ovih rastvora. Cestice sa
inkorporisanim nanocesticama srebra i medom su dobijene elektrostatickom
ekstruzijom 1 mM Ag/alginatnog koloidnog rastvora sa 10 mas.% meda u rastvor
za geliranje. Dobijene Cestice su bile elipsoidnog oblika vece ose 1003 * 182 pm i
manje ose 680 * 90 pum, (slika 4.29A). Deo mikrocCestica je suSen do konstantne
mase tako da su dobijene suve mikrocCestice vece ose 550 + 110 um i manje ose

320 + 60 pm (slika 4.29B).
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Slika 4.29. Ag/alginatne Cestice sa medom dobijene elektrostatickom ekstruzijom
1 mM Ag/alginatnog koloidnog rastvora sa 10 mas.% meda: A) vlaZne cestice;

B) suve Cestice (razmernik: 500 pm)

Prisustvo nanocCestica srebra u Ag/alginatnim cCesticama sa medom je
potvrdeno UV-vidljivom spektroskopijom (slika 4.30). Na osnovu apsorpcionog
spektra i nepromenjenog poloZaja pika u odnosu na Ag/alginatni koloidni rastvor
sa medom (oko 415 nm) jasno se moZze zakljuciti da med ne uti¢e na nanocesetice
srebra unutar Cestica. Ovaj rezultat je i oCekivan jer je prethodno pokazano da
dodavanje meda u Ag/alginatni koloidni rastvor dovodi do dodatne stabilizacije

nanocestica srebra (poglavlje 4.1.4).
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Slika 4.30. Apsorpcioni spektri 1 mM Ag/alginatnog kolidnog rastvora sa
10 mas.% meda i Cestica dobijenih ekstruzijom 1 mM Ag/alginatnog kolidnog
rastvora sa 10 mas.% meda nakon rastvaranja (eksperimentalni podaci su srednje
vrednosti 3 merenja, standardene devijacije (< 20 %) su izostavljene kako bi

spektri bili uocljiviji)
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4.2.4 DOBIJANJE PVA/Ag/ALGINATNIH MIKROCESTICA

Moguénost dobijanja PVA/Ag/alginatnih nanokompozitnih mikrocestica je
ispitivana primenom elektrostaticke ekstruzije pracene ciklusima zamrzavanja-
odmrzavanja. Koncentracije PVA, alginata i nanocCestica srebra u koloidnom
rastvoru su bile 5,6 mas.%, 1,26 mas.% i 2,6 mM, redom, dok je kao kontrola
koriS¢en Ag/alginatni koloidni rastvor koncentracije alginata od 1,26 mas.% i
nanocestica srebra od 2,6 mM. Kada je primenjeni napon iznoso 7 kV, a rastojanje
izmedu naelektrisane igle i rastvora za geliranje iznosilo 2,5 cm, dobijene su
izduzZene PVA/Ag/alginatne Cestice precnika 940 + 60 pum (slika 4.31A), dok su
kontrolne Ag/alginatne Cestice bile uniformne i sfericne pre¢nika 720 * 20 pm
(slika 4.31C). Nakon 4 ciklusa odmrzavanja-zamrzavanja nije doSlo do promene
veli¢ine PVA/Ag/alginatnih Cestica (precnik je iznosio 950 + 130 pm, slika 4.31B).
Medutim, kontrolne Ag/alginatne cestice su se znacajno smanjile i deformisale

tako da je njihov precnik iznosio 490 * 60 pm (slika 4.31D).

e———

Slika 4.31. Nanokompozitne PVA/Ag/alginatne (A, B) i kontrolne Ag/alginatne
mikrocestice (C, D) pre (A,C) i posle Cetiri ciklusa zamrzavanja-odmrzavanja (B, D)

(razmernik: 500 pm)

127



Radi dobijanja sfericnih PVA/Ag/alginatnih mikrocestica povecano je
rastojanje izmedu elektroda na 8 cm i primenjeni su naponi od 7 i 8 kV. Cestice
dobijene pri naponu od 7 kV su bile relativno sferi¢ne i prec¢nika 1270 + 140 pm
(slika 4.32A). Kada je napon povecan na 8 kV doslo je do bimodalne raspodele
veli¢ina mikrocestica tako da su dobijene dve grupe sfericnih mikrocestica

precnika 520 £ 10 pm i 170 * 10 pm (slika 4.32B).

A) B)

= =
Slika 4.32. PVA/Ag/alginatne mikrocestice dobijene elektrostatickom ekstruzijom
pre zamrzavanja pri rastojanju izmedu elektroda od 8 cm i pri naponu od: A) 7 kV;

B) 8 kV (razmernik: 500 pm)

Prisustvo nanocestica srebra u PVA/Ag/alginatnim cesticama je potvrdeno
UV-vidljivom  spektroskopijom  nakon  rastvaranja  Cestica  (precnik
960 * 130 um) u rastvoru Na-citratu posle 1 h i posle 24 h (slika 4.33). Dobijeni
rezultati ukazuju da cestice zadrzavaju maksimalni intenzitet apsorbance na
talasnoj duzini u opsegu 400-410 nm. Takode se na slici 4.33 moZe uociti da
vrednost intenziteta apsorbance raste sa vremenom rastvaranja Sto ukazuje na
postepeno rastvaranje alginata. Ipak, maksimalna vrednost apsorbance
(0,263 + 0,007) posle 24 h rastvaranja nije dostigla vrednost od 0,584 + 0,01 koju
je imao inicijalni PVA/Ag/alginatni koloidni rastvor. Ovaj rezultat ukazuje da je

jedan deo nanocestica ostao u hidrogelu PVA koji se ne rastvara u Na-citratu.
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Slika 4.33. Apsorpcioni spektri PVA/Ag/alginatnog koloidnog rastvora i
PVA/Ag/alginatnih cCestica nakon rastvaranja u Na-citratu u toku 1 h i 24 h
(eksperimentalni podaci su srednje vrednosti 3 merenja, standardene devijacije

(=20 %) su izostavljene kako bi spektri bili uocljiviji)

4.2.5 DOBIJANJE Ag/ALGINATNIH MIKROVLAKANA

Ag/alginatna mikrovlakna su pravljena u dve eksperimentalne serije i

koriS¢ena su u in vivo ispitivanjima.

U prvoj eksperimentalnoj seriji Ag/alginatna mikrovlakna (precnik
310 + 40 pm, slika 4.34A) su dobijena ekstruzijom 1,4 mM Ag/alginatnog
koloidnog rastvora bez istezanja kako je opisano u odeljku 3.7. Deo mikrovlakana
je suSen do konstantne mase tako da su dobijena suva mikrovlakna precnika

100 £ 30 um (slika 4.34B) sa oko 4,4 % pocetne mase vlaznih mikrovlakana.
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500 um

Slika 4.34. Ag/alginatna mikrovlakna u prvoj eksperimentalnoj seriji: A) vlazna;

B) suva (razmernik: 500 um)

Prisustvo nanocestica srebra u vlaznim i suvim mikrovlaknima je potvrdeno
UV-vidljivom spektroskopijom (slika 4.35), gde su dobijeni gotovo identi¢ni spektri
sa maksimalnom apsorbancom na talasnoj duZini od ~410 nm. Jednake vrednosti
intenziteta maksimalne apsorbance ukazuju da su nanocestice oCuvane u celosti
tokom suSenja. Koncentracije ukupnog srebra odredene primenom AAS u vlaznim i
suvim mikrovlaknima su iznosile 1,5 + 0,3 mMi 1,6 + 0,5 mM, redom. Vlazna i suva
mikrovlakna dobijena u ovoj eksperimentalnoj seriji su primenjena u ispitivanju

zarastanja rana na modelu opekotina II stepena kod pacova (poglavlje 4.4.1.2).
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Slika 4.35. Apsorpcioni spektri vlaznih i suvih Ag/alginatnih mikrovlakana u prvoj
eksperimentalnoj seriji (eksperimentalni podaci su srednje vrednosti 3 merenja,

standardene devijacije (< 20 %) su izostavljene kako bi spektri bili uocljiviji)

U drugoj eksperimentalnoj seriji ekstruzijom 0,7 mM Ag/alginatnog
koloidnog rastvora sa istezanjem dobijena su Ag/alginatna mikrovlakana prec¢nika
120 £ 20 um (slika 4.36A) su dobijena kako je opisano u odeljku 3.7. SuSenjem
vlaznih Ag/alginatnih mikrovlakana na sobnoj temperaturi do konstantne mase
dobijena su suva Ag/alginatna mikrovlakana prec¢nika 80 + 10 um (slika 4.36B), sa

oko 5,45 % inicijalne mase vlaznih mikrovlakana.
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Slika 4.36. Ag/alginatna mikrovlakana dobijena u drugoj eksperimentalnoj seriji:

A) vlazna; B) suva (razmernik: 500 um)
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Prisustvo nanocestica srebra i u ovim vlaznim i suvim Ag/alginatnim
mikrovlaknima je potvrdeno UV-vidljivom spektroskopijom (slika 4.37). U ovom
slucaju je dobijeno nesSto loSije slaganje apsorpcionih spektara nego u prvoj
eksperimentalnoj seriji. Maksimalne apsorbance su i ovde izmerene na talasnoj
duzZini od ~410 nm, Sto ukazuje na prisustvo nanocCestica srebra. Medutim,
vrednost maksimalne apsorbance kod suvih mikrovlakana je za oko 20 % manja
nego vrednost kod vlaznih mikrovlakana Sto ukazuje da je jedan deo nanocestica
agregirao. Odredivanjem ukupne koncentracije srebra u vlaznim i suvim
mikrovlaknima primenom AAS dobijene su vrednosti od 0,77 +* 0,16 mM i
0,6 £ 0,01 mM, redom Sto ukazuje na neSto manju koncentraciju srebra u suvim
mikrovlaknima iako u opsegu standardne devijacije. Obzirom da su suva
mikrovlakna dobijena susenjem vlaznih, dobijene manje koncentracije nanocestica
i ukupnog srebra mogu se objasniti eksperimentalnom greskom ili veéim
varijacijama koncentracije nanocestica srebra u Ag/alginatnim mikrovlaknima
dobijenim istezanjem tako da je susen deo mikrovlakana sa verovatno manjom
koncentracijom srebra. Dobijena vlaZna i suva mikrovlakna u ovoj seriji su
koriS¢ena u ispitivanju zarastanja rana na modelu nekroze kod pacova (poglavlje

4.43.1)
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Slika 4.37. Apsorpcioni spektri vlaznih i suvih Ag/alginatnih mikrovlakana u
drugoj eksperimentalnoj seriji (eksperimentalni podaci su srednje vrednosti 3
merenja, standardene devijacije (< 20 %) su izostavljene kako bi spektri bili

uocljiviji)

4.2.6 DOBIJANJE Ag/ALGINATNA MIKROVLAKNA SA MEDOM

U ovom radu ispitivana je i mogucnost dobijanja hidrogelova u obliku
mikrovlakana iz koloidnih rastvora alginata sa nanocesticama srebra i medom.
Ag/alginatna mikrovlakna sa medom su pravljena u dve eksperimentalne serije i

koriS¢ena su u in vivo ispitivanjima.

U prvoj eksperimentalnoj seriji Ag/alginatna mikrovlakana sa medom su
dobijena ekstruzijom 0,9 mM Ag/alginatnog koloidnog rastvora sa 50 mas.% meda
bez istezanja na nacin opisan u odeljku 3.7. Dobijena mikrovlakna su bila pre¢nika
400 * 40 pm (slika 4.38A) i deo vlakana je zatim suSen do konstantne mase. Suva
mikrovlakna su bila precnika 100 + 20 pum (slika 4.38B), a masa je iznosila oko

8,6 % inicijalne mase vlaznih mikrovlakana.
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Slika 4.38. Ag/alginatna mikrovlakna sa medom dobijena u prvoj
eksperimentalnoj seriji: A) vlazna mikrovlakna; B) suva mikrovlakna (razmernik:

500 pm)

Prisustvo nanocestica srebra u vlaznim i suvim mikrovlaknima je potvrdeno
UV-vidljivom spektroskopijom (slika 4.39), gde su dobijeni gotovo identi¢ni spektri
sa maksimalnim intenzitetom apsorbance na talasnoj duZini od oko
410 nm. Takode, jednaki intenziteti maksimalne apsorbance u okviru standardne
devijacije ukazuju na ocuvanje nanocestica srebra u suvim mikrovlaknima.
Primenom AAS odredene su koncentracije ukupnog srebra koje su iznosile

1,03+0,15mMi1,2 £+ 0,1 mM u vlaznim i suvim mikrovlaknima, redom.
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Slika 4.39. Apsorpcioni spektri vlaznih i suvih Ag/alginatnih mikrovlakana sa
medom u prvoj eksperimentalnoj seriji (eksperimentalni podaci su srednje
vrednosti 3 merenja, standardene devijacije (£ 20 %) su izostavljene kako bi

spektri bili uocljiviji)

Razliciti izgled vlakana sa medom u odnosu na Ag/alginatna mikrovlakna
ukazuje da su odredene komponente meda zadrZane unutar vlakana iako je jedan

deo posebno malih molekula Secera otpusSten u toku geliranja.

Vlazna i suva mikrovlakna sa medom dobijena u prvoj eksperimentalnoj
seriji su koriS¢ena u in vivo studiji zarastanja rana na modelu opekotina II stepena

kod miSeva (poglavlje 4.4.2).

U drugoj eksperimentalnoj seriji Ag/alginatna mikrovlakana sa medom su
dobijena ekstruzijom 0,9 mM Ag/alginatnog koloidnog rastvora sa 50 mas.% meda
uz istezanje kao Sto je opisano u odeljku 3.7. Dobijena mikrovlakna su bila pre¢nika
170 £ 20 um (slika 4.40A) i deo mikrovlakana je zatim suSen do konstantne mase.
Suva Ag/alginatna mikrovlakna su bila precnika, 80 + 10 pum (slika 4.40B), a masa

je iznosila ~9,7 % inicijalne mase vlaznih mikrovlakana.
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Slika 4.40. Ag/alginatna mikrovlakna sa medom dobijena u drugoj
eksperimentalnoj seriji: A) vlazna mikrovlakna; B) suva mikrovlakna (razmernik:

500 pum)

Prisustvo nanocestica srebra u vlaznim i suvim mikrovlaknima je potvrdeno
UV-vidljivom spektroskopijom (slika 4.41), gde su dobijeni gotovo identi¢ni spektri
sa maksimalnim intenzitetom apsorbance na talasnoj duzini od ~410 nm. Takode,
jednaki intenziteti maksimalne apsorbance u okviru standardne devijacije ukazuju
na ocuvanje nanocestica srebra u suvim mikrovlaknima. Primenom AAS odredene
su koncentracije ukupnog srebra u vlaznim i suvim mikrovlaknima koje se
statisticki nisu znacajno razlikovale, i srednja vrednost je iznosila

1,26 + 0,08 mM.
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Slika 4.41. Apsorpcioni spektri vlaznih i suvih Ag/alginatnih mikrovlakana sa
medom dobijenih u drugoj eksperimentalnoj seriji (eksperimentalni podaci su
srednje vrednosti 3 merenja, standardene devijacije (< 20 %) su izostavljene kako

bi spektari bili uocljiviji)

Ova mikrovlakna su koriS¢ena u in vivo studiji zarastanja rana na modelu

nekroze kod pacova.
4.3 IN VITRO KARAKTERISANJE NANOKOMPOZITNIH HIDROGELOVA

4.3.1 ISPITIVANJE MEHANICKIH KARAKTERISTIKA NANOKOMPOZITNIH
HIDROGELOVA NA BAZI ALGINATA I NANOCESTICA SREBRA

Mehanicke karakteristike nanokompozitnih hidrogelova razli¢itih oblika
(diskovi i pakovani sloj mikrocestica) su ispitivane u biomimi¢nom bioreaktoru sa
dinamickom kompresijom Kkoji imitira in vivo uslove u artikularnoj hrskavici.
[spitivanja su izvedena pri deformaciji od 10 % pri dva reZima rada bioreaktora:
i) pri dinamickoj kompresiji, pri brzini kompresije od 337,5 um/s, i ii) pri
stepenastom povecanju deformacije za 50 pm, odnosno 75 pm svakih 30 min
(odeljak 3.9). Na osnovu eksperimentalno dobijenih vrednosti odziva senzora

opterecenja izracunate su vrednosti napona.
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4.3.1.1 ISPITIVANJE MEHANICKIH KARAKTERISTIKA PAKOVANOG SLOJA
Ag/ALGINATNIH MIKROCESTICA

Ag/alginatne mikroCestice sa razli¢itim Kkoncentracijama nanocestica
srebra, dobijene su elektrostatickom ekstruzijom Ag/alginatnih koloidnih rastvora
sa koncentracijom alginata od 1,9 mas.% i koncentracijom nanocestica srebra od
1,5 mM, 2 mM i 3,9 mM. Kao kontrolne mikrocestice su sluzile 1,9 mas.% alginatne
mikrocestice. Parametri elektrostaticke ekstruzije su podeSeni da bi se dobile

sfericne mikrocestice i uniformne velic¢ine od oko 600 pm (tabela 4.1).

Tabela 4.1. Veli¢ina Ag/alginatnih mikrocestica dobijenih iz koloidnih rastvora

alginata sa razli¢itim koncentracijama nanocestica srebra

Koncentracija nanocestica srebra
u  Ag/alginatnom  koloidnom 0 1,5 2 3,9
rastvoru (mM)

Prec¢nik mikrocestica (um) 600+30 | 610+30 | 650+40 | 550+ 20

U posebnim eksperimentalnim serijama ispitivani su pakovani slojevi mikrocestica

visine 3 mm u po tri bioreaktorske komore istovremeno.

U cilju odredivanja dinamickog modula elasti¢nosti, pakovani sloj je testiran
pri deformaciji od 10 % pri brzini kompresije od 337,5 pm/s i frekvenciji od
0,56 Hz. Dobijene zavisnosti napona od deformacije za pakovane slojeve
Ag/alginatnih mikrocestica sa razli¢itim koncentracijama nanocestica srebra su
prikazane na slici 4.42. MoZe se uociti pribliZno linearni trend zavisnosti napona

od deformacije u svim ispitivanim slucajevima (r2>0,95, slika 4.42).
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Slika 4.42. Eksperimentalno odredene vrednosti napona u zavisnosti od
primenjene deformacije pri brzini kompresije od 337,5 um/s u dinamickom
rezZimu za pakovane slojeve Ag/alginatnih mikrocestica sa razlic¢itim
koncentracijama nanocestica srebra i kontrolne Ca-alginatne mikrocestice i
linearne zavisnosti odredene metodom najmanjih kvadratnih odstupanja

(eksperimentalni podaci su srednje vrednosti 3 merenja)

[z nagiba ovih zavisnosti odreden je modul elasti¢nosti pri dinamickoj
kompresiji za pakovane slojeve svih ispitivanih Ag/alginatnih mikrocestica (tabela

4.2).

Tabela 4.2. Vrednosti dinamickog modula elasticnosti pakovanih slojeva
ispitivanih Ag/alginatnih mikrocestica pri brzini kompresije od 337,5 um/s i

deformaciji od 10 %

Koncentracija nanocCestica srebra u

Ag/alginatnom koloidnom rastvoru 0 1,5 2 3,9
(mM)
Dinamicki modul elasti¢nosti

141+2 |153+6 | 154+5 | 1595
mikrocestica (kPa)

139



MoZe se uociti da izmedu dobijenih vrednosti dinami¢kog modula
elasticnosti pakovanih slojeva Ag/alginatnih mikrocestica sa razli¢itim
koncentracijama nanocestica srebra nema znacajne statisticke razlike. Zbog toga se
moZe usvojiti srednja vrednost dinami¢kog modula elasti¢nosti za pakovani sloj
Ag/alginatnih mikrocestica od 155 * 3 kPa. Ova vrednost je neSto veca od
vrednosti dinamickog modula elasti¢nosti od 141 + 2 kPa odredene za pakovani
sloj kontrolnih alginatnih mikrocestica (slika 4.42 i tabela 4.2). Na osnovu tog
rezultata moZe se zakljuciti da prisustvo nanocestica srebra u mikrocesticama
dovodi do blagog povecanja dinamickog modula elasti¢nosti pakovanog sloja za

oko 9 %.

U cilju odredivanja ravnoteZznog modula elasti¢nosti pakovanih slojeva
ispitivanih Ag/alginatnih i kontrolnih mikrocestica mereni su odzivi senzora pri
stepenastom povecanju deformacije od 50 um pri brzini kompresije od 337,5 pm/s

do deformacije od 10 % svakih 30 min.

Na slici 4.43 prikazane su eksperimentalne vrednosti napona od primenjene
deformacije, kao i linearne zavisnosti dobijene metodom najmanjih kvadratnih
odstupanja. MoZe se uociti dobro slaganje eksperimentalnih rezultata sa linearnom

zavisnostima u svim ispitivanim slucajevima (r2>0,976, slika 4.43).
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Slika 4.43. Eksperimentalno odredene vrednosti napona u zavisnosti od
primenjene deformacije pri stepenastom povecanju deformacije od 50 pm pri
brzini kompresije od 337,5 um/s svakih 30 min za pakovane slojeve Ag/alginatnih
i kontrolnih mikrocestica i linearne zavisnosti odredene metodom najmanjih

kvadratnih odstupanja (eksperimentalni podaci su srednje vrednosti 3 merenja)

[z nagiba ovih zavisnosti odreden je ravnoteZzni modul elasticnosti za
pakovane slojeve svih ispitivanih Ag/alginatnih i kontrolnih mikrocestica (tabela

4.3).

Tabela 4.3. Vrednosti ravnoteznih modula elasti¢nosti pakovanih slojeva
ispitivanih Ag/alginatnih i kontrolnih mikrocestica pri stepenastom povecanju
deformacije od 50 pm pri brzini kompresije od 337,5 um/s do deformacije od 10 %

svakih 30 min

Koncentracija nanocestica srebra u

Ag/alginatnom koloidnom rastvoru 0 1,5 2 3,9
(mM)
Ravnotezni (Jangov) modul

452+0,2 | 344 34,5 33,7
elasti¢nosti mikrocestica (kPa)
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MoZe se uociti da izmedu dobijenih vrednosti ravnoteznog modula elasti¢nosti
pakovanih slojeva Ag/alginatnih mikroCestica sa razli¢itim koncentracijama
nanocestica srebra nema znacajne statisticke razlike. Zbog toga se moze usvojiti
srednja vrednost ravnoteZog modula elastiCnosti za sve pakovane slojeve
Ag/alginatnih mikroCestica od 34 * 0,4 kPa. Ova vrednost je neSto manja od
vrednosti ravnoteznog modula elasti¢nosti od 45,2 + 0,2 kPa odredene za pakovani
sloj kontrolnih alginatnih mikrocestica (slika 4.43 i tabela 4.3). Na osnovu
dobijenih vrednosti ravnoteznog modula elasticnosti za pakovani sloj alginatnih
mikrocestica sa i bez nanocCestica srebra moze se zakljuciti da prisustvo

nanocestica smanjuje vrednost ravnoteznog modula elasti¢nosti za oko 25 %.

4.3.1.2 ISPITIVANJE MEHANICKIH KARAKTERISTIKA PAKOVANOG SLOJA
PVA/Ag/ALGINATNIH CESTICA

Da bi se ispitala moguc¢nost poboljSanja mehanic¢kih karakteristika
alginatnih mikrocestica dobijene su i testirane PVA/Ag/alginatne Cestice precnika
1270 £ 140 pm sa koncentracijama PVA od 5,6 mas.%, nanocestica srebra od
2,7 mM i alginata od 1,3 mas.%, dok su kao kontrola sluzile alginatne cestice

precnika 1250 + 80 um sa koncentracijom alginata od 1,3 mas.%.

Pakovani slojevi PVA/Ag/alginatnih i alginatnih Cestica su bili visine 3 mm i
ispitivani su u po 3 bioreaktorske komore istovremeno pri deformaciji od 10 % pri
brzini kompresije od 337,5 um/s i frekvenciji od 0,56 Hz. PribliZno linearne
zavisnosti napona od primenjene deformacije su dobijene u oba slucaja. Na slici
4.44 prikazane su zavisnosti napona od deformacije u dinami¢kom rezimu
kompresije iz kojih se uocava poboljSanje mehanickih karakteristika sa dodatim
komponentama alginatnom hidrogelu. Iz nagiba ovih zavisnosti odredeni su
moduli elasti¢nosti pri dinamickoj kompresiji za pakovane slojeve alginatnih i

PVA/Ag/alginatnih Cestice od 51 + 2 kPa i 105 + 7 kPa, redom (slika 4.44).
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Slika 4.44. Eksperimentalno odredene zavisnosti napona od primenjene
deformacije za pakovane slojeve PVA/Ag/alginatnih i kontrolnih alginatnih cestica
pri deformaciji od 10 % brzini kompresije od 337,5 um/s i frekvenciji od 0,56 Hz i
linearne zavisnosti odredene metodom najmanjih kvadratnih odstupanja (podaci

predstavljaju srednju vrednost najmanje 3 merenja)

U drugoj eksperimentalnoj seriji odredeni su ravnoteZni moduli elasti¢nosti
pakovanih slojeva PVA/Ag/alginatnih i kontrolnih alginatnih cestica pri
stepenastom povecanju deformacije za 50 um do deformacije od 10 % pri brzini od
337,5 pm/s svakih 30 min. PribliZno linearne zavisnosti napona od primenjene
deformacije su dobijene u oba slucaja. Na slici 4.45 prikazane su zavisnosti napona
od deformacije u ravnoteznom reZimu rada i iz nagiba ovih zavisnosti odredeni su
ravnoteZni moduli elasti¢nosti za pakovane slojeve alginatnih i PVA/Ag/alginatnih

Cestica od 15,8 kPa i 15 kPa, redom (slika 4.45).
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Slika 4.45. Eksperimentalno odredene zavisnosti napona od primenjene
deformacije za pakovane slojeve PVA/Ag/alginatnih i alginatnih Cestica pri
stepenastom povecanju deformacije za 50 um svakih 30 min i linearne zavisnosti
odredene metodom najmanjih kvadratnih odstupanja (eksperimentalni podaci

predstavljaju srednju vrednost najmanje 3 merenja)

Na osnovu eksperimentalno dobijenih vrednosti ravnoteZznih modula
elasticnosti moze se zakljuciti da nema znacajne statisticke razlike izmedu
vrednosti ravnoteZnog modula elasti¢nosti za pakovani sloj PVA/Ag/alginatnih i
alginatnih cCestica. S druge strane dinamicki modul elasti¢nosti za pakovani sloj
PVA/Ag/alginatnih Cestica je znacajno veli (~2 puta) od dinamickom modula
elasti¢nosti pakovanog sloja kontrolnih cestica. Dobijene razlike u modulima
elasti¢nosti pri dinamickoj kompresiji, a pribliZzno iste vrednosti ravnoteznih
modula elasti¢nosti za pakovane sloje PVA/Ag/alginatnih i alginatnih Cestica,
ukazuju na razlike u strukturi ovih hidrogelova koje dolaze do izraZaja pri
dinamickom opterecenju. Uz to, treba naglasiti da pri velikoj brzini kompresije,
voda koja se nalazi u porama hidrogela nema vremena da istekne, tako da utice na
modul elasti¢nosti pri dinamic¢kim uslovima (Wang i sar., 2005). Medutim, u slucaju

kada postoji dovoljno vremena za relaksaciju polimerne mreZe hidrogela i
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ekvilibraciju sadrZaja vode, razlike u mehanickoj c¢vrstini izmedu ispitivanih

pakovanih slojeva Cestica se gube.

4.3.1.3 ISPITIVANJE MEHANICKIH KARAKTERISTIKA PVA/Ag/ALGINATNIH I
PVP/PVA/Ag ALGINATNIH DISKOVA

PVA/Ag/alginatni diskovi sa koncentracijama PVA od 5,6 mas.%,
nanocestica srebra od 2,7 mM i alginata od 1,3 mas.% i kontrolni PVA diskovi sa
koncentracijama PVA od 5,6 mas.% su testirani pri brzini kompresije od
337,5 pym/s do deformacije od 10 % u dinamickom reZimu pri frekvenciji od
0,42 Hz, kao i u ravnoteZnom rezimu pri stepenastom povecanju deformacije od
50 pum svakih 30 min. PVP/PVA/Ag/alginatni diskovi sa koncentracijama PVP od
5 mas.%, PVA od 11 mas.%, nanocestica srebra od 0,8 mM i alginata od 0,4 mas.%
su takode testirani pri brzini kompresije od 337,5 um/s do deformacije od 10 % u
dinamiCckom rezimu pri frekvenciji od 0,38 Hz i ravnoteZznom reZimu pri
stepenastom povecanju deformacije od 75 pm uz pauze od po 30 min. PribliZno
linearne zavisnosti napona od primenjene deformacije su dobijene u svim
slucajevima. Na slici 4.46 prikazane su zavisnosti napona od deformacije u
dinamickom rezimu kompresije iz kojih se uocCava postepeno poboljSanje
mehanickih karakteristika sa dodatim komponentama u PVA hidrogela. Iz nagiba
ovih zavisnosti odredeni su moduli elasti¢nosti pri dinamickoj kompresiji za PVA,
PVA/Ag/alginatne i PVP/PVA/Ag/alginatne diskove od 65 + 2 kPa, 79 + 1 kPa i
115 + 4 kPa, redom (slika 4.46).
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Slika 4.46. Eksperimentalno odredene zavisnosti napona od primenjene
deformacije za PVA, PVA/Ag/alginatne i PVP/PVA/Ag/alginatne diskove pri brzini
kompresije od 337,5 um/s u dinamickom reZimu i linearne zavisnosti odredene
metodom najmanjih kvadratnih odstupanja (eksperimentalni podaci su srednje

vrednosti 3 merenja)

Na slici 4.47 prikazane su eksperimentalno odredene vrednosti napona od
deformacije u ravnoteZnom reZimu optereCenja za PVA, PVA/Ag/alginatne i
PVP/PVA/Ag/alginatne diskove. Metodom najmanjih kvadratnih odstupanja
odredene su linearne zavisnosti (r?>0,979), pri ¢emu su iz nagiba odredeni
ravnoteZzni moduli elastiCnosti za PVA, PVA/Ag/alginatne i PVP/PVA/Ag/alginatne
diskove od 27,2 kPa, 26,7 kPa i 43 kPa, redom (slika 4.47).
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Slika 4.47. Eksperimentalno odredene zavisnosti napona od primenjene
deformacije za PVA/Ag/alginatne i PVA diskove pri stepenastom povecanju
deformacije za 50 pm svakih 30 min i PVP/PVA/Ag/alginatne diskove pri
stepenastom povecanju deformacije za 75 um svakih 30 min i linearne zavisnosti
odredene metodom najmanjih kvadratnih odstupanja (eksperimentalni podaci

predstavljaju srednju vrednost od 3 merenja)

Na osnovu dobijenih vrednosti za PVA/Ag/alginatne i PVA diskove moZe se
uoCiti da nema znacajne statisticke razlike izmedu vrednosti ravnoteznih modula
elasticnosti. S druge strane ravnotezni modul elasticnosti za
PVP/PVA/Ag/alginatne diskove je znacajno veci Sto je u saglasnosti i sa najvecom

vrednosc¢u dinamickog modula elasti¢nosti odredenog za ove diskove (slika 4.46).
4.3.2 ISPITIVANJE CITOTOKSICNOSTI Ag/ALGINATNIH MIKROCESTICA

Citotoksicnost Ag/alginatnih mikrocestica sa razlicitim koncentracijama
nanocestica srebra je ispitana u tri eksperimentalna sistema: i) standardnim MTT
testom citotoksi¢nosti u suspenziji humanih mononuklearnih ¢elija periferne krvi,

ii) standardnim MTT testom citotoksi¢nosti na monosloju telecih hondrocita, i
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iii) u 3D kulturama tele¢ih hondrocita imobilisanih u alginatne mikrocestice u

perfuzionom bioreaktoru.

4.3.2.1 ISPITIVANJE CITOTOKSICNOSTI U SUSPENZIJI HUMANIH
MONONUKLEARNIH CELIJA PERIFERNE KRVI

Citotoksicnost Ag/alginatnih mikroCestica je ispitivana u skladu sa
standardnim protokolom, gde je kultura u suspenziji mononuklearnih Ccelija
periferne krvi u direktnom kontaktu sa ispitivanim materijalom, pracenjem
vijabilnosti ¢elija nakon 72 h pomo¢u MTT testa. Radene su dve eksperimentalne

serije. Pri ¢emu je kontrola bila suspenzija ¢elija bez dodatka mikrocestica.

U prvoj eksperimentalnoj seriji ispitivana je citotoksi¢nost Ag/alginatnih
mikrocestica dobijenih od 0,5 mM, 1 mM i 1,5 mM Ag/alginatnih koloidnih
rastvora u suspenziji mononuklearnih celija periferne krvi. U drugoj
eksperimentalnoj seriji je ispitivana citotoksi¢nost istih Ag/alginatnih mikrocestica
u suspenziji mononuklearnih ¢elija periferne krvi sa dodatkom fitohemaglutinina,

koji stimuliSe ¢elijsku proliferaciju, u koncentraciji od 5 pg/ml,.

Na slici 4.48 su prikazani rezultati koji ukazuju da Ag/alginatne
mikrocestice dobijene od 0,5 mM Ag/alginatnog koloidnog rastvora smanjuju
prezivljavanje Celija nestimulisanih i stimulisanih sa fitohemaglutininom za 25 % i
36 %, redom, u odnosnu na kontrolu. Takode, Ag/alginatne mikrocestice dobijene
od 1 mM Ag/alginatnog koloidnog rastvora smanjuju preZivljavanje Ccelija
nestimulisanih i stimulisanih sa fitohemaglutininom za 20,5 % i 32,5 %, redom, u
odnosnu na kontrolu (slika 4.48), dok mikrocestice dobijene od 1,5 mM
Ag/alginatnog koloidnog rastvora smanjuju preZivljavanje za 36 % i 35 %

nestimulisanih i stimulisanih ¢elija, redom u odnosnu na kontrolu (slika 4.48).
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Slika 4.48. PrezZivljavanje, S, kultura nestimulisanih mononuklearnih celija
periferne krvi i stimulisanih sa dodatkom fitohemaglutinina u prisustvu
Ag/alginatnih mikrocestica dobijenih od Ag/alginatnih koloidnih rastvora sa
razli¢itim Kkoncentracijama nanocestica srebra, C, sa standardnim devijacijama

(eksperimentalni podaci su srednje vrednosti 3 merenja)

Na osnovu dobijenih rezultata moZe se zakljuciti da nema statisticki
znacajnih razlika u citotoksi¢nosti Ag/alginatnih mikrocestica dobijenih od
0,5 mM, 1 mMi 1,5 mM Ag/alginatnih koloidnih rastvora. Blagi citotoksic¢ni efekti
su uocCeni u svim slucajevima pri ¢emu su stimulisane celije bile neSto senzitivnije
na prisustvo Ag/alginatnih mikrocestica, ali razlike ni ovde nisu bile statisticki

znacajne (slika 4.48).

Na slici 4.49 su prikazane mikrofotografije kontrolnih kultura i kultura
Celija periferne krvi nakon 72 h tretmana Ag/alginatnim mikrocesticama sa
razli¢itim koncentracijama nanocestica srebra gde se jasno videti prisustvo Celija u
svim ispitivanim grupama. Istovremeno se moZe uociti da nema vizuelnih razlika u
gustini i izgledu prisustnih c¢elija izmedu kontrolne grupe i grupa tretiranih
ispitivanim biomaterijalom. U tretiranim grupama se uocavaju i Ag/alginatne

mikrocestice sa Zutim obojenjem.
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Slika 4.49. Mikrofotografije kontrolnih kultura i kultura mononuklearnih celija
periferne krvi nakon 72 h tretmana Ag/alginatnim mikrocesticama dobijenih od
0,5 mM, 1 mM i 1,5 mM Ag/alginatnih koloidnih rastvora: A) nestimulisane
mononuklearne Celije periferne krvi; B) stimulisane mononuklearne Ccelije

periferne krvi sa dodatkom fitohemaglutinina

4.3.2.2 ISPITIVANJE CITOTOKSICNOSTI U MONOSLOJU TELECIH
HONDROCITA

Citotoksi¢nost Ag/alginatnih mikrocestica je ispitivana u skladu sa
standardnim protokolom, gde je kultura monosloja tele¢ih hondrocita u direktnom
kontaktu sa ispitivanim materijalom, odredivanjem vijabilnosti ¢elija nakon 48 h
pomocu MTT testa. U ovoj eksperimentalnoj studiji radene su dve eksperimentalne
serije, gde je masa mikrocestica po bunari¢u iznosila 0,3 i 0,6 g u prvoj i drugoj
eksperimentalnoj seriji, redom. Ispitivana je citotoksi¢nost Ag/alginatnih
mikroCestica sa razli¢itim koncentracijama nanocestica srebra u opsegu
0,33-3,76 mM. Takode, izvedena je i odvojena studija pod istim uslovima uz
koriS¢enje fizioloSkog rastvora umesto Celijske kulture da bi se odredila
koncentracija otpuStenih nanocestica srebra i/ili jona kojoj su bile izloZene celije u
monosloju. Pri tome je u fizioloSkom rastvoru odredena koncentracija slobodnih
jona srebra, kao i koncentracija ukupnog otpusStenog srebra nakon rastvaranja

istaloZenog srebro-hlorida.

Efekti dodatka Ag/alginatnih mikrocestica sa razli¢itim koncentracijama

srebra pri dve razliite mase mikrocestica po kulturi na prezivljavanje telecih
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hondrocita u monosloju su prikazani na slici 4.50. Pri tome je preZivljavanje
izrazeno u odnosu na kontrolnu Kkulturu monosloja celija sa dodatkom

Ca-alginatnih mikrocCestica.
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Slika 4.50. PreZivljavanje, S, tele¢ih hondrocita u monosloju u odnosu na kontrolu,
kultura monosloja celija sa dodatkom Ca-alginatnih mikrocestica, pri dodatku
Ag/alginatnih mikrocestica sa razlic¢itim koncentracijama nanocestica, C¢, razlicitih

masa po bunarucu: A) 0,3 g; B) 0,6 g (eksperimentalni podaci su srednje vrednosti

3 merenja)
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MoZe se uociti da nema znacajnih razlika u preZivljavanju u odnosu na
kontrolu u zavisnosti od koncentracije nanocestica srebra u Ag/alginatnim
mikrocesticama, ve¢ da je preZivljavanje zavisilo samo od unete koliCine
mikrocestica. Masa mikrocestica od 0,3 g po bunari¢u nije izazvala citotoksi¢ne
efekte, dok je masa od 0,6 g izazvala jaku citotoksi¢nost. Kada je izmerena
koncentracija otpuStenih slobodnih jona srebra u fizioloSkom rastvoru u svim
ispitivanim uzorcima dobijene su statisticki jednake vrednosti tako da je
koncentracija slobodnih jona srebra iznosila 0,5 = 0,1 pg/ml. Medutim, kada je
totalna koncentracija srebra merena posle rastvaranja AgCl zapaZena je znacajna
razlika izmedu eksperimentalnih grupa, Sto je i bilo ocekivano. U tabeli 4.4
sumirani su eksperimentalni uslovi odredivanja citotoksi¢nosti i izmerene

koncentracije ukupnog otpustenog srebra u fizioloSkom rastvoru.

Tabela 4.4. OtpuStanje srebra iz Ag/alginatnih mikrocestica u fizioloSkom

rastvoru nakon 48 h

Koncentracija Koncentracija ukupnog
Masa Deo otpustenog
nanocestica srebra otpustenog srebra u
mikrocCestica po srebra u fizioloSkom
u mikrocesticama fizioloSkom rastvoru
bunaricu (g) rastvoru * (%)
(mM) (hg/ml)
0,33+0,02 0,3 2,0+0,2 52
0,99 +0,07 0,3 50+0,7 47
3,75 +0,04 0,3 22,9+0,5 53
0,87 £0,05 0,6 6,8+0,5 35
1,82 +0,05 0,6 17,6 £4,7 43
3,76 0,02 0,6 40,0+ 2,2 48

YizraCunato na osnovu srednje izmerene koncentracije srebra u fizioloSkom
rastvoru, zapremine rastvora, pocetne koncentracije srebra i mase Ag/alginatnih

mikrocestica
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Na osnovu dobijenih rezultata moZe se videti da nakon 48 h Ag/alginatne
mikrocestice otpuste 40-50 % ukupnog sadrZaja srebra u inicijalnim
mikrocesticama u fizioloski rastvor dajuc¢i ukupnu koncentraciju srebra, u obliku
jona srebra i srebro-hlorida u opsegu 2-40 pg/ml. Efekat ovih koncentracija na
prezivljavanje Celija u prisustvu alginatih i Ag/alginatnih mikrocCestica je prikazan
na slici 4.51. Medutim, treba naglasiti da su izostavljeni rezultati za masu
mikrocestica od 0,3 g (koncentracija nanocestica srebra 3,75 = 0,04 mM) po
bunaricu, jer je izmerena koncentracija otpuStenog srebra (22,9 * 0,5 pg/ml)
znacajno veca od ocekivane, Sto se mozZe objasniti eksperimentalnom greskom.
Sada se sa slike jasno moZe videti da koncentracije otpustenog srebra do 5 pg/ml
imaju zanemarljiv uticaj na preZivljavanje tele¢ih hondrocita (S > 90 %). Medutim,
porast koncentracije otpustenog srebra na 7 pg/ml pokazuje jaku citotoksi¢nost

(S=13,9+0,8 %).
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Slika 4.51. Prezivljavanje, S, kulture tele¢ih hondrocita u prisustvu alginatnih i
Ag/alginatnih mikrocestica sa razli¢itim koncentracijama normalizovana u odnosu
na kontrolni uzorak sa Ca-alginatnim mikrocesticama kao funkcija koncentracije
ukupnog oslobodenog srebra u medijum, C (eksperimentalni podaci su srednje

vrednosti 3 merenja)
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4.3.2.3 ISPITIVANJE CITOTOKSICNOSTI Ag/ALGINATNIH MIKROCESTICA U
3D CELIJSKOJ] KULTURI U PERFUZIONOM BIOREAKTORU

U cilju utvrdivanja citotoksi¢nih efekata Ag/alginatnih mikrocestica u
uslovima koji imitiraju in vivo uslove, uspostavljena je 3D kultura hondrocita u
perfuzionom bioreaktoru. Hondrociti izolovani iz telece artikularne hrskavice su
imobilisani u alginatne mikrocestice u koncentraciji od (21,0 + 1,7) x 10° ¢el/ml uz
prakti¢no 100 % ocuvanje vijabilnosti. Alginatne mikrocestice sa ¢elijama precnika
770 = 30 pm su pomeSane sa Ag/alginatnim mikroCesticama sa koncentracijom
nanocestica srebra od 4,7 + 0,6 mM i precnika 790 + 20 um u masenom odnosu 3:1.
Mikrocestice su gajene u perfuzionom bioreaktoru pri konstantnoj perfuziji
medujuma od 0,38 ml/min. Nakon 2 nedelje gajenja u bioreaktoru, mikrocestice su
bile blago deformisane, dok se koncentracija imobilisanih celija nije statisticki
znacajno promenila i iznosila je (16,4 + 3,5) x 106 ¢el/ml. Vijabilnost imobilisanih
Celija nakon rastvaranja alginata je iznosila oko 78 % S$to ukazuje na blag

citotoksicni efekat Ag/alginatnih mikrocestica.

U cilju odredivanja maksimalne koncentracije otpuStenih nanocestica i/ili
jona srebra u medijumu kojoj su Celije bile izloZene u toku gajenja u bioreaktoru
izveden je eksperiment pod istim uslovima kao bioreaktorskog gajenja s tim $to su
koriS¢ene alginatne mikrocestice (prec¢nik 650 + 40 um) bez imobilisanih celija.
Alginatne mikrocestice su pomeSane sa Ag/alginatnim mikrocesticama sa
koncentracijom nanocestica srebra od 5,5 + 0,4 mM u masenom odnosu 3:1 dok je
u bioreaktorskom sistemu recirkulisao fizioloski rastvor protokom od 0,3 ml/min.
Eksperiment je trajao 72 h Sto odgovara prvoj zameni medijuma u 3D Ccelijskoj
kulturi. Takode, pretpostavlja se da je u tom trenutku najvisa bila i koncentracija
otpustenog srebra kojoj su Celije bile izloZzene u toku gajenja zbog ocekivanog
smanjenja brzine otpuStanja srebra iz mikrocestica sa vremenom. Nakon 72 h
izmerena je koncentracija slobodnih Ag jona u fizioloSkom rastvoru i iznosila je
0,9 + 0,3 ug/ml. Obzirom na rezultate otpustanja srebra dobijene u eksperimentu
odredivanja citotoksi¢nosti, moZe se pretpostaviti da je koncentracija ukupnog

otpuStenog srebra zapravo znacajno veca. Zato je odredena ukupna koliCina

154



otpustenih nanocestica i/ili jona srebra iz Ag/alginatnih mikrocestica merenjem
koncentracije srebra u inicijalnim mikroCesticama i nakon 72 h perfuzije
fizioloSkog rastvora. Koncentracija srebra je iznosila 5,5 + 0,4 mM i 102 + 16 uM u
inicijalnim mikroCesticama i u mikroCesticama nakon 72 h u fizioloSkom rastvoru,
redom. Na osnovu mase Ag/alginatnih mikrocestica u bioreaktoru (0,13 g) i
zapremine fizioloSkog rastvora, ukupna koncentracija otpuStenog srebra u
fizioloSkom rastvoru je izracunata kao 9,3 * 0,9 pg/ml. Ova koncentracija srebra je
dakle u perfuzionom bioreaktoru imala zanemarljivi efekat na Celijsku vijabilnost,

dok je za iste Celije u monosloju bila jako citotoksi¢na.

4.3.3 ISPITIVANJE ANTIBAKTERIJSKE AKTIVNOSTI NANOKOMPOZITNIH
HIDROGELOVA

U cilju ispitivanja moguce potencijalne primene nanokompozitnih
hidrogelova sa inkorporisanim nanocesticama srebra kao antimikrobnih agenasa,
antibakterijska aktivnost hidrogelova na bazi alginata i nanocestica srebra je
ispitivana u suspenzijama Staphylococcus aureus TL i Escherichia coli ATCC 25922
kao najceS¢e koriSCenim predstavnicima za Gram-pozitivnih, odnosno Gram-

negativnih vrsta bakterija.

Ag/alginatne mikrocestice koriS¢ene za ispitivanje antibakterijske
aktivnosti u suspenziji S. aureus su bile pre¢nika 390 + 20 pm sa koncentracijom
nanocestica srebra od 1,2 * 0,05 mM, dok su mikrocestice ispitivane u suspenziji
E. coli bile prec¢nika 480 +* 20 pum sa koncentracijom nanocestica srebra od
1,7 + 0,2 mM. Suve mikroCestice su dobijene suSenjem odgovarajucih vlaznih
mikrocestica do konstantne mase i imale su precnik u oba slucaja oko 200 pm. U
bakterijske suspenzije su unete iste koli¢ine vlaznih mikrocestica (4 g) dok je
kolicina suvih mikrocestica odgovarala istoj koli¢ini od 4 g vlaznih mikrocestica
pre suSenja. Na taj nacin je obezbedena uporednost bakterijskih kultura sa vlaznim

i suvim mikrocesticama.

Oba tipa mikrocestica, vlazne i suve, nakon 1 h inkubacije u suspenziji

S. aureus su dovele do blagog smanjenja koncentracije bakterija sa 10> CFU/ml na
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104 CFU/ml (tabela 4.5). Medutim, u narednih 23 h vrednost koncentracije
bakterija je rasla i dostigla vrednost od ~10¢ CFU/ml. Ipak, ova vrednost je
znacajno niZa nego u kontrolnoj grupi nakon 24 h inkubacije pri ¢emu je sniZenje

iznosilo skoro 3 logaritamske jedinice.

Tabela 4.5. Broj kolonija Staphylococcus aureus TL u kontrolnoj suspenziji i
suspenzijama sa vlaznim, odnosno suvim Ag/alginatnim mikrocCesticama u

koncentraciji od 0,4 g/ml racunato na vlaznu masu mikrocestica

Inicijalno 1h 24h

Kontrola (CFU/ml) 3,8 x10° 6,6 x 10> 2,7 x 10°

Vlazne mikrocestice

3,8x105 | (9,5+21)x10*| (6,9+1,3) x 106
(CFU/ml)

Suve mikrocestice

(3,7+0,3) x 105| (9,5 +4,9) x10* | (5,3 +2,8) x 106
(CFU/ml)

Sli¢ni rezultati dobijeni i u suspenziji E. coli gde se pocCetna koncentracija
bakterija od 10® CFU/ml smanjila nakon 1 h na 104 CFU/ml i 10> CFU/ml u
prisustvu vlaznih i suvih mikrocestica, redom (tabela 4.6). U narednih 23 h
koncentracija bakterija je rasla u prisustvu vlaznih mikrocestica i dostigla vrednost
od ~10¢ CFU/ml. U prisustvu suvih mikrocestica koncentracija bakterija je u
jednom uzorku rasla do sli¢ne vrednosti od 8,5 x 10® CFU/ml kao u prisustvu
vlaznih mikrocestica, dok je u drugom opala na 8,6 x 103 CFU/ml. Ovaj rezultat u
drugom uzorku se moZe objasniti eksperimentalnom greSkom ili veéim
varijacijama otpuStenih koncentracija srebra u slucaju suvih mikrocestica usled

istovremenog bubrenja mikrocestica i otpusStanja srebra.
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Tabela 4.6. Broj kolonija Escherichia coli ATCC 25922 u kontrolnoj suspenziji i
suspenziji sa vlaznim i suvim Ag/alginatnim mikrocesticama u koncentraciji

0,4 g/ml racunato na vlaznu masu mikrocestica

Inicijalno 1h 24h

Kontrola (CFU/ml) 2,8 x 106 7,6 x 106 2,3 x10°

Vlazne mikrocestice
(1,7 £0,2)x 10%| (8,3+0,3) x10% | (3,1 £1,5) x 10¢

(CFU/ml)

Suve mikrocestice 8,5 x 106
(2,2+0,4) x10%| (5,0 +3,7) x 105

(CFU/ml) 8,6 x 103

Da bi se objasnio uticaj Ag/alginatnih mikrocestica na bakterijsku kulturu
izveden je analogni eksperiment u fizioloSkom rastvoru pod istim uslovima
koriS¢enjem vlaznih Ag/alginatnih mikrocestica sa koncentracijom nanocestica
srebra od 1,38 + 0,02 mM i precnika 440 + 20 um i suvih Ag/alginatnih
mikrocestica sa koncentracijom nanocestica srebra od 1,21 + 0,04 mM i prec¢nika
320 * 60 pm. Koncentracije otpuStenih slobodnih jona srebra se nisu znacajno
razlikovale u svim uzorcima i srednja izmerena vrednost je iznosila
0,53 * 0,06 pg/ml. Ova vrednost odgovara rezultatima koncentracije slobodnih
jona srebra dobijenim prilikom ispitivanja citotoksi¢nosti Ag/alginatnih
mikrocestica (odeljak 4.3.2.2). Medutim, kada je izmeren ukupan sadrzaj
otpusStenog srebra kao Ag* i AgCl u fizioloSkom rastvoru dobijene su razlicite
vrednosti. Za vlazne mikrocestice koncentracije ukupnog otpusStenog srebra su
iznosile 0,58 * 0,09 pg/ml posle 1 hi 10,3 * 3,0 ug/ml posle 24 h. Ove vrednosti za
suve mikrocestice su iznosile 1,67 + 0,62 pg/ml i 2,44 + 0,05 pg/ml, nakon 1 h i
24 h, redom. Dobijeni rezultati ukazuju da otpusStanje srebra iz Ag/alginatnih
mikrocestica u opsegu koncentracija od 0,6-10 pg/ml u rastvoru ima pribliZno

bakteriostatski efekat.
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4.4 IN VIVO ISPITIVANJA

U cilju ispitivanja potencijalne primene Ag/alginatnih nanokompozita kao
obloga za rane praceno je zarastanje rana na modelu opekotina II stepena kod
pacova i miSeva, kao i na modelu nekroze kod pacova pri ¢emu su rane bile
tretirane razli¢itim formama nanokompozita. Koriséeni su koloidni rastvori
opisani u poglavlju 4.1.4, vlazna i suva mikrovlakna opisana u poglavlju 4.2.5 i suva

mikrovlakna sa medom opisana u poglavlju 4.2.6.

4.4.1 UTICAJ Ag/ALGINATNIH NANOKOMPOZITA NA ZARASTANJE OPEKOTINA
I STEPENA KOD PACOVA

Model opekotina II stepena kod pacova je KkoriS¢en za ispitivanje
potencijalne primene Ag/alginatnih nanokompozita u nekoliko oblika u tretmanu
rana pri ¢emu je makroskopski i mikroskopski pra¢eno zarastanje rana u toku
vremena. Ispitivani su uticaji Ag/alginatnog koloidnog rastvora, vlaZznih i suvih
Ag/alginatnih mikrovlakana, kao i komercijalane kreme sa srebrom u obliku
srebro sulfodiazina i komercijalne obloge na bazi kalcijum-alginatnih
mikrovlakana sa jonskim srebrom. Izvedene su dve eksperimentalne serije sa dve
kontrolne grupe kod kojih su opekotine samo dnevno ispirane fizioloSkim
rastvorom. Na slici 4.52 je prikazana opekotina II stepena kod pacova nakon

indukcije.

Slika 4.52. Opekotina II stepena kod muzjaka Wistar pacova nakon indukcije
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4.4.1.1 ISPITIVANJE EFIKASNOSTI Ag/ALGINATNOG KOLOIDNOG RASTVORA
SA ASKORBINSKOM KISELINOM NA MODELU OPEKOTINA II STEPENA KOD
PACOVA

Efikasnost Ag/alginatnog koloidnog rastvora za zarastanje rana opekotina
Il stepena na pacovima je uporedena sa komercijalnom kremom i netretiranom
kontrolnom grupom (grupa G1). Naime, Ag/alginatni koloidni rastvor je sadrzao
nanocestice srebra u koncentraciji od 1 mM, rastvor Na-alginata koncentracije
1,73 mas.% i askorbinsku kiselinu u koncentraciji od 0,1 mg/ml. Rastvori su imali
pH ~7. Komercijalna krema koja je koriS¢ena je Siroko primenjivana u tretmanu
rana sa farmakoloski aktivnom supstancom srebro sulfodiazinom u koncentraciji
od 1 mas.%. Nakon indukovanja opekotine, rane u grupi G2 su svakodnevno
tretirane sa 155 * 21 mg komercijalne kreme, a u grupi G3 sa 120 pl koloidnog
rastvora sa askorbinskom kiselinom. Tokom ispitivanja, sve Zivotinje su se
ponaSale normalno, i nije detektovana infekcija rana bilo makroskopski bilo

mikroskopski.

Na slici 4.53 je prikazana zavisnost povrSine opekotine od vremena za sve
tri ispitivane grupe gde se na osnovu kontrakcije rane procenjuje ozdravljenje

rane.
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Slika 4.53. Zavisnost povrSine opekotine od vremena za kontrolnu grupu (G1),
grupu tretiranu komercijalnom kremom (G2) i grupu tretiranu Ag/alginatnim
koloidnim rastvorom (G3) (eksperimentalni podaci su srednje vrednosti najmanje

3 merenja)

Eksperimentalna merenja su pokazala da je posle jednog dana od izazivanja
termickih povreda, povrSina rane iznosila 154,42 + 12,14 mm?, $to je oko 2 puta
viSe u odnosu na pocetnu povrsinu opekotine (78,5 mm?Z). Potom su rane u svim
grupama pocele da se kontinualno kontrahuju sve do potpune obnove tkiva, s'tim
da je brze zarastanje opekotine zapaZeno u tretiranim grupama u odnosu na
netretiranu kontrolu. U grupama G2 i G3 kraste su otpale izmedu 10-og i 12-og
dana od indukcije povrede, a do potpunog zarastanja rana je doslo nakon 21-og
dana (slika 4.54). U kontrolnoj grupi G1 kraste su otpale izmedu 15-0g i 16-og dana
od indukcije povrede, a do potpunog zarastanja doSlo je nakon 25 dana (slika
4.54). Treba primetiti da iako se rezultati nisu statisticki znacajno razlikovali,
zarastanje opekotina je bilo blago efikasnije u grupi koja je tretirana Ag/alginatnim

koloidnim rastvorom u odnosu na tretman komercijalnom kremom.
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Slika 4.54. Klinicka evaluacija ozdravljenja opekotina drugog stepena kod muzjaka
Wistar pacova u kontrolnoj grupi (G1), grupi tretiranoj komercijalnom kremom
(G2) i grupi tretiranoj Ag/alginatnim koloidnim rastvorom (G3): A) termicke lezije
4 dana posle izazivanja opekotine; B) termicke lezije 11 dana posle izazivanja

opekotine; C) termicke lezije 21 dan posle indukovanja opekotine

Makroskopski nalazi su potkrepljeni i rezultatima histopatoloske analize.
Na slikama 4.55, 4.56, 4.57 su prikazani reprezentativni histopatoloski preseci
koZe 4 dana nakon indukcije opekotine uzoraka razli¢itih grupa. MoZe se uociti
edem, pocetak reepitelizacije i angiogeneze, brojni neutrofili, makrofagi, kao i
granulaciono tkivo sastavljeno od fibroblasta i novostvorenih krvnih sudova, pri
¢emu plavo obojenje ukazuje na prisustvo kolagenih vlakana. Analiza preseka koZe
ukazuje na gust subepidermalni infiltrat od neutrofila u svim ispitivanim grupama
$to odgovara inflamatornoj fazi zarastanja rana (tabela 4.7). Takode, zapaza se da
je u grupi G3 edem manje izraZzen u odnosu na kontrolnu grupu (G1) i grupu
tretiranu komercijalnom kremom (G2) i ova razlika je statisticki znacajna (p<0,05).

MozZe se uociti i da je pocetak reepitelizacije i angiogeneze nesto izraZeniji u grupi
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G3 u odnosu na grupe G1 i G2, ali ove promene nisu bile statisticki znacajne.
Takode, u grupi G3 je detektovani veci broj makrofagi u odnosu na ostale grupe i

ova razlika je bila statisticki zanacajna (p<0,05).

Slika 4.55. HistopatoloSki nalaz koZe 4 dana nakon indukcije opekotine kod
kontrolne grupe (G1): A) crna strelica pokazuje pocetak reepitelizacije; H&E
bojenje, uvelicanje 100x; B) crne strelice oznacavaju edem pri cemu plavo obojenje
predstavlja kolagena vlakna; Mason trihrom bojenje, uvelicanje 200x; C) bela
strelica oznacava subepidermalni infiltrat od neutrofila, crne strelice oznacavaju
retke makrofage, dok crvene strelice oznacavaju novostvorene krvne sudove; H&E
bojenje, uvelicanje 200x; D) crne strelice oznacavaju fibroblaste; H&E bojenje,

uveli¢anje 400x
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Slika 4.56. Histopatoloski nalaz koZe 4 dana nakon indukcije opekotine kod grupe
tretirane komercijalnom kremom (G2): A) bele strelice oznacavaju subepidermalni
infiltrat od neutrofila, crvena strelica oznacava novostvoreni krvni sud, dok crna
strelica pokazuje pocetak reepitelizacije; H&E bojenje, uvelicanje 100x; B) crne
strelice oznacCavaju edem pri ¢emu plavo obojenje predstavlja kolagena vlakna;
Mason trihrom bojenje, uvelicanje 200x; C) crne strelice oznacavaju makrofage,
dok crvene strelice oznacavaju novostvorene krvne sudove; H&E bojenje
uveli¢anje 200x;D) crne strelice oznacavaju fibroblaste; H&E bojenje, uvelicanje

400x
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Slika 4.57. Histopatoloski nalaz koZe 4 dana nakon indukcije opekotine kod grupe
tretirane Ag/alginatnim koloidnim rastvorom (G3): A) bele strelice oznacavaju
subepidermalni infiltrat od neutrofila, crvene strelice oznacavaju novostvorene
krvne sudove, dok crna strelica pokazuje pocetak reepitelizacije; H&E bojenje,
uvelicanje 100x; B) crne strelice oznacavaju edem pri ¢emu plavo obojenje
predstavlja kolagena vlakna; Mason trihrom bojenje, uvelicanje 200x;
C) crne strelice oznacavaju makrofage; H&E bojenje, uvelicanje 200x; D) crne
strelice oznacavaju fibroblaste, a crvena strelica oznacava novostvoreni krvni sud;

H&E bojenje, uvelicanje 400x

Na slikama 4.58, 4.59 i 4.60 su prikazani reprezentativni histopatoloski
preseci koZe 11 dana nakon indukovanja opekotine u razli¢itim grupama na kojima
se mogu uoCiti edem, reepitelizacija i angiogeneza, neutrofili, makrofagi, kao i
fibroblasti pri ¢emu plavo obojenje ukazuje na prisustvo kolagenih vlakana.
Histopatoloska analiza preseka koZe pokazala je da u uzorcima koZe Zivotinja svih

grupa postoji umereni subepidermalni neutrofilni ¢elijski infiltrat, kao i izraZena
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angiogeneza Sto odgovara proliferativnoj fazi zarastanja rana (tabela 4.7). Takode
su i makrofagi prisutni u svim uzorcima, ali njihov broj varira, pa su tako u grupi
G1 u svim uzorcima prisutni u velikom broju, dok u grupama G2 i G3 broj varira od
slu¢aja do slucaja. Reepitelizacija je uoCena u svim slucajevima, s’tim $to je u grupi
G3 najizraZenija, ali nije nadena statisticki znacajna razlika u odnosu na druge dve
grupe (G1 i G2). U vecini slucajeva svih ispitivanih grupa postoji manji broj
fibroblasta uz lakostepenu fibrozu, dok je edem tkiva slabo izraZen u grupama G1 i

G2, au grupi G3 primecen kod 2 od 3 Zivotinje.

Slika 4.58. Histopatoloski nalaz koze 11 dana nakon indukcije opekotine kod
kontrolne grupe (G1): A) crna strelica pokazuje reepitelizaciju; H&E bojenje,
uvelicanje 12,5x; B) crne strelice oznacavaju edem, bela strelica oznacava
subepidermalni infiltrat od neutrofila; H&E bojenje, uvelicanje 400x; C) crne
strelice oznacavaju makrofage, dok crvena strelica oznacava novostvoreni krvni
sud; H&E bojenje, uvelicanje 400x; D) crne strelice oznacavaju fibroblaste, crvene
strelice oznaCavaju novostvorene krvne sudove, pri c¢emu plava obojenje

predstavlja kolagena vlakna; Mason trihrom bojenje, uveli¢anje 400x
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Slika 4.59. Histopatoloski nalaz koze 11 dana nakon indukcije opekotine kod
grupe tretirane komercijalnom kremom (G2): A) crne strelice pokazuju
reepitelizaciju; H&E bojenje, uvelicanje 12,5x; B) crne strelice oznacavaju edem,
bela strelica pokazuje neutrofile, dok crvena oznacava novostvoreni krvni sud;
H&E bojenje, uvelicanje 400x; C) crne strelice oznacavaju makrofage, bele strelice
pokazuju fibroblaste, dok crvena oznacava novostvoreni krvni sud; H&E bojenje,
uvelicanje 400x; D) crvene strelice oznaCavaju novostvorene krvne sudove pri
Cemu plavo obojenje predstavlja kolagena vlakna; Mason trihrom bojenje,

uvelicanje 400x
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Slika 4.60. Histopatoloski nalaz koZe 11 dana nakon indukcije opekotine kod
grupe tretirane Ag/alginatnim koloidnim rastvorom (G3): A) crne strelice
pokazuju pocetak reepitelizacije; H&E bojenje, uveli¢anje 12,5x; B) crne strelice
oznacavaju edem, dok bele strelice pokazuju neutrofile; H&E bojenje, uvelicanje
400x; C) crne strelice oznacavaju makrofage, dok crvene strelice oznacavaju brojne
novostvorene krvne sudove; H&E bojenje, uvelicanje 400x; D) bela strelica
pokazuje reepitelizaciju, crne strelice pokazuju fibroblaste, pri ¢emu plavo

obojenje predstavlja kolagena vlakna; Mason trihrom bojenje, uveli¢canje 400x

Na slikama 4.61, 4.62 i 4.63 su prikazani reprezentativni histopatoloski
preseci koZe 21 dan nakon indukcije opekotine u razli¢itim grupama na kojima se
mogu uociti retki neutofili, makrofagi, fibroblasti, kolagena vlakna, kao i
reepitelizacija i angiogeneza. Analizom histopatoloSkih preseka utvrdeno je
odsustvo subepidermalnih neutrofila kod grupe G3, za razliku od grupa G1 i G2,
gde su se mogli videti retki neutrofili i ovaj nalaz je bio statisticki znacajan
(p<0,05) (tabela 4.7). Takode, uoceno je i odsustvo edema u sve tri ispitivane

grupe. Angiogeneza je u svim grupama bila manje izraZena u poredenju sa njenim
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intenzitetom u prethodnoj eksperimentalnoj tacki i u tretiranim grupama G2 i G3
je bila lakostepena, dok je u kontrolnoj grupi G1 bila umerenog stepena. Takode,
uoceno je i smanjenje broj makrofaga u odnosu na prethodnu eksperimentalnu
tacku, dok je reepitelizacija napredovala i u grupama G1 i G2 je obuhvatila vise od
2/3 opecene povrsine, dok je u grupi G3 bila potpuna. Veliki broj fibroblasta se
uoCava u svim grupama, ali je znacajna koli¢ina novosintetisanog kolagena

zapazena u grupi G3.

Slika 4.61. Histopatoloski nalaz koZe 21 dan nakon indukcije opekotine kod
kontrolne grupe G1: A) bela strelica oznaCava subepidermalni infiltrat od
neutrofila, crne strelice pokazuju reepitelizaciju; H&E bojenje, uvelicanje 100x;
B) crvene strelice oznacavaju novostvorene krvne sudove pri cemu plavo obojenje
predstavlja kolagena vlakna; Mason trihrom bojenje, wuveliCanje 400x;
C) crne strelice oznacavaju makrofage, dok crvena strelica oznac¢ava novostvoreni
krvni sud; H&E bojenje, uvelicanje 400x; D) crne strelice oznacavaju fibroblaste,

crvena strelica oznacava novostvoreni krvni sud; H&E bojenje, uvelicanje 400x
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Slika 4.62. Histopatoloski nalaz koZe 21 dan nakon indukcije opekotine kod grupe
tretirane komercijalnom kremom (G2): A) bela strelica oznacava subepidermalni
infiltrat od neutrofila, crne strelice pokazuje reepitelizaciju; H&E bojenje,
uvelicanje 100x; B) crvene strelice oznacavaju novostvorene krvne sudove pri
¢emu plavo obojenje predstavlja kolagena vlakna; Mason trihrom bojenje,
uvelicanje 400x; C) crne strelice oznacavaju makrofage, dok crvena oznacava
novostvoreni krvni sud; H&E bojenje, uvelicanje 400x; D) crne strelice oznacavaju
fibroblaste, a crvene strelice oznacavaju novostvorene krvne sudove; H&E bojenje,

uvelicanje 400x
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Slika 4.63. Histopatoloski nalaz koZe 21 dan nakon indukcije opekotine kod grupe
tretirane Ag/alginatnim koloidnim rastvorom (G3): A), crne strelice pokazuju
potpunu reepitelizaciju; H&E bojenje, uvelicanje 100x; B) crvene strelice
oznacavaju novostvorene krvne sudove pri ¢emu plavo obojenje predstavlja
kolagena vlakna; Mason trihrom bojenje, uvelicanje 400x; C) crne strelice
oznacavaju makrofage; H&E bojenje, uveli¢anje 400x; D) crne strelice oznacavaju
brojne fibroblaste, dok crvene strelice oznacavaju novostvorene krvne sudove;

H&E bojenje, uvelicanje 400x

U tabeli 4.7 su sumirani rezultati histopatoloSke analize uzoraka tkiva koze
Zivotinja svih grupa odnosno opecenih netretiranih Zivotinja (G1), Zivotinja
tretiranih komercijalnom kremom (G2) i Zivotinja tretiranih Ag/alginatnim

koloidnim rastvorom sa askorbinskom kiselinom (G3).
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Tabela 4.7. Sumarni prikaz rezultata histopatoloske analize tkiva koZe opecenih
netretiranih Zivotinja (G1), tretiranih komercijalnom kremom (G2) i tretiranih

Ag/alginatnim koloidnim rastvorom sa askorbinskom kiselinom (G3)

Vreme
(dan) Parametar G1 G2 G3
Broj Zivotinja 3 3 3
Reepitalizacija 0 0(0-1)+ 1(0-1)+
Angiogeneza 0,5(0-1)+ 0 1(0-2)+
4, Edem 2 3(2-3)+ 1+*ab
Fibroblasti 0 0 1(0-2)+
Makrofagi 0,5(0-1)+ 0 1(1-2)+"ab
Subepidermalni neutrofili 3+ 3+ 3+
Broj Zivotinja 3 3 3
Reepitalizacija 1(1-3)+ 1+ 2(1-2)+
Angiogeneza 3+ 3(2-3)+ 3+
11. Edem 1+ 1+ 0(0-1)+
Fibroblasti 1(1-2)+ 1+ 1+
Makrofagi 3 2(1-3)+ 2(2-3)+
Subepidermalni neutrofili 2(2-3)+ 3+ 2+
Broj Zivotinja 3 3 3
Reepitalizacija 3+ 3+ 3+
Angiogeneza 2+ 1(1-2)+ 1+*a
21. Edem 0 0 0
Fibroblasti 3+ 3(2-3)+ 3+
Makrofagi 2+ 2(1-3)+ 1(1-2)+
Subepidermalni neutrofili 1+ 1+ 0*ab

*a; znacajna razlika izmedu grupa G3 i G1 (p<0,05); *b: znacajna razlika izmedu
grupa G3 i G2 (p<0,05); p je raCunato Man-Vitni (Mann-Whitney) testom.
Subepidermalni neutrofili, angiogeneza, edem, broj fibroblasta i makrofaga su

procenjivani prema procentu njihovih gustina na 40x uvecanoj zoni opekotine.
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Skorovanje pomenutih parametara se odredivalo na slede¢i nacin: 0 - izmedu 0 i
10%; 1 - izmedu 10 i 40%; 2 - izmedu 40 i 70% i 3 -izmedu 70 i 100%. Trajanje
reepitelizacije je procenjivano na 40x uvecanim sekcijama. Skorovanje je bilo 0 -
kada nije bilo reepitelizacije, 1 - kada je reepitelizovalo do 1/3 opecene povrsSine, 2
- kada je reepitelizovalo do 2/3 opecene povrsine, 3 - kada je reepitelizovalo viSe

od 2/3 opecene povrsine.

4.4.1.2 ISPITIVANJA EFIKASNOSTI Ag/ALGINATNIH MIKROVLAKANA NA MODELU
OPEKOTINA II STEPENA KOD PACOVA

Efikasnost Ag/alginatnih mikrovlakana za zarastanje rana je ispitivana in
vivo na opekotinama II stepena kod pacova pri ¢emu su vlaZna i suva mikrovlakna
uporedena sa komercijalnom oblogom za rane i netretiranom kontrolnom grupom
(G1). Mikrovlakna koriS¢ena u ovoj studiji su opisana u poglavlju 4.2.5, sa
koncentracijom nanocCestica u vlaznim i suvim mikrovlaknima od 1,5 + 0,3 mM i
1,6 £ 0,5 mM, redom. Komercijalna obloga za rane koriS¢ena u ovoj studiji je na
bazi suvih Ca-alginatnih mikrovlakana (pre¢nik 15 * 4 pm) i jona srebra u
koncentracij od 7,24 * 0,37 mas.%. Nakon indukovanja opekotine, rane su
svakodnevno tretirane u grupi G2 sa 24 + 2 mg komercijalne obloge, u grupi G3 sa
216 * 14 mg vlaznih Ag/alginatnih mikrovlakana i u grupi G4 sa 9 + 1 mg suvih
Ag/alginatnih mikrovlakana $to odgovara pribliZzno istoj masi vlaznih vlakana.
Tokom ispitivanja, sve Zivotinje su se ponaSale normalno, i nije detektovana

infekcija rana bilo makroskopski bilo mikroskopski.

Na slici 4.64 je prikazana zavisnost povrSine opekotine rane od vremena za
sve Cetiri ispitivane grupe gde se na osnovu kontrakcije rane procenjuje
ozdravljenje rane. Nakon jednog dana od indukcije opekotine, povrSine rana se
nisu znacajno razlikovale izmedu eksperimentalnih grupa i iznosile su oko
159,7 + 35,4 mm? Sto je ~2 puta viSe u odnosu na pocetnu opekotinu (78,5 mm?2).
Potom su rane pocele da se kontinualno kontrahuju u svim ispitivanim grupama do

potpune obnove tkiva (slika 4.64).
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Slika 4.64. Zavisnost povrSine opekotine od vremena za kontrolnu grupu (G1),
grupu tretiranu komercijalnom Ca-alginatnom oblogom sa jonskim srebrom (G2),
grupu tretiranu vlaznim Ag/alginatnim mikrovlaknima (G3) i grupu tretiranu
suvim Ag/alginatnim mikrovlaknima (G4) (eksperimentalni podaci predstavljaju

srednju vrednost najmanje 3 merenja)

Na osnovu dobijenih rezultata moZe se uociti da su se rane brZze kontrahovale u
tretiranim grupama u odnosu na netretiranu kontrolu. Medutim, i ovde nema
statisti¢ki znacajnih razlika izmedu dobijenih rezultata u tretiranim grupama gde
je do potpunog zarastanja doslo istog dana. Kraste su u grupama G2, G3 i G4 otpale
izmedu 10-og i 12-0og dana od indukcije povrede, dok je do potpunog zarastanja
rana doslo nakon 19 dana (slika 4.65). Kod kontrolne grupe (G1) je koriS¢ena
kontrola opisana u poglavlju 4.4.1.2 kod koje su kraste otpale izmedu 15-0g i 16-og
dana od indukcije povrede, dok je do potpunog zarastanja rana dosSlo nakon

25 dana.
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Slika 4.65. Klinicka evaluacija ozdravljenja opekotina drugog stepena kod muzjaka

Wistar pacova u kontrolnoj grupi (G1), grupi tretiranoj komercijalnom
Ca-alginatnom oblogom sa jonskim srebrom (G2), grupi tretiranoj vlaZnim
Ag/alginatnim mikrovlaknima (G3) i grupi tretiranoj suvim Ag/alginatnim
mikrovlaknima (G4): A) termicke lezije posle 4 dana od izazivanja opekotine;
B) termicke lezije posle 11 dana od izazivanja opekotine; C) termicCke lezije posle

19 dan od indukovanja opekotine

Makroskopski dobijeni podaci su potkrepljeni histopatoloSkom analizom

nakon 4, 11 i 19 dana od indukcije opekotine.

Na slikama 4.55, 4.66, 4.67, i 4.68 su prikazani reprezentativni
histopatoloski nalazi preseka koZe 4 dana nakon indukovanja opekotine u
razlicitim grupama gde se moZe uociti, edem, neutrofili makrofagi, kao i
reepitelizacija i angiogeneza pri ¢emu plavo obojenje predstavlja kolagena vlakna.
Histopatoloska analiza preseka koze pokazala je da u uzorcima koze Zivotinja svih
grupa postoji gust subepidermalni infiltrat od neutrofila S$to odgovara
inflamatornoj fazi procesa zarastanja rane (tabela 4.8). Takode, uocava se edem u
svim ispitivanim grupama, ali je izraZeniji u tretiranim grupama G2, G3 i G4 u
odnosu na netretiranu kontrolnu grupu G1. Makrofagi su uoceni u manjem broju

kod svih ispitivanih grupa. Pocetak reepitelizacije se uocava kod svih Zivotinja
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grupe G4, kod 2 od 3 Zivotinje grupe G3 i kod 1 od 3 Zivotinje u grupama G2 i G1.

Kod svih Zivotinja grupa G3 i G4 uocava se pocetak angiogeneze, dok je u grupi G2

prisutan kod 2 od 3 Zivotinje, odnosno kod 1 od 3 Zivotinje u grupi G1.

Slika 4.66. Histopatoloski nalaz koZe 4 dana nakon indukcije opekotine kod grupe
tretirane komercijalnom Ca-alginatnom oblogom sa jonskim srebrom (G2): A) bele
strelice oznacavaju subepidermalni infiltrate sastavljen od neutrofila, dok crna
strelica pokazuje reepitelizaciju; H&E bojenje, uvelicanje 100x; B) bele strelice
oznacavaju edem pri ¢emu plavo obojenje predstavlja kolagena vlakna; Mason
trihrom bojenje, uvelicanje 400x; C) crvene strelice oznacavaju novostvorene
krvne sudove, dok crne strelice predstavljaju makrfage; H&E bojenje, uvelicanje

400x

|

T
Slika 4.67. Histopatoloski nalaz koZe 4 dana nakon indukcije opekotine kod grupe

tretirane vlaznim mikrovlaknima (G3): A) bela strelica oznacava subepidermalni
infiltrata od neutrofile, dok crna strelica pokazuje reepitelizaciju; H&E bojenje,
uvelicanje 100x; B) bele strelice oznaCavaju edem, crvena strelica oznacava
novostvoreni krvni sud pri ¢emu plavo obojenje predstavlja kolagena vlakna;
Mason trihrom bojenje, uvelicanje 400x; C) bele strelice oznacavaju
subepidermalni infiltrate sastavljen od neutrofila, dok crne strelice predstavljaju

makrofage; H&E bojenje, uvelicanje 400x
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Slika 4.68. Histopatoloski nalaz koZe 4 dana nakon indukcije opekotine kod grupe
tretirane suvim mikrovlaknima (G4): A) bela strelica oznacava subepidermalni
infiltrata sastavljen od neutrofila, dok crna strelica pokazuje reepitelizaciju; H&E
bojenje, uvelicanje 100x; B) bele strelice oznacavaju edem, crvene strelice
oznacavaju novostvorene krvne sudove pri ¢emu plavo obojenje predstavlja
kolagena vlakna; Mason trihrom bojenje, uvelicanje 400x; C) bele strelice
oznacavaju subepidermalni infiltrata sastavljen od neutrofile, crne strelice
predstavljaju makrfage, dok crvena strelica oznacavaja novostvoreni krvni sud;

H&E bojenje, uvelicanje 400x

Na slikama 4.58, 4.69, 4.70, 4.71 i 4.72 su prikazani reprezentativni
histopatoloski nalazi preseka koze 11 dana nakon indukovanja opekotine kod
razliitih grupa gde se ponovo mogu uociti neutrofili, makrogafi, fibroblasti, edem,
reepitelizacija i angiogeneza, kao i kolagena vlakna. Analiza histopatoloskih
preseka uzoraka koZe Zivotinja svih grupa je pokazala umereni subepidermalni
neutrofilni infiltrat, varijabilnu zastupljenost makrofaga u dermu, kao i izrazenu
angiogenezu Sto odgovara proliferativnoj fazi zarastanja rane (tabela 4.8). Edem
tkiva je lakog stepena kod svih ispitivanih Zivotinja, dok broj fibroblasta varira
izmedu ispitivanih grupa (postoji statisticka znacajnost u razlici u broju fibroblasta
izmedu grupa G2 i G4, p<0,05). Reepitelizacija se uocava kod svih Zivotinja i u
tretiranim grupama G2, G3 i G4 je umerena kod 2 od 3 Zivotinje (izmedu 1/31i2/3
povrsine opekotine), dok je kod po jedne Zivotinje iz svake grupe obuhvatala vise
od 2/3 povrsine opekotine. Kod kontrolne grupe G1 reepitelizacija je neSto manjeg

intenziteta u odnosu na tretirane grupe, ali ne postoji statisticki znacajna razlika.
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Slika 4.69. Histopatoloski nalaz koze 11 dana nakon indukcije opekotine kod
kontrolne grupe (G1): A) crne strelice pokazuju umerenu reepitelizaciju koja
obuhvata izmedu 1/3 i 2/3 povrSine opekotine; Mason trihrom bojenje, uvelicanje
12,5x; B) crne strelice oznacavaju fibroblaste, crvene strelice oznacavaju
makrofage, pri cemu plavo obojenje predstavlja kolagena vlakna; Mason trihrom
bojenje, uveliCanje 400x; C) bela strelica oznaCava subepidermalni infiltrat od
neutrofila, crvene strelice oznaCavaju novostvorene krvne sudove, dok crne

strelice pokazuju edem; H&E bojenje, uvelicanje 400x
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Slika 4.70. Histopatoloski nalaz koZe 11 dana nakon indukcije opekotine kod
grupe tretirane komercijalnom Ca-alginatnom oblogom sa jonskim srebrom (G2):
A) uzorak sa izrazenom reepitelizacijom: crne strelice pokazuju reepitelizaciju koja
obuhvata viSe od 2/3 povrsSine opekotine; Masono trihrom bojenje, uvelicanje
12,5x; B) uzorak sa umerenom reepitelizacijom: crne strelice pokazuju
reepitelizaciju koja obuhvata izmedu 1/3 i 2/3 povrSine opekotine; Mason trihrom
bojenje, uvelicanje 12,5x; C) crne strelice oznacavaju fibroblaste, crvene strelice
oznacavaju makrofage, dok bela strelica pokazuje reepitelizaciju pri ¢emu plavo
obojenje predstavlja kolagena vlakna; Mason trihrom bojenje, uvelicanje 400x;
D) bele strelice oznacavaju subepidermalni infiltrat od neutrofila, crvene strelice
oznacavaju novostvorene krvne sudove, dok crne strelice pokazuju edem; H&E

bojenje, uvelicanje 400x

178



Slika 4.71. Histopatoloski nalaz koZe 11 dana nakon indukcije opekotine kod
grupe tretirane vlaznim mikrovlaknima (G3): A) uzorak sa izraZzenom
reepitelizacijom: crne strelice pokazuju reepitelizaciju koja obuhvata viSe od 2/3
povrSine opekotine; Mason trihrom bojenje, uvelicanje 12,5x; B) uzorak sa
umerenom reepitelizacijom: crne strelice pokazuju reepitelizaciju koja obuhvata
izmedu 1/3 i 2/3 povrSine opekotine; Mason trihrom bojenje, uvelicanje 12,5x;
C) crne strelice oznacCavaju makrofage, bele strelice oznacavaju fibroblaste, dok
crvena strelica pokazuje novostvoreni krvni sud pri ¢emu plavo obojenje
predstavlja kolagena vlakna; Mason trihrom bojenje, uvelicanje 400x; D) bele
strelice oznacavaju subepidermalni infiltrat od neutrofila, crvena strelica

reepitelizaciju, dok crna strelica pokazuje edem; H&E bojenje, uvelicanje 400x
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Slika 4.72. Histopatoloski nalaz koze 11 dana nakon indukcije opekotine kod
grupe tretirane suvim mikrovlaknima (G4): A) uzorak sa izraZenom
reepitelizacijom: crne strelice pokazuju reepitelizaciju koja obuhvata viSe od 2/3
povrsSine opekotine; Mason trihrom bojenje, uveli¢anje 12,5x; B) uzorak sa
umerenom reepitelizacijom: crne strelice pokazuju reepitelizaciju koja obuhvata
izmedu 1/3 i 2/3 povrSine opekotine; Mason trihrom bojenje, uvelicanje 12,5x;
C) crne strelice oznacCavaju makrofage, bele strelice oznacavaju fibroblaste, dok
crvena strelica pokazuje edem pri Cemu plavo obojenje predstavlja kolagena
vlakna; Mason trihrom bojenje, uvelicanje 400x; D) bele strelice oznacavaju
neutrofile, crvene strelice pokazuju novostvorene krvne sudove; H&E bojenje,

uvelicanje 400x
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Na slikama 4.73, 4.74, 4.75 i 4.76 su prikazani reprezentativni
histopatoloski nalazi preseka koze 19 dana nakon indukovanja opekotine razlicitih
grupa gde se mogu uociti retki neutrofili, makrogafi, fibroblasti, reepitelizacija i
angiogeneza, kao i kolagena vlakna. HistopatoloSka analiza preseka koZe je
pokazala prisustvo retkih neutrofila u subepidermalnoj regiji u grupama G1, G2 i
G3, dok kod Zivotinja iz grupe G4 nisu uoceni (tabela 4.8). Takode se makrofagi
uocCavaju kod svih ispitivanih grupa, ali su manje brojni u grupi G4 u odnosu na
ostale grupe. Veliki broj fibroblasta se uo€ava u svim ispitivanim grupama, ali je
koli¢ina novostvorenog kolagena nesto manja u grupi G3 u odnosu na grupe G2 i
G4. U svim analiziranim uzorcima koZe Zivotinja u grupama G2 i G3 postoji laka do
umerena angiogeneza, u grupi G4 je lakostepena, a u kontrolnoj grupi G1 se uocava
umerena angiogeneza kod 2 od 3 Zivotinje, dok je kod jedne Zivotinje bila izraZena.
Reepitelizacija je potpuna kod svih Zivotinja iz grupe G2 i G4, dok je to slucaj kod 2
od 3 Zivotinje u grupama G1 i G3. Kod po jedne Zivotinje iz grupa G1 i G3

reepitelizacija je izraZena i obuhvata vise od 2/3 povrsine opekotine.
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Slika 4.73. Histopatoloski nalaz koZe 19 dana nakon indukcije opekotine kod
kontrolne grupe (G1): A) uzorak sa potpunom reepitelizacijom: crne strelice
pokazuju potpunu reepitelizaciju; H&E bojenje, uvelicanje 40x; B) uzorak sa
izraZzenom reepitelizacijom: crne strelice pokazuju izraZenu reepitelizaciju koja
obuhvata vise od 2/3 povrsine opekotine, bela strelica pokazuje subepidermalni
infiltrat od neutrofila; H&E bojenje, uvelicanje 40x; C) crne strelice oznacavaju
makrofage, dok crvena strelica pokazuje novostvoreni krvni sud; H&E bojenje,
uvelicanje 400x; D) crne strelice oznacavaju fibroblaste, crvena strelica
novostvoreni krvni sud pri ¢emu plavo obojenje predstavlja kolagena vlakna;

Mason trihrom bojenje, uvelicanje 400x
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Slika 4.74. Histopatoloski nalaz koze 19 dana nakon indukcije opekotine kod

grupe tretirane komercijalnom Ca-alginatnom oblogom sa jonskim srebrom (G2):
A) crne strelice pokazuju potpunu reepitelizaciju; H&E bojenje, uvelicanje 40x; B)
crne strelice oznaCavaju makrofage, bele strelice retke neutrofile u
subepidermalnoj regiji; H&E bojenje, uvelicanje 400x; C) crne strelice oznacavaju
fibroblaste, crvene strelice novostvorene krvne sud pri ¢emu plavo obojenje

predstavlja kolagena vlakna; Mason trihrom bojenje, uveli¢anje 400x
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Slika 4.75. Histopatoloski nalaz koze 19 dana nakon indukcije opekotine kod
grupe tretirane vlaznim mikrovlaknima (G3): A) wuzorak sa potpunom
reepitelizacijom: crne strelice pokazuje potpunu reepitelizaciju; H&E bojenje,
uveli¢anje 40x; B) uzorak sa izrazenom reepitelizacijom: crna strelica pokazuje
izrazenu reepitelizaciju koja obuhvata viSe od 2/3 povrSine opekotine, bela strelica
pokazuje subepidermalni infiltrat od neutrofila, H&E bojenje, uvelicanje 40x;
C) crne strelice oznaCavaju makrofage, dok crvene strelice pokazuju novostvorene
krvne sudove; H&E bojenje, uvelicanje 400x; D) crne strelice oznacavaju
fibroblaste, crvene strelice novostvorene krvne sudove pri ¢emu plavo obojenje

predstavlja kolagena vlakna; Mason trihrom bojenje, uvelicanje 400x
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grupe tretirane suvim mikrovlaknima (G4): A) crne strelice pokazuju potpunu

reepitelizaciju; H&E bojenje, uveli¢anje 40x; B) crne strelice oznacavaju makrofage,
crvene strelice pokazuju novostvorene krvne sudove; H&E bojenje, uvelicanje
400x; C) crne strelice oznacavaju fibroblaste, crvene strelice oznacavaju
novostvorene krvne sudove pri ¢emu plavo obojenje predstavlja kolagena vlakna;

Mason trihrom bojenje, uveli¢anje 400x

U tabeli 4.8 su sumirani rezultati histopatoloske analize uzoraka tkiva koze
Zivotinja iz svih grupa odnosno opecenih netretiranih Zivotinja (G1), tretiranih
komercijalnom Ca-alginatnom oblogom sa jonskim srebrom (G2), tretiranih
vlaZznim Ag/alginatnim mikrovlaknima (G3), i tretiranih suvim Ag/alginatnim

mikrovlaknima (G4).
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Tabela 4.8. Sumarni prikaz rezultata histopatoloSke analize uzoraka tkiva koZe

opecenih netretiranih Zivotinja (G1), tretiranih komercijalnom Ca-alginatnom

oblogom

sa

jonskim

srebrom

(G2),

tretiranih

vlaznim Ag/alginatnim

mikrovlaknima (G3) i tretiranih suvim Ag/alginatnim mikrovlaknima (G4)

Vreme
(dan) Parametar G1 G2 G3 G4

Broj Zivotinja 3 3 3 3
Reepitalizacija 0 0(0-1)+ | 1(0-1)+ 1+¢
Angiogeneza 0,5(0-1)+ | 1(0-1)+ 1+ 1+

4 Edem 2+ 3+ 3+ 3+%¢
Fibroblasti 0 0 0 0(0-1)+
Makrofagi 0,5(0-1)+ | 0(0-1)+ | 0(0-1)+ | 1(0-1)+
Subepidermalni neutrofili 3+ 3+ 3+ 3+
Broj Zivotinja 3 3 3 3
Reepitalizacija 1(1-3)+ | 2(2-3)+ | 2(2-3)+ | 2(2-3)+
Angiogeneza 3+ 3+ 3+ 3+

11 Edem 1+ 1+ 1(1-2)+ 1+
Fibroblasti 1(1-2)+ 2+ 1+ 1+*d
Makrofagi 3 2(1-2)+ | 3(2-3)+ 2+
Subepidermalni neutrofili 2(2-3)3+ 2+ 2(1-2)+ | 1(1-2)+
Broj Zivotinja 3 3 3 3
Reepitalizacija 3+ 3+ 3+ 3+
Angiogeneza 2(2-3)+ 2(1-2)+ | 1(1-2)+ | 1(0-1)+

19 Edem 0 0 0 0
Fibroblasti 3(2-3)+ 3+ 3(2-3)+ | 3(2-3)+
Makrofagi 2(2-3)+ 3+ 2(1-2)+ [ 1(0-1)+
Subepidermalni neutrofili 1+ 1(0-1)+ | 1(0-1)+ 0

*a znacajana razlika izmedu grupa G1 i G2 (p<0,05), *» znacajana razlika izmedu

grupa G1 i G3 (p<0,05), *c znacajana razlika izmedu grupa G1 i G4 (p<0,05), *d

znacajana razlika izmedu grupa G2 i G4 (p<0,05). p je izracunato Man-Vitni (Mann-

Whitney)

testom.

Subepidermalni

neutrofili,

angiogeneza,

edem, gustina
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fibroblasta i makrofaga su procenjivani prema procentu njihovih gustina na 40x
uvecanoj zoni opekotine. Skorovanje pomenutih parametara se odredivalo na
sledeci nacin: 0 - izmedu 01 10%; 1 - izmedu 10 i 40%; 2 - izmedu 401 70% i 3 -
izmedu 70 i 100%. Trajanje reepitelizacije je procenjivano na 40x uvecanim
sekcijama. Skorovanje je bilo 0 - kada nije bilo reepitelizacije, 1 - kada je
reepitelizovalo do 1/3 opecene povrSine, 2 - kada je reepitelizovalo do 2/3

opecene povrsine, 3 - kada je reepitelizovalo viSe od 2/3 opecene povrSine.

4.4.2 ISPITIVANJA EFIKASNOSTI Ag/ALGINATNIH MIKROVLAKANA SA MEDOM
NA ZARASTANJE OPEKOTINA Il STEPENA KOD MISEVA

Efikasnost Ag/alginatnih mikrovlakana sa medom je ispitana in vivo na
opekotinama II stepena kod misSeva pri ¢emu su suva Ag/alginatna mikrovlakna sa
medom uporedena sa komercijalnom oblogom za rane i netretiranom kontrolnom
grupom (G1). Mikrovlakna koriS¢ena u ovoj studiji su opisana u poglavlju 4.2.6, pri
¢emu je koncentracija nanocestica iznosila 1,2 + 0,1 mM. Komercijalna obloga za
rane koriS¢ena u ovoj studiji je na bazi suvih Ca-alginatnih mikrovlaknima
(pre¢nika 20 * 4 um) koja su potopljena u kestenov med. Nakon indukovanja
opekotine, rane su svakodnevno tretirane u grupi G2 sa 84 + 7 mg komercijalne
obloge, a u grupi G3 sa 6,2 + 1,1 mg suvih Ag/alginatnih mikrovlakana sa medom.
Tokom ispitivanja, sve Zivotinje su se ponasSale normalno i nije detektovana

infekcija u ranama bilo makroskopski bilo mikroskopski.

Na slici 4.77 je prikazana zavisnost povrSine opekotine od vremena za sve
tri ispitivane grupe gde se na osnovu kontrakcije rane procenjuje ozdravljenje

rane.
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Slika 4.77. Zavisnost povrSine opekotine II stepena od vremena za kontrolnu
grupu (G1), grupu tretiranu komercijalnom Ca-alginatnom oblogom sa medom
(G2) i grupu tretiranu suvim Ag/alginatnim mikrovlaknima sa medom (G3)

(eksperimentalno dobijeni podaci su srednja vrednost najmanje 4 merenja)

Nakon izazivanja opekotine kod veéine misSeva, vidljive rane su se pojavile
posle 2-3 dana, a zatim su se postepeno uvecavale u svim ispitivanim grupama.
Tako je u grupi G3 maksimalna veliliina rane od 43 + 10 mm? dostignuta nakon 6
dana od indukcije opekotine, dok je u grupi G2 ta vrednost dostignuta nakon 7
dana i iznosila je 58,5 * 4,5 mm?Z. U kontrolnoj grupi G1 maksimalna povrSina rane
od 63,9 + 35 mm? je dostignuta posle 9 dana od indukcije opekotine. Kada su rane
dostigle maksimalnu povrSinu pocele su postepeno da se kontrahuju u svim
grupama sve dok potpuno nisu zarasle 21-og dana u grupama G2 i G3, dok je u
grupi G1 do potpunog zarastanja doslo nakon 24 dana od indukcije. Iako se i u
ovom slucaju moZe uociti da dobijeni rezultati nisu statisticki znacajno razliciti,
neSto brze zarastanje uz najmanje povrSine rana je dobijeno u grupi tretiranoj
suvim Ag/alginatnim mikrovlaknima sa medom (G3). Na slici 4.78 je prikazana
klinicka evaluacija ozdravljenja opekotina drugog stepena kod muZjaka

Mus musculus miSeva u kontrolnoj grupi (G1), grupi tretiranoj komercijalnom
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Ca-alginatnom oblogom sa medom (G2), i grupi tretiranoj suvim Ag/alginatnim

mikrovlaknima (G3).

Slika 4.78. Klinicka evaluacija ozdravljenja opekotina drugog stepena kod muZjaka
Mus musculus miSeva u kontrolnoj grupi (G1), grupi tretiranoj komercijalnom
Ca-alginatnom oblogom sa medom (G2), i grupi tretiranoj suvim Ag/alginatnim
mikrovlaknima (G3): A) termicke lezije 10 dana nakon izazivanja opekotine;

B) termicke lezije 21 dan nakon izazivanja opekotine

U svim ispitivanim grupama je takode pracen i stepen eritema koji je
vrednovan ocenama i to od 1-3: 1-bleda rana, 2-bleda rana sa crvenilom u sredini,
3-crvena rana (slika 4.79). I ovde rezultati nisu statisticki znacajno razliciti, ali se
moZe zapaziti da rana postaje bleda nakon 16 i 17 dana od indukcije opekotine u
grupama G3 i G2, redom, dok u kontrolnoj grupi G1 ona postaje bleda posle 20

dana od indukcije opekotine.
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Slika 4.79. Zavisnost stepena eritema od vremena za kontrolnu grupu (G1), grupu
tretiranu komercijalnom Ca-alginatnom oblogom sa medom (G2) i grupu tretiranu
Ag/alginatnim mikrovlaknima sa medom (G3) (eksperimentalno dobijeni podaci

su srednja vrednost najmanje 4 merenja)

Makroskopski dobijeni podaci su potkrepljeni i rezultatima histopatoloske

analize.

Na slikama 4.80, 4,81 i 4.82 su prikazani reprezentativni histopatoloski
nalazi preseka koZe nakon 10 dana od indukcije opekotine kod razli¢itih grupa gde
se mogu uociti krusta, neutrofili, limfociti, makrofagi, skeletna misi¢na vlakna,
fibroblasti, novostvoreni krvni sudovi, kao i kolagena vlakna. Histopatoloska
analiza preseka koZe ukazuje da nema znacajnih razlika izmedu ispitivanih grupa.
Tako se na povrSini opekotine kod svih ispitivanih grupa nalazi nekroti¢ni
epidermis i dermis sa neutrofilima. U dermisu ispod kruste uoceva se inflamatorni
infiltrat organizovan u dva sloja: i) prvi sloj je sacinjen od neutrofila, i ii) drugi sloj
je sacinjen od limfocita, neutrofila i makrofaga. Takode, se u dermisu uocava
granulaciono tkivo, Sto odgovara proliferativnoj fazi zarastanja rane. U sloju

skeletnih mici¢a uoCavaju se miSi¢na vlakna u regeneraciji.
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Slika 4.80. Histopatoloski nalaz koZe nakon 10 dana od indukcije opekotine kod
kontrolne grupe (G1): A) crvena strelica oznacava krustu, zelena strelica oznacava
prvi sloj inflamatornog infiltrate od neutrofila, dok crna strelica oznacava drugi sloj
inflamatornog infiltrata od limfocita, neutrofila i makrofaga; H&E bojenje,
uvelicanje 40x; B) crna strelica oznacava granulaciono tkivo, dok crvena strelica
oznacava skeletna miSi¢na vlakna u regeneraciji; H&E bojenje, uvelicanje 100x;
C) crvene strelice oznacavaju regeneraciju skeletnih miSi¢nih vlakana; H&E

bojenje, uvelicanje 200x

grupe tretirane komercijalnom Ca-alginatnom oblogom sa medom (G2): A) crvena

strelica oznacava krustu, zelena strelica oznacava prvi sloj inflamatornog infiltrata
od neutrofila, dok crna strelica oznacava drugi sloj inflamatornog infiltrata od
limfocita, neutrofila i makrofaga; H&E bojenje, uvelicanje 40x; B) crna strelica
oznacava granulaciono tkivo, dok crvena strelica oznacava skeletna miSi¢na vlakna
u regeneraciji; H&E bojenje, uvelicanje 100x; C) crvene strelice oznacavaju

regeneraciju skeletnih misi¢nih vlakana; H&E bojenje, uvelicanje 200x
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Slika 4.82. Histopatoloski nalaz koZe nakon 10 dana od indukcije opekotine kod

grupe tretirane suvim Ag/alginatnim mikrovlaknima sa medom (G3): A) crvena
strelica oznacava krustu, zelena strelica oznacava prvi sloj inflamatornog infiltrata
od neutrofila, dok crna strelica oznacava drugi sloj inflamatornog infiltrata od
limfocita, neutrofila i makrofaga; H&E bojenje, uvelicanje 40x; B) crna strelica
oznacava granulaciono tkivo, dok crvena strelica oznacava skeletna misi¢na vlakna
u regeneraciji; H&E bojenje, uvelicanje 100x; C) crvene strelice oznacavaju

regeneraciju skeletnih miSi¢nih vlakana; H&E bojenje, uvelicanje 200x

Na slikama 4.83, 4,84 i 4.85 su prikazani reprezentativni histopatoloski
nalazi preseka koze 21 dan nakon indukcije opekotine kod razlic¢itih grupa gde se
mogu uociti oZziljak, reepitelizacija, inflamatorne Ccelije, kolagena vlakna, kao i
skeletna miSi¢na vlakna. HistopatoloSka analiza isecaka tkiva koze Zivotinja iz sve
tri ispitivane grupe ukazuje na postojanje oziljka kod svih Zivotinja. Na mestima
oZiljaka uocava se potpuna reepitelizacija sa tanjim epidermisom u odnosu na
epidermis normalne koZe, dermis koji je izgraden od gustog vezivnog tkiva, kao i
nedostatak folikula dlaka. Takode, u svim ispitivanim grupama u dermisu se
uoCavaju inflamatorne cCelije s’tim da je kod grupe G2 prisutan veoma intenzivni
zapaljenski infiltrat, kod grupe G3 lakostepeni zapaljenski infiltrat, dok se kod
kontrolne grupe G1 uocavaju pojedinacni neutrofili. Skeletna misSi¢na vlakna su u
potpunosti regenerisana kod grupe G3, dok se kod grupa G1 i G2 i dalje uocava

proces regeneracije.
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Slika 4.83. Histopatoloski nalaz koze nakon 21 dana od indukcije opekotine kod

kontrolne grupe (G1): A) crne strelice oznacavaju koZu oko mesta povrede sa
folikulima dlaka (crvene strelice); H&E bojenje, uvelicanje 40x; B) oziljak na
mestima prethodno nanete povrede, crne strelice oznacCavaju potpunu
reepitelizaciju, crvena strelica pokazuje gusto vezivno tkivo dermisa pri ¢emu
plavo obojenje predstavlja kolagena vlakna; Mason trihrom bojenje, uveli¢anje
40x; C) crne strelice oznacavaju inflamatorne celije u dermisu; H&E bojenje,
uveli¢anje 100x; D) crvene strelice oznacavaju skeletna miSi¢na vlakna u procesu
regeneracije, crna strelica oznacava intaktna skeletna misi¢na vlakna; H&E bojenje,

uveli¢anje 200x
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Slika 4.84. Histopatoloski nalaz koZe nakon 21 dana od indukcije opekotine kod
grupe tretirane komercijalnom Ca-alginatnom oblogom sa medom (G2): A) Zuta
strelica oznaCava oZiljka na mestima prethodno nanete povrede, crne strelice
oznacavaju kozu oko mesta povrede sa folikulima dlaka (crvene strelice); H&E
bojenje, uvelicanje 40x; B) crne strelice oznacavaju potpunu reepitelizaciju, Zuta
strelica pokazuje gusto vezivno tkivo dermisa, crvena strelica oznacCava sloj
skeletnih miSi¢nih vlakana, pri ¢emu plavo obojenje predstavlja kolagena vlakna;
Mason trihrom bojenje, uvelicanje 40x; C) crne strelice oznacavaju inflamatorne
Celije u dermisu; H&E bojenje, uvelicanje 100x; D) crvena strelica oznacava

skeletna miSi¢na vlakna u procesu regeneracije; H&E bojenje, uvelicanje 200x
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Slika 4.85. Histopatoloski nalaz koZe nakon 10 dana od indukcije opekotine kod
grupe tretirane suvim Ag/alginatnim mikrovlaknima sa medom (G3): A) Zute
strelice oznacavaju oZiljka na mestima prethodno nanete povrede, crne strelice
oznacavaju koZu oko mesta povrede sa folikulima dlaka (crvene strelice); H&E
bojenje, uvelicanje 40x; B) crne strelice oznacavaju potpunu reepitelizaciju, Zuta
strelica pokazuje gusto vezivno tkivo dermisa, crvene strelice oznacavaju potpuno
formiran i diferenciran miSi¢ni sloj, pri cemu plavo obojenje predstavlja kolagena
vlakna; Mason trihrom bojenje, uvelicanje 40x; C) crne strelice oznacavaju
inflamatorne celije u dermisu, crvena strelica oznacava potpuno formiran i

diferenciran miSi¢ni sloj; H&E bojenje, uvelicanje 100x

4.4.3 UTICA] Ag/ALGINATNIH NANOKOMPOZITA NA ZARASTANJE HRONICNIH
RANA NA MODELU NEKROZE KOD PACOVA

U cilju ispitivanja potencijalne primene Ag/alginatnih nanokompozita u
tretmanu hronic¢nih rana, makroskopski i mikroskopski je pra¢eno zarastanje rana
na modelu nekroze kod pacova. Ispitivan je uticaj suvih Ag/alginatnih
mikrovlakana, suvih Ag/alginatnih mikrovlakana sa medom, kao i komercijalne
obloge na bazi Ca-alginatnih mikrovlakana sa jonskim srebrom i komercijalne
obloge na bazi Ca-alginatnih mikrovlakana koja su uronjena u kestenov med. Rane
koZe hronitnog karaktera na pacovima su indukovane intradermalnim
ubrizgavanjem doksorubicina (5 mg/ml). Rane su dostigle maksimalnu povrsSinu
oko 60 mm? nakon 14 dana od indukcije, a zatim su Zivotinje podvrgnute tretmanu
ispitivanim preparatima. Izvedene su dve eksperimentalne serije sa dve kontrolne
grupe kod kojih su hroni¢ne rane samo dnevno ispirane fizioloskim rastvorom. U
prvoj eksperimentalnoj seriji je ispitivana efikasnost suvih Ag/alginatnih

mikrovlakana na zarastanje hroni¢nih rana i uporedena sa komercijalnom
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Ca-alginatnom oblogom sa jonskim srebrom za rane i netretiranom kontrolnom
grupom. U drugoj eksperimentalnoj seriji je ispitivana efikasnost suvih
Ag/alginatnih mikrovlakana sa medom i uporedena sa komercijalnom

Ca-alginatnom oblogom za rane sa medom i netretiranom kontrolnom grupom.

Na slici 4.86 je prikazana zavisnost povrsine hroni¢ne rane od vremena za
dve netretirane kontrolne grupe kod kojih je pracen proces spontanog zarastanja
rane. Na osnovu dobijenih rezultata moZe se uociti da maksimalna povrsina
hroni¢ne rane koja je indukovana, iako nije statisticki znacajno razlicita, ipak nije
ista kod dve ispitivane kontrolne grupe, gde je iznosila 68 * 9,3 mm? kod prve i
60,7 £ 9,6 mm? kod druge kontrolne grupe. Nakon dostizanja maksimalne povrSine
rane u obe kontrolne grupe doSlo je do spontane kontrakcije rana, pri ¢emu je
nesto brza kontrakcija rane primecena kod kontrolne grupe 1. Na kraju ispitivanog
perioda nije bilo statisticki znacajne razlike u povrSini rane izmedu kontrolnih
grupa (25,6 £ 9 mm?2).
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Slika 4.86. Zavisnost povrSine hroni¢ne rane od vremena za kontrolnu grupu 1 i
kontrolnu grupu 2 (eksperimentalno dobijeni podaci predstavljaju srednju

vrednost najmanje 3 merenja)
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Dobijeni rezultati navode na zakljuak da je model nekroze komplikovan i
da proces razvijanja hroni¢ne rane nije dovoljno dobro kontrolisan Sto se odrazilo i

na rezultate ispitivanih grupa.

4.4.3.1 ISPITIVANJA EFIKASNOSTI SUVIH Ag/ALGINATNIH MIKROVLAKANA
NA MODELU NEKROZE KOD PACOVA

U prvoj eksperimentalnoj seriji suva Ag/alginatna mikrovlakna su
uporedena sa komercijalnom oblogom za rane i netretiranom kontrolnom grupom
1 (slika 4.86). Mikrovlakna koriS¢ena u ovoj studiji su opisana u poglavlju 4.2.5 i
imala su koncentraciju nanocestica srebra od 0,6 + 0,06 mM. Komercijalna obloga
za rane KkoriS¢ena u ovoj studiji je na bazi suvih Ca-alginatnih mikrovlakana
(prec¢nika 15 + 4 um) i jona srebra u koncentracij od 7,24 + 0,37 mas.%, kao i u
eksperimentu opekotine na pacovima (poglavlje 4.4.1.2). Nakon dostizanja
maksimalne povrSine rane posle 14 dana od indukovanja, hronine rane su
svakodnevno tretirane u grupi G2 sa 17,6 + 2,6 mg komercijalne obloge, a u grupi
G3 sa 11,1 + 1,0 mg suvih Ag/alginatnih mikrovlakana. Tokom ispitivanja, sve
Zivotinje su se ponaSale normalno, ali je detektovana infekcija u ranama kod
odredenih Zivotinja iz grupa G1 i G2. Tako je kod jedne Zivotinje iz kontrolne grupe
G1 nakon 19 dana tretmana hronicne lezije, makroskopski uocena infekcija rane, a
mikrobioloSkom analizom je potvrdeno prisutvo meSovite infekcije
(Staphylococcus aureus, Escherichia coli i Klebsiella spp.), dok je kod jedne Zivotinje
iz iste grupe uocena infekcija nakon 28 dana tretmana histopatoloSkom analizom.
Takode, infekcija rane je makroskopski uocCena i kod jedne Zivotinje iz grupe G2
nakon 28 dana tretmana hronicne lezije. MikrobioloSkom analizom je i u ovom
slucaju potvrdeno prisutvo mesovite infekcije (Staphylococcus aureus, Escherichia

coli i Klebsiella spp.).

Za procenu zarastanja hroni¢nih rana pracena je zavisnost povrSine
hroni¢ne rane od vremena za sve tri ispitivane grupe (slika 4.87). Nakon 14 dana
od indukcije hronic¢ne lezije u sve tri grupe dostignuta je maksimalna veli¢ina rane
tako da je u grupi G1 njena vrednost iznosila 68 * 12,5 mm? u grupi G2

68 £ 9,3 mm?i u grupi G3 64,9 + 12,3 mmZ. U tretiranim grupama veli¢ina rane se
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nije menjale sve do tre¢eg dana, a u kontrolnoj grupi G1 se nije menjala sve do
Sestog dana od pocetka tretmana hronicne lezije. Zatim je u svim grupama doslo do

postepene kontrakcije rane sve do kraja ispitivanog perioda.
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Slika 4.87. Zavisnost povrSine hroni¢ne rane od vremena za kontrolnu grupu 1
(G1), grupu tretiranu komercijalnom Ca-alginatnom oblogom sa jonskom srebrom
(G2) i grupu tretiranu suvim Ag/alginatnim mikrovlaknima (G3) (eksperimentalno

dobijeni podaci predstavljaju srednju vrednost najmanje 3 merenja)

Na osnovu dobijenih rezultata moZe se zakljuciti da su povrSine rana sve do
18-0g dana od pocetka tretmana hronicne lezije bile manje u tretiranim grupama
G2 i G3, u odnosu na netretiranu kontrolu G1, i to su bile manje u grupi koja je
tretirana komercijalnom oblogom u odnosu na grupu tretiranu suvim
Ag/alginatnim mikrovlaknima. Medutim, i ovde treba naglasiti da dobijeni rezultati
nisu statisticki znacajno razli¢iti tako da nakon 18 dana od indukcije lezije
prakti¢no nije bilo razlike u povrsini hroni¢nih rana izmedu ispitivanih grupa i ta

vrednost je iznosila 21,3 + 5,5 mm?.

Na slici 4.88 je prikazana Kklini¢ka evaluacija ozdravljenja hronicne lezije

kod muZjaka Wistar pacova nakon 14 i 28 dana tretmana.

198



;¢|'-|'|'|’¢‘l' R
i

| 1{0 21
Lonnnbonnginiinije

Slika 4.88. Klinicka evaluacija ozdravljenja hroni¢ne rane kod muZjaka Wistar
pacova u kontrolnoj grupi 1 (G1), grupi tretiranoj komercijalnom Ca-alginatnom
oblogom sa jonskim srebrom (G2) i grupi tretiranoj suvim Ag/alginatnim
mikrovlaknima (G3): A) hroni¢na lezija nakon 14 dana tretmana; B) hronicna lezije

nakon 28 dana tretmana

Makroskopski dobijeni rezultati su potkrepljeni histopatoloskom analizom.

Na slikama 4.89, 4.90 i 4.91 su prikazani reprezentativni histopatoloski
preseci koZe nakon 14 dana od pocetka tretmana hroni¢ne rane u razli¢itim
grupama gde se moZe uociti izgled i veli¢ina rane, granulaciono tkivo, neutrofili,
kao i novostvoreni epitel. HistopatoloSka analiza preseka je pokazala da je
maksimalni pre¢nik rane manji u tretiranim grupama G2 i G3 u odnosu na
netretiranu kontrolu 1 (G1), ali razlika nije dostigla statisticku znacajnost (tabela
4.9). Uocava se da granulaciono tkivo popunjava defekt pocCev od ivice i dna rane.
Zona granulacionog tkiva je znacajno veca u tretiranim grupama, nego u kontrolnoj
grupi 1 i ova razlika se pokazala statisticki znacajnom (p<0,05). U tkivu oko rane
kod svih ispitivanih grupa se uocava infiltracija neutrofila, s tim da je kod Zivotinja
iz grupe G1 izraZena, dok je kod Zivotinja iz tretiranih grupa lako stepena. Zona
novostvorenog epitela je Sira u tretiranim grupama u odnosu na netretiranu
kontrolnu grupu, ali je ova razlika bila statisticki znac¢ajna samo izmedu grupa G2 i

G1 (p<0,05).
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Slika 4.89. Histopatoloski nalaz uzoraka koZe 14 dana nakon pocetka tretmana
hroni¢ne rane kod kontrolne grupe 1 (G1): A) bele strelice oznacavaju ranu; Mason
trihrom bojenje, uveli¢anje 12,5x; B) bela strelica oznacava ranu, crna strelica
oznacava novostvoreni epitel, dok crvena strelica pokazuje granulaciono tkivo koje
popunjava defekt; H&E bojenje, uveli¢anje 40x; C) bela strelica oznacava ranu koju
od dna popunjava granulaciono tkivo sastavljeno od fibroblasta (crne strelice),
novostvorenih krvnih sudova (crvena strelica) i kolagenih vlakana (plavo
obojenje); Mason trihrom bojenje, uvelicanje 200x; D) bela strelica oznacava ranu,
crne strelice oznaCavaju neutrofile, dok crvena pokazuje novostvoreni krvni sud;

H&E bojenje, uvelicanje 400x
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Slika 4.90. Histopatoloski nalaz uzoraka koZe 14 dana nakon pocetka tretmana
hroni¢ne rane grupe tretirane komercijalnom Ca-alginatnom oblogom sa jonskom
srebrom (G2): A) bela strelica oznacava ranu, Mason trihrom bojenje, uvelicanje
12,5x; B) bela strelica oznacava ranu, crna strelica oznacava novostvoreni epitel,
H&E bojenje, uvelicanje 40x; C) bela strelica oznacava dno rane koje popunjava
granulaciono tkivo sastavljeno od fibroblasta (crne strelice), novostvorenih krvnih
sudova (crvene strelice) i kolagenih vlakana (plavo obojenje); Mason trihrom
bojenje, uvelicanje 200x; D) bela strelica oznacava dno rane, crne strelice pokazuju
neutrofile, dok crvena pokazuje novostvoreni krvni sud; H&E bojenje, uveliCanje

400x
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Slika 4.91. Histopatoloski nalaz uzoraka koZe 14 dana nakon pocetka tretmana
hroni¢ne rane kod grupe tretirane suvim Ag/alginatnim mikrovlaknima (G3):
A) bele strelice oznacavaju ranu, dok crvena strelica pokazuje granulaciono tkivo;
Mason trihrom bojenje, uvelicanje 12,5x; B) bela strelica oznacava ranu, crne
strelica oznaCava novostvoreni epitel; H&E bojenje, uvelicanje 40x;
C) granulaciono tkivo sastavljeno od fibroblasta (crne strelice), novostvorenih
krvnih sudova (crvene strelice) i kolagenih vlakana (plavo obojenje), Mason
trihrom bojenje, uvelicanje 400x; D) bela strelica oznacava ranu, crne strelice
neutrofile, dok crvena strelica pokazuje novostvoreni krvni sud; H&E bojenje,

uveli¢anje 400x

U tabeli 4.9 su sumirani rezultati histopatoloske analize uzoraka koZe nakon
14 dana od pocletka tretmana hroni¢ne lezije kod Zivotinja iz svih grupa prve
eksperimentalne serije odnosno kod netretiranih Zivotinja kontrolne grupe 1 (G1),
tretiranih komercijalnom Ca-alginatnom oblogom sa jonskim srebrom (G2) i

tretiranih suvim Ag/alginatnim mikrovlaknima (G3).
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Tabela 4.9. Sumarni prikaz rezultata histopatoloSke analize isecaka tkiva koZe
nakon 14 dana od pocetka tretmana hroni¢ne lezije netretiranih Zivotinja kontrole
1 (G1), tretiranih komercijalnom Ca-alginatnom oblogom sa jonskim srebrom (G2)

i tretiranih suvim Ag/alginatnim mikrovlaknima (G3)

Grupa
Parametar P
G1 G2 G3
Broj zivotinja 3 3 3
Maksimalni prec¢nik ulceracije
6,9 +0,9 41+1,7 54+1,5 0,131

(mm)

Debljina epitela na rubu
289,9+77,6 | 535,15+97% | 341,8+90,2 | 0,033
ulceracije (um)

Zona granulacionog tkiva
09+0,28 1,63 +0,16% | 1,9+0,3% 0,011
(mm)

Maksimalna Sirina zone
1,5+0,2 535 + 96,8*a 1,7+0,5 0,032
novostvorenog epitela (mm)

p vrednosti su izracunate jednofaktorskim ANOVA testom; *2 razlika izmedu grupa

G1i G2 (p<0,05); *Prazlika grupa G1 i G3 (p<0,05) naknadni test, Tukey HSD.

Na slikama 4.92, 4.93 i 4.94 su prikazani histopatoloski preseci koZe nakon 28
dana od pocetka tretmana rana u razli¢itim grupama gde se moZe uociti izgled i
veli¢ina rane, neutrofili, kao i novostvoreni epitel. Histopatoloska analiza preseka
je pokazala da su rane potpuno reepitelizovale kod jedne od dve preostale Zivotinje
iz grupa G1 i G2, dok je u grupi G3 to bio slucaj kod 2 od 3 Zivotinje (tabela 4.10).
Ulceracija koja nije potpuno reepitelizovana je u grupi G1 veca u odnosu na
odgovarajuce rane u tretiranim grupama, tako da su precnici rana iznosili 5,9 mm,
2,8 mm i 3,6 mm u grupama G1, G2 i G3, redom (tabela 4.11). Rana jedne
netretirane Zivotinje je proZeta neutrofilima Sto je posledica infekcije rane koja se
nije mogla makroskopski detektotavati (slika 4.92 C). U svim grupama je u dermu

uoCena oskudna ili laka infiltracija mononuklearnih zapaljenskih ¢elija.
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Slika 4.92. Histopatoloski nalaz uzoraka koZe 28 dana nakon pocetka tretmana
hroni¢ne rane kod dve Zivotinje iz kontrolne grupe 1 (G1) sa razli¢itim stepenom
reepitelizacije: A, B) potpuna reepitelizacija rane (crne strelice), crvena strelica
pokazuje novostvoreni krvni sud, a Zute strelice oznacavaju neutrofile u dermu pri
cemu plavo obojenje ukazuje na prisustvo kolagenih vlakana; Mason trihrom
bojenje, uvelicanje 40x, odnosno 400x; C, D) delimi¢no reepitelizovana rana gde
bela strelica oznacava ranu, crna strelica pokazuje novostvoreni epitel,
narandZasta strelica pokazuje neutrofile u rani, crvene strelice novostvorene krvne
sudove, a Zute strelice oznacavaju neutrofile u dermu pri ¢emu plavo obojenje
ukazuje na prisustvo kolagenih vlakana; Mason trihrom bojenje, uveliCanje 40x,

odnosno 400x
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Slika 4.93. Histopatoloski nalaz uzoraka koZe 28 dana nakon pocetka tretmana
hroni¢ne rane grupe tretirane komercijalnom Ca-alginatnom oblogom sa jonskim
srebrom (G2) kod 2 Zivotinje sa razliCitim stepenom reepitelizacije: A, B) potpuna
reepitelizacija (crne strelice) gde crvena strelica pokazuje novostvoreni krvni sud,
Zute strelice pokazuju neutrofile u dermu pri cemu plavo obojenje predstavlja
kolagena vlakna; Mason trihrom bojenje, uvelicanje 40x, odnosno 400x;
C, D) rana (bele strelice) gde crne strelice oznacavaju delimi¢nu reepitelizaciju,
crvena strelica pokazuje novostvoreni krvni sud, Zute strelice pokazuju neutrofile
u dermu pri ¢emu plavo obojenje predstavlja kolagena vlakna; Mason trihrom

bojenje, uveli¢anje 40x, odnosno 400x
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Slika 4.94. Histopatoloski nalaz uzoraka koZe 28 dana nakon pocetka tretmana
hroni¢ne rane grupe tretirane suvim Ag/alginatnim mikrovlaknima (G3) kod 3
Zivotinje sa razli¢itim stepenom reepitelizacije: A, B) potpuna reepitelizacija rane
(crna strelica) gde crvena strelica pokazuje novostvoreni krvni sud, Zute strelice
oznacavaju neutrofile u dermu, pri ¢emu plavo obojenje predstavlja kolagena
vlakna; Mason trihrom bojenje, uveli¢anje 40x, odnosno 400x; C, D) bele strelice
oznacavaju ranu, dok crne strelice pokazuju delimi¢nu reepitelizaciju, crvena
strelica pokazuje novostvoreni krvni sud, Zute strelice oznacavaju neutrofile u
dermu pri ¢emu plavo obojenje predstavlja kolagena vlakna; Mason trihrom

bojenje, uvelicanje 40x, odnosno 400x

U tabeli 4.10 su sumirani rezultati histopatoloSke analize uzoraka koze kod
kojih je doslo do potpune reepitelizacije rane nakon 28 dana od pocetka tretmana
hronicne lezije kod Zivotinja iz svih grupa odnosno kod netretiranih Zivotinja u
kontroli 1 (G1), tretiranih komercijalnom Ca-alginatnom oblogom sa jonskim

srebrom (G2) i tretiranih suvim Ag/alginatnim mikrovlaknima (G3).
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Tabela 4.10. Sumarni prikaz rezultata histopatoloSke analize isec¢aka tkiva koZe
potpuno reepitelizovanih rana nakon 28 dana od pocetka tretmana hronic¢ne lezije
netretiranih Zivotinja u kontroli 1 (G1), tretiranih komercijalnom Ca-alginatnom
oblogom sa jonskim srebrom (G2) i tretiranih suvim Ag/alginatnim mikrovlaknima

(G3)

Grupa
Parametar

G1 G2 G3
Broj zivotinja 1 1 2
Maksimalni prec¢nik ulceracije (mm) 0 0 0
Debljina epitela na rubu ulceracije (um) 385,2 282,8 562 + 120
Zona granulacionog tkiva (mm) 4,5 4,05 44 +24
Maksimalna Sirina zone novostvorenog epitela

53 5,35 34+25
(mm)

U tabeli 4.11 su sumirani rezultati histopatoloske analize uzoraka koZe kod
kojih je doSlo do delimic¢ne reepitelizacije rane nakon 28 dana od pocetka tretmana
hronicne lezije kod Zivotinja iz svih grupa odnosno kod netretiranih Zivotinja u
kontroli 1 (G1), tretiranih komercijalnom Ca-alginatnom oblogom sa medom (G2) i

tretiranih suvim Ag/alginatnim mikrovlaknima (G3).

Tabela 4.11. Sumarni prikaz rezultata histopatoloske analize isecaka tkiva kozZe
delimi¢no reepitelizovanih rana nakon 28 dana od pocetka tretmana hroni¢ne
lezije netretiranih Zivotinja u kontroli 1 (G1), tretiranih komercijalnom
Ca-alginatnom oblogom sa jonskim srebrom (G2) i tretiranih suvim Ag/alginatnim

mikrovlaknima (G3)

Grupa
Parametar
G1 G2 G3

Broj Zivotinja 1 1 1
Maksimalni precnik ulceracije (mm) 59 2,8 3,6
Debljina epitela na rubu ulceracije (um) 516,8 214,4 271,6
Zona granulacionog tkiva (mm) 1,45 3,2 2,45
Maksimalna Sirina zone novostvorenog epitela (mm) 1,5 2,1 1,5
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4.4.3.2 ISPITIVANJA Ag/ALGINATNIH MIKROVLAKANA SA MEDOM NA MODELU
NEKROZE KOD PACOVA

U drugoj eksperimentalnoj seriji je ispitivana efikasnost Ag/alginatnih
mikrovlakana sa medom na zarastanje hroni¢nih rana i uporedena sa
komercijalnom Ca-alginathom oblogom sa medom za rane i netretiranom
kontrolnom grupom 2. Mikrovlakna koriS¢ena u ovoj studiji su opisana u poglavlju
4.2.5, i imala su koncentraciju nanocestica srebra 1,2 + 0,08 mM. Komercijalna
obloga za rane je ista ona koja je koriS¢ena u ispitivanjima na modelu opekotina
kod miSeva (poglavlje 4.4.2) i na bazi je suvih Ca-alginatnih mikrovlakana
(pre¢nika 20 * 4 pm) koja su potopljena u kestenov med. Nakon 14 dana od
indukovanja kada su rane dostigle svoju maksimalnu povrSinu poceo je
svakodnevni tretman u grupi G2 sa 206 * 25 mg komercijalne obloge, a u grupi G3
sa 20 * 3 mg suvih Ag/alginatnih mikrovlakana sa medom. Tokom ispitivanja, sve
Zivotinje su se ponaSale normalno, i nije detektovana infekcija u ranama bilo

makroskopski bilo mikroskopski.

Na slici 4.95 je prikazana zavisnost povrSine hroni¢nih rana od vremena za
sve tri ispitivane grupe gde se na osnovu kontrakcije rane procenjuje ozdravljenje
rane. Pri tom su u grupama G2 i G3 izostavljeni rezultati za po jednu Zivotinju kod
kojih nije doSlo do zarastanja. Nakon 14 dana od indukcije, rane su dostigle svoju
maksimalnu povrsinu (dan 0 na slici 4.91). Makimalne povrsine hroni¢nih rana su
se razlikovale izmedu ispitivanih grupa iako ne statisticki znacajno. U kontrolnoj
grupi 2 (G1) maksimalna povrsina hronic¢ne rane je iznosila 60,7 + 9,6 mm?Z, u grupi
G2 je iznosila 64 + 13,6 mm?2 i u grupi G3 je iznosila 54,5 + 20,4 mm?2. Dobijeni
rezultati su pokazali da kod sve tri ispitivane grupe nakon dostizanja maksimalne
povrsine rane dolazi do njihove kontrakcije i postepenog ozdravljenja (slika 4.95).
Tako se nakon 11 dana od pocletka tretmana hroniCne rane zapaza da grupa
tretirana suvim Ag/alginatnim mikrovlaknima sa medom (G3) i kontrolna grupa
(G1) imaju gotovo isti trend kontrakcije hroni¢ne rane. Medutim, kod grupe
tretirane komercijalnom Ca-alginatnom oblogom sa medom (G2) kontrakcija rane

je neSto sporija u odnosu na grupe G1 i G3 sve do 14-og dana od pocCetka tretman.
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Takode, moze se zapaziti da u jednom periodu (od 14-og do 19-og dana) izostaje
kontrakcija rana kod svih ispitivanih grupa, nakon ¢ega se nastavlja kontrakcija sve
do kraja ispitivanog perioda. PovrSina rane je nakon 28 dana tretmana u tretiranim
grupama G2 i G3 iznosila 9 % i 1,5 % maksimalne povrSine rane redom, dok je u
kontrolnoj grupi ta vrednost iznosila ¢ak 42 % maksimalne povrSine rane. Na
osnovu dobijenih rezultata se moze zakljuciti da je na kraju ispitivanog perioda
znacajno manja povrSina rane u tretiranim grupama u odnosu na netretiranu
kontrolnu grupu 2, kao i da je manja povrSina rane u grupi tretiranoj
Ag/alginatnim mikrovlaknima sa medom (G3) u odnosu na tretman
komercijalnom Ca-alginathom oblogom sa medom (G2). Medutim, mora se

naglasiti da razlike izmedu grupa ipak nisu bile statisticki znacajne.
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Slika 4.95. Zavisnost povrSine hroni¢ne rane od vremena za kontrolnu grupu 2
(G1), grupu tretiranu komercijalnom Ca-alginatnom oblogom sa medom (G2) i
grupu tretiranu suvim Ag/alginatnim mikrovlaknima sa medom (G3)

(eksperimentalno dobijeni podaci su srednja vrednost najmanje 3 merenja)

Takode, treba naglasiti da kod po jedne Zivotinje iz grupa G2 i G3 nije doslo

do zarastalnja hroni¢ne rane u toku ispitivanog perioda i na slici 4.96 je prikazana

209



zavisnost povrsina tih hroni¢nih rana sa vrcemenom. Dobijeni rezultati su pokazali
da je kod obe Zivotinje nakon dostizanja maksimalne povrsine hroni¢ne rane od
77,7 mm? kod zivotinja iz grupe G2 i 62,8 mm? kod Zivotinja iz grupe G3 doSlo do
postepene kontrakcije rane. Pri tome se kod obe Zivotinje uoCava odsustvo
kontrakcije od 8-og dana koje je trajalo 9 dana kod Zivotinje iz grupe G2, odnosno
10 dana kod Zivotinje iz grupe G3. Nakon toga ponovo pocinje kontrakcija rana kod
obe Zivotinje s'tim da je kod Zivotinje iz grupe G3 uocen joS jedan period
stagniranja u trajnju od 7 dana (od 20-og do 27-og dana tretmana). Na kraju
ispitivanog perioda povrSina rane kod Zivotinje iz grupe G2 je iznosila 22 mm?, a iz
grupe G3 27,5 mm2. Dobijeni rezultati ukazuju da je kod Zivotinje tretirane
komercijalnom Ca-alginatnom oblogom sa medom nakon 28 dana tretmana doslo
do smanjenja rane za oko 70 % u odnosu na maksimalnu povrsinu hroni¢ne rane,
dok je to smanjenje iznosilo oko 60 % za Zivotinju tretiranu suvim Ag/alginatnim

mikrovlaknima sa medom.
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Slika 4.96. Zavisnost povrSine hroni¢ne rane od vremena za jednu Zivotinju iz
grupe tretirane komercijalnom Ca-alginatnom oblogom sa medom (G2) i jednu

Zivotinju iz grupe tretirane suvim Ag/alginatnim mikrovlaknima sa medom (G3)
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Na slici 4.97 je prikazana klinicka evaluacija zarastanja hroni¢nih rana
nakon 14 i 28 dana tretmana rane kod kontrolne grupe 2 (G1), grupe tretirane
komercijalnom Ca-alginatnom oblogom sa medom (G2) i grupe tretirane suvim
Ag/alginatnim mikrovlaknima sa medom (G3) kod Zivotinja kod kojih je doslo do

zarastanja rana.

Slika 4.97. Klinicka evaluacija ozdravljenja hroni¢nih rana kod muZzjaka Wistar
pacova u kontrolnoj grupi 2 (G1), grupi tretiranoj komercijalnom Ca-alginatnom
oblogom sa medom (G2) i grupi tretiranoj suvim Ag/alginatnim mikrovlaknima sa
medom (G3): A) hronicne lezije nakon 14 dana tretmana; B) hronic¢ne lezije nakon

28 dana tretmana; primeri rana u grupama G2 i G3 gde je doSlo do zarastanja

Na slici 4.98 je prikazana klini¢ka evaluacija zarastanja hroni¢nih rana kod
Zivotinja kod kojih nije doSlo do ozdravljenja nakon 28 dana tretmana rana
komercijalnom Ca-alginatnom oblogom sa medom (G2) i suvim Ag/alginatnim

mikrovlaknima sa medom (G3).
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Slika 4.98. Klinicka evaluacija ozdravljenja hroni¢nih rana kod muzjaka Wistar
pacova kod kojih nije doSlo do ozdravljenja nakon 28 dana tretmana rana
komercijalnom Ca-alginatnom oblogom sa medom (G2) i suvim Ag/alginatnim

mikrovlaknima sa medom (G3)

Makroskopski dobijeni podaci su potkrepljeni histopatoloSkom analizom.

Na slikama 4.99, 4.100 i 4.101 su prikazani histopatoloski nalazi preseka
koZe nakon 14 dana od pocetka tretmana hroni¢nih rana u razli¢itim grupama gde
se moZe uociti izgled i veli¢ina rane, granulaciono tkivo, neutrofili, edem, kao i
novostvoreni epitel. HistopatoloSka analiza preseka je pokazala da nekroza
zahvata epiderm i deo derma kod svih ispitivanih grupa. Maksimalni prec¢nik
ulceracije manji je kod grupe G3 u odnosu na grupe G1 i G2 i ova razlika se
pokazala statisticki znacajnom (p<0,05) (tabela 4.12). Zidove rana u svim
ispitivanim grupama Cc¢ini granulaciono tkivo sa lakostepenom inflamacijom i
infiltracijom neutrofila kod grupe G1, dok je kod grupe G2 uocena laka do umerena
inflamacija, a kod grupe G3 oskudna inflamacija. U predelu dna rane postoji
umereni edem kod grupe G1 i izraZeni kod grupe G3, dok kod grupe G2 nije uoceno
prisustvo edema. Takode, uoCava se zona reepitelizacije u svim ispitivanim

grupama.
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Slika 4.99. Histopatoloski nalaz uzoraka koZe nakon 14 dana tretmana hronicne
lezije kontrolne grupe 2 (G1): A) crne strelice oznacavaju reepitelizaciju, dok bela
strelica pokazuje ranu; Mason trihrom bojenje, uveli¢anje 12,5x; B) crna strelica
oznacava reepitelizaciju, bele strelice pokazuju ranu, dok crvene strelice pokazuju
granulaciono tkivo; Mason trihrom bojenje, uvelicanje 40x; C) rana (bela strelica)
koju pocev od ivica i dna popunjava granulaciono tkivo, sastavljeno od fibroblasta
(crne strelice), novostvorenih krvnih sudova (crvena strelica) i kolagenih vlakana
(plavo obojenje); Mason trihrom bojenje, uvelicanje 400x;
D) bela strelica oznacava dno rane, Zute strelice neutrofile, crvena strelica

novostvoreni krvni sud, dok crne pokazuju edem; H&E bojenje, uvelicanje 400x
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Slika 4.100. Histopatoloski nalaz uzoraka koZe nakon 14 dana tretmana hronicne
lezije kod grupe tretirane komercijalnom Ca-alginatnom oblogom sa medom (G2):
A) bela strelica oznacava ranu, crna strelica pokazuje reepitelizaciju; Mason
trihrom bojenje, uvelicanje 12,5x; B) bela strelica oznacava ranu, crna strelica
pokazuje reepitelizaciju, dok crvena strelica pokazuje granulaciono tkivo; Mason
trihrom bojenje, uvelicanje 40x; C) granulaciono tkivo, sastavljeno od fibroblasta
(crne strelice), novostvorenih krvnih sudova (crvene strelice) i kolagenih vlakana
(plavo obojenje); Mason trihrom bojenje, uvelicanje 400x;
D) crna strelica oznacava reepitelizaciju, a Zute strelice neutrofile, H&E bojenje,

uveli¢anje 400x
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Slika 4.101. Histopatoloski nalaz uzoraka koZe nakon 14 dana tretmana hroni¢ne
lezije kod grupe tretirane suvim Ag/alginatnim mikrovlaknima sa medom (G3):
A) crne strelice oznacavaju reepitelizaciju, bela strelica oznacava ranu, Mason
trihrom bojenje, uvelicanje 12,5x; B) crna strelica oznacava reepitelizaciju, bela
strelica oznacava ranu, dok crvena strelica pokazuje granulaciono tkivo; Mason
trihrom bojenje, uvelicanje 40x; C) granulaciono tkivo, sastavljeno od fibroblasta
(crne strelice), novostvorenih krvnih sudova (crvena strelica) i kolagenih vlakana
(plavo obojenje); Mason trihrom bojenje, uvelicanje 400x; D) crna strelica
oznaCava reepitelizaciju, crvene stelice oznacavaju edem, dok Zute strelice

pokazuje neutrofile, H&E bojenje, uvelicanje 400x

U tabeli 4.12 prikazani su sumirani rezultati histopatoloske analize iseCaka
koZze nakon 14 dana tretmana hroni¢ne lezije kontrolne grupe 2 (G1), grupe
tretirane komercijalnom Ca-alginatnom oblogom sa medom (G2) i grupe tretirane

suvim Ag/alginatnim mikrovlaknima sa medom (G3).
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Tabela 4.12. Sumirani prikaz rezultata histolopatoloSke analize tkiva koZe nakon
14 dana od indukcije hroni¢ne lezije netretiranih Zivotinja u kontroli 2 (G1),
Zivotinja tretiranih komercijalnom Ca-alginathom oblogom sa medom (G2) i

tretiranih suvim Ag/alginatnim mikrovlaknima sa medom (G3)

Grupa
Parametar P
G1 G2 G3
Broj Zivotinja 3 3 3

Maksimalni prec¢nik ulceracije
7,71 7,5+1,4 4,8 +0,7 0,024"ab
(mm)

Debljina epitela na rubu
247 62,3 | 1694+69,6 | 186,4 48,2 0,326
ulceracije (um)

Zona granulacionog tkiva (mm) 1,7+ 1,0 1,77 + 1,26 1,7+0,8 0,995

Maksimalna Sirina zone
2,0+0,7 2+0,7 1,6 £0,1 0,639

novostvorenog epitela (mm)

p vrednosti su izra¢unate jednofaktorskom ANOVA testom; *2 razlika izmedu grupa
G1 i G2 (p<0,05); *b razlika izmedu grupa G1 i G3 (p<0,05) naknadni test, Tukey
HSD.

Na slikama 4.102, 4.103 i 4.104 su prikazani histopatoloski nalazi preseka
koZe nakon 28 dana od pocetka tretmana hronicne rane kod razlicitih grupa gde se
moZe uociti izgled i velicina rane, novostvoreni epitel i granulaciono tkivo.
Histopatoloska analiza preseka je pokazala da su rane potpuno reepitelizovale kod
dve od ukupno tri Zivotinje u svim ispitivanim grupama (tabela 4.13). Pri tome su
precnici rana koje nisu potpuno reepitelizovale iznosili 8,05 mm kod Zivotinje iz
grupe G1, 4,74 mm kod Zivotinje iz grupe G2 i 3,91 mm kod Zivotinje iz grupe G3
(tabela 4.14). Na osnovu precnika nereepitelizovanih rana moze se uociti da je
rana kod Zivotinje iz grupe G1 bilo znacajno ve¢a u odnosu na rane tretiranih
zivotinja. U grupi G3 novostvoreni epitel je neSto tanji u odnosu na grupe G1i G2,
ali ova razlika nije bilo statisticki znacajna. U ranama gde nije doSlo do potpune
reepitelizacije nespecificno granulaciono tkivo potpuno ispunjava ranu kod
Zivotinje iz grupe G3, dok je kod Zivotinje iz grupe G2 granulaciono tkivo izraZenije

nego kod Zivotinje iz grupe G1.
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Slika 4.102. Histopatoloski nalaz uzoraka koZe 28 dana nakon pocetka tretmana
hroni¢ne rane kod kontrolne grupe 2 (G1) kod Zivotinja sa razli¢itim stepenom
reepitelizacije: A, B) potpuna reepitelizacija rane (crne strelice), pri ¢emu plavo
obojenje (B) ukazuje na prisustvo kolagenih vlakana; H&E bojenje, uveli¢anje 40x,
odnosno Mason trihrom bojenje, uvelicanje 200x; C, D) delimi¢no reepitelizovana
rana, gde bela strelica oznacava ranu, crna strelica pokazuje novostvoreni epitel sa
granulacionim tkivom, koje cine fibroblasti (Zute strelice), novostvoreni krvni
sudovi (crvene strelice) i kolagena vlakna (plavo obijenje, slika D); H&E bojenje,

uveli¢anje 100x, odnosno Mason trihrom bojenje, uveli¢anje 400x
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Slika 4.103. Histopatoloski nalaz uzoraka koZe 28 dana nakon pocetka tretmana
hroni¢ne rane grupe tretirane komercijalnom Ca-alginatnom oblogom sa medom
(G2) kod Zivotinja sa razli¢itim stepenom reepitelizacije: A, B) potpuna
reepitelizacija rane (crne strelice), pri ¢emu plavo obojenje predstavlja kolagena
vlakna; H&E bojenje, uvelicanje 40x, odnosno Mason trihrom bojenje, uvelicanje
200x; C, D) rana (bele strelice) sa delimicnom reepitelizacijom (crna strelica) i
granulacionim tkivom, koga ¢ine fibroblasti (Zute strelice), novostvoreni krvni
sudovi (crvene strelice) i kolagena vlakana (plavo obojenje, na slici D); H&E

bojenje, uvelicanje 40x, odnosno Mason trihrom bojenje, uvelicanje 400x
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Slika 4.104. Histopatoloski nalaz uzoraka koZe 28 dana nakon pocetka tretmana
hroni¢ne rane kod grupe tretirane suvim Ag/alginatnim mikrovlaknima sa medom
(G3) kod Zivotinja sa razlicitim stepenom reepitelizacije: A, B) potpuna
reepitelizacija rane (crna strelica) pri ¢emu plavo obojenje (B) predstavlja
kolagena vlakna; H&E bojenje, uvelicanje 40x, odnosno Mason trihrom bojenje,
uvelicanje 200x; C, D) bele strelice oznacavaju ranu, crna strelica delimi¢nu
reepitelizaciju, dok granulaciono tkivo ¢ine fibroblasti (Zute strelice), novostvoreni
krvni sudovi (crvene strelice) i kolagena vlakna (plavo obojenje na slici D); H&E

bojenje, uvelicanje 40x, odnosno Mason trihrom bojenje, uvelicanje 400x

U tabeli 4.13 prikazani su sumirani rezultati histopatoloske analize iseCaka
koZe nakon 28 dana tretmana hronicne lezije kod Zivotinja kod kojih je doslo do
potpune reepitelizacije rane kod kontrolne grupe 2 (G1), grupe tretirane
komercijalnom Ca-alginatnom oblogom sa medom (G2) i grupe tretirane suvim

Ag/alginatnim mikrovlaknima sa medom (G3).

219



Tabela 4.13. Sumirani prikaz rezultata histopatoloSke analize iseCaka tkiva koZe,

potpuno reepitelizovanih rana, nakon 28 dana od indukcije hronicne lezije

netretiranih Zivotinja u kontroli 2 (G1), tretiranih komercijalnom Ca-alginatnom

oblogom sa medom (G2) i tretiranih suvim Ag/alginatnim mikrovlaknima sa

medom (G3)
Grupa
Parametar
G1 G2 G3
Broj Zivotinja 2 2 2
Maksimalni precnik ulceracije
0 0 0
(mm)
Debljina epitela na rubu ulceracije
105,2+20,9 | 99+33,2 | 105711
(um)
Zona granulacionog tkiva (mm) 4+1,6 48+1 4,3+0,7
Maksimalna Sirina zone
3,87 £1,37 6,917 3,605
novostvorenog epitela (mm)

U tabeli 4.14 prikazani su sumirani rezultati histopatoloske analize isecaka

koZe nakon 28 dana tretmana hronicne lezije kod po jedne Zivotinje iz kontrolne

grupe 2 (G1), grupe tretirane komercijalnom Ca-alginatnom oblogom sa medom

(G2) i grupe tretirane suvim Ag/alginatnim mikrovlaknima sa medom (G3) kod

kojih je doSlo do delimicne reepitelizacije.
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Tabela 4.14. Sumirani prikaz rezultata histopatoloSke analize iseCaka tkiva koZe,

delimic¢no reepitelizovanih rana, nakon 28 dana od indukcije hronicne lezije kod po

jedne Zivotinje iz kontrolne grupe 2 (G1), grupe tretirane komercijalnom oblogom

(G2) i grupe tretirane suvim Ag/alginatnim mikrovlaknima sa medom (G3)

novostvorenog epitela (mm)

Grupa
Parametar
G1 G2 G3
Broj Zivotinja 1 1 1
Maksimalni precnik ulceracije
8,05 4,74 3,91
(mm)
Debljina epitela na rubu ulceracije
305 193 158
(um)
Zona granulacionog tkiva (mm) 2,1 1,4 57
Maksimalna Sirina zone
2!3 1;5 1,5
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5. DISKUSIJA

Cilj ove doktorske disertaciji je bio ispitivanje mogucnosti dobijanja
hidrogelova u razli¢itim oblicima iz koloidnih rastvora alginata sa elektrohemijski
sintetisanim nanocesticama srebra i karakterisanje dobijenih nanokompozitnih
hidrogelova prvo u in vitro uslovima, a zatim i ispitivanje funkcionalnosti u in vivo

uslovima za potencijalnu biomedicinsku primenu.

U ovom radu je prvi korak bio optimizacija elektrohemijski sintetisanog
Ag/alginatnog koloidnog rastvora. Nanocestice srebra veli¢ine od oko 30 nm (slika
4.1, insert) su uspes$no sintetisane u rastvoru alginata elektrohemijskom metodom
Sto je potvrdeno UV-vidljivom spektroskopijom, kao i TEM analizom. Da bi dobijeni
koloidni rastvor bio primenljiv prvo su ispitivani proces stabilizacije i period
stabilnosti. UV-vidljiva spektroskopija je pokazala da koncentracija nanocestica
srebra kontinualno raste do odredenog nivoa u alginatnom rastvoru po zavrSetku
elektrohemijske sinteze (slika 4.2). Modelovanje intenziteta apsorbnace u toku
vremena je ukazalo da je rast nanocestica voden sjedinjavanjem primarnih
nanokristala. Dobijena vrednost Avramijevog eksponenta od n<1 pokazuje da je
rast kontrolisan procesima na granici faza (Sung, 2001, Chraska i sar., 2009). U isto
vreme, dolazi do rastvaranja malih nanocCestica i istovremenog rasta velikih
nanocestica, Sto predstavlja mnogo sporiji Ostvaldov proces sazrevanja, Kkoji
postaje dominantan posle zavrSetka perioda aktivnog rasta tj. posle ~3 dana od
sinteze. Ovaj mehanizam rasta i stabilizacije nanocestica je u saglasnosti sa
modelom rasta nanocestica srebra koji je predlozio Ri¢ards (Richards i sar., 2010),
kao i sa opisanim procesom aglomeracije nanocestica srebra u toku 24 h od sinteze
u rastvoru triblok kopolimera Pluronic L64 (Angelescu i sar., 2010). Treba naglasiti
da je kineticki model primenjen u ovom radu imao za cilj da kvalitativno objasni
mehanizam rasta nanocCestica srebra i stabilizaciju Ag/alginatnog koloidnog
rastvora posle elektrohemijske sinteze dok je za precizno kvantitativno
objaSnjenje potrebna sveobuhvatnija eksperimentalna analiza veli¢ine i
morfologije nanocestica srebra u toku vremena. UV-vidljivom spektroskopijom je

zatim pokazano da su Ag/alginatni koloidni rastvori stabilni mesec dana posle
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stabilizacije (slika 4.3). Nakon ovog perioda dolazi do uocljive aglomeracije
nanacestica Sto dovodi do sniZavanja intenziteta maksimalne apsorbance i do
Sirenja apsorpcionog spektra (slika 4.4). Medutim, u literature je pokazano da su
nanocestice srebra precnika 5-30 nm, dobijene y zracenjem smeSe srebro nitrata
(10 mM) i alginata (0,3 mas.%) u prisustvu izopropanola bile stabilne i posle 6
meseci od sinteze na sobnoj temperature (Liu i sar., 2009). Ovi podaci ukazuju da
su nanocestica srebra sintetisane y zracenjem bile znacajno stabilnije od
nanocCestica dobijenih elektrohemijskom metodom Sto moZe biti objasSnjeno
razliitim sastavom alginata koji su koriS¢eni za stabilizaciju nanocestica.
KoriS¢enjem alginata adekvatnog sastava (npr. molekulske mase, viskoziteta,
odnosa G i M jedinica) oCekuje se duZzi period stabilnost Ag/alginatnog koloidnog

rastvora.

U ovom radu je zatim pokazano da se jednostavnim razblazivanjem
elektrohemijski sintetisanog Ag/alginatnog koloidnog rastvora rastvorom
Na-alginata dobijaju stabilni koloidni rastvori sa o¢uvanim nanocesticama srebra u
koncentraciji koja je proporcionalna razblaZenju. To je potvrdeno UV-vidljivom
spektroskopijom pri ¢emu se maksimalni intenzitet i posle razblaZivanja zadrZava
na talasnoj duzini od ~405 nm (slika 4.6). Radi primenjivosti Ag/alginatnog
koloidnog rastvora u biomedicinske svrhe ispitana je i moguénost jednostavne
sterilizacije rastvora kuvanjem 30 min nakon cega je prisustvo nanocestica
potvrdeno UV-vidljivom spektroskopijom (slika 4.8). Apsorpcioni spektri se pre i
posle kuvanja nisu znacajno razlikovali, a ¢ak je vrednost maksimalnog intenziteta
apsorbance blago porasla za oko 10 % Sto ukazuje na dodatnu redukciju jona
srebra i/ili stabilizaciju nanocestica (slika 4.8). Ovi rezultati su konzistentni sa
metodom sinteze nanocestica redukcijom jona srebra u alginatnom rastvoru
grejanjem na 90 °C u toku 1 h gde alginat ne sluzi samo za stabilizaciju nanocestica
srebra vec¢ i za redukciju jona srebra (Sharma i sar, 2012). Dobijeni rezultati su
ukazali na potencijalnu primenljivost alginatnog koloidnog rastvora sa
elektrohemijski sintetisanim nanocesticama usled stabilnosti nanocestica srebra,
mogucénosti sterilizacije, kao i moguénost dobijanja rastvora razlicitih

koncentracija nanocCestica srebra jednostavnim razblazivanjem. Pored toga,
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pokazano je da se dobijeni Ag/alginatni koloidni rastvori mogu uspesno mesati sa
rastvorom PVA uz ocuvanje nanocestica srebra. Na taj nacin omoguceno je
dobijanje nanokompozita na bazi viSe polimera koji mogu imati dodatne povoljne
efekte kao Sto su poboljSane mehanicke karakteristike. Dobijeni rezultati su
ocekivani jer se PVA polimer pokazao kao dobar stabilizator nanocestica srebra
(Wang i sar, 2006, Clemenson i sar., 2008), a smeSe Na-alginata i PVA su uspesSno

koriScene za dobijenje hidrogelova (Nam i sar., 2004, Kim i sar., 2008).

Medutim, problem biomedicinske primene Ag/alginatnih koloidnih
rastvora je visoka pH vrednost (~11) Sto ogranicava njihovu primenu u tretmanu
rana. Da bi koloidni rastvori sa nanocCesticama srebra mogli da se koriste kao
medicinska sredstva za leCenje rana zbog svoje antimikrobne aktivnosti (Pandcek i
sar., 2009, Xiang i sar., 2011, Radzig i sar., 2013) potrebno je da pH vrednost ovih
preparata bude blago kisela. Zapravo, pH vrednost rana se krece u opsegu od 7,15
do 8,9 (Gethin, 2007), dok je pH vrednost normalne koZe izmedu 4 i 6 u zavisnosti
od anatomske lokacije i godina (Schneider i sar., 2007). Tako da je slede¢i korak u
ovom radu bio razvoj Ag/alginatnih koloidnih rastvora stabilnih u blago kiseloj
sredini radi potencijalne primene u tretmanu rana. Ispitana je mogucnost
sniZavanja pH vrednosti koloidnih rastvora primenom askorbinske Kiseline i meda,
jer se ove komponente ve¢ koriste, kako u kozmeti¢kim, tako i u farmaceutskim
preparatima za tretman koZe. Pored toga, obe komponente se koriste i za sintezu
nanocestica srebra i to askorbinska kiselina kao redukuju¢i agens (Qin i sar., 2010),
dok se med koristi istovremeno i kao stabilizator i redukujuci agens (Philip, 2010).
Takode, obe komponente imaju nisku pH vrednost. Rastvor askorbinske kiseline
koncentracije 0,1 mg/ml ima pH vrednost oko 2,6, dok se pH vrednost meda krece
od 3,2 do 5,5 u zavisnosti od vrste meda (Molan, 1992, Aureli i sar., 2002). U ovom
radu je koriS¢en bagremov med sa pH vrednoS¢u od oko 3,9. Snizavanje pH
vrednosti koloidnog rastvora primenom askorbinske kiseline u koncentraciji od
0,1 mg/ml je pokazalo da se u toku 3 nedenje pH vrednost nije statisticki znacajno
menjala (slika 4.12), ali se stabilnost nanocestica znacajno narusava tako da je na
kraju ispitivanog perioda vrednost maksimalne apsorbance opala za oko 75 %.

Ovaj rezultat je negde i ocekivan jer je askorbinska kiselina nestabilna u alkalnoj
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sredini i dolazi do njene degradacije (Golubitskii i sar., 2007), Sto utice i na
stabilnost nanocestice srebra. Sa druge strane rezultati dobijeni snizavanjem pH
vrednosti Ag/alginatnog koloidnog rastvora sa razli¢itim koncentracijama meda
(5-50 mas.%) su pokazali da dodavanje meda dovodi do snizavanja pH vrednosti
smesSe uz oCuvanje nanocestica srebra. Pri tome je pH vrednost koloidnog rastvora
sa 40 mas.% meda iznosila 5,41 = 0,15 Sto je poZeljno za tretman rana dok su pH
vrednosti sa koncentracijom meda od 5-30 mas.% bile iznad Zeljene vrednost
(= 6). Takode, pH vrednost koloida sa 50 mas.% meda je bila neSto ispod poZeljne
vrednosti odnosno ~4,8. Optimalna pH vrednost preparata za tretman koZe je oko
5,5, pa stoga Ag/alginatni kolidni rastvor sa 40 mas.% meda ima najpoZeljniju pH
vrednost. Takode, pra¢enje pH vrednosti ovog rastvora u toku 3 nedelje je ukazalo
da se pH vrednost odrZzava konstantnom bez statisticki znacCajnog smanjenja.
Takode, zapaZeno je da je nakon dodavanja meda u svim koncentracijama doslo do
povecanja maksimalnog intenziteta apsorbance $to se moZe objasniti dodatnom
redukcijom jona srebra i/ili stabilizacijom nanocestica. Takode, u toku 3 nedelje
svi koloidni rastvori sa medom su ostali stabilni. Ovi rezultati ukazuju na
potencijalnu primenu Ag/alginatnog koloidnog rastvora sa medom, pozeljno
40 mas.%, u tretmanu rana usled stabilnosti nanocestica srebra, kao i adekvatne
pH vrednosti. Takode, oCekuje se da ¢e Ag/alginatni koloidni rastvor sa medom
imati bolje karakteristike u odnosu na sam Ag/alginatni koloidni rastvor kao
preparat za tretman rana zbog dodatnog stimuliSu¢eg efekta meda (Molan, 2002)
na zarastanje rana kao i antimikrobne aktivnosti nanocestica srebra (Pandcek i

sar., 2009, Xiang i sar., 2011, Radzig i sar., 2013) i meda (Basualdo i sar., 2007).

Opisani rezultati su pokazali raznovrsne mogucnosti manipulacije
alginatnih koloidnih rastvora sa elektrohemijski sintetisanim nanocesticama
srebra od razblazivanja, snizavanja pH vrednosti dodatkom meda do mesSanja sa
drugim polimerima. Medutim, potencijalnu primenljivost za tretman rana je
potrebno prvo pokazati u pretklinickim ispitivanjima na Zivotinjama. U ovom radu
je ispitana funkcionalnost alginatnog koloidnog rastvora sa koncentracijom
nanocestica srebra od 1 mM (0,011 mas.%) i dodatkom askorbinske kiseline

(0,1 mg/ml) na termickim opekotinama II stepena (78,5 mm?2) kod Wistar pacova i
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brzina zarastanja je uporedena sa netretiranom kontrolnom grupom i grupom
tretiranom komercijalnom kremom na bazi srebro sulfadiazine (1 mas.%). U
in vivo ispitivanjima, kod Zivotinja koje su bile tretirane Ag/alginatnim rastvorom
kao i komercijalnom kremom doslo je do znacajno brZeg zarastanja rana nakon
21-og dana u odnosu na kontrolu gde su rane zarasle nakon 25 dana.
HistopatoloSka analiza je pokazala povecanje granulacije i reepitelizatcije
smanjenje inflamacije i bolju organizaciju ekstracelularnog matriksa u obe
tretirane grupe. Slican trend je objavljen pri ispitivanju obloga za rane u obliku
rastvorljivih filmova koji su sadrzali alginat i skrob, impregnirani nanocesticama
srebra u koncentraciji od 0,02 mM (Marie Arockianathan i sar., 2012). Ta studija je
pokazala da su otvorene rane na ledima pacova (400 mm?), nastale isecanjem
hirur§skim putem, u grupi tretiranoj ispitivanim filmovima potpuno zarasle nakon
18 dana, u poredenju sa 25 dana koji su bili neophodni za spontano zarastanje ovih
rana u kontrolnoj grupi. U ovom radu su rane nesto brZe zarasle nego u
eksperimentalnim ispitivanjima u ovoj doktorskoj disertaciji Sto se moZe objasniti
manjom dubinom hiruskih rana, u odnosu na opekotine II stepena. Medutim, treba
napomenuti da se postupak dobijanja opisanih filmova sa nanocesticama sastojao
iz hemijske redukcije jona srebra za koju je pored izvora jona srebra i alginate
potreban natrijum borhidrid rastvoren u 0,3 M natrijum hidroksidu za razliku od
elektrohemijske sinteze nanocestica srebra koja zahteva samo izvor jona srebra i
alginat. Na osnovu makroskopskih rezultata i histopatoloske analize moze se
zakljuciti da je Ag/alginatni koloidni rastvor pokazao statisticki ekvivalentne
rezultate kao komercijalna krema na bazi srebro sulfodiazina iako je koli€ina
srebra naneta na ranu bila oko 100 puta manja (0,013 mg u odnosu na
1,55 # 0,21 mg u kremi). Treba takode ista¢i da je komercijalna krema
optimizovana, i da sadrzi sastojke koji stimulisSu ozdravljenje koZe kao $to su lako
parafinsko ulje, sorbitol itd. Sa druge strane, alginatni koloidni rastvor sa
elektrohemijski sintetisanim nanocesticama sem alginate, nanocestica srebra i
dodate askorbinske kiseline nije sadrZzao dodatne komponente koje bi stimulisale
ozdravljenje povrede. Time je znacaj dobijenih rezultata veéi, a dodavanjem
odgovaraju¢ih komponenti, kao Sto je med, moglo bi se ocekivati dodatno

poboljsanje funkcionalnosti, kao i stabilnosti Ag/alginatnog koloidnog rastvora.
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U medicinskom tretmanu rana, pogotovo dubokih, nekroti¢nih i sa obilnim
eksudatom potrebno je koristiti obloge za rane koje visokim sorpcionim
kapacitetom reguliSu nivo vlage u rani. Zbog toga se hidrogelovi veoma cCesto
koriste kao obloge za rane medu kojima je Ca-alginat jedan od najzastupljenijih
(Paul i Sharma, 2004, Queen i sar, 2004). 1z tog razloga drugi deo istraZivanja u ovoj
doktorskoj tezi je bio posvecen dobijanju i karakterisanju nanokompozitnih
hidrogelova na bazi alginata sa inkorporisanim nanocesticama srebra. Pri tom je
ispitivana mogu¢nost dobijanja nanokompozitnih hidrogelova razlicitih

geometrijskih oblika kao Sto su mikrocestice, mikrovlakna i diskovi.

Mikrocestice precnika manjeg od 1 mm su posebno atraktivan oblik za
imobilizaciju i kontrolisano otpusStanje aktivnih supstanci kao Sto su lekovi, faktori
rasta, hormoni i enzimi, zbog svoje velike specificne povrSine i malog rastojanja za
difuzioni prenos mase (El-Sherbiny i Smyth, 2010). Takode, alginatne mikrocestice
su se pokazale pogodne za imobilizaciju Celija razlicitog porekla kao Sto su celije
mikroorganizama (bakterije, kvasci, plesni, alge), insekata, biljaka i Zivotinja, ali i

za imobilizaciju humanih ¢elija (Smidsrod i sar., 1990, Nedovic, 1999).

U ovoj tezi Ca-alginatne mikrocestice sa inkorporisanim nanocesticama
srebra su dobijene elektrostatickom ekstruzijom Ag/alginatnog koloidnog
rastvora. Prisustvo nanocestica srebra je potvrdeno UV-vidljivom spektroskopijom
nakon rastvaranja mikrocestica pri cemu je maksimalna apsorbanca ostala na oko
405 nm, kao i kod Kkoloidnih rastvora, ukazuju¢i na nepromenjenu veli¢inu
nanocestica. Medutim intenzitet apsorbance je bio veci, sto je ukazalo na vecu
koncentraciju nanocestica srebra u mikroCesticama nego u polaznom
Ag/alginatnom koloidnom rastvoru. Ovaj rezultat je potvrden i merenjem
koncentracije srebra u mikrocesticama pomocu AAS pri ¢emu su dobijene znacajno
veCe koncentracije srebra u mikrocCesticama nego u inicijalnom koloidnom
rastvoru (slika 4.21). Koncentracija srebra u mikrocesticama je bila za oko 20 %
veca nego u odgovaraju¢im pocetnim koloidnim rastvorima, sem u slucaju 0,5 mM
koloidnog rastvora gde je koncentracija u mikrocesticama bila nesto niza

(0,28 + 0,11 mM). Pokazano je da sama elektrostaticka ekstruzije nema uticaja na
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koncentraciju nanocestica u istisnutom koloidnom rastvoru, kao ni prisustvo
Na-citrata prilikom rastvaranja mikrocestica. Na osnovu literaturnih podataka
(Velings i Mestdagh, 1995) dobijeni rezultati se mogu objasniti kontrakcijom
alginatnog gela tokom geliranja. Takode, ne treba zaboraviti i na eksperimentalne
greSke prilikom uzorkovanja mikrocestica zbog veoma brze evaporacije vode sa
povrSine mikrocestica. Medutim, iz navedenih rezultata moze se zakljuciti da svi
joni srebra u koloidnom rastvoru bivaju redukovani tokom elektrohemijske

sinteze nanocestica srebra, koje ostaju oCuvane tokom elektrostaticke ekstruzije.

[spitivanje uticaja paramenara elektrostaticke ekstruzije na veliCinu
Ag/alginatnih mikrocestica je pokazalo najveci uticaj elektrostatickog napona
slicno kao pri dobijanju cCistih Ca-alginatnih mikrocestica (Manojlovié, 2005).
Zavisnost precnika mikrocestica od napona je modelovana primenom jednacine
(1.8) predloZene za dobijanje Ca-alginatnih mikrocestica (Bugarski i sar., 2006).
Predvidanja modela su u kvalitativnoj saglasnosti sa eksperimentalno dobijenim
podacima (slika 4.22), pri ¢emu model predvida vele smanjenje precnika
mikrocestica u regionu Kkriticnog elektrostatickog napona (4-5 kV). Rezultati
modela mogu biti objasnjeni hipotezom da tokom procesa ekstruzije dolazi do
promene povrSinskog napona koloidnog rastvora, kao Sto je ranije opisano u
literaturi (Bugarski i sar., 2006). U regionu primene napona niZeg od Kriti¢cne
vrednosti (U<U.), povrsinski napon te¢nosti opada usled odbijanja naelektrisanih
molekula na povrsini kapi Sto dovodi do smanjenja precnika kapi. Medutim, u
regionu viSih vrednosti primenjenog napona (U>Uc), povecanje brzine tecnosti
moZe da dovede do povecanja povrSinskog napona, a samim tim i do povecanja
velicine kapljica u odnosu na predvidanja modela koja su zasnovana na
pretpostavci konstantne vrednosti povrSinskog napona. Ovo objasSnjenje je
konzistentno sa eksperimentalno dobijenim trendom (slika 4.22). Generalno se
moze zakljuciti da prisustvo nanocestica srebra ne uti¢e na mehanizam formiranja

kapi pri primeni elektrostaticke ekstruzije.

Do sada su Ca-alginatne mikrocestice koriS¢ene za stabilizaciju nanocestica

srebra dobijenih fotohemijskom redukcijom, na povrsini mikrocestica (Saha i sar.,

228



2009 i 2010). Ca-alginatne mikrocestice dobijene ekstruzionom tehnikom nakon
bubrenja u rastvoru srebro nitrata su izloZene UV zracCenju. Tako da su se
nanocCestice srebra formirale samo na povrSini mikrocestica. Inkorporacija
nanocestica unutar mikrocestica u poredenju sa nanocesticama imobilisanih samo
na povrsini mikrocestica omogucava vecu koncentraciju nanocestica Sto dovodi do
produZenog otpuStanja i aktivnosti. Takode je u literature pokazano da se
elektrostatickom ekstruzijom mogu dobiti mikroCestice na bazi Ca-alginata i
hitozana sa inkorporisanim nanocesticama srebra radi antimikrobne primene
(Travan i sar, 2009). Pri tome su nanocestice srebra sintetisane hemijskom
redukcijom pomocu askorbinske kiseline u rastvoru modifikovanog hitozana
(Chitlack, 1-dezoksilaktit-1-il hitozan). Ovaj rastvor je zatim meSan sa rastvorom
natrijum-alginata u koji je dodat inaktiviran kalcijum-karbonat i D-glukono-6-
lakoton, i ukapavan u rastvor Kkalcijum-hlorida primenom elektrostaticke
ekstruzije Cime su dobijene hitozan-alginatne mikrocestice sa inkorporisanim
nanocesticama srebra. Medutim, proces dobijanja ovih mikrocestica je
komplikovaniji i uklju¢uje ve¢i broj komponenti nego procedura za dobijanje

Ag/alginatnih mikrocCestica pripremljena u ovom radu.

Procedura elektrostaticke ekstruzije u ovom radu je takode uspesSno
primenjena za geliranje smeSe Ag/alginatni koloidni rastvor i med. Pri tome su
dobijene elipsoidne alginatne mikrocestice sa inkorporisanim nanocesticama
srebra i medom (vece ose 1000 + 180 um i manje ose 680 * 90 um, slika 4.29).
MoZe se pretpostaviti da bi se optimizacijom uslova elektrostaticke ekstruzije
mogle dobiti uniformne, sferne mikrocestice. I u ovom slucaju intenzitet
maksimalne apsorbance rastvorenih cestica je bio na oko 405 nm, kao i kod
koloidnog rastvora sa medom, uz znacajno veci intenzitet za oko 25 %, Sto ukazuje
na vecu koncentraciju nanocCestica srebra. Takode, i u ovom slucaju dobijeni

rezultati se mogu objasniti kontrakcijom alginatnog gela tokom geliranja.

Ista metoda je primenjena i na smeSe PVA i Ag/alginatnog koloidnog
rastvora. Pri ¢emu su elektrostatickom ekstruzijom dobijene cestice precnika oko

950 um uz dodatno geliranje metodom zamrzavana i odmrzavanja (slika 4.31).
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Medutim, optimizacijom parametara ekstruzije (napon 8 kV, rastojanje 8 cm)
mogu se dobiti mikrocestice (pre¢nik < 1 mm, slika 4.32). Takode, pokazano je da
se nanoCestice srebra zadrzavaju u PVA/Ag/alginatnim mikrocCesticama (slika
4.33), pri cemu i nakon 24 h u Na-citratu jedan deo nanocestica ostaje zarobljen u
hidrogelu. Dobijeni rezultati su ocekivani jer rastvor Na-citrata rastvara alginatni
hidrogel (Smidrod i Skjak-Braek, 1990, Forster i sar, 2010), a ne i PVA hidrogel, tako

da nanocestice srebra ostaju zarobljene unutar PVA hidrogela.

Radi potencijalne primenljivosti Ag/alginatnih hidrogelova ispitana je
mogucnost suSenja i rehidratacije Ag/alginatnih mikrocestica Sto je atraktivno za
primenu kao antimikrobni puder. U vlaznim i suvim Ag/alginatnim
mikrocesticama je potvrdeno prisustvo pojedinacnih nanocestica srebra veliCine
10-30 nm FE-SEM analizom, ali je zapaZeno i prisustvo agregata nanocestica (slika
4.24). Intenzitet maksimalne apsorbance UV-vidljivih spektara suvih mikrocestica
je bio za oko 20 % manji od intenziteta vlaznih mikrocestica, Sto se moze objasniti
formiranjem agregata nanocestica srebra tokom kontrakcije hidrogela prilikom
suSenja mikrocestica (slika 4.25). Moguénost rehidratacije alginatnog gela i
oslobadanje nanocestica srebra iz suvih Ag/alginatnih mikrocestica su ispitivani u
fizioloSkom rastvoru na sobnoj temperaturi kako bi imitirali uslove u rani sa
sekrecijom (slika 4.26). Eksperimentalno dobijeni rezultati ukazuju da posle samo
24 h rehidratacije u fizioloSkom rastvoru i vlazne i suve mikrocestice izgube ¢ak
90-95 % nanocestica srebra u odnosu na inicijalne vlazne mikrocestice, dok nakon
5 dana dolazi do pucanja mikrocestica i do potpunog gubitka nanocestica. Ovi
rezultati su i ocCekivani jer dolazi do difuzije nanocestica i/ili jona srebra iz
mikrocestica, kao i jona hlora iz rastvora i do formiranja nerastvorne soli AgCl. U
prisustvu Na* u fizioloSkom rastvoru, Ca2* unutar gela se zamenjuju sa Na*, Sto
dovodi do relaksacije lanaca i poboljSava se bubrenje gela, kao i oslobadanje
supstance imobilisane unutar alginatnog matriksa (Bajpai i sar., 2008, Vreeker i
sar, 2008). Sa druge strane, dobijen je nizak stepen rehidratacije suvih
mikrocestica u destilovanoj vodi Sto je i oc¢ekivano s obzirom da tokom susenja
dolazi do dodatnog umrezavanja alginatnih lanaca, koji su stabilni u destilovanoj

vodi jer nema jona natrijuma koji bi relaksirali lance zamenom sa kalcijumovim
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jonima unutar gela (Vreeker i sar., 2008). Dobijeni rezultati ukazuju na potencijalnu
primenu suvih Ag/alginatnih mikrocestica, koje uspeSno zadrZavaju nanocestice
srebra dok demonstriraju slicno ponaSanje, odnosno bubrenje u fizioloSkom

rastvoru kao vlazne mikrocestice.

Odabrani nanokompozitni hidrogelovi na bazi alginata i nanocCestica srebra
su zatim ispitani u nizu in vitro studija i to u pogledu biomehanickih karakteristika,

citotoksicnosti, antimikrobne aktivnosti i otpustanje srebra.

Biomehanicke karakteristike su ispitivane u biomimi¢nom bioreaktoru sa
dinamickom kompresijom Kkoji imitira in vivo uslove u artikularnoj hrskavici.
Primenjena je deformacija od 10 % u dva rezima rada bioreaktora: i) pri
dinamickoj kompresiji kada je brzina pomeraja osnove bioreaktora iznosila
337,5 um/s, i ii) pri stepenastom povecanju pomeraja osnove bioreaktora za

50 um, odnosno 75 pm svakih 30 min.

[spitivanja pakovanih slojeva Ag/alginatnih mikrocestica sa razli¢itim
koncentracijama nanocestica srebra i kontrolnih 1,9 mas.% alginatnih
mikrocestica su imala za cilj da odrede uticaj prisustva nanocestica srebra na
biomehamicke karakteristike. Pokazano je da se vrednosti dinamickog i
ravnoteznog modula elasti¢nosti dobijene iz nagiba linearnih zavisnosti napona od
primenjene deformacije nisu medusobno statisticki znacajno razlikovale za
razliCite koncentracije nanocestica (155 * 3 kPa, odnosno 34 * 0,4 kPa). Sa druge
strane, dinamicki i ravnotezni moduli elasti¢cnosti pakovanog sloja kontrolnih
mikrocestica su bili statisticki znacajno razliciti od vrednosti za nanokompozitne
mikrocestice. Pri tome je vrednost dinamickog modula od 141 + 2 kPa bila
znacajno nizZa, a vrednost ravnoteznog modula elasti¢nosti od 45,2 + 0,2 kPa
znacajno visa od odgovarajucih vrednosti odredenih za pakovani sloj Ag/alginatnih

mikrocestica.

Blagi uticaj nanocestica srebra na mehanicke karakteristike pakovanog
sloja alginatnih mikrocestica je u skladu sa slabom interakcijom nanocestica sa

polimernom mreZom, tako da fazna transformacija, termosenzitivnost i
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viskoelesticnost polimernog gela ostaje nepromenjena (Schexnailder i Schmidt,
2009). Dobijeni rezultati uporedeni sa rezultatima dobijenim za ciste Ca-alginatne
mikrocestice ukazuju da pri dinamic¢kim uslovima nanocestice srebra dovode do
veCeg zadrzavanja vode unutar matriksa hidrogela povecavaju¢i na taj nacin
dinamicki modul elasti¢cnosti. Medutim, kada hidrogel ima dovoljno vremena za
relaksaciju dolazi do izraZaja negativni efekat nanocestica na jaCinu hidrogela
sniZzavaju¢i vrednost ravnoteznog modula elasticnosti. Ovi rezultati su u
saglasnosti sa objavljenim efektima nanocestica u malim koncentracijama
(< 1 mas.%) koje su bile inkorporisane unutar PVA hidrogela (Mbhele i sar., 2003).
Pokazano je da dodavanje nanocestica srebra u koncentraciji od 0,19 mas.%
dovodi do naglog povecanja modula elasticnosti hidrogela koji zatim ostaje
konstantan iako se koncentracija nanocestica dalje povecava do 0,73 mas.%.
Medutim, tokom relaksacije, Ag/PVA nanokompoziti su imali znacajno nize
vrednosti ravnoteznog modula elasti¢nosti od Cistog PVA hidrogela. Ovi rezultati
su objasnjeni interakcijom nanocestica sa polimernim lancima Sto dovodi do
povetanja cvrstote. Medutim, tokom produZenog opterecenja dolazi do
razdvajanja nanocestica od polimernih lanaca Sto omogucava strukturno
preuredivanje lanaca tokom relaksacije zbog ¢ega su PVA/Ag nanokompoziti imali
nizu vrednosti ravnoteznog modula elasticnosti u odnosu na kontrolni PVA

hidrogel (Mbhele i sar., 2003).

Dobijene vrednosti modula elasticnosti pakovanog sloja 1,9 mas.%
kontrolnih alginatnih mikrocestica u ovom radu su nesto vece od vrednosti koje su
u ranijim studijama odredene za pakovani sloj 2 mas.% Ca-alginatnih mikrocestica
(dinamicki modul elasti¢nosti od 111,0 + 8,1 kPa, i ravnotezni modul elasti¢nosti
od 31,6 £ 0,4 kPa) (Stojkovska i sar., 2010). Dobijene razlike se mogu objasniti
razliCitom veliCinom mikroCestica koriS¢enih u ovom radu (550 * 20 pm) u
poredenju sa prethodnom studijom (780 +* 30 pum) jer manje cestice bolje
zadrzavanju vodu unutar samih intersticijalnih kanala, poveéavaju¢i module

elasti¢nosti, kako je ve¢ ranije pokazano (Stojkovska i sar., 2010).
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Na slican nacin ispitane su biomehanicke karakteristike pakovanog sloja
PVA/Ag/alginatnih Cestica (precnik ~1270 um) u poredenju sa pakovanim slojem
kontrolnih 1,3 mas.% alginatnih cCestica (pre¢nik ~1250 um). Dinamicki moduli
elasti¢nosti za ova dva sloja su bili znacajno razli¢iti odnosno od 105 * 7 kPa i
51 * 2 kPa, za PVA/Ag/alginatne Cestice i kontrolne cCestice, redom. S druge strane,
nije uocena znacajna statisticka razlika izmedu ravnoteznih modula elasti¢nosti
pakovanih slojeva PVA/Ag/alginatnih Cestica i alginatnih ¢estica odnosno 15 kPa i
15,8 kPa, redom. Dobijeni rezultati se mogu objasniti da pri dinamickoj kompresiji
dominantan uticaj na mehanicke karakteristike ima struktura hidrogelova, kao i
voda zarobljena u porama hidrogela (Wang i sar., 2005), zbog Cega je i vidljiva
razlika u vrednostima dinamickog modula elasti¢nosti izmedu ova dva ispitivana
pakovana sloja. Medutim, kada postoji dovoljno vremena za relaksaciju polimerne
mreZe hidrogela i uravnoteZenja sadrzaja vode, razlike izmedu ispitivanih

pakovanih slojeva se gube.

Treba primetiti da je poredenjem vrednosti modula elasti¢nosti pakovanih
slojeva 1,9 mas.% alginatnih mikrocestica (precnik 600 + 30 um) i 1,3 mas.%
alginatnih mikrocestica (pre¢nik ~ 1250 um) jasno uocljiv uticaj koncentracije
alginata i precnika mikrocestica gde se povecanjem koncentracije i smanjenjem
precnika poboljSavaju mehanicke karakteristike Sto je i ocekivano. Moguénost
poboljSanja biomehanickih karakteristika nanokompozitnih hidrogelova je
ispitana poredenjem vrednosti dobijenih u bioreaktoru sa dinamickom
kompresijom za PVA, PVA/Ag/alginatne i PVP/PVA/Ag/alginatne diskove.
Pokazano je da samo dodavanje Ag/alginata u PVA dovodi do povecanja
dinamickog modula elasti¢nosti dobijenog hidrogela za oko 20 % (65 * 2 kPa za
PVA i 79 + 1 kPa za PVA/Ag/alginat), dok dodavanje PVP i Ag/alginata u PVA
povecanja ovu vrednost za oko 77 % (odnosno 115 * 4 kPa). Medutim nije uoCena
razlika izmedu ravnoteZnih modula elasti¢nosti PVA i PVA/Ag/alginatnih diskova
(27,2 kPa i 26,7 kPa, redom), dok je ravnoteZni modul elasti¢nosti
PVP/PVA/Ag/alginatnih diskova (43 kPa) i dalje bio znacajno ve¢i (~1,6 puta) od
ravnoteznog modula elasti¢nosti PVA diska. Dobijeni rezultati ukazuju da alginat i

nanocestice srebra interferiraju sa PVA polimernom mreZom oteZavaju¢i odgovor

233



na dinamicku kompresiju, medutim kada se obezbedi vreme za relaksaciju mreze,
mehanicka jac¢ina nanokompozita i ¢istog PVA hidrogela nije znacajno razlicita. Sa
druge strane, efekat PVP na mehanicke karakteristike je vidljiv kako pri
dinamickim tako i pri ravnoteZnim uslovima. Eksperimentalno odredeni dinamicki
moduli elastiCnosti su u saglasnosti sa literaturnim vrednostima za PVA i PVP
hidrogelove dobijene metodom zamrzavana i odmrzavanja i variraju od oko
~ 10kPa (Thomas i sar., 2003, Ma i sar., 2009) do ~230 kPa (Joshi i sar., 2006) u
zavisnosti od sastava hidrogela, broja ciklusa zamrzavanja-odmrzavanja,

primenjene deformacije i brzine kompresije.

Slede¢i korak u in vitro karakterizaciji nanokompozitnih hidrogelova na
bazi alginata i nanocCestica srebra je bio ispitivanje citotoksi¢nosti Ag/alginatnih
mikrocestica sa razli¢itim koncentracijama nanocestica srebra. Citotoksi¢nost je
ispitivana u 2D kulturama i to u suspenziji mononuklearnih ¢elija periferne krvi i
monosloju tele¢ih hondrocita, kao i u 3D kulturi tele¢ih hondrocita imobilisanih u

alginatne mikrocestice u perfuzionom bioreaktoru.

Citotoksicnost Ag/alginatnih nanokompozitnih hidrogelova za potencijalnu
primenu u tretmanu rana je potrebno ispitati u kulturama celija koje su
zastupljene u rani. Stoga je u ovoj doktorskoj disertaciji ispitivana citotoksi¢nost
odabranih hidrogelova u suspenziji mononuklearnih ¢elija periferne Kkrvi.
Mononuklearne c¢elije su limfociti i monociti, kao i makrofagi koji nastaju
diferencijacijom monocita. Nakon 48 h od povrede monociti dospevaju u ranu,
diferenciraju se u makrofage koji pomaZu njeno ozdravljenje. U suspenziji
mononuklearnih Celija periferne krvi ispitivan je uticaj Ag/alginatnih mikrocestica
sa razli¢itim koncentracijama nanocestica srebra na prezivljavanje nestimulisanih
Celija i stimulisanih dodatkom fitohemoglutinina. Eksperimentalno dobijeni
rezultati su ukazali da Ag/alginatne mikrocestice, dobijene od Ag/alginatnih
koloidnih rastvora sa razli¢itim koncentracijama nanocestica srebra (0,5 mM do
1,5 mM), imaju slab citotoksican efekat na mononuklearne celije periferne krvi.
Treba napomenuti da su mononuklearne Ccelije koje su bile stimulisane

fitohemoglutininom bile neSto osetljivije od nestimulisanih ¢elija, Sto je i ocekivano

234



jer su cCelije u deobi osetljivije na spoljasnje faktore (Valeriote i van Putten, 1975).
Dobijeni rezultati su u skladu sa podacima iz literature (Jovanovic i sar., 2013) gde
je ispitana citotoksi¢nost nanocestica srebra unutar PVP hidrogela, u obliku diska
(precnik 8,4 mm, debljina 4,5 mm), dobijenih y zracenjem PVA hidrogela koji je
prethodno bubrio 24 h u rastvorima srebro nitrata razlic¢itih koncentracija u
opsegu od 1 mM do 16 mM. Umeren citotoksicni efekat je primecen kod gela koji je
bubrio u 1 mM rastvoru srebro nitrata, dok su koncentracije rastvora od 2 mM i
viSe imale jak citotoksi¢ni efekat na nestimulisane i stimulisane mononuklearne
Celije periferne krvi u suspenziji. Dobijeni rezultati ukazuju da je optimalna
koncentracija nanocestica srebra u Ag/alginatnim mikrocesticama <1 mM za

potencijalnu primenu u tretmanu rana.

Ag/alginatni hidrogelovi imaju potencijalnu primenu i kao implanti za meka
tkiva obezbedujuci sterilnu okolinu, kako u in vitro, tako i u in vivo uslovima Sto
zahteva ispitivanje citotoksi¢nosti prema Celijama tkiva u koje ¢e se implantirati.
Stoga su u ovom radu i izabrani hondrociti jer je hrskavica jedno od potencijalnih
mesta implantacije nanokompozitnih hidrogelova. U monosloju tele¢ih hondrocita
ispitan je uticaj Ag/alginatnih mikrocestica sa razli¢itim koncentracijama
nanocestica (0,33-3,76 mM) i pri primeni razli¢ite mase mikrocestica (0,3 gi 0,6 g).
Eksperimentalni rezultati su pokazali da je preZivljavanje C¢elija zavisilo od
koncentracije otpusStenog srebra (tabela 4.4 i slika 4.51). Merenje koncentracije
jona srebra u fizioloSkom rastvoru je pokazalo da nije bilo statisticki znacajne
razlike u koncentraciji slobodnih jona srebra izmedu svih ispitivanih uzoraka koja
je iznosila ~0,5 pg/ml. Medutim, kada je merena koncentracija srebra nakon
rastvaranja istaloZene soli AgCl uoCene su znacajne razlike ukupno otpuStene
koliCine srebra izmedu grupa. Kada je koncentracija ukupnog otpuSetnog srebra
bila manja od 5 pg/ml nije bilo znacajnog uticaja na preZivljavanje hondrocita, ali
je pri porastu koncentracije otpusStenog srebra na 7 pg/ml doSlo do jakog
citotoksicnog efekta. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa drugim studijama koje
su ispitivale efekte razli¢itih sistema koji sadrZe nanocestice srebra na razlicite
tipove Celija sisara gde je citotoksi¢nost nanocestica srebra bila u opsegu

koncentracija od 1,6 do 50 pg/ml (Hussain i sar., 2005, Park i sar., 2010). Treba
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naglasiti da je dobro poznato da citotoksi¢nost nanocestica srebra zavisi od
koncentracije i veli¢ine nanocestica, kao i od tipa celija koje su koriS¢ene za
ispitivanje (Kim i sar., 2012). Tako je naprimer pokazano da su miSiji preosteoblasti
(MC3T3-E1) i Celije adrenalne medule pacova, (PC12) osetljivije na nanocestice
srebra nego humane Ccelije cervikalnog kancera (HeLa) i Celije ovariuma kineskog
hrcka (CHO). Takode je pokazano da manje nanocestice srebra (oko 10 nm) imaju
snazniji citotoksicni efekat u odnosu na nanocestice srebra prec¢nika 50 i 100 nm

(Kimisar., 2012).

Citotoksicnost Ag/alginatnih mikrocestica je takode ispitana pod in vitro
uslovima koji imitiraju fizioloSku okolinu u vaskularizovanom tkivu in vivo.
Uspostavljena je 3D celijska kultura tele¢ih hondrocita imobilisanih u alginatne
mikrocestice zajedno sa Ag/alginatnim mikrocesticama (4,7 mM koncentracija
nanocestica srebra) u perfuzionom bioreaktoru u toku 2 nedelje. Pokazan je blag
citotoksicni efekat na imobilisane hondrocite unutar alginatnog matriksa, jer je
vijabilnost ¢elija nakon 2 nedelje iznosila oko 78 %. Medutim, i u ovom slucaju je
izmerena Kkoli¢ina slobodnih jona srebra u fizioloSkom rastvoru u analognom
eksperimentu bez hondrocita bila zanemarljiva. Ukupna koncentracija otpusStenog
srebra, izraCunata na osnovu bilansa koli¢ine srebra u mikocesticama, je iznosila
~9,3 pg/ml., sto je u opsegu jako citotoksi¢nih koncentracija za hondrocite u
monosloju (>7ug/ml). Dobijeni rezultati ukazuju da se ¢elije u monosloju mogu
matriksom. Dobro je poznato da 2D celijska kultura ima nekoliko ogranicenja u
odnosu na in vivo sredinu kao Sto su gubitak trodimenzionalne strukture tkiva,
izostanak interakcija Celija sa ekstracelulatnim matriksom i izmedu samih C¢elija,
kao i gubitak biofizickih i biohemijskih signala (Mazzoleni i sar., 2009). Tako da
ispitivanja citotoksi¢nosti u 2D kulturama ne mogu tacno da pokaZu toksicnost
nanocestica u telu (Lee i sar., 2009), pa su citotoksi¢ni efekti razliCitih agenasa
izraZeniji u 2D nego u 3D kulturama (Lee i sar., 2009, Movia i sar., 2011, Hashimoto i

sar., 2014) sto je i u ovoj studiji potvrdeno.
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Kada su odredene netoksicne Kkoncentracije nanocestica srebra u
Ag/alginatnim mikrocesticama slede¢i korak je bio odredivanje antimikrobne
aktivnosti. Ispitane su vlazne i suve mikroCestice u suspenzijama S. aureus i E. coli
kao najcesce koris¢enim modelima za Gram-pozitivne, odnosno Gram-negativne
vrste bakterija. Eksperimentalno dobijeni rezultati su ukazali da oba tipa
mikrocestica, vlazne i suve, imaju isti efekat na obe ispitivane vrste bakterija
(tabele 4.5 i 4.6). U analognim eksperimentima uz koris¢enje fiziolosSkog rastvora
odredena je koncentracija otpusStenog srebra pri cemu se i ovde pokazalo da je
koncentracije slobodnih jona zanemarljiva (~0,5 pg/ml). Medutim, koncentracije
ukupnog srebra kao Ag*i AgCl su bile znacajno vece i do ~10 pg/ml posle 24 h.
Nesto niZze Kkoncentracije otpuStenog srebra su izmerene u suspenziji suvih
mikrocestica (~ 2,4 pg/ml) Sto nije u skladu sa uocenim slicnim antibakterijskim
efektom. Ova razlika se moZe objasniti razlicitim poreklom alginata koji je koriS¢en
za antibakterijska ispitivanja i ispitivanja otpustanja srebra, jer je primeceno da
alginat koji je koris¢en za otpustanje srebra sporije bubri i zato je verovatno doslo
do manjeg otpusStanja srebra nego u bakterijskoj suspenziji. Dobijeni rezultati
antimikrobne aktivnosti su u saglasnosti sa drugim studijama antibakterijske
aktivnosti nanocestica srebra u razliCitim sistemima prema S. aureus i E. coli.
Minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) nanocestica srebra su izmerene u
opsegu 0,34-120 ug/ml za S. aureus, odnosno 0,26-180 pug/ml za E. coli (Pandcek i
sar., 2006, Ruparelia i sar.,, 2008, Valodkar i sar., 2011), u zavisnosti od oblika,
velicine i povrSinske modifikacije nanoclestica (Sondi i Salopek-Sondi, 2004,
Morones i sar., 2005, Pal i sar., 2007, Marius i sar., 2011). Tako su Travan i saradnici
(2009) pokazali baktericidnu aktivnost hitozan-alginatnih mikrocestica sa
inkorporisanim nanocesticama srebra prema E. coli, S. epidermidis, S. aureus, i
P. aeruginosa koja je bila posledica antimikrobne aktivnosti kako nanocestica
(Pandcek i sar., 2009, Radzig i sar., 2013) tako i hitozana (Zheng i sar., 2003).
Takode, Ag/alginatni nanokompozitni sunderi (5,65 mM, precnika
4,8 cm), dobijeni liofilizacijom Ag/alginatnog koloida, a zatim geliranjem u 0,2 M
CaCl; rastvoru, pokazali su nakon 24 h inkubacije baktericidnu aktivnost prema
K. pneumoniae i S. aureus (Seo i sar., 2012). Dobijena bakteriocidna aktivnost je

objaSnjena sinergistickim efektom =zarobljavanja bakterija u porama unutar
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alginatnog matriksa i direktnog kontakta sa nanocesticama srebra. Treba istaéi da
je u ovom radu, antimikrobna aktivnost Ag/alginatnih mikrocestica zasnovana
samo na otpuStanju nanocestica i/ili jona srebra. Takode bi trebalo dodati da
antibakterijski efekti zavise od koli¢ine primenjenog antimikrobnog agensa, kao i
od pocetne koncentracije bakterija. Pokazano je da je rast E. coli inhibiran u vecoj
meri kada je inicijalna koncentracija bakterija bila manja i iznosila 104 tako da je
posle 24 h inkubacije sa nanoCesticama srebra koncentracije 20 pg/ml, dok kada je
koncentracija bakterija iznosila 107 nanocestice srebra u koncentraciji 100 pg/ml
su samo odlozile rast bakterija (Sondi i Salopek-Sondi, 2004). MoZe se zakljuciti da
antimikrobnu aktivnost Ag/alginatnih mikrocestica treba dalje proucavati pri
razli¢itim eksperimentalnim uslovima i prema razli¢itim bakterijskim vrstama dok
je u ovom radu pokazan osnovni princip antibakterijske aktivnosti vlaznih i suvih

Ag/alginatnih mikrocestica zasnovana na otpustanju nanocestica i/ili jona srebra.

Dodatni znacajni parametar koji je odreden u ovom radu je forma
oslobodenog srebra, kako u studijama citotoksi¢nosti tako i u studijama
antimikrobne aktivnosti. Joni hlora, koji se nalaze u telesnim te¢nostima kao i u
najcesce koris¢enim medijumima za Celijske kulture, reaguju sa nanocesticama i/ili
jonima srebra pri ¢emu se formira slabo rastvorljiva so AgCl. Stoga, treba voditi
racuna da se napravi razlika izmedu koncentracije i efekata slobodnih jona srebra i
istaloZenog AgCl. U ovom radu su efekti citotoksi¢nosti i antibakterijske aktivnosti
povezani sa ukupnom Kkoncentracijom otpusStenog srebra koja je bila za red

veli¢ine viSa od koncentracije slobodnih jona srebra.

Iz navedenih istraZivanja generalno se moZe pretpostaviti da su vlazne
Ag/alginate mikrocestice atraktivne za primenu u biomedicini kao komponente u
tkivnom inZenjerstvu i kao implanti za meka tkiva obezbeduju¢i sterilnu okolinu.
Sa druge strane, suve Ag/alginatne mikrocestice se mogu primeniti kao
antimikrobni puderi u tretmanu rana jer bi omogucile odrzavanje vlaZnosti rane
brzim bubrenjem alginatnog makriksa, kao i antibakterijski efekat usled

oslobadanja nanocestica i/ili jona srebra.
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Slede¢i korak u ovoj doktorskoj disertaciji je bio ispitivanje funkcionalnosti
odabranih nanokompozitnih hidrogelova u tretmanu rana na modelu opekotina Il
stepena kod miSeva i pacova, a zatim i na modelu nekroze kod pacova. U ovu svrhu
razvijeni su nanokompozitni hidrogelovi, u obliku mikrovlakana, koji najvise
odgovaraju komercijalnim Ca-alginatnim oblogama sa jonskim srebrom, odnosno

medom.

Ag/alginatna mikrovlakna su dobijena ekstruzionom tehnikom, a zatim su
podvrgnuta suSenju kao bi se dobila suva Ag/alginatna mikrovlakna koja su veoma
atraktivna za tretman rana sa obilnim eksudatom. Dobijena su mikrovlakna
precnika ~300 pm, dok je pre¢nik suvih mikrovlakna iznosio ~100 um (slika 4.34).
PosSto je prefnik komercijalnih Ca-alginatnih mikrovlakana znacajno manji
(~15 pm) u cilju smanjenja pre¢nika Ag/alginatnih mikrovlakana, tokom procesa
ekstruzije vlakna su podvrgnuta istezanju primenom jednostavne laboratorijske
aparature sa jednim kalemom. Time su dobijena mikrovlakna pre¢nika ~120 pm,
dok je prec¢nik suvih mikrovlakana iznosio ~80 pum (slika 4.36). Moze se
pretpostaviti da bi u optimizovanom procesu istezanja slicnom industrijskoj
proizvodnji bila dobijena Ag/alginatna mikrovlakna istih pre¢nika kao komercijala
Ca-alginatna mikrovlakna. Koncentracije nanocestica srebra u vlaznim i suvim
mikrovlaknima se nisu statisticki znacajno razlikovale, ali je dobijena znacajno
manja koncentracija nanocestica srebra u vlaknima dobijena sa istezanjem u
odnosu na vlakna dobijena bez istezanja. Ovaj rezultat se moZe objasniti
eksperimentalnom greskom ili veéim varijacijama koncentracije nanocestica

srebra u Ag/alginatnim mikrovlaknima dobijenim ovom tehnikom.

Na isti nacin dobijena su Ag/alginatna mikrovlakna sa medom ekstruzijom
koloidnog rastvora sa nanocesticama srebra i meda u koncentracijama od 0,9 mM
(0,0097 mas.%) i 50 mas.%, redom. U prvoj eksperimentalnoj seriji dobijena su
mikrovlakna sa medom bez istezana precnika oko 400 um, a njihovim suSenjem
dobijena su suva mikrovlakna pre¢nika oko 100 pum (slika 4.38). Primenom
istezanja u drugoj eksperimentalnoj seriji dobijena su mikrovlakna precnika

~170 pm, dok je precnik suvih mikrovlakana iznosio ~80 um (slika 4.40). U ovom
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slucaju se koncentracija nanocestica srebra nije znacajno razlikovala izmedu
vlaznih i suvih mikrovlakana, kao ni izmedu eksperimentalnih serija i iznosila je

oko 1,16 mM.

Kao Sto je veC recCeno, funkcionalnost Ag/alginatnih mikrovlakana je
ispitana na dva modela rana kod Wistar pacova: termickih opekotina II stepena
(78,5 mm?2) i nekroza (63,4 mm?2) indukovanih doksorubicinom. Takode,
funkcionalnost Ag/alginatnih mikrovlakna sa medom je ispitana i na modelu
termickih opekotina II stepena (25 mm?) kod miSeva (Mus musculus), kao i na
modelu nekroze kod Wistar pacova (63,4 mm?2). Zarastanje rana je uporedeno sa
netretiranim kontrolnim grupama i grupama tretiranim komercijalnim
preparatima na bazi kalcijum-alginata i jonskog srebra, odnosno meda i to u

odnosu na brzinu zarastanja i histopatolosku analizu.

Rezultati ispitivanja na modelu opekotina kod pacova su pokazali da je
doslo do znacajno brzeg zarastanja rana kod Zivotinja koje su bile tretirane 1,5 mM
(0,0162 mas.%) vlaznim Ag/alginatnim mikrovlaknima (precnik ~300 pm),
1,6 mM (0,0173 mas.%) suvim Ag/alginatnim mikrovlakna (pre¢nik ~100 pm),
kao i komercijalnom oblogom na bazi suvih Ca-alginatnih mikrovlakana (prec¢nik
~15 pum) i jona srebra u koncentraciji od 7,24 + 0,37 mas.%, u odnosu na
netretiranu kontrolu. HistopatoloSka analiza je pokazala povetanje granulacionog
tkiva i reepitelizatcije, smanjenje inflamacije i bolju organizaciju ekstracelularnog
matriksa u svim tretiranim grupama. Na osnovu makroskopskih rezultata i
histopatoloske analize moZe se zakljuciti da su Ag/alginatna mikrovlakna, vlazna i
suva, pokazala statisticki ekvivalentne rezultate kao komercijalna Ca-alginatna
obloga sa jonskim srebrom iako je koli¢ina srebra naneta na ranu bila oko 100 puta
manja (0,035 mg u odnosu na 1,74 mg). Takode treba istaci da je proces dobijanja
komercijalnih obloga za rane u potpunosti optimizovan kao i da je prec¢nik vlakana
komercijalne obloge oko 7, odnosno 20 puta manji od precnika suvih i vlaznih
Ag/alginatnih mikrovlakana, redom. Optimizacijom procesa proizvodnje, a samim
tim i smanjenjem precnika mikrovlakana, moglo bi se ocekivati poboljSanje

funkcionalnosti Ag/alginatnih mikrovlakana. Dobijeni rezultati su takode u skladu

240



sa podacima iz literature (Tian i sar., 2007), gde je prateno zarastanje termickih
opekotina na ledima pacova (600 mm?) u grupi tretiranoj komercijalnom oblogom
sa nanocesticama srebra u koncentraciji od 0,275 mas.% (Anson Nanotechnology
Group Co., Ltd. Hong Kong) i netretiranoj kontroli. Rane su svakodnevno tretirane
sa po 0,48 mg srebra. Do potpunog zarastanja opekotine je doslo nakon 26,5 * 0,9
dana u tretiranoj grupi, dok je do spontanog zarastanja u kontrolnoj grupi doslo
nakon 35,4 * 1,3 dana. Treba naglasiti da je u ovoj studiji koriS¢eno oko 2 puta vise
nanocestica srebra u odnosu na eksperimentalna ispitivanja u ovoj doktorskoj
disertaciji (0,08 mg/cm? u odnosu na 0,045 mg/cm?), kao i da je koriS¢ena

komercijalna obloga u prethodnim istrazivanjima u potpunosti optimizovana.

U ovom radu je ispitana i efikasnost suvih Ag/alginatnih mikrovlakna i
suvih Ag/alginatnih mikrovlakana sa medom na modelu nekroze kod pacova. Rana
koZe hroni¢nog karaktera (nekroza) je indukovana intradermalnim ubrizgavanjem
doksorubicina kako je opisano u literaturi (Kesik i sar., 2010). Pokazano je da
primenom ove metode nakon 14 dana od indukcije, hroni¢ne rane dostiZzu
maksimalnu povrsinu od 54 mm?2 (46-66 mm?) Sto je dobijeno i u ovom radu.
Medutim, pracenje spontanog zarastanja rana u dve kontrolne grupe je pokazalo
da su postojale znacajne razlike izmedu grupa. PovrSine rana 14 dana nakon
indukcije su bile znacajno razli¢ite (68 + 9,3 mm?2 i 60,7 + 9,6 mm?2), dok je
kontrakcija rana bila nesto brza u prvoj kontrolnoj grupi. Medutim, na kraju
ispitivanog perioda nije bilo statisticki znacajnih razlika izmedu povrsSina rana
ispitivanih grupa. Na osnovu dobijenih rezultata moZe se zakljuciti da je model
nekroze komplikovan i da proces razvijanja hroni¢ne rane nije dovoljno

kontrolisan tako da iziskuje dodatna ispitivanja na ve¢em broju Zivotinja.

U ovim ispitivanjima kod Zivotinja koje su bile tretirane 0,6 mM
(0,0065 mas.%) suvim Ag/alginatnim mikrovlaknima (prec¢nik ~80 pm), 1,2 mM
(0,0129 mas.%) Ag/alginatnim mikrovlaknima sa medom (prec¢nik ~80 um), kao i
komercijalnom oblogom na bazi alginata i jona srebra (pre¢nik ~15 pm,
koncentracija jona srebra 7,24 mas.%) i komercijalnom oblogom na bazi alginata i

meda nije bilo znacajnih statistickih razlika u odnosu na netretirane kontrolne
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grupe. Medutim, u netretiranoj kontroloj grupi, kao i u grupi tretiranoj
komercijalnom Ca-alginatnom oblogom sa jonskim srebrom je doSlo do meSovite
infekcije rana. Treba naglasiti da je i ovde koli¢ina srebra naneta na rane u
grupama tretiranim Ag/alginatnim mikrovlaknima sa i bez meda bila 100 puta
manja nego u grupi tretiranoj komercijalnom Ca-alginatnom oblogom sa jonskim
srebrom (0,035 mg u odnosu na 1,74 mg). Dobijeni rezultati ukazuju na
potencijalnu primenu Ag/alginatnih mikrovlakna sa i bez meda u tretmanu
nekroticnih rana u cilju sperecavanja infekcije koja predstavlja glavni uzrok

produZenog zarastanja rana.

U in vivo ispitivanjima, na modelu opekotina kod miSeva, kod Zivotinja koje
su bile tretirane 1,2 mM (0,0129 mas.%) suvim Ag/alginatnim mikrovlaknima
(prec¢nik ~100 pm), kao i komercijalnom oblogom na bazi alginata i meda (precnik
~15 pm), doslo je do znacajno brzeg zarastanja rana u odnosu na kontrolnu
netretiranu grupu. lako nije bilo statisticki znacajnih razlika u brzini zarastanja
rana izmedu tretiranih grupa, nesto brze zarastanje uz najmanje povrsine rana je
dobijeno u grupi tretiranoj suvim Ag/alginatnim mikrovlaknima sa medom. Treba
takode istaci da je histopatoloska analiza pokazala da je jedino u grupi tretiranoj
Ag/alginatnim mikrovlaknima sa medom doSlo do potpunog formiranja i
diferencijacije skeletnih misi¢nih vlakana, dok se u ostalim ispitivanim grupama i
dalje uocCavao proces regeneracije. Dobijeni rezultati ukazuju na potencijalnu
primenu Ag/alginatnih mikrovlakana sa medom u regeneraciji skeletnih misi¢nih
vlakana, kao i da je neophodno uraditi dodatna ispitivanja kako bi se utrvdilo da li

postoji sinergisticki efekat Ag/alginata i meda na zarastanje rana.

Rezultati in vivo ispitivanja na modelu opekotina kod miSeva i pacova, kao i
na modelu nekroze kod pacova ukazuju na potencijalu primenu nanokompozita na
bazi alginata i nanocestica srebra u tretmanu rana. Medutim, da bi sa sigurnos¢u
govorili o efektima Ag/alginatnih nanokompozita u tretmanu razli¢itih rana

potrebno je uraditi in vivo ispitivanja na znacajno ve¢em broju Zivotinja.
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6. ZAKLJUCAK

Razvoj novih biomaterijala za biomedicinsku primenu zahteva razlicita
ispitivanja i karakterisanja biomaterijala kako sa stanoviSta hemijskog sastava i
fizickih svojstava, tako i u pogledu biokompatibilnosti i funkcionalnosti. Pri
primeni nanomaterijala je joS od posebnog znacaja ispitivanje citotoksi¢nosti i
interakcija nanocestica i celija i tkiva. Uz to, da bi se razvio optimizovan
biomaterijal potrebno je rezultate svih ispitivanja povezati i objasniti radi
mogucnosti pouzdanog predvidanja ponasanja i funkcije biomaterijala u Zeljenoj
primeni. Sa tog stanoviSta razvoj novih nanokompozitnih hidrogelova na bazi
alginata i nanocCestica srebra za potencijalnu biomedicinsku primenu zahteva
razliCita ispitivanja u in vitro uslovima, kao Sto su ispitivanje citotoksi¢nosti,
biomehanickih karakteristika, antimikrobne aktivnosti i kinetike otpusStanja

srebra, a zatim i ispitivanje funkcionalnosti u in vivo uslovima.

U ovoj doktorskoj disertaciji je prvo ispitana stabilnost koloidnih rastvora
alginata sa elektrohemijski sintetisanim nanocesticama srebra, kao i ispitivanje
stabilnosti nanocestica srebra u blago kiseloj sredini pogodnoj za primenu u
tretmanu rana. Zatim je ispitana moguc¢nost meSanja Ag/alginatnih koloidnih
rastvora sa razli¢itim polimerima, kao i moguc¢nost dobijanja nanokompozitnih
hidrogelova na bazi alginata razli¢itih sastava i geometrijskih oblika kao Sto su
diskovi, mikrocestice i mikrovlakna. Takode je ispitivana mogu¢nosti suSenja i
rehidratacije nanokompozitnih hidrogelova na bazi alginata uz ocuvanje
inkorporisanih nanocestica srebra. Slede¢i korak je bio sveobuhvatna
karakterizacija nanokompozitnih hidrogelova u in vitro uslovima gde su za
odabrane wuzorke odredene: biomehani¢ke karakteristike u biomimi¢nim
bioreaktorskim uslovima, citotoksi¢nost u 2D ¢elijskim kulturama i u biomimi¢nim
uslovima tokom gajenja u bioreaktoru, kao i antimikrobna aktivnost. Na kraju je
ispitana funkcionalnosti nanokompozitnih biomaterijala u in vivo uslovima to jest
odredena je efikasnosti odabranih nanokompozitnih biomaterijala na bazi alginata
i nanocestica srebra za zarastanje rana na modelu opekotina II stepena kod miSeva

i pacova, kao i na modelu nekroze kod pacova.
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Na osnovu dobijenih rezultata mogu se izvesti slede¢i zakljucci.

e Elektrohemijskom sintezom uspesno su sintetisane sfericne nanocestice
u alginatnom rastvoru koje su stabilne oko 30 dana. Pokazano je da se
aktivan rast odvija mehanizmom agregacije prva 3 dana, nakon cega
sledi sporije Ostvaldovo sazrevanje.

¢ Jednostavnim razblaZivanjem elektrohemijski sintetisanih Ag/alginatnih
koloidnih rastvora rastvorom Na-alginata dobijaju se stabilni koloidni
rastvori sa oCuvanim nanocesticama srebra u Kkoncentraciji koja je
proporcionalna razblazZenju.

e Ag/alginatni koloidni rastvori se mogu jednostavno sterilisati kuvanjem
bez narusavanja stabilnosti nanocestica srebra.

e pH vrednost Ag/alginatnog koloidnog rastvora u ovom radu je sniZena
dodavanjem askorbinske kiseline, odnosno meda. Koloidni rastvor sa
dodatkom askorbinske kiseline je bio stabilan oko 7 dana, ali je
stabilnost nanocestica ocuvana u toku 3 nedelje u rastvorima sa
dodatkom meda u opsegu od 5-50 mas.%. Pri tome je Ag/alginatni
kolidni rastvor sa 40 mas.% meda imao pH vrednost oko 5,5 koja je
priblizna pH vrednosti komercijalnih preparata koji se koriste u iste
svrhe.

e Ag/alginatni koloidni rastvori lako mogu se mesSati sa PVA i PVP
rastvorima uz oc¢uvanje nanocestica srebra.

e Ag/alginatni koloidni rastvor je u tretmanu opekotina II stepena kod
Wistar pacova pokazao statisticki ekvivalentne rezultate kao
komercijalna krema na bazi srebro sulfodiazina iako je koli¢ina srebra
naneta na ranu bila oko 100 puta manja (0,013 mg u odnosu na
1,55 mg). Pri tome je period zarastanja rana u tretiranim grupama bio
kra¢i nego kod kontrolne netretirane grupe (21 dan u odnosu na 25
dana, redom).

o ElektrostaticCkom ekstruzijom Ag/alginatnih koloidnih rastvora su
uspeSno dobijene Ag/alginatne mikrocestice pri ¢emu su nanocestice

srebra ostale ocuvane tokom manipulacije i geliranja Ag/alginatnog
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koloidnog rastvora. Ag/alginatne mikrocestice imaju vecu koncentraciju
nanocestica srebra za oko 20 % u poredenju sa koloidnim rastvorom iz
koga su dobijene. Prisustvo nanocestica srebra u koloidnim rastvorima
nije imalo uticaj na veli¢inu dobijenih Ag/alginatnih mikrocestica vec¢ je
veli¢ina mikrocCestica zavisila od vrednosti primenjenog elektrostatickog
napona tokom ekstruzije.

[z smeSa Ag/alginatnih koloidnih rastvora i rastvora polimera kao i
meda mogu se dobiti kompozitni hidrogelovi sloZenijeg sastava. Tako su
elektrostatickom ekstruzijom uspesno dobijene PVA/Ag/alginatne
Cestice i Ag/alginatne mikroCestice sa medom, pri C¢emu su
PVA/Ag/alginatne cestice dodatno gelirane ciklusima zamrzavanja i
odmrzavanja. U oba slucaja nanocestice srebra su ostale o¢uvane tokom
Citavog procesa proizvodnje Cestica.

I[spitivanja suSenja i rehidratacija Ag/alginatnih mikroCestica su
pokazala da je nakon suSenja ocuvano oko 80-85 % inicijalnih
nanocestica, dok hidrogel zadrzava kapacitet bubrenja i otpuStanja
nanocestica i jona srebra.

[spitivanja biomehanickih karakteristika u biomimi¢nom bioreaktoru sa
dinamickom kompresijom su pokazala da inkorporisane nanocestice
srebra blago uticu na biomehanicke karakteristike pakovanog sloja
Ag/alginatnih mikrocestica tako Sto ojaCavaju gel pri dinamickoj
kompesiji za oko 9 % (155 + 3 kPa i 141 + 2 kPa, redom). Verovatno
interakcijama sa molekulima vode i polimernim lancima. Medutim,
tokom produzenog dejstva opterecenja ovaj efekat se gubi tako da je
ravnoteZzni modul elasti¢nosti niZi za oko 24 % u odnosu na kontrolni
pakovani sloj Ca-alginatnih mikrocestica (34 * 0,4 kPa i 45,2 + 0,2 kPa,
redom).

Pakovani sloj PVA/Ag/ alginatnih Cestica je u biomimi¢nom bioreaktoru
sa dinami¢ckom kompresijom ispoljio ¢ak 2 puta veci dinamic¢ki modul
elasti¢nosti nego pakovani sloj kontrolnih alginatnih mikrocestica
(105 £ 7 kPai 51 + 2 kPa, redom), dok se vrednosti ravnoteznih modula

elasti¢nosti nisu statisticki razlikovali (~15 kPa). Dobijeni rezultati
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ukazuju na razlike u strukturi ovih hidrogelova koje dolaze do izrazaja
pri dinamickom opterecenju.

e Ispitivanja biomehanickih karakteristika PVA, PVA/Ag/alginatnih i
PVP/PVA/Ag/alginatnih diskova u biomimi¢nom bioreaktoru sa
dinamickom kompresijom su pokazala da pri dinamickim uslovima
dodatak Ag/alginata dovodi do blagog ojacavanja PVA diska (sa 65 kPa,
na 79 + 1 kPa), dok je taj efekat pri ravnoteZznim uslovima zanemarljiv
(~27 kPa). Medutim, dodavanje i PVP znacajno poboljSava mehanicke
karakteristike koje su uocljive kako pri dinamickoj kompresiji
(~115 kPa) tako i u ravnoteznim uslovima kompresije (~43 kPa).

e Ispitivanje citotoksi¢nosti Ag/alginatnih mikrocestica sa razli¢itim
koncentracijama nanocestica srebra u suspenzijama mononuklearnih
Celija periferne krvi, sa i bez dodatka stimulansa fitohemoglutinina je
pokazalo blagi citotoksicni efekti kada su Ag/alginatne mikrocestice
dobijene od Ag/alginatnih kolidnih rastvora sa koncentracijama
nanocestica u opsegu od 0,5 mM do 1,5 mM. Pri tome su stimulisane
Celije bile nesto senzitivnije naprisustvo Ag/alginatnih mikrocestica, ali
razlike nisu bile statisticki znacajne.

e Ispitivanje citotoksi¢nosti na tele¢cim hondrocitima u monosloju i u 3D
¢elijskoj kulturi u perfuzionom bioreaktoru je pokazalo da su hondrociti
hondrocitima imobilisanim u alginatne mikrocestice. Kada je
koncentracija ukupnog otpustenog srebra iznosila 5 pg/ml nije zapazen
citotoksicni efekat, dok su koncentracije od 7 pg/ml i viSe imale jak
citotoksican efekat na celije u monosloju. Medutim, koncentracija
otpustenog srebra od ~9 pg/ml u bioreaktorskoj kulturi nije znacajno
uticala na vijabilnost imobilisanih ¢elija.

e VlaZne i suve mikrocCestice su pokazale slicnu antibakterijsku aktivniost
prema odabranim gram pozitivnim (Staphylococcus aureus TL) i gram
negativnim bakterijama (Escherichia coli ATCC 25922). Pri tome je
koncentracija ukupnog otpuStenog srebra iznosila 10 pg/ml Sto je

izazvalo odlaganje rasta bakterija.
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e U cilju dobijanja potencijalno komercijalnih obloga za tretman rana
ekstruzionom tehnikom su uspesno dobijena Ag/alginatna mikrovlakna,
kao i Ag/alginatna mikrovlakna sa medom.

e U modelu opekotina II stepena kod Wistar pacova grupe tretirane
komercijalnom Ca-alginatnom oblogom sa jonskim srebrom, vlaznim
Ag/alginatnim mikrovlaknima i suvim Ag/alginatnim mikrovlaknima su
zarastale znacajno brZe od netretiranih (19 dana u odnosu na 25 dana).
Ag/alginatna mikrovlakna su pokazala statisticki ekvivalentne rezultate
kao komercijalne obloge iako je koli¢ina srebra naneta na ranu bila oko
100 puta manja.

e U modelu nekroze kod Wistar pacova grupe tretirane komercijalnom
Ca-alginatnom oblogom sa jonskim srebrom, komercijalnom
Ca-alginatnom oblogom sa medom, suvim Ag/alginatnim
mikrovlaknima i suvim Ag/alginatnim mikrovlaknima sa medom nisu
pokazale znacajne statisticke razlike u brzini zarastanja rana. Ono S$to
treba istaci je da je model nekroze komplikovaniji i stoga ga je potrebno
izvoditi na ve¢em broju Zivotinja.

¢ U modelu opekotina kod miSeva sve tretirane rane su zarastale znacajno
brze od netretiranih. Pokazano je da je samo u grupi tretiranoj
Ag/alginatnim mikrovlaknima sa medom doSlo do potpunog formiranja

i diferencijacije skeletnih miSi¢nih vlakana.

Dobijeni rezultati su ukazali na potencijalnu primenljivost alginatnog
koloidnog rastvora sa elektrohemijski sintetisanim nanocesticama usled
stabilnosti nanocestica srebra, moguc¢nosti sterilizacije, kao i dobijanja rastvora
razli¢itih koncentracija nanocCestica srebra jednostavnim razblaZivanjem. Pri tome
se upotrebom alginata odgovarajuceg sastava, kao i optimizacijom elektrohemijske
sinteze ocekuje produZenje stabilnosti nanocCestica srebra. Iz svih koloidnih
rastvora, smesa sa drugim polimerima kao $to su PVA i PVP, kao i smeSa sa medom
mogu se dobiti nanokompozitni hidrogelovi primenom jednostavnih tehnika
geliranja. Poredenje rezultata ispitivanja citotoksi¢nosti i antibakterijske aktivnosti

u sprezi sa ispitivanjima otpuStanja nanocestica i/ili jona srebra je ukazalo na

247



mogucénost optimizacije sastava i oblika kompozitnih hidrogelova na bazi alginata i
nanocestica srebra radi postizanja antimikrobnog efekta bez uticaja na okolno
tkivo. Najzad, in vivo ispitivanja su ukazala na efikasnost Ag/alginatnog koloidnog
rastvora i hidrogelova u tretmanu rana i to posebno na mogu¢nost poboljSanja
funkcionalnosti dodatkom meda. Naredna ispitivanja treba da pokazu da li postoji

sinergisticki efekat Ag/alginata i meda na zarastanje rana.

Generalno, ova doktorska disertacija je pokazala znacaj kombinacije
razliCitih istraZivanja i aspekata da bi se ispitala funkcionalnost novih
biomaterijala, kao i da bi se evaluirao njihov potencijalni kapacitet za primenu u
medicinskoj praksi. U ovom radu je pokazan potencijal novih nanokompozitnih
biomaterijala na bazi nanocestica srebra i alginata, u obliku rastvora i hidrogelova
za biomedicinsku primenu kao komponente za inZenjerstvo tkiva ili implanti za
meka tkiva, a posebno kao antimikrobne obloge za leCenje povrSinskih, ali i

dubokih, nekroti¢nih rana.
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7. PRILOG

7.1. SPISAK SLIKA

Slika 1.1. Molekulske formule B-D-manuronske kiseline (M jedinica), a-L-

guluronske Kkiseline (G jedinica) i natrijum alginata.........rn. 3

Slika 1.2. Vezivanje CaZ* jona za alginatne lance: A) "egg-box“ model (model kutije
za jaja) vezivanja jona kalcijuma u Supljine izmedu GG segmenata; B) jonske

interakcije sa Kkarboksilnim grupama u MM blokovima (Bajpai i Sharma,

Slika 1.3. Heliks Ca-poli-a-L-guluronata: A) pogled duZ ose sa prikazom

vodoni¢nih veza i mesta vezivanja jona Kkalcijuma; B) pogled normalno na

Slika 1.4. Princip formiranja kapi primenom elektrostaticke ekstruzije. Na vrh
pozitivno naelektrisane igle dovodi se rastvor polimera. Elektri¢no polje se formira
izmedu pozitivne igle i uzemljenog rastvora za geliranje. Na kap na vrhu igle deluje
sila gravitacije (Fg) i elektrostaticka sila (Fe) koje teZe da otkinu kap nasuprot sili

POVISINSKOZ NAPONA (FY)iuiiiiiiiiie ittt sttt v e ss e e e s sr e snnnn e 0e O

Slika 1.5. Sematski prikaz nastajanja ¢estica hidrogela ekstruzijom. A) Ekstruzija
bez dejstva elektricnog polja: pod pritiskom p rastvor polimera se potiskuje kroz
kapilaru poluprec¢nika r, pri ¢emu se formira kap na koju deluje sila gravitacije
(mg), dok na meniskus deluje sila povrSinskog napona; pri izjednac¢avanju ove dve
sile dolazi do otkidanja kapi poluprec¢nika r; koja pada u rastvor za geliranje gde
ocvrscéuje u Cesticu. B) Elektrostaticka ekstruzija: pod pritiskom p rastvor polimera
se potiskuje kroz kapilaru poluprecnika r, pri ¢emu se formira kap na koju deluju
sila gravitacije (mg) i elektrostaticka sila (Fe), dok na meniskus deluje sila
povrsinskog napona; pri izjednacavanju gravitacione i elektrostaticke sile sa silom
povrSinskog napona otkida se kap poluprecnika rz koja pada u rastvor za geliranje
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Slika 1.7. Sematski prikaz formiranja kriogela metodom ponovljenih ciklusa
zamrzavanja i odmrzavanja. A) Pocetni rastvor se sastoji od makromolekula
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koji se onda fizicki umrezavaju (4). C) Nakon odmrzavanja uocava se okosnica
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Slika 1.9. TEM mikrografije nanocestica srebra razlic¢itih oblika: A) sferi¢ne
nanocestice (Pal i sar., 2007); B) trouglaste nanocestice; C) nanoZice; D) kockaste

nanocestice (Yu i Yam, 2005)......cccuuoeivienciinieinin i seerienseeses e essses e s e ssssnsssnenen 19
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Slika 1.14. Celije su izloZene razli¢itim fizickim signalima usled mehani¢kog
opterecenja tkiva. A) Istezanjem iili kompresijom matriksa tkiva fizicki signali se
prenose do Celija preko mesta adhezije Celija i matriksa. B) Usled porasta pritiska
intersticijalne tecnosti tkiva Celije su izloZene hidrostatiCkom pritisku. C) Usled
proticanja intersticijalne tecCnosti tkiva na Celijsku membranu deluje
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Slika 1.16. Razliciti tipovi bioreaktora: A) sud bez mesanja; B) sud sa meSanjem i
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Slika 1.20. Tipi¢cna zavisnost napona od primenjene deformacije alginatnog
hidrogela u obliku diska. Prikazane su vrednosti parametara (of, napon pri lomu;
WIf , energija loma; E, Jangov modul elasti¢nosti) za alginatne diskove (2 mas.%)
dobijene geliranjem u 0,1 M CaCl2 na 4°C u toku 2 h. Odredivanje Jangovog modula
elasti¢nosti u linearnoj oblasti krive napona u zavisnosti od primenjene

deformacije (< 10 %) je prikazano u insertu A (Junter i Vinet, 2009).......ccccoouurererrenn. 56

Slika 3.1. Sematski prikaz eksperimentalne aparature za elektrohemijsku sintezu
nanocestica srebra: u elektrohemijskoj ¢eliji sa vodenim rastvorom KNO 3, AgNO3, i
Na-alginata se nalaze radna Pt elektroda , pomoc¢na Pt elektroda i zasi¢ena
kalomelova elektroda (ZKE) kao referentna elektroda. Galvanostatska sinteza je

izvedena u elektrohemijskoj celiji uz stalno meSanje vodenog rastvora i atmosferi

Slika 3.2. Sematski prikaz eksperimentalne aparature za izvodenje elektrostaticke
ekstruzije: koloidni rastvor natrijum-alginata sa nanocesticama srebra se potiskuje
uz pomo¢ infuzione pumpe Kkroz pozitivno naelektrisanu iglu povezanu sa
pozitivnom elektrodom izvedenom iz generatora visokog napona, a nastale
kapljice se skupljaju u uzemljenom rastvoru Ca(NO3): meSanom na magnetnoj
meSalici. [zmedu vrha igle i rastvora Ca(NO3z)2 se stvara elektricno polje, pa se
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Slika 3.3. Sematski prikaz eksperimentalne aparature za dobijanje mikrovlakana.
A) Ag/alginatni koloidni rastvor se potiskuje uz pomo¢ peristalticke pumpe kroz
iglu koja je iznad rastvora Ca(NO3)2. Nastali mlaz u rastvoru Ca(NO3)2 ocvrsc¢ava
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peristalticke pumpe kroz iglu koja je uronjena u rastvor Ca(NO3)2. Nastali mlaz

ocvrscava formiraju¢i mikrovlakna koja se namotavaju na kalem i istezu se........... 70
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Slika 3.4. Bioreaktor sa dinamickom kompresijom. A) Nosa¢ sa 6 komora je
postavljen na osnovu Kkoju pokrete step motor pri¢vrSéen ispod osnove;
optereCenje se meri senzorom opterecenja pricvrS¢enim ispod nosaCa komora.
B) Sematski prikaz bioreaktorske komore sa prikljué¢cima za dovod i odvod
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Slika 4.23. Zavisnost pre¢nika mikrocestica od protoka Ag/alginatnog koloidnog
rastvora tokom elektrostaticke ekstruzije (eksperimentalni podaci su srednje

VIedNOoSti 20 METENJA) ...ccuerieeriereeeeisereseeeseeesseeesrsessreessnessnesssreesssessreessnessnssessssnsesssens L2 1

Slika 4.24. FE-SEM mikrofotografije popre¢nih preseka vlaznih (A) i suvih (B)
Ag/alginatnih mikrocestica; bele strelice oznacavaju individualne nanocestice

srebra, dok crvene pokazuju agregate nanocestica (razmernik: 500 nm)............. 122

Slika 4.25. Apsorpcioni spektri pocetnih vlaznih i osuSenih Ag/alginatnih
mikrocestica nakon rastvaranja (eksperimentalni podaci su srednje vrednosti 3
merenja, standardene devijacije (< 10 %) su izostavljene kako bi spektri bili

L0LoTel§1 74 )} PR RPTPRRPRPRTPPRTRPRN %2

Slika 4.26. Rehidraticija suvih Ag/alginatatnih mikrocestica u fizioloSkom
rastvoru: A) reprezentativna vlazna mikroCestica; B) suve mikrocestice;
C) reprezentativna suva mikrocestica nakon 24 h rehidratacije; D) reprezentativna

suva mikrocestica nakon 5 dana rehidratacije (razmernik: 500 pm) ....ccenuenen.. 124

Slika 4.27. Rehidraticija suvih Ag/alginatatnih mikrocestica u destilovanoj vodi: A)
vlazne mikrocestice; B) suve mikrocestice; C) suve mikrocestice nakon 48 h

rehidratacije (razmernik: 500 PM) ....cooviiivniieinnne s e s e sseesesns e s L 24

Slika 4.28. Apsorpcioni spektri vlaznih i rehidratisanih Ag/alginatnih mikrocestica
u destilovanoj vodi u toku 48 h nakon rastvaranja (eksperimentalni podaci su
srednje vrednosti 3 merenja, standardene devijacije (< 19 %) su izostavljene kako

bi spektri bili UOCTIVIji) covvviveireiiiiie e s e eses e s e 12D

Slika 4.29. Ag/alginatne Cestice sa medom dobijene elektrostatickom ekstruzijom
1 mM Ag/alginatnog koloidnog rastvora sa 10 mas.% meda: A) vlaZne Cestice;

B) suve Cestice (razmernik: 500 (M) ...ccoeecericeiniin i e eseeseeeee. 126

257
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Slika 4.38. Ag/alginatna mikrovlakna sa medom dobijena u prvoj
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Slika 4.44. Eksperimentalno odredene zavisnosti napona od primenjene
deformacije za pakovane slojeve PVA/Ag/alginatnih i kontrolnih alginatnih cestica
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Slika 4.49. Mikrofotografije kontrolnih kultura i kultura mononuklearnih celija
periferne krvi nakon 72 h tretmana Ag/alginatnim mikrocesticama dobijenih od
0,5 mM, 1 mM i 1,5 mM Ag/alginatnih koloidnih rastvora: A) nestimulisane
mononuklearne cCelije periferne krvi; B) stimulisane mononuklearne Ccelije

periferne krvi sa dodatkom fitohemaglutinina..........cccoccoiveiiiiiiiiiine i, 150

Slika 4.50. PrezZivljavanje, S, tele¢ih hondrocita u monosloju u odnosu na kontrolu,
kultura monosloja celija sa dodatkom Ca-alginatnih mikrocestica, pri dodatku
Ag/alginatnih mikrocestica sa razlic¢itim koncentracijama nanocestica, C¢, razlicitih
masa po bunarucu: A) 0,3 g; B) 0,6 g (eksperimentalni podaci su srednje vrednosti
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Slika 4.51. Prezivljavanje, S, kulture tele¢ih hondrocita u prisustvu alginatnih i
Ag/alginatnih mikrocestica sa razli¢itim koncentracijama normalizovana u odnosu
na kontrolni uzorak sa Ca-alginatnim mikrocesticama kao funkcija koncentracije
ukupnog oslobodenog srebra u medijum, C (eksperimentalni podaci su srednje
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Slika 4.52. Opekotina II stepena kod muZjaka Wistar pacova nakon
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Slika 4.53. Zavisnost povrSine opekotine od vremena za kontrolnu grupu (G1),
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koloidnim rastvorom (G3) (eksperimentalni podaci su srednje vrednosti najmanje
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Slika 4.54. Klinicka evaluacija ozdravljenja opekotina drugog stepena kod muZjaka
Wistar pacova u kontrolnoj grupi (G1), grupi tretiranoj komercijalnom kremom
(G2) i grupi tretiranoj Ag/alginatnim koloidnim rastvorom (G3): A) termicke lezije
4 dana posle izazivanja opekotine; B) termicke lezije 11 dana posle izazivanja
opekotine; Q) termicke lezije 21 dan posle indukovanja
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Slika 4.55. Histopatoloski nalaz koZe 4 dana nakon indukcije opekotine kod
kontrolne grupe (G1): A) crna strelica pokazuje pocetak reepitelizacije; H&E
bojenje, uvelicanje 100x; B) crne strelice oznacavaju edem pri cemu plavo obojenje
predstavlja kolagena vlakna; Mason trihrom bojenje, uvelicanje 200x; C) bela
strelica oznacava subepidermalni infiltrat od neutrofila, crne strelice oznacavaju
retke makrofage, dok crvene strelice oznacavaju novostvorene krvne sudove; H&E
bojenje, uveliCanje 200x; D) crne strelice oznacCavaju fibroblaste; H&E bojenje,
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Slika 4.56. Histopatoloski nalaz koZe 4 dana nakon indukcije opekotine kod grupe
tretirane komercijalnom kremom (G2): A) bele strelice oznacavaju subepidermalni
infiltrat od neutrofila, crvena strelica oznacava novostvoreni krvni sud, dok crna
strelica pokazuje pocetak reepitelizacije; H&E bojenje, uvelicanje 100x; B) crne
strelice oznacCavaju edem pri ¢emu plavo obojenje predstavlja kolagena vlakna;
Mason trihrom bojenje, uveli¢anje 200x; C) crne strelice oznacavaju makrofage,
dok crvene strelice oznacavaju novostvorene krvne sudove; H&E bojenje
uvelicanje 200x;D) crne strelice oznacavaju fibroblaste; H&E bojenje,

UVELICANTE 400X 11 ivueeiueieieeeeieisie et ies e essie s e st e e e ses s e stesrs e ssessssessreenssnesnssesnssnnnens LO3

Slika 4.57. Histopatoloski nalaz koZe 4 dana nakon indukcije opekotine kod grupe
tretirane Ag/alginatnim koloidnim rastvorom (G3): A) bele strelice oznacavaju
subepidermalni infiltrat od neutrofila, crvene strelice oznacavaju novostvorene
krvne sudove, dok crna strelica pokazuje pocetak reepitelizacije; H&E bojenje,
uvelicanje 100x; B) crne strelice oznacavaju edem pri ¢emu plavo obojenje
predstavlja kolagena vlakna; Mason trihrom bojenje, uvelicanje 200x; C) crne
strelice oznacCavaju makrofage; H&E bojenje, uvelicanje 200x; D) crne strelice
oznacavaju fibroblaste, a crvena strelica oznacava novostvoreni krvni sud; H&E

bojenje, UveliCanje 400X... ..o coerrrieeriier e e e ereees e ere e e eseee e eennessneeeseeseeeneees LOA
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Slika 4.58. Histopatoloski nalaz koZe 11 dana nakon indukcije opekotine kod
kontrolne grupe (G1): A) crna strelica pokazuje reepitelizaciju; H&E bojenje,
uvelicanje 12,5x; B) crne strelice oznacavaju edem, bela strelica oznacava
subepidermalni infiltrat od neutrofila; H&E bojenje, uvelicanje 400x; C) crne
strelice oznacavaju makrofage, dok crvena strelica oznaCava novostvoreni krvni
sud; H&E bojenje, uvelicanje 400x; D) crne strelice oznacavaju fibroblaste, crvene
strelice oznaCavaju novostvorene krvne sudove, pri c¢emu plava obojenje
predstavlja  kolagena  vlakna; Mason  trihrom  bojenje, uveliCanje

Slika 4.59. Histopatoloski nalaz koZe 11 dana nakon indukcije opekotine kod
grupe tretirane komercijalnom kremom (G2): A) crne strelice pokazuju
reepitelizaciju; H&E bojenje, uvelicanje 12,5x; B) crne strelice oznacavaju edem,
bela strelica pokazuje neutrofile, dok crvena oznacava novostvoreni krvni sud;
H&E bojenje, uvelicanje 400x; C) crne strelice oznacavaju makrofage, bele strelice
pokazuju fibroblaste, dok crvena oznacava novostvoreni krvni sud; H&E bojenje,
uvelicanje 400x; D) crvene strelice oznacCavaju novostvorene krvne sudove pri
¢emu plavo obojenje predstavlja kolagena vlakna; Mason trihrom bojenje,

UVELICANTE 400X 11 ivuerieeeiiereeierieeeie e estie s ste e sr e s et sss et sns e s sseesrsnssre e ssesnssnsssnnnnes L OO

Slika 4.60. Histopatoloski nalaz koZe 11 dana nakon indukcije opekotine kod
grupe tretirane Ag/alginatnim koloidnim rastvorom (G3): A) crne strelice
pokazuju pocetak reepitelizacije; H&E bojenje, uvelicanje 12,5x; B) crne strelice
oznacavaju edem, dok bele strelice pokazuju neutrofile; H&E bojenje, uvelicanje
400x; C) crne strelice oznacavaju makrofage, dok crvene strelice oznacavaju brojne
novostvorene krvne sudove; H&E bojenje, uvelicanje 400x; D) bela strelica
pokazuje reepitelizaciju, crne strelice pokazuju fibroblaste, pri ¢emu plavo
obojenje predstavlja kolagena vlakna; Mason trihrom bojenje, uvelicanje
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Slika 4.61. Histopatoloski nalaz koZe 21 dan nakon indukcije opekotine kod
kontrolne grupe G1: A) bela strelica oznaCava subepidermalni infiltrat od
neutrofila, crne strelice pokazuju reepitelizaciju; H&E bojenje, uvelicanje 100x;
B) crvene strelice oznacavaju novostvorene krvne sudove pri cemu plavo obojenje
predstavlja kolagena vlakna; Mason trihrom bojenje, uvelicanje 400x;
C) crne strelice oznacavaju makrofage, dok crvena strelica oznacava novostvoreni
krvni sud; H&E bojenje, uvelicanje 400x; D) crne strelice oznacavaju fibroblaste,
crvena strelica oznacava novostvoreni krvni sud; H&E bojenje, uvelicanje

Slika 4.62. HistopatoloSki nalaz koZe 21 dan nakon indukcije opekotine kod grupe
tretirane komercijalnom kremom (G2): A) bela strelica oznacava subepidermalni
infiltrat od neutrofila, crne strelice pokazuje reepitelizaciju; H&E bojenje,
uvelicanje 100x; B) crvene strelice oznacavaju novostvorene krvne sudove pri
Cemu plavo obojenje predstavlja kolagena vlakna; Mason trihrom bojenje,
uvelicanje 400x; C) crne strelice oznacavaju makrofage, dok crvena oznacava
novostvoreni krvni sud; H&E bojenje, uvelicanje 400x; D) crne strelice oznacavaju
fibroblaste, a crvene strelice oznacavaju novostvorene krvne sudove; H&E bojenje,

UVELICANTE 400X 11 cvuerireireieeeeires st er e s re e ers e sre s e saeersessre e esssessnessnssesssnsseessseness LOO

Slika 4.63. Histopatoloski nalaz koZe 21 dan nakon indukcije opekotine kod grupe
tretirane Ag/alginatnim Kkoloidnim rastvorom (G3): A), crne strelice pokazuju
potpunu reepitelizaciju; H&E bojenje, uvelicanje 100x; B) crvene strelice
oznacavaju novostvorene krvne sudove pri ¢emu plavo obojenje predstavlja
kolagena vlakna; Mason trihrom bojenje, uvelicanje 400x; C) crne strelice
oznacavaju makrofage; H&E bojenje, uvelicanje 400x; D) crne strelice oznacavaju
brojne fibroblaste, dok crvene strelice oznacavaju novostvorene krvne sudove;

H&E bojenje, uveliCanje 400X.......cccoccrireieiiecrnrereieiseeeieeesseeeseeesseeesenessesesseesssnessnneneens L 70
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Slika 4.64. Zavisnost povrSine opekotine od vremena za kontrolnu grupu (G1),
grupu tretiranu komercijalnom Ca-alginatnom oblogom sa jonskim srebrom (G2),
grupu tretiranu vlaznim Ag/alginatnim mikrovlaknima (G3) i grupu tretiranu
suvim Ag/alginatnim mikrovlaknima (G4) (eksperimentalni podaci predstavljaju

srednju vrednost najmanje 3 Merenja) ......cccceeeeeereeesseeerneesenesseeessessseesssnssseessseeeneens L 7.3

Slika 4.65. Klinicka evaluacija ozdravljenja opekotina drugog stepena kod muZjaka
Wistar pacova u kontrolnoj grupi (G1), grupi tretiranoj komercijalnom
Ca-alginatnom oblogom sa jonskim srebrom (G2), grupi tretiranoj vlaZnim
Ag/alginatnim mikrovlaknima (G3) i grupi tretiranoj suvim Ag/alginatnim
mikrovlaknima (G4): A) termicke lezije posle 4 dana od izazivanja opekotine;
B) termicke lezije posle 11 dana od izazivanja opekotine; C) termicke lezije posle

19 dan od indukovanja opeKotine..........cocceevuerieeirieerscer e e 174

Slika 4.66. Histopatoloski nalaz koZe 4 dana nakon indukcije opekotine kod grupe
tretirane komercijalnom Ca-alginatnom oblogom sa jonskim srebrom (G2): A) bele
strelice oznacavaju subepidermalni infiltrata sastavljen od neutrofila, dok crna
strelica pokazuje reepitelizaciju; H&E bojenje, uvelicanje 100x; B) bele strelice
oznacavaju edem pri ¢emu plavo obojenje predstavlja kolagena vlakna; Mason
trihrom bojenje, uvelicanje 400x; C) crvene strelice oznacavaju novostvorene
krvne sudove, dok crne strelice predstavljaju makrfage; H&E bojenje, uvelicanje

Slika 4.67. Histopatoloski nalaz koZe 4 dana nakon indukcije opekotine kod grupe
tretirane vlaznim mikrovlaknima (G3): A) bela strelica oznacava subepidermalni
infiltrata od neutrofile, dok crna strelica pokazuje reepitelizaciju; H&E bojenje,
uvelicanje 100x; B) bele strelice oznacCavaju edem, crvena strelica oznacava
novostvoreni krvni sud pri ¢emu plavo obojenje predstavlja kolagena vlakna;
Mason trihrom bojenje, uvelicanje 400x; C) bele strelice oznacavaju
subepidermalni infiltrate sastavljen od neutrofila, dok crne strelice predstavljaju

makorfage; H&E bojenje, uvelicanje 400X........ccccvcvevciriieirineeriissessnssssesssessseensnenn 175
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Slika 4.68. Histopatoloski nalaz koZe 4 dana nakon indukcije opekotine kod grupe
tretirane suvim mikrovlaknima (G4): A) bela strelica oznacava subepidermalni
infiltrata od neutrofile, dok crna strelica pokazuje reepitelizaciju; H&E bojenje,
uvelicanje 100x; B) bele strelice oznacCavaju edem, crvene strelice oznacavaju
novostvorene krvne sudove pri ¢emu plavo obojenje predstavlja kolagena vlakna;
Mason trihrom bojenje, uvelicanje 400x; C) bele strelice oznacavaju
subepidermalni infiltrata sastavljen od neutrofila, crne strelice predstavljaju
makrofage, dok crvena strelica oznacavaja novostvoreni krvni sud; H&E bojenje,

UVELICANTE 400X 1 cvueeeueieieeeeiesere e ereeeseeese e sessseseeesessreeesessneesnnessneessseesnnesseesneesneess L 7 O

Slika 4.69. Histopatoloski nalaz koZe 11 dana nakon indukcije opekotine kod
kontrolne grupe (G1): A) crne strelice pokazuju umerenu reepitelizaciju koja
obuhvata izmedu 1/3 i 2/3 povrSine opekotine; Mason trihrom bojenje, uvelicanje
12,5x; B) crne strelice oznacavaju fibroblaste, crvene strelice oznacavaju
makrofage, pri cemu plavo obojenje predstavlja kolagena vlakna; Mason trihrom
bojenje, uvelicanje 400x; C) bela strelica oznacava subepidermalni infiltrat od
neutrofila, crvene strelice oznacavaju novostvorene krvne sudove, dok crne

strelice pokazuju edem; H&E bojenje, uvelicanje 400X........cccceeevrverrveinsveeriersennnnnnn 177

Slika 4.70. Histopatoloski nalaz koZe 11 dana nakon indukcije opekotine kod
grupe tretirane komercijalnom Ca-alginatnom oblogom sa jonskim srebrom (G2):
A) uzorak sa izrazenom reepitelizacijom: crne strelice pokazuju reepitelizaciju koja
obuhvata viSe od 2/3 povrsine opekotine; Mason trihrom bojenje, uveli¢anje 12,5x;
B) uzorak sa umerenom reepitelizacijom: crne strelice pokazuju reepitelizaciju
koja obuhvata izmedu 1/3 i 2/3 povrSine opekotine; Mason trihrom bojenje,
uveli¢anje 12,5x; C) crne strelice oznacavaju fibroblaste, crvene strelice oznacavaju
makrofage, dok bela strelica pokazuje reepitelizaciju pri ¢emu plavo obojenje
predstavlja kolagena vlakna; Mason trihrom bojenje, uvelicanje 400x; D) bele
strelice oznacavaju subepidermalni infiltrat od neutrofila, crvene strelice
oznacavaju novostvorene krvne sudove, dok crne strelice pokazuju edem; H&E

bojenje, UveliCanje 400X.......cceuieeriircieerine e e e esere s e e s e e sneesneeseeenee e L7 O
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Slika 4.71. Histopatoloski nalaz koZe 11 dana nakon indukcije opekotine kod
grupe tretirane vlaznim mikrovlaknima (G3): A) wuzorak sa izraZenom
reepitelizacijom: crne strelice pokazuju reepitelizaciju koja obuhvata viSe od 2/3
povrSine opekotine; Mason trihrom bojenje, uvelicanje 12,5x; B) uzorak sa
umerenom reepitelizacijom: crne strelice pokazuju reepitelizaciju koja obuhvata
izmedu 1/3 i 2/3 povrSine opekotine; Mason trihrom bojenje, uveli¢anje 12,5x; C)
crne strelice oznacavaju makrofage, bele strelice oznacavaju fibroblaste, dok
crvena strelica pokazuje novostvoreni krvni sud pri ¢emu plavo obojenje
predstavlja kolagena vlakna; Mason trihrom bojenje, uvelicanje 400x; C) bele
strelice oznacavaju subepidermalni infiltrat od neutrofila, crvena strelica
reepitelizaciju, dok crna strelica pokazuje edem; H&E bojenje, uvelicanje

Slika 4.72. HistopatoloSki nalaz koZe 11 dana nakon indukcije opekotine kod
grupe tretirane suvim mikrovlaknima (G4): A) uzorak sa izraZenom
reepitelizacijom: crne strelica pokazuje reepitelizaciju koja obuhvata vise od 2/3
povrsSine opekotine; Mason trihrom bojenje, uveli¢anje 12,5x; B) uzorak sa
umerenom reepitelizacijom: crne strelica pokazuje reepitelizaciju koja obuhvata
izmedu 1/3 i 2/3 povrsSine opekotine; Mason trihrom bojenje, uvelicanje 12,5x; C)
crne strelice oznacavaju makrofage, bele strelice oznacavaju fibroblaste, dok
crvena strelica pokazuje edem pri ¢emu plavo obojenje predstavlja kolagena
vlakna; Mason trihrom bojenje, uvelicanje 400x; C) bele strelice oznacavaju
neutrofile, crvene strelice pokazuju novostvorene krvne sudove; H&E bojenje,

UVELICANTE 400X e ceuerireeeneeeeeeer e e seeere e seeee e sreeesessneeesnessre e eesnnesnnssssnessneessneneensns LG 0
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Slika 4.73. Histopatoloski nalaz koZe 19 dana nakon indukcije opekotine kod
kontrolne grupe (G1): A) uzorak sa potpunom reepitelizacijom: crne strelice
pokazuju potpunu reepitelizaciju; H&E bojenje, uvelicanje 40x; B) uzorak sa
izraZzenom reepitelizacijom: crne strelice pokazuju izraZenu reepitelizaciju koja
obuhvata viSe od 2/3 povrSine opekotine, bela strelica pokazuje subepidermalni
infiltrat od neutrofila; H&E bojenje, uvelicanje 40x; C) crne strelice oznacavaju
makrofage, dok crvena strelica pokazuje novostvoreni krvni sud; H&E bojenje,
uvelicanje 400x; D) crne strelice oznacavaju fibroblaste, crvena strelica
novostvoreni krvni sud pri ¢emu plavo obojenje predstavlja kolagena vlakna;

Mason trihrom bojenje, uvelicanje 400X.......c.cceeverrveereneiersieenienseesessseses e snene e 0182

Slika 4.74. Histopatoloski nalaz koZe 19 dana nakon indukcije opekotine kod
grupe tretirane komercijalnom Ca-alginatnom oblogom sa jonskim srebrom (G2):
A) crne strelice pokazuju potpunu reepitelizaciju; H&E bojenje, uvelicanje 40x;
B) crne strelice oznacavaju makrofage, bele strelice retke neutrofile u
subepidermalnoj regiji; H&E bojenje, uvelicanje 400x; C) crne strelice oznacavaju
fibroblaste, crvene strelice novostvorene krvne sud pri ¢emu plavo obojenje
predstavlja  kolagena  vlakna; Mason  trihrom  bojenje, uvelianje

Slika 4.75. Histopatoloski nalaz koZe 19 dana nakon indukcije opekotine kod
grupe tretirane vlaznim mikrovlaknima (G3): A) wuzorak sa potpunom
reepitelizacijom: crne strelice pokazuje potpunu reepitelizaciju; H&E bojenje,
uvelicanje 40x; B) uzorak sa izraZzenom reepitelizacijom: crna strelica pokazuje
izraZenu reepitelizaciju koja obuhvata vise od 2/3 povrsine opekotine, bela strelica
pokazuje subepidermalni infiltrat od neutrofila; H&E bojenje, uvelicanje 40x; C)
crne strelice oznacavaju makrofage, dok crvene strelice pokazuju novostvorene
krvne sudove; H&E bojenje, uvelicanje 400x; D) crne strelice oznacavaju
fibroblaste, crvene strelice novostvorene krvne sudove pri ¢emu plavo obojenje

predstavlja kolagena vlakna; Mason trihrom bojenje, uveli¢anje 400x................. 184
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Slika 4.76. Histopatoloski nalaz koZe 19 dana nakon indukcije opekotine kod
grupe tretirane suvim mikrovlaknima (G4): A) crne strelice pokazuju potpunu
reepitelizaciju; H&E bojenje, uveli¢anje 40x; B) crne strelice oznacavaju makrofage,
crvene strelice pokazuju novostvorene krvne sudove; H&E bojenje, uvelicanje
400x; C) crne strelice oznacavaju fibroblaste, crvene strelice oznacavaju
novostvorene krvne sudove pri ¢emu plavo obojenje predstavlja kolagena vlakna;

Mason trihrom bojenje, uvelicanje 400X.......c.ccceeverrirereerineserereer e eseeeeeseeeine e 185

Slika 4.77. Zavisnost povrSine opekotine II stepena od vremena za kontrolnu
grupu (G1), grupu tretiranu komercijalnom Ca-alginatnom oblogom sa medom
(G2) i grupu tretiranu suvim Ag/alginatnim mikrovlaknima sa medom (G3)
(eksperimentalno dobijeni podaci su srednja vrednost najmanje 4

10015 4= - ) [ S OO PP YPPTRURPPUPTRVRUTUPPNPPPRRPRPONSS & 21 :

Slika 4.78. Klinicka evaluacija ozdravljenja opekotina drugog stepena kod muZjaka
Mus musculus miSeva u kontrolnoj grupi (G1), grupi tretiranoj komercijalnom
Ca-alginatnom oblogom sa medom (G2), i grupi tretiranoj suvim Ag/alginatnim
mikrovlaknima (G3): A) termicke lezije 10 dana nakon izazivanja opekotine;

B) termicke lezije 21 dan nakon izazivanja opekotine.........c.cccceevriiniiniieinen . 189

Slika 4.79. Zavisnost stepena eritema od vremena za kontrolnu grupu (G1), grupu
tretiranu komercijalnom Ca-alginatnom oblogom sa medom (G2) i grupu tretiranu
Ag/alginatnim mikrovlaknima sa medom (G3) (eksperimentalno dobijeni podaci

su srednja vrednost najmanje 4 Merenja) .......ccceeueeseeereeessenesseeersnesseesssnssseessessneenss 190

Slika 4.80. Histopatoloski nalaz koZe nakon 10 dana od indukcije opekotine kod
kontrolne grupe (G1): A) crvena strelica oznacava krustu, zelena strelica oznacava
prvi sloj inflamatornog infiltrata od neutrofila, dok crna strelica oznacava drugi sloj
inflamatornog infiltrata od limfocita, neutrofila i makrofaga; H&E bojenje,
uveli¢anje 40x; B) crna strelica oznacava granulaciono tkivo, dok crvena strelica
oznacava skeletna miSi¢na vlakna u regeneraciji; H&E bojenje, uvelicanje 100x;
C) crvene strelice oznacavaju regeneraciju skeletnih miSi¢nih vlakana; H&E

bojenje, uveliCanje 200X....c.cucuvivirierieirineeree e esree e e sseessne e e seesssessnssessreennen e 191
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Slika 4.81. Histopatoloski nalaz koZe nakon 10 dana od indukcije opekotine kod
grupe tretirane komercijalnom Ca-alginatnom oblogom sa medom (G2): A) crvena
strelica oznacava krustu, zelena strelica oznacava prvi sloj inflamatornog infiltrata
od neutrofila, dok crna strelica oznacava drugi sloj inflamatornog infiltrata od
limfocita, neutrofila i makrofaga; H&E bojenje, uvelicanje 40x; B) crna strelica
oznacava granulaciono tkivo, dok crvena strelica oznacava skeletna miSi¢na vlakna
u regeneraciji; H&E bojenje, uvelicanje 100x; C) crvene strelice oznacavaju

regeneraciju skeletnih misi¢nih vlakana; H&E bojenje, uveli¢anje 200x...............191

Slika 4.82. Histopatoloski nalaz koZe nakon 10 dana od indukcije opekotine kod
grupe tretirane suvim Ag/alginatnim mikrovlaknima sa medom (G3): A) crvena
strelica oznacava krustu, zelena strelica oznacava prvi sloj inflamatornog infiltrata
od neutrofila, dok crna strelica oznacava drugi sloj inflamatornog infiltrata od
limfocita, neutrofila i makrofaga; H&E bojenje, uvelicanje 40x; B) crna strelica
oznacava granulaciono tkivo, dok crvena strelica oznacava skeletna miSi¢na vlakna
u regeneraciji; H&E bojenje, uvelicanje 100x; C) crvene strelice oznacavaju

regeneraciju skeletnih misi¢nih vlakana; H&E bojenje, uveli¢anje 200x .............. 192

Slika 4.83. HistopatoloSki nalaz kozZe nakon 21 dana od indukcije opekotine kod
kontrolne grupe (G1): A) crne strelice oznacavaju koZzu oko mesta povrede sa
folikulima dlaka (crvene strelice); H&E bojenje, uvelicanje 40x; B) ozZiljak na
mestima prethodno nanete povrede, crne strelice oznacavaju potpunu
reepitelizaciju, crvena strelica pokazuje gusto vezivno tkivo dermisa pri ¢emu
plavo obojenje predstavlja kolagena vlakna; Mason trihrom bojenje, uvelicanje
40x; C) crne strelice oznacavaju inflamatorne celije u dermisu; H&E bojenje,
uveli¢anje 100x; D) crvene strelice oznacavaju skeletna miSi¢na vlakna u procesu
regeneracije, crna strelica oznacava intaktna skeletna misi¢na vlakna; H&E bojenje,

UVELICANTE 200X 1 ceuereueeeieeeeie e ereeessreess e seeessesase e seeesneesseessnnessneessnessreennsnesnssessseessens L9 3
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Slika 4.84. Histopatoloski nalaz koZe nakon 21 dana od indukcije opekotine kod
grupe tretirane komercijalnom Ca-alginatnom oblogom sa medom (G2): A) Zuta
strelica oznaCava oZiljka na mestima prethodno nanete povrede, crne strelice
oznacavaju kozu oko mesta povrede sa folikulima dlaka (crvene strelice); H&E
bojenje, uvelicanje 40x; B) crne strelice oznacavaju potpunu reepitelizaciju, Zuta
strelica pokazuje gusto vezivno tkivo dermisa, crvena strelica oznacava sloj
skeletnih miSi¢nih vlakana, pri ¢emu plavo obojenje predstavlja kolagena vlakna;
Mason trihrom bojenje, uvelicanje 40x; C) crne strelice oznacavaju inflamatorne
Celije u dermisu; H&E bojenje, uvelicanje 100x; D) crvena strelica oznacava
skeletna miSi¢na vlakna u procesu regeneracije; H&E bojenje, uvelicanje

Slika 4.85. Histopatoloski nalaz koZe nakon 10 dana od indukcije opekotine kod
grupe tretirane suvim Ag/alginatnim mikrovlaknima sa medom (G3): A) Zute
strelice oznacavaju oziljka na mestima prethodno nanete povrede, crne strelice
oznacavaju kozu oko mesta povrede sa folikulima dlaka (crvene strelice); H&E
bojenje, uvelicanje 40x; B) crne strelice oznacavaju potpunu reepitelizaciju, Zuta
strelica pokazuje gusto vezivno tkivo dermisa, crvene strelice oznacavaju potpuno
formiran i diferenciran miSi¢ni sloj, pri ¢emu plavo obojenje predstavlja kolagena
vlakna; Mason trihrom bojenje, uvelicanje 40x; C) crne strelice oznacavaju
inflamatorne ¢elije u dermisu, crvena strelica oznacava potpuno formiran i

diferenciran misi¢ni sloj; H&E bojenje, uvelicanje 100X.........ccccevevvvinvievriien ... 195

Slika 4.86. Zavisnost povrSine hroni¢ne rane od vremena za kontrolnu grupu 1 i
kontrolnu grupu 2 (eksperimentalno dobijeni podaci predstavljaju srednju

vrednost NAJMAaN]e 3 METENJA) ....ueeeruurrirererirreesesiresseseseressesessessseesssessreesssesssesssmsessnnssans 196

Slika 4.87. Zavisnost povrSine hroni¢ne rane od vremena za kontrolnu grupu 1
(G1), grupu tretiranu komercijalnom Ca-alginatnom oblogom sa jonskom srebrom
(G2) i grupu tretiranu suvim Ag/alginatnim mikrovlaknima (G3) (eksperimentalno

dobijeni podaci predstavljaju srednju vrednost najmanje 3 merenja)..........cc..c.. 198
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Slika 4.88. Klini¢ka evaluacija ozdravljenja hroni¢ne rane kod muzjaka Wistar
pacova u kontrolnoj grupi 1 (G1), grupi tretiranoj komercijalnom Ca-alginatnom
oblogom sa jonskim srebrom (G2Z) i grupi tretiranoj suvim Ag/alginatnim
mikrovlaknima (G3): A) hronicna lezija nakon 14 dana tretmana; B) hronicna lezije

NAKON 28 dana tretIMaNa......coovvieeeniieierrririieeseeseesseeasessssssessssesssmssesssseesssenssssseeseeessns 199

Slika 4.89. Histopatoloski nalaz uzoraka koZe 14 dana nakon pocetka tretmana
hroni¢ne rane kod kontrolne grupe 1 (G1): A) bele strelice oznacavaju ranu; Mason
trihrom bojenje, uveli¢anje 12,5x; B) bela strelica oznacava ranu, crna strelica
oznacava novostvoreni epitel, dok crvena strelica pokazuje granulaciono tkivo koje
popunjava defekt; H&E bojenje, uveli¢anje 40x; C) bela strelica oznacava ranu koju
od dna popunjava granulaciono tkivo sastavljeno od fibroblasta (crne strelice),
novostvorenih krvnih sudova (crvena strelica) i kolagenih vlakana (plavo
obojenje); Mason trihrom bojenje, uvelicanje 200x; D) bela strelica oznacava ranu,
crne strelice oznaCavaju neutrofile, dok crvena pokazuje novostvoreni krvni sud;

H&E bojenje, uveliCanje 400X .......cccocvrirerrireriinereiessessseessseesnesesseessssessns s essnessneensenn 200

Slika 4.90. Histopatoloski nalaz uzoraka koZe 14 dana nakon pocletka tretmana
hroni¢ne rane grupe tretirane komercijalnom Ca-alginatnom oblogom sa jonskom
srebrom (G2): A) bela strelica oznacava ranu, Mason trihrom bojenje, uvelicanje
12,5x; B) bela strelica oznacava ranu, crna strelica oznacava novostvoreni epitel,
H&E bojenje, uvelicanje 40x; C) bela strelica oznacava dno rane koje popunjava
granulaciono tkivo sastavljeno od fibroblasta (crne strelice), novostvorenih krvnih
sudova (crvene strelice) i kolagenih vlakana (plavo obojenje); Mason trihrom
bojenje, uveli¢anje 200x; D) bela strelica oznacava dno rane, crne strelice pokazuju
neutrofile, dok crvena pokazuje novostvoreni krvni sud; H&E bojenje, uvelicanje
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Slika 4.91. Histopatoloski nalaz uzoraka koZe 14 dana nakon pocetka tretmana
hroni¢ne rane kod grupe tretirane suvim Ag/alginatnim mikrovlaknima (G3):
A) bele strelice oznacavaju ranu, dok crvena strelica pokazuje granulaciono tkivo;
Mason trihrom bojenje, uvelicanje 12,5x; B) bela strelica oznacava ranu, crne
strelica oznaCava novostvoreni epitel; H&E bojenje, uvelicanje 40x;
C) granulaciono tkivo sastavljeno od fibroblasta (crne strelice), novostvorenih
krvnih sudova (crvene strelice) i kolagenih vlakana (plavo obojenje), Mason
trihrom bojenje, uvelicanje 400x; D) bela strelica oznaCava ranu, crne strelice
neutrofile, dok crvena strelica pokazuje novostvoreni krvni sud; H&E bojenje,

UVELICANTE 400X 11 ivierireieer ettt err s sr e e e e e s e sresnr e nne s e sn e eennenn 2013

Slika 4.92. Histopatoloski nalaz uzoraka koZe 28 dana nakon pocletka tretmana
hroni¢ne rane kod dve Zivotinje iz kontrolne grupe 1 (G1) sa razlic¢itim stepenom
reepitelizacije: A, B) potpuna reepitelizacija rane (crne strelice), crvena strelica
pokazuje novostvoreni krvni sud, a Zute strelice oznacavaju neutrofile u dermu pri
cemu plavo obojenje ukazuje na prisustvo kolagenih vlakana; Mason trihrom
bojenje, uvelicanje 40x, odnosno 400x; C, D) delimi¢no reepitelizovana rana gde
bela strelica oznacava ranu, crna strelica pokazuje novostvoreni epitel,
narandZasta strelica pokazuje neutrofile u rani, crvene strelice novostvorene krvne
sudove, a Zute strelice oznacavaju neutrofile u dermu pri ¢emu plavo obojenje
ukazuje na prisustvo kolagenih vlakana; Mason trihrom bojenje, uvelicanje 40x,
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Slika 4.93. Histopatoloski nalaz uzoraka koZe 28 dana nakon pocetka tretmana
hroni¢ne rane grupe tretirane komercijalnom Ca-alginatnom oblogom sa jonskim
srebrom (G2) kod 2 Zivotinje sa razliCitim stepenom reepitelizacije: A, B) potpuna
reepitelizacija (crne strelice) gde crvena strelica pokazuje novostvoreni krvni sud,
Zute strelice pokazuju neutrofile u dermu pri cemu plavo obojenje predstavlja
kolagena vlakna; Mason trihrom bojenje, uvelicanje 40x, odnosno 400x; C, D) rana
(bele strelice) gde crne strelice oznacCavaju delimi¢nu reepitelizaciju, crvena
strelica pokazuje novostvoreni krvni sud, Zute strelice pokazuju neutrofile u dermu
pri ¢emu plavo obojenje predstavlja kolagena vlakna; Mason trihrom bojenje,

uvelicanje 40X, 0dN0SN0 400X........cccvirrrrreereernmeerireeereeesseesreess e sssse s seesssnessessnessne e 205

Slika 4.94. Histopatoloski nalaz uzoraka koZe 28 dana nakon pocletka tretmana
hroni¢ne rane grupe tretirane suvim Ag/alginatnim mikrovlaknima (G3) kod 3
Zivotinje sa razli¢itim stepenom reepitelizacije: A, B) potpuna reepitelizacija rane
(crna strelica) gde crvena strelica pokazuje novostvoreni krvni sud, Zute strelice
oznacavaju neutrofile u dermu, pri ¢emu plavo obojenje predstavlja kolagena
vlakna; Mason trihrom bojenje, uveli¢anje 40x, odnosno 400x; C, D) bele strelice
oznacavaju ranu, dok crne strelice pokazuju delimi¢nu reepitelizaciju, crvena
strelica pokazuje novostvoreni krvni sud, Zute strelice oznacavaju neutrofile u
dermu pri ¢emu plavo obojenje predstavlja kolagena vlakna; Mason trihrom

bojenje, uvelicanje 40%, 0dN0SN0 400X........cccereeerrierrveiriiernieirisesseeessie e seessnee e 206

Slika 4.95. Zavisnost povrSine hroni¢ne rane od vremena za kontrolnu grupu 2
(G1), grupu tretiranu komercijalnom Ca-alginathom oblogom sa medom (G2) i
grupu tretiranu suvim Ag/alginatnim mikrovlaknima sa medom (G3)

(eksperimentalno dobijeni podaci su srednja vrednost najmanje 3 merenja).....209

Slika 4.96. Zavisnost povrsSine hroni¢ne rane od vremena za jednu Zivotinju iz
grupe tretirane komercijalnom Ca-alginatnom oblogom sa medom (G2) i jednu
Zivotinju iz grupe tretirane suvim Ag/alginatnim mikrovlaknima sa
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Slika 4.97. Klinicka evaluacija ozdravljenja hroni¢nih rana kod muZjaka Wistar
pacova u kontrolnoj grupi 2 (G1), grupi tretiranoj komercijalnom Ca-alginatnom
oblogom sa medom (G2) i grupi tretiranoj suvim Ag/alginatnim mikrovlaknima sa
medom (G3): A) hronicne lezije nakon 14 dana tretmana; B) hroni¢ne lezije nakon
28 dana tretmana; primeri rana u grupama G2 i G3 gde je doSlo do

V) - 11 21 0| - U PP UPURTTPPRPPRTY. % 1 |

Slika 4.98. Klinicka evaluacija ozdravljenja hroni¢nih rana kod muZjaka Wistar
pacova kod kojih nije doSlo do ozdravljenja nakon 28 dana tretmana rana
komercijalnom Ca-alginatnom oblogom sa medom (G2) i suvim Ag/alginatnim

mikrovlaknima sa medom (G3) ....ccoceeoiiriiinen e e e 2 12

Slika 4.99. Histopatoloski nalaz uzoraka koZe nakon 14 dana tretmana hroni¢ne
lezije kontrolne grupe 2 (G1): A) crne strelice oznacavaju reepitelizaciju, dok bela
strelica pokazuje ranu; Mason trihrom bojenje, uveli¢anje 12,5x; B) crna strelica
oznacava reepitelizaciju, bele strelice pokazuju ranu, dok crvene strelice pokazuju
granulaciono tkivo; Mason trihrom bojenje, uvelicanje 40x; C) rana (bela strelica)
koju pocCev od ivica i dna popunjava granulaciono tkivo, sastavljeno od fibroblasta
(crne strelice), novostvorenih krvnih sudova (crvena strelica) i kolagenih vlakana
(plavo obojenje); Mason trihrom bojenje, uvelianje 400x;
D) bela strelica oznacava dno rane, Zute strelice neutrofile, crvena strelica
novostvoreni krvni sud, dok crne pokazuju edem; H&E bojenje, uvelicanje
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Slika 4.100. Histopatoloski nalaz uzoraka koZe nakon 14 dana tretmana hronicne
lezije kod grupe tretirane komercijalnom Ca-alginatnom oblogom sa medom (G2):
A) bela strelica oznacava ranu, crna strelica pokazuje reepitelizaciju; Mason
trihrom bojenje, uveli¢anje 12,5x; B) bela strelica oznacava ranu, crna strelica
pokazuje reepitelizaciju, dok crvena strelica pokazuje granulaciono tkivo; Mason
trihrom bojenje, uvelicanje 40x; C) granulaciono tkivo, sastavljeno od fibroblasta
(crne strelice), novostvorenih krvnih sudova (crvene strelice) i kolagenih vlakana
(plavo obojenje); Mason trihrom bojenje, uvelianje 400x;
D) crna strelica oznaCava reepitelizaciju, a Zute strelice neutrofile, H&E bojenje,

UVELICANTE 400X 1icvverireieereeieee e ee e rrie s sr e s se e e e sressraessnssnsesnsssnnennneeene 2 14

Slika 4.101. Histopatoloski nalaz uzoraka kozZe nakon 14 dana tretmana hronicne
lezije kod grupe tretirane suvim Ag/alginatnim mikrovlaknima sa medom (G3):
A) crne strelice oznacavaju reepitelizaciju, bela strelica oznacava ranu, Mason
trihrom bojenje, uvelicanje 12,5x; B) crna strelica oznacava reepitelizaciju, bela
strelica oznacava ranu, dok crvena strelica pokazuje granulaciono tkivo; Mason
trihrom bojenje, uvelicanje 40x; C) granulaciono tkivo, sastavljeno od fibroblasta
(crne strelice), novostvorenih krvnih sudova (crvena strelica) i kolagenih vlakana
(plavo obojenje); Mason trihrom bojenje, uvelicanje 400x; D) crna strelica
oznacava reepitelizaciju, crvene stelice oznaCavaju edem, dok Zute strelice

pokazuje neutrofile, H&E bojenje, uvelicanje 400X.........ccccccvcvrrcervniinercnnsieenennnnn 215

Slika 4.102. Histopatoloski nalaz uzoraka koZe 28 dana nakon pocetka tretmana
hroni¢ne rane kod kontrolne grupe 2 (G1) kod Zivotinja sa razli¢itim stepenom
reepitelizacije: A, B) potpuna reepitelizacija rane (crne strelice), pri ¢emu plavo
obojenje (B) ukazuje na prisustvo kolagenih vlakana; H&E bojenje, uvelicanje 40x,
odnosno Mason trihrom bojenje, uvelicanje 200x; C, D) delimi¢no reepitelizovana
rana, gde bela strelica oznacava ranu, crna strelica pokazuje novostvoreni epitel sa
granulacionim tkivom, koje Cine fibroblasti (Zute strelice), novostvoreni krvni
sudovi (crvene strelice) i kolagena vlakna (plavo obijenje, slika D); H&E bojenje,
uvelicanje  100x, odnosno  Masonovo trihrom  bojenje, uveliCanje
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Slika 4.103. Histopatoloski nalaz uzoraka koZe 28 dana nakon pocetka tretmana
hroni¢ne rane grupe tretirane komercijalnom Ca-alginatnom oblogom sa medom
(G2) kod Zivotinja sa razli¢itim stepenom reepitelizacije: A, B) potpuna
reepitelizacija rane (crne strelice), pri ¢emu plavo obojenje predstavlja kolagena
vlakna; H&E bojenje, uvelicanje 40x, odnosno Masonovo trihrom bojenje,
uvelicanje 200x; C, D) rana (bele strelice) sa delimicnom reepitelizacijom (crna
strelica) i granulacionim tkivom, koga Cine fibroblasti (Zute strelice), novostvoreni
krvni sudovi (crvene strelice) i kolagena vlakana (plavo obojenje, na slici D); H&E
bojenje, wuveliCanje 40x, odnosno Mason trihrom bojenje, uvelicanje

Slika 4.104. Histopatoloski nalaz uzoraka koZe 28 dana nakon pocletka tretmana
hroni¢ne rane kod grupe tretirane suvim Ag/alginatnim mikrovlaknima sa medom
(G3) kod Zivotinja sa razli¢itim stepenom reepitelizacije: A, B) potpuna
reepitelizacija rane (crna strelica) pri ¢emu plavo obojenje (B) predstavlja
kolagena vlakna; H&E bojenje, uveli¢canje 40x, odnosno Mason trihrom bojenje,
uvelicanje 200x; C, D) bele strelice oznacavaju ranu, crna strelica delimi¢nu
reepitelizaciju, dok granulaciono tkivo Cine fibroblasti (Zute strelice), novostvoreni
krvni sudovi (crvene strelice) i kolagena vlakna (plavo obojenje na slici D); H&E
bojenje, wuvelicanje 40x, odnosno Mason trihrom bojenje, uvelicanje
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Tabela 4.14. Sumirani prikaz rezultata histolopatoloske analize isecaka tkiva koZe,
delimicno reepitelizovanih rana, nakon 28 dana od indukcije hroni¢ne lezije kod po
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Ipuier 1.

WU3jaBa o ayTopcTey

[Motmucanu-a _ Jacmuna CTojkoBcKa
Opoj ungexca

Hzjarmyjem

12 je IOKTOpPCKA ANCEePTALK]a 101 HACTOBOM

HOBUJABE W KAPAKTEPHCAILE HAHOKOMITO3UTHUX XW/IPOTEJIOBA HA
BA3U AJITMHATA 1 HAHOYECTUIIA CPEBPA 3A IIPUMEHY ¥

BUOME, HU

®  DE3YJTAaT COMCTBEHOr HCTPAXKMBAYKOr PAjia,

® [a IpeokeHa Jucepranyja y UeTHMHH HU Y eT0BHMa Huje Guna mpeuiosena
3a nobujame OWIO Koje AMIUIOME TpeMa CTYAMjCKHM TIpOTpaMHMa JIPYTHX
BHCOKOITKOJICKHX YCTAHOBA,

® [l Cy Pe3ynTaTH KOPEKTHO HABEACHH H
® /a HHMCaM KpIIMO/Jia ayTOPCKa IpaBa M KOPHCTHO HHTENEKTYaTHy CBOjHHY

OpYTHX JTHIIA.
Ilornue goxTopanna

. ' o I i

¥ Beorpaay, 396 80 ,20(5 /) /
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Mpmror 2.

W3jaBa 0 uCTOBETHOCTM WTaMNaHe 1 eNeKTPOHCKe Bepauje JOKTOPCKOr
paga

Hme u npezume aytopa Jacmuna CtojkoBcka

bpoj unaekca

Cryaujcku mporpam XEMUWJIA 1 XEMHICKA TEXHOJIOI MJA

Hacnos paga  JIOBUJAIBE Y KAPAKTEPHCABE HAHOKOMITO3UTHUX
XUJIPOT'EJIOBA HA BA3W AJITUHATA U HAHOUYECTHULIA CPEBPA 3A
IIPUMEHY V¥ BUOME/TUIIMHU

MenTop [Ipod. ap Bojana O6panosuh

IMornucanu/a Jacmuna CtojkoBcka

W3jaBibyjem na je mTammana Bepsuja MO IOKTOPCKOT Paia WCTOBETHA €NEeKTPOHCKO]
BEp3Wju KOjy caM 1npefao/Ta 3a objam/bHBAEE  Ha nopraixy Auraraasor
penozuTopujyma Yuusepsurera y Beorpany.

Jlo3BoskaBam aa ce 00jaBe MOjH IMYHH T0/1alM BE3aHH 33 JI00Hjarbe aKaJeMCKOT 3Bakha
AOKTOpa Hayka, Kao IITO Cy MM€ i Ipe3nuMe, rOAUHA H MECTO poljersa u natym oabpane
pana.

OBM Jjm9HE mojanM MOTy ce OGjaBMTH Ha MpEKHHM CTPaHMIAMa UTHTAIHE
OubnmoTeKe, y €NEKTPOHCKOM KaTaiory W y nybaHkanujama VYrupep3urera y
Beorpany.

IMornue xokTopanna

¥ Beorpany, o 06. Rols -
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ITpuaor 3.

WU3jaBa o kopuwhery

Osnamhyjem Yuusepsutercky 6GuGnuoreky ,,Ceerozap Mapxosuh® na y Jluraransu
peniozuTopujym YHHBep3uTeTa y Beorpamy yHece MOjy JOKTOpPCKY MHCEpTAIH]y IION
HACIOBOM:

JOBUJAE U KAPAKTEPUCAILE HAHOKOMITIO3UTHUX XUJPOT'EJIOBA HA
BA3U AJITUHATA W HAHOYECTHUIIA CPEBPA 3A IIPUMEHY V
BUOMEJIUITUHU

K0ja je Moje ayTOpCKO Iemo.

Hucepranmjy ca cBUM NPUIO3UAMA IPEIA0/TTA CAM Y €NIEKTPOHCKOM (hOpPMATY IIOrOJHOM
3a TPajHO apPXUBHPALE.

Mojy noxtopcky mcepranujy noxpamery y JIUraTanau penosuropujym Y HuBepsuterTa
y Beorpany mory aa kopucte cBu Koju nomtyjy onpesbe caapxane y ogabpaHoM THILy
munenne Kpearnsre sajennuue (Creative Commons) 3a xojy cam ce oi1ydano/7a.
1. AytopeTro
2. AyTopcTBO — HEKOMEPIIM]aITHO
@Ayropcnao — HeKoMepumjanio — 6e3 npepaje
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPIH]aTHO — JAEIUTH IO UCTHM YCIOBHMA
5. AytopcTBo — Ge3 npepaue
6. AYTOpPCTBO — JCIHTH MO UCTHM YCIIOBHMA
(Monumo fa 3a0KpyKHTe caMo jeiHy O INeCT NMOHyhEeHMX NHIEHIH, KpaTak OIHC

JMIEHIH JaT je Ha mosiehuHu ucta).

Mornue goxkTopanna

]

Y Beorpany, ,26 0g- ;&,fb_ // /
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