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SAZETAK

U radu je opisan cilj razvoja tkivnog inzenjerstva, podru¢ja njegova djelovanja i primjena

hidrogelova u tkivnom inzenjerstvu.

Tkivno inZenjerstvo je podrucje koje ukljucuje principe inzenjerstva i prirodnih znanosti s
ciljem razvoja postojec¢ih 1 otkri¢cem novih metoda obnova ljudskog tkiva 1 lijeCenja oboljelih
organa ljudi. Takoder, opisana je znacajna uloga hidrogelova u tkivnom inZenjerstvu. Dan je

pregled klasifikacije hidrogelova, metode njihove priprave i primjene u biomedicini .

Klju¢na komponenta primjene hidrogelova u uspjeSnom tkivnom inZenjerstvu je
dizajniranje i izrada hidrogelnog skeleta. U radu su opisane neke tehnike izrade hidrogelnog

skeleta i parametri koje gotovi skelet mora zadovoljiti.

Hidrogelovi imaju vaznu ulogu u regeneraciji sréanog tkiva, transportu stanica, kisika i
hranjivih tvari. Navedeni su primjeri istrazivanja upotrebe hidrogelova u inzenjerstvu sréanog

tkiva na modelu zZivotinja s ciljem primjene metoda na ljudsku populaciju.

Kljuéne rijeci: tkivno inZenjerstvo, hidrogelovi, biomedicina, hidrogelni skelet, sr¢ano tkivo,

zivotinje



SUMMARY

Hydrogels for biomedical applications

This paper describes the goal of tissue engineering development, its field of activity and the

application of hydrogels in tissue engineering.

Tissue engineering is an area that incorporates the principles of engineering and natural
sciences to develop existing and discover new methods of restoring human tissue and treating
diseased human organs. Also, the significant role of hydrogels in tissue engineering is
described. The classification of hydrogels, methods for their preparation and application in

biomedicine are given.

A key component of the application of hydrogels in successful tissue engineering is the
design and fabrication of the hydrogel skeleton. The paper describes some techniques for

making a hydrogel skeleton and the parameters that the finished skeleton must satisfy.

Hydrogels play an important role in the regeneration of cardiac tissue, the transport of cells,
oxygen and nutrients. Examples of the study of the use of hydrogels in cardiac tissue
engineering on an animal model are presented with the aim of applying the methods to the

human population.

Keywords: tissue engineering, hydrogels, biomedical sciences, hydrogel scaffold, cardiac
tissue, animals



1. UVOD

1.1.Tkivno inZenjerstvo

Tkivno inZenjerstvo je brzo rastuce interdisciplinarno podrucje koje ukljucuje znanost o
biomaterijalima, bioloSkim stanicama, interakcijama stanica i materijala i karakteristikama
povrsine na koju su stanice vezane. Cilj istrazivanja u ovom podrucju je obnoviti, ocuvati ili
poboljsati funkcije tkiva. Takoder ima za cilj zamijeniti oboljele ili oSte¢ene organe ili tkiva
koja su neispravna ili su izgubljena uslijed nezgoda ili bolesti. Tipi¢no inzenjerstvo tkiva
ukljucuje Cetiri kljuéne komponente: (a) odabrane i izolirane stanice (mati¢ne stanice razli¢itog
podrijetla,progenitorne stanice, (b) skelet izraden od biomaterijala koji moze biti prirodan ili
sintetski, kako bi se osigurala platforma za funkciju stanica, adheziju i transplantaciju, (c)
signalne molekule kao $to su proteini i faktori rasta koji poticu odredene stani¢ne funkcije, (d)

bioreaktore koji podrzavaju bioloski aktivan okolis§ za stani¢nu ekspanziju i diferencijaciju.

Tkiva ili organi mogu se potencijalno razviti razliitim pristupima. NajcesS¢i pristup
ukljucuje izolaciju tkivno specifi¢nih stanica iz biopsije malog tkiva pacijenta sakupljenih in
Vvitro. Zatim se izolirane stanice ekspandiraju i nasade u trodimenzionalni skelet koji oponasa
prirodne izvanstani¢ne matrice (ECM) ciljanog tkiva. Klju¢na funkcija takvog skeleta je da (a)
isporuci stanice sjemena na Zeljeno mjesto u tijelu pacijenta, (b) potice interakcije stanica-
biomaterijal, (c) potice stani¢nu adheziju, (d) dopusta odgovarajuci transport plinova hranjivih
tvari i faktora rasta kako bi se osiguralo prezivljavanje stanica, proliferacija i diferencijacija,
(e) kontrolira strukturu i funkciju modificiranog tkiva, (f) uzrokuje zanemariv stupanj upale ili

toksic¢nosti in vivo.[1]

Skelet napunjen stanicama takoder se transplantira u pacijenta putem injekcije, uz pomo¢
igle, §to je minimalno invazivna tehnika ili implantacijom tkiva na Zeljeno mjesto u pacijentovu
tijelu operacijom. [2] Planiranje i formiranje skeleta s optimalnim karakteristikama je klju¢no
u uspjeSnom tkivnom inzenjerstvu. Tijekom 21. stolje¢a, hidrogelni skelet je privukao veliku
pozornost zbog svoje jedinstvene kompozicijske i strukturne slicnosti s prirodnom
izvanstanicnom matricom (ECM) uz njegov poZeljan okvir za stani¢nu proliferaciju i

prezivljavanje. [3]



Da bi se mogli proucavati ucinci lijekova i farmaceutika aktivno je razvijeno vise ljudskih
organa na modelu. Medutim, inzenjerstvo kompleksnih metabolic¢ki zahtjevnih tkiva zahtijeva
organizaciju viSeg reda u interakcijskim funkcionalnim odjeljcima, na molekularnoj, stani¢noj

1 tkivnoj ljestvici, uz odgovaraju¢u masu za generiranje fizioloske funkcije tkiva.

Osnovni princip tkivnog inzenjerstva prikazan je na slici 1. Stanice se mogu izolirati iz
bolesnikova tijela i u laboratoriju umnoziti. Nakon $to je prisutan dovoljan broj stanica, one se
mogu saditi na polimerni materijal i obradivati in vitro u bioreaktoru ili inkubatoru. Kad je

konstrukcija dovoljno sazrela, tada se mogu implantirati u podrucje oste¢enja pacijentova tijela.
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Slika 1. Prikaz osnovnog principa tkivnog inzenjerstva [4]

Svaki organ je razli¢it u svojim jedinstvenim strukturnim komponentama- razli¢itim
tipovima stanica, matrica i povezanosti medu njima, biofizickom okruzenju- pritiskom i
protokom i biokemijskim podrazajima- opskrbljenosti kisikom, citokinima i faktorima rasta
kako bi podrzao specificnu funkciju organa. U ovom pregledu raspravlja se o jedinstvenim
znacajkama i kriti¢nim inzenjerskim izazovima u tkivnom inZenjerstvu pri regeneraciji tkiva

nekih ljudskih organa.



2. HIDROGELOVI

Hidrogelovi su trodimenzionalne mreze sastavljene od hidrofilnih polimera koji su
umrezeni kovalentnim vezama ili se drze zajedno preko fizickih intramolekularnih i
intermolekularnih privla¢nih sila. Hidrogelovi mogu apsorbirati velike koli¢ine vode ili
bioloskih fluida i nabubriti lako bez otapanja. Visoka hidrofilnost hidrogelova posljedica je
prisutnosti hidrofilnih skupina kao S§to su karboksilne, amidne, amino i hidroksilne skupine
raspodijeljene duz glavnog lanca polimera. U nabubrenom stanju, hidrogelovi su mekani i
elasti¢ni, U velikoj mjeri sli¢ni zivom tkivu. Osim toga, mnogi hidrogelovi, kao $to je kitozan
i hidrogelovi na temelju alginata su bioloski podnosljivi.[3] Na slici 2. prikazan je hidrogel na
temelju alginata.

Slika 2. Hidrogel na temelju alginata [5]

Pojava hidrogelova potjece od prije pedesetak godina kada je razvijen i istrazen hidrogel
na temelju poli(2-hidroksietil metakrilata) te je primijenjen pri izradi kontaktne lece. Od tada
su se istrazivanja na podru¢ju hidrogelova znacajno prosirila, posebno u posljednja dva
desetljeca. Hidrogelovi su se poceli upotrebljavati u tkivnom inzenjerstvu, isporuci lijekova,
zacjeljivanju rana ali 1 kao oftalmicki materijali. Hidrogelovi obi¢no postizu ravnotezu sila
unutar tkiva pri bubrenju, a koja se javlja zbog osmoze koja uzrokuje ulazak vode ili bioloskih
tekucina u hidrofilnu hidrogelnu matricu i kohezivnih sila polimernih lanaca unutar hidrogela.
Kohezivne sile mogu izdrzati ekspanziju hidrogela i stupanj tih sila ovisi osobito o gustoci

umrezenja hidrogela. [6,7]



Opcenito, §to je polimer koji formira hidrogel hidrofilniji, hidrogel apsorbira vecu koli¢inu
vode. Isto tako, $to je visi stupanj umrezenja odredenog hidrogela, nizi je stupanj bubrenja gela.
Hidrogelovi u svojem suhom stanju obi¢no se nazivaju "kserogelovi”, dok se suhi porozni
hidrogelovi nastali primjenom tehnika suSenja kao S$to su suSenje zamrzavanjem ili
ekstrakcijom otapala nazivaju "aerogelovima" [6]. Aerogel je koloid izveden iz gela u kojemu
je tekuéa faza zamijenjena plinom, to je tvar izvandrednih svojstava medu kojima se isti¢u
toplinska izolacija i iznimno niska gusto¢a. U suhom stanju ,,kserogel' gelovi su tvrdi i krti,
dok su u nabubrenom stanju vlazni, mekani i elasti¢ni, sposobni pretrpjeti velike deformacije,
zbog ¢ega su vrlo sli¢ni tkivima [7]. Hidrofilna povrSina hidrogela ima nisku medupovrSinsku
slobodnu energiju u kontaktu s fluidom iz tijela, $to rezultira niskom teznjom za prianjanjem
proteina i stanica na ove povrsine, dok elasti¢nost hidrogelova osigurava minimalnu iritaciju

okruzujuceg tkiva nakon implantacije izazvane trenjem unutar okolnog tkiva. [8]

Zbog svojih specificnih osobina hidrogelovi su predmet istrazivanja i sve se vise
primjenjuju u praksi. Njihova upotreba do danas drasti¢no je porasla, posebno u granama
medicine, farmacije i zastite zivotne sredine. Kod njihove primjene je vazno da hidrogel
tijekom bubrenja ostaje mehanicki dovoljno ¢vrst, tj. da ne mijenja geometriju, da je

fleksibilan, kao i da moze kontroliranom brzinom oslobadati molekule koje su unijete u mrezu.

[9].

2.1 Klasifikacija hidrogelova

Ovisno o vrsti monomera iz kojih su dobiveni, hidrogelovi pokazuju razli¢ito ponasanje, a
samim time i primjenu u razli¢itim svrhama. Mozemo ih klasificirati na nekoliko nacina u
ovisno o sastavu, ionskom elektricitetu, podrijetlu, trajnosti, prirodi bubrenja s promjenama u
okruzenju, stupnju biorazgradivosti ili prirodi umrezenja i sl. Po sastavu hidrogelovi mogu biti
homopolimeri ili kopolimeri. Kopolimeri se koriste kako bi se poboljsala mehanicka svojstva
hidrogela ili ugradila komponenta koja reagira na vanjske stimulanse. Na osnovu prirode
umreZzivanja dijele se na kemijski i fizi¢ki umrezene. Hidrogelovi se mogu razlikovati i prema
strukturi mreze, koje mogu biti jednostavne, semi-interpenetrirajuce (Semi-1PM),
interpenetriraju¢e 1 hibridne polimerne  mreze. Semi-IPM predstavljaju  kombinaciju
medusobno isprepletene polimerne mreze i lanaca neumrezenog polimera, interpenetrirajuce
polimerne mreze (IPM) su kombinacija dva umrezena polimera medusobno isprepletena, a

hibridne polimerne mreze (HPM) nastaju umrezivanjem strukturnih jedinica dva razlicita



polimerna lanca. Vazna podjela je i na neutralne i ionske, pri ¢emu ionski hidrogelovi mogu
biti anionski, kationski i amfipatski. Osnovna najée$¢a podjela hidrogelova prikazana je u
tablici 1. Postoji i podjela hidrogelova na osnovu veli¢ine pora na: superporozne (pore >
100 pm), makroporozne (pore od 0,1 - 1 um), mikroporozne (pore od 0,1 do 0,01 pum) i
neporozne hidrogelove (pore izmedu 0,001 i 0,01 pum), kao i niz drugih podjela.[8] U nastavku

su detaljnije razradene podjele prema podrijetlu, trajnosti hidrogelova i promjena u okruZenju.

Tablica 1. Najcesca podjela hidrogelova [8]

Podrijetlo Izdrzljivost Odgovor na Umrezivanje Naboj Sastav
podrazaje
prirodni izdrzljivi pametni fizicki umrezeni kationski homopolimeri
sintetski biorazgradljivi | konvencionalni | kemijsko umrezeni | anionski kopolimeri
hibridni | bionerazgradljivi neionski | interpenetrirajuci
amfipatski

2.1.1.Prema podrijetlu

Hidrogelovi se prema njihovom podrijetlu mogu podijeliti na prirodne, sintetske i polu-
sintetske ili hibridne. Ve¢ina sintetskih hidrogelova sintetiziraju se tradicionalnom
polimerizacijom vinilnih ili vinil-aktiviranih monomera. Uravnotezenje intenziteta bubrenja tih
sintetskih hidrogelova $iroko se razlikuju ovisno o hidrofilnosti monomera i gusto¢i popre¢nog
krizanja. Obi¢no se dodaje bifunkcionalni monomer kako bi se reakcija odvijala in situ.
Prirodni hidrogelovi izgradeni su od prirodnih polimera, ukljucuju¢i polinukleotide,
polipeptide i polisaharide. Ovi prirodni polimeri dobivaju se iz razli¢itih prirodnih izvora. Na
primjer, kolagen se dobiva od sisavaca dok se kitozan dobiva iz egzoskeleta skoljkasa. U tablici
2. navedeni su neki prirodni polimeri i monomeri koji se Cesto koriste za dobivanje

hidrogelova.




Tablica 2. Prirodni polimeri i monomeri koji se najéesce koriste za dobivanje hidrogela [8]

Prirodni polimer Monomer

Kitozan Hidroksietil metakrilat (HEMA)

aliginat N-(2-hidroksipropil) metakrilat (HPMA)
fibrin N-vinil-2-pirolidon (NVP)

kolagen N- izopropil akrilamid (NiPAAmM)

Zelatina Vinil acetat (\Vac)

hijaluronska kiselina Akrilna kiselina (AA)
dekstran Metakrilna kiselina (MAA)

2.1.2.Prema izdrzljivosti

Hidrogel moze biti izdrzljiv (kao Sto su vecina hidrogela na temelju poliakrilata) ili
biorazgradljiv (kao $to su hidrogelovi na temelju polisaharida), ovisno o njihovoj stabilnosti u
fizioloSkom okruzenju. Novija istrazivanja usredotoCena su na izradu i koriStenje novih
biorazgradljivih hidrogelova. Primjene takvih biorazgradljivih hidrogelova danas pokrivaju
mnoga podrucja, ukljucujuéi biomedicinska i ne biomedicinska podruc¢ja. Cijepanjem lanaca
razgradljivih polimera unutar hidrogelne matrice mogu nastati oligomeri niske molekulske

mase. Nastali oligomeri eliminiraju se iz tijela ili prolaze kroz daljnju degradaciju.

2.1.3.Prema odgovoru na podrazaje

U proteklom desetljecu vidljiv je ogroman napredak u pripravi i istrazivanju jedinstvene
kategorije hidrogelova pod nazivom “pametni hidrogelovi”. Unato¢ sli¢nosti s
konvencionalnim tipovima u metodama pripreme i tehnikama karakterizacije, pametni
hidrogelovi mogu pokazivati neobi¢ne promjene u ponasanju prilikom bubrenja, promjene u
umrezenoj strukturi /ili mehani¢kim svojstvima kao odgovor na razli¢ite promjene u okolisu
kao S$to su pH, temperatura, svjetlost, ionska snaga ili elektri¢no polje i sl. kao §to je navedeno
u tablici 3. Ovi podrazaji uzrokuju nastajanje hidrogelova, medutim uklanjanjem tih podrazaja
hidrogelovi se vracaju u prvotno stanje (reverzna promjena), a kao primjer moze se uzeti
znacajna promjena u stupnju bubrenja pametnog hidrogela kao odgovor na razne ekoloske
podrazaje. [9-11]



Tablica 3. Popis raznih vanjskih pobuda koje dovode do formiranja hidrogela i oslobadanja

lijeka iz umreZene polimere matrice [12]

Vanjska pobuda Hidrogel Mehanizam Polimeri
Temperatura Temperaturno Promjena uzrokuje promjenu | PNIPAAmM;
osjetljivi u bubrenju, oslobadanje lijeka | PDEAAM
pH Kiselo/bazni Promjena uzrokuje bubrenje i PAA,;
oslobadanje lijeka PDEAEM
lonska jakost lonski Promjena koncentracije iona neionski

unutar gela uzrokuje bubrenje | PNIPAAmM

1 oslobadanje lijjeka

Elektri¢ni signal Polielektrolitni Reverzno bubrenje pod PHEMA
utjecajem elektri¢nog polja
Magnetsko polje | Magnetske Cestice Promjena u bubrenju, EVAC;
dispergirane u oslobadanje lijeka PNIPAAM

mikrosferama

Kod temperaturno osjetljivih hidrogelova potrebno je poznavati donju kriti¢nu temperaturu
topljivosti LCST (lower-critical solution temperature) ili gornju kriticnu temperaturu
topljivosti UCST (upper-critical solution temperature). Ovisno o prirodi polimera od kojeg je
nacinjen, hidrogel ¢e imati jednu od dvije karakteristicne temperature, na kojima se javlja fazna
promjena. Pozitivno temperaturno odstupanje osjetljivi hidrogelovi imaju UCST iznad koje
bubre, a ispod koje se stezu. U ovu grupu spadaju: interpenetrirajuéa polimerna mreza
poli(akrilne kiseline) (PAK) i poliakrilamida (PAAm) ili kopolimer akrilamida i
butilmetakrilata P(Aam-ko-BMA). Negativno temperaturno osjetljivi hidrogelovi imaju LCST
iznad koje se stezu, a ispod koje bubre (slika 2.). Ovakvi hidrogelovi u polimernim lancima
sadrze hidrofobne i hidrofilne grupe. Na nizim temperaturama dominantne su vodikove veze
izmedu hidrofilnih dijelova polimernog lanca i vode. S porastom temperature dolazi do
povecanja koneti¢ke energije molekula i vodikove veze slabe. Prevladava utjecaj hidrofobnog
djela polimernih molekula i dolazi do kontrakcije molekula. S povecanjem sadrzaja

hidrofobnih grupa u molekuli polimera, LCST raste. [13,14]



Slika 2. Shematski prikaz bubrenja i stezanja, negativno temperaturno- osjetljivog hidrogela
PNiPAAmM-a koji ima LCST NA 32°C [14]

2.2.Hidrogelovi na temelju prirodnih polimera

1z prirodnih polimera razvijeno je nekoliko hidrogelova za primjenu u tkivom inzenjerstvu.
Neki prirodni polimeri kao $to su polinukleotidi, polipeptidi i razli¢iti polisaharidi, dobivaju se
iz razli¢itih prirodnih izvora. Kitozan se dobiva iz egzoskeleta Skoljki, dok se kolagen dobiva
od sisavaca. Kolagena hidrogelna vlakna jedan su od najpopularnijih prirodnih skeleta na
temelju polimera u tkivno inzenjerskim primjenama. Kao $to je prikazano na slici 3. hidrogelni
kolagen formira se samoagregacijom i umrezivanjem (preko piridinijske veze) gdje su
molekule kolagena u hidratiziranom okruzenju. Molekule kolagena sastoje se od trostrukih

spirala, pri cemu svaka trostruka spirala proizlazi iz samouredivanja triju polipeptidnih lanaca.

N N

I E 300 ;I Umrezivanje
W piridinom

Kolagen

¥

Kolagen Trostruka kolagena spirala Amino kiselina

Slika 3. llustracija osnovne strukture kolagena [15]



Opcenito, hidrogelovi na temelju polimera prirodnog podrijetla, poput kolagena, povoljni
su u primjeni zbog svojih svojstvenog bioloskog prepoznavanja, ukljucujuci ligande Kkoji
vezuju receptore 1 osjetljivost stanicnog aktiviranja proteoliticke pregradnje. Medutim,
upotreba hidrogelova na temelju prirodnih sastojaka pokazala je neke nedostatke koji ukljucuju

probleme s prociS¢avanjem, imunogenoscu i prijenosom patogena.

2.3.Samoudruzeni hidrogelovi na temelju peptida

Hidrogelni skeleti temeljeni na samoudruzenim peptidima (SAPSs) jedna su od glavnih klasa
u tkivno inZenjerskim primjenama SAPs su polipeptidi koji podlijezu samoudruZivanju u
specificnim uvjetima, to je obi¢no hidrofilno okruzenje za stvaranje vlakana ili drugih vrsta
nanostruktura. Ove amfifilne molekule sadrze polipeptid spojen na alkilni rep dugog lanaca i
takoder funkcioniraju sa stanicnim adhezijskim ligandom (RGD). Polipeptid predstavlja
hidrofilno podruc¢je amfifilne molekule dok alkilni dio dugog lanca predstavlja hidrofobno
podrucje. Takve amfifilne molekule temeljene na peptidu podloZzne su samoudruzivanju u
vlaknasti umrezeni skelet hidrogela (u paralelnim nizovima nalik vrpci). Postoje razni
hidrogelovi na temelju amfifilnin SAP-ova i koriste se u raznim primjenama tkivnog
inzenjerstva. Hidrogelovi na temelju SAP-a takoder se mogu koristiti za ukljucivanje
bioaktivnih molekula i omogucavanje njihovog kontroliranog otpustanja. SAPs-temeljeni
hidrogelovi mogu se takoder kemijski konjugirati s razli¢itim dijelovima, kako bi se omogucila

signalizacija receptora stani¢ne povrsine i pojacala stani¢na adhezija.

Uz mnoga superiorna svojstva SAP-a, poput njihove ucinkovitosti u stvaranju hidrogelova
koji nalikuju tkivu, oni nazalost imaju slaba mehanicka svojstva. Zbog toga se ne mogu koristiti

za primjenu tkiva koje zahtijevaju skelet visoke mehanicke ¢vrstoce.[16-20]



2.4.Hidrogelovi u odnosu na gelove

Jedna od uobicajenih zabluda u znanosti o polimerima je uporaba pojma "gel" umjesto
"hidrogel" 1 obrnuto. Gelovi su polucvrsti materijali izgradeni od hidrofilnih polimera,
rasprsenih u disperznom sredstvu, najcesée vodi, koji tvore hladetinastu masu. Hidrogelovi su
takoder izradeni od hidrofilnih polimernih lanaca, ali oni su umrezeni §to im omogucuje da
nabubre 1 zadrZe svoju trodimenzionalnu strukturu bez otapanja. Stoga, temeljna znacajka
hidrogelova, koja ih razlikuje od gelova je njihova umrezenost. Medutim, gelovi takoder imaju
mrezastu strukturu koja u meduprostorima sadrzi molekule disperznog sredstva, a mu¢kanjem
ili potresanjem mogu prijeci u svoj otopljeni oblik tzv. sloj. Hidrogelovi s obzirom na svoju
konzistentnost nalikuju prirodnom tkivu covjeka viSe od bilo kojih drugih sintetickih
biomaterijala zbog €ega su pronasli veliku primjenu i u biomedicinskom podrucju kod
dizajniranja i izrade umjetnog tkiva, umjetne koze, obloga za umjetno srce, membrana za

biosenzore, kontaktne lece itd. [21,22]
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3. METODE PRIPRAVE HIDROGELOVA

Kao $to je ve¢ spomenuto, hidrogelovi se dijele prema nacinu dobivanja na kemijski 1
fizicki umreZene sustave. Obje metode su vrlo zastupljene u procesima sinteze hidrogelova.
Osnovna prednost kemijski umrezenih hidrogelova je da pri njihovoj sintezi dolazi do
formiranja kovalentnih mjesta umrezenja izmedu polimernih lanaca. U fizicki umrezenim
hidrogelovima umrezenja nastaju uslijed fizickih interakcija koje se javljaju izmedu razli¢itih
polimernih lanaca. Hidrogelovi se mogu pripremiti razli¢itim postupcima, ovisno o trazenoj

strukturi i Zeljenim primjenama. Neke od metoda opisane su u nastavku i sazete na slici 4.

Fizicko umreZivanje Kemijsko umrezivanje
Kompleksacija polielektrolita Polimerizacija inicirana

slobodnim radikalima

— H

—» 1 V- . v .
Vodikovim vezama —> Umrezlvanje zracenjem

L5 Hidrofobno povezivanije

Slika 4. Shematski dijagram koji prikazuje najées¢e metode priprave hidrogelova

3.1.Kemijsko umrezivanje

U kemijski umrezenim hidrogelovima, poznatim i kao stalni ili stvarni hidrogelovi,
polimerni lanci medusobno su povezani kovalentnim vezama. Mogu biti sintetizirani
radikalskom polimerizacijom hidrofilnih monomera u prisutnosti umrezivala, radikalskom
polimerizacijom vodotopivih polimera, derivatizacijom dvo i/ ili viSenamjenskih skupina koje
mogu polimerizirati, umrezivanjem preko reakcija komplementarnih skupina kao $to su
aldehidi, adicijskim reakcijama, reakcijama kondenzacija, enzimima i ozrac¢ivanjem (UV,
mikrovalno, y - zracenje ili snop elektrona). Kemijski umrezeni hidrogelovi se ne otapaju u
nijednom otapalu. Dobiveni hidrogel ne moze se oblikovati nakon dobivanja, jer polimer vise

nije topljiv, pa se oblikovanje izvodi istovremeno s postupkom polimerizacije. [23,24]
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Kemijsko umrezivanje hidrofilnih polimera je jedan od glavnih nafina priprave
hidrogelova. U ovoj tehnici, bifunkcionalno sredstvo za umrezivanje se dodaje u razrijedenu
otopinu hidrofilnog polimera koji treba imati pogodnu funkcionalnu skupinu da reagira sa
sredstvom za umrezivanje. Ova je metoda prikladna za pripravu hidrogelova iz prirodnih i
sintetskih hidrofilnih polimera. Hidrogelovi na temelju albumina i Zelatine su razvijeni
koristenjem dialdehida ili formaldehida kao sredstva za umrezivanje. Ovim postupkom
razvijeni su hidrogelovi visokog sadrzaja vode, zasnovani na osnovi unakrsnog povezivanja

polietilen glikola i lizina, koji sadrzi polipeptid. [25]

3.1.1.Polimerizacija inicirana slobodnim radikalima

Konvencionalna polimerizacija preko slobodnih radikala je pozeljna tehnika za pripravu
hidrogelova na temelju akrilata, amida i vinilnih laktama. [26]. MozZe se koristiti i za razvoj
hidrogelova na temelju prirodnih polimera uz uvjet da ti polimeri imaju prikladne funkcionalne
skupine ili su funkcijski povezane s radikalsko polimeriziraju¢im skupinama. Takva metoda je

koriStena za razvoj razli¢itih hidrogelova na temelju kitozana. [27]

Priprema hidrogela ovom tehnikom ukljucuje tipi¢ne korake polimerizacije preko
slobodnih radikala, inicijaciju, propagaciju i terminaciju lanca. U koraku inicijacije postoji
Sirok izbor vidljivih, toplinskih, ultraljubicastih i infracrvenih inicijatora koji se koriste za
generiranje radikala. Takvi radikali tada reagiraju s monomerima pretvarajuéi ih u aktivne
oblike koji reagiraju s viSe monomera 1 generiraju nove radikale. Rezultiraju¢i radikali dugog
lanca prolaze kroz stupanj terminacije i putem radikalskih kombinacija tvore polimerne
matrice. Ova metoda pripreme hidrogela moze se izvesti u otopini ili u masi. Polimerizacija u
otopini je pozeljna tijekom sinteze velike koli¢ine hidrogela i u tom slucaju je voda najcesce
koristeno otapalo. Medutim, polimerizacija u masi je brza od polimerizacije u otopini i ne

zahtijeva uklanjanje otapala §to ina¢e oduzima mnogo vremena. [28]
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3.1.2.Umrezivanje zraenjem

Ionizirajuée zracenje, kao i elektronski snop gama zraka ima visoku energiju, dovoljnu da
ionizira jednostavne molekule u zraku ili u vodi. Tijekom ozracivanja polimerne otopine
mnoga reaktivna mjesta se stvaraju duz polimernih lanaca. Kombinacija takvih radikala dovodi
do stvaranja velikog broja meduveza. Formiranje hidrogela ovim postupkom moze se provesti
ozracivanjem polimera u masi ili u otopini. Medutim, zracenje polimerne otopine ima prednost
zbog manje energije za formiranje makroradikala, takvo zracenje je ucinkovitije zbog manje

viskoznosti reakcijske smjese

Primjena zracenja za razvoj hidrogela nudi mnoge prednosti u odnosu na druge metode
priprave jer tijekom procesa zracenja nisu potrebni nikakvi katalizatori ili aktivatori za
pokretanje reakcije. Takoder, metode zracenja su jednostavnije i stupanj umrezenja moze se
lako kontrolirati doziranjem koli¢ine zracenja.[29] Zbog tih prednosti ova metoda se koristi za
razvoj Sirokog spektra hidrogelova u mnogim biomedicinskim primjenama, gdje je najmanje
onecis¢enje nepozeljno. Tehnika se ucinkovito koristi za pripremu hidrogela akrilne kiseline i
pH reaktivnog hidrogela na temelju poli(etilen glikola)/karboksimetil kitozana. Medutim, ova
tehnika se ne preporucuje za pripravu hidrogelova nekih polimera koji se razgraduju pod

utjecajem ionizirajuceg zracenja. [30]

3.2.Fizi¢ko umrezivanje

Umrezivanje ne mora biti proizvod kemijske reakcije. Bilo koji fizicki postupak koji dovodi
do povezivanja polimernih lanaca moze dovesti do stvaranja hidrogela. Postupci fizikalno-
kemijskih umreZzivanja su obi¢no reverzni i ukljucuju stvaranje slabih, sekundarnih sila, poput:
vodikovih veza, elektrostatskih interakcija, Van der Waalsovih i Coulombovih sila,
hidrofobnih interakcija, preklapanja lanaca. Fizicki umrezeni hidrogelovi poznati su i pod
nazivom plastomeri, reverzni ili privremeni hidrogelovi jer su nestabilni, promjenom vanjskih
faktora mogu se prevesti u sustave bez umrezenja, mogu se razgraditi ili otopiti. Oni su
nehomogeni zbog zapletenosti molekularnih lanaca ili hidrofobnih podrucja. Slobodni krajevi
lanaca takoder predstavljaju prolazne nedostatke u mrezi. Prisutnost reverznih tocaka
umrezivanja (¢vorista) omogucuje njihovu termicku obradu, tj. prevodenje u polimernu

otopinu zagrijavanjem. Nepostojanje mreze i moguc¢nost promjene nakon sinteze predstavljaju

13



njihove prednosti, dok je njihov nedostatak slaba mehanicka svojstva u nabubrenom stanju.
[31,32] Umrezivanje polimera fizickim interakcijama jedan je od najceéih pristupa za
formiranje hidrogelova. Hidrogelovi razvijeni ovom tehnikom obi¢no se pripravljaju u blagim

uvjetima.

3.2.1.Polielektrolitsko kompleksiranje ( ionskim interakcijama)

U ovom pristupu hidrogelovi se pripravljaju formiranjem polielektrolitnih kompleksa, gdje
se formiraju veze izmedu parova nabijenih mjesta duz polimernih okosnica. Nastale
elektrolitske veze variraju u svojoj stabilnosti u skladu s pH sustava. Primjeri hidrogelova
razvijenih ovom metodom su oni koji nastaju iz polielektrolitnih kompleksacija karboksilatnih

skupina natrijevog alginata s amino skupinama rasporedenim po kitozanskim lancima. [33]

3.2.2.Vodikove veze

Vodikove veze izmedu polimernih lanaca mogu takoder sudjelovati u formiranju
hidrogelova, na primjer, u razvijanju hidrogela na temelju zelatine. Vodikova veza nastaje
povezivanjem elektronima siroma$nih vodikovih atoma i funkcionalnih skupina velike
elektronegativnosti. Na hidrogelove razvijene ovom tehnikom utje¢u mnogi faktori poput
koncentracije polimera, molnog omjera svakog polimera, vrste otapala, temperature otopine i

stupanju povezanosti.

3.2.3.Hidrofobno povezivanje

Daljnja metodologija za dobivanje hidrogela je provedena hidrofobnim interakcijama.
Polimeri i kopolimeri kao $to su cijepljeni i blok kopolimeri, obi¢no tvore strukture razdvojene
hidrofobnim mikro-domenama. Te hidrofobne domene djeluju kao povezane krizne toc¢ke u
cijeloj polimernoj strukturi, a okruzene su hidrofilnim podru¢jima koja apsorbiraju vodu. Ovim
je pristupom razvijen hidrogel zasnovan na cijepljenom tipu kopolimera sastavljen od
hidrofilnog poli (hidroksietil metakrilata) (PHEMA) kao okosnice i male koli¢ine hidrofobnog

poli(metilmetakrilata) (PMMA) kao duge grane. Opcenito, mehanicka svojstva ovih
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hidrofobno kombiniranih polimera su losa zbog slabe meduprostorne adhezije.[34] Medutim,

ovaj pristup pripreme hidrogela ima i neke prednosti poput niske cijene sustava.

Na slici 5 shematski je prikazano kemijsko i fizicko umrezivanje hidrogelova. Kemijski
umrezeni hidrogelovi, kao i fizicki, su nehomogeni i obi¢no sadrze podrucja niskog stupnja
bubrenja i visoke gusto¢e umrezenja dispergirane unutar podrucja visokog stupnja bubrenja i
niske gusto¢e umrezenja. Osim toga, sredstva za umrezivanje koja se koriste u procesima
sinteze su vrlo toksi¢na, pa se njihovi neproreagirani ostaci moraju kompletno ukloniti iz
hidrogelova prije njihove kona¢ne primjene kao biomaterijala, zbog cega je njihova upotreba

ogranicena [31,32].

Hidrofilni
polimerni

. o lanci
Tocka umreZivanja

Fizicko umreZivanje Kemijsko umreZivanje

Slika 5. Shematski prikaz fizickog i kemijskog umrezivanja hidrogelova [31]
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4. PRIMJENA HIDROGELOVA

Polimerni hidrogelovi imaju veliku primjenu u medicini i farmaceutskoj industriji zbog
svoje biokompatibilnosti i hidrofilnosti. Hidrogelovi su sli¢niji zivom tkivu vise nego bilo koja
druga vrsta sintetskih biomaterijala. Visok sadrzaj vode i mekana konstitucija hidrogelova u
nabubrenom stanju dovode trenje i iritaciju s okolnim tkivom na najmanju moguéu mjeru i
poput zivog tkiva dozvoljava difuziju proizvoda metabolizma. Hidrogelovi osjetljivi na
vanjske podrazaje vrlo se Cesto primjenjuju jer se njihova fizicko-kemijska i mehanic¢ka
svojstva mogu kontrolirati promjenama vanjskih uvjeta (pH vrijednosti, temperature, ionske
jakosti, promjenom koncentracije bioloski aktivnih tvari, itd.). Oni mogu pokazati svojstva

tekucina ili krutih tvari, ovisno o svom stanju.

Najvecu primjenu hidrogelovi imaju u medicini. Koriste se za izradu mekih kontaktnih leca,
mekih tkiva, kao sredstva protiv opeklina, kod umjetnih hrskavica, umjetnih glasnica i sl.
Sposobnost hidrogelova da apsorbiraju i otpustaju molekule razli¢itih veli¢ina je omogucéila
njihovu primjenu kao nosaca ljekovitih tvari za razli¢ite primjene: nazalnu, oralnu, vaginalnu,
transdermalnu i oftalmolosku. Posljednjih godina veliku paznju istrazivaca privlace pH-
osjetljivi hidrogelovi koji bi se koristili u genskoj terapiji. Negativan naboj i veli¢ina molekula
otezava transport DNK u stanice. Cilj je da se modifikacijom polimera utjece na
konformacijske promjene prilikom bubrenja pri promjeni pH vrijednosti od 5 do 7, a rezultat
je efikasniji transport DNK u stanice. U tablici 4 dana je primjena odredenih hidrogelova u
medicini.[35]
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Tablica 4. Upotreba sintetskih hidrogelova u medicini [35]

Primjena Polimer
kateteri PHEMA
Krvni detoksikanti PHEMA
senzori (elektrode) PAAmM, PHEMA
premos¢ivaci krvnih zila kalemljeni PHEMA/etilmetakrilat
supstrati za kulture stanica PHEMA, PNVP
materijali kompatibilni s krvi PHEMA, PNVP, PAAM
kontaktne le¢e PHEMA, PNVP
Umjetne roznice PHEMA
zamjena za meka tkiva PHEMA
tkivo za spajanje kostiju PHEMA
umjetna hrskavica PVA
membrana za hemodijalizu PHEMA, PNVP, PVA
nosaci za antitijela PHEMA
proteze za ligamente PHEMA
umjetne glasnice PVA
prijenosnici antibiotika PHEMA
zubne navlake i umjetni zubi PHEMA

4.1 Kontaktne lece

Kontaktne lec¢e bile su jedno od prvih podrucja komercijalne primjene hidrogelova.
Otkrivanjem (poli-2-hidroksietil-metakrilata) (PHEMA) hidrogela od strane Wichterlea i Lima
1960. industrija kontaktnih leca je procvjetala. Podrucje istrazivanja hidrogelova brzo se
prosirilo. PHEMA je postala vodeé¢i materijal za proizvodnju kontaktnih le¢a uz kopolimer
P(HEMA / etilen glikol dimetakrilata), koji kada je hidratiziran, sadrzi oko 40% vode i vrlo je
ugodan za noSenje. Da bi se mogao koristiti za proizvodnju kontaktnih le¢a, materijal mora biti
opticki transparentan, kemijski i termicki stabilan, biokompatibilan i1 propustan za kisik. Mora
imati odgovaraju¢a mehanicka svojstva, §to znaci nizak koeficijent trenja za ugodno nosenje

kod pacijenta i visoku lomnu ¢vrstoc¢u u svrhu dugotrajnosti [36].

4.2.0bloge za opekline i rane

Zbog sposobnosti upijanja vode i velike kompatibilnosti s ljudskim tkivom hidrogelovi su
danas vrlo zastupljeni u medicini, a trend razvoja hidrogelova jo§ ¢e prosiriti njihovu
zastupljenost. Upotreba hidrogelova kao obloga za lijeCenje rana, opekotina ili ozljeda zapocela

je pocetkom 1980-ih. Zbog svoje hidrofilnosti i visokog sadrZaja vode, hidrogel pomaze u
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odrzavanju vlaznosti ozlijedenog mjesta, sprjeCava prekomjerni gubitak tjelesne tekucine,
omogucava difuziju kisika u oSte¢eno tkivo i istodobno predstavlja barijeru bakterijama i
umiruje bol [37]. Osim vode koju upijaju, u pore mrezaste strukture hidrogelova mogu se
ugraditi razne molekule, pa Cak i tkiva. Tako se unutar pora ugraduju zive stanice koze, lijekovi
i vitamini. Takvi hidrogelovi iznimno su pogodni za prekrivanje rana na kozi kako bi one $to
prije zacijeljele 1 kako bi nakon ozljede ostao Sto manje vidljiv oZziljak. Primjer takvog
proizvoda su flasteri za zuljeve Compeed ili herpes simplex, koji upijaju izlu¢evine s mjesta
ozljede, ali i svojom elasti¢no$¢u onemogucuju daljnje Sirenje ozljede prilikom hoda ili u
slucaju herpes simplexa, stite usnu od vanjskih utjecaja i lijece je kako je prikazano na slici 6.
[38]

Slika 6. Prevlaka za kozu[38]

Hidrogelni premazi su mekani, elasti¢ni i dobre mehanicke ¢vrstoce. Omogucuju pracenje
zarastanja rane bez uklanjanja obloge. Cilj terapije rana hidrogelnim oblogama je zadrzati ranu
i mikroorganizme u kontaktu §to je moguce krace kako bi se sprijecila infekcija i ubrzalo
zacjeljivanje i1 regeneracija tkiva. Ukljucivanje lijeka ili antimikrobnog sredstva u hidrogel i
njegovo kontrolirano otpustanje tijekom vremena, protokom tjelesnih tekucina, dovodi do

brzeg zacjeljivanja rana [39].

Tehnologija proizvodnje hidrogelnih obloga sastoji se od pripreme vodenih otopina
prirodnih ili sintetskih polimera, njihovog pakiranja u hermeti¢ke i mikro nepropusne kutije i
kona¢no zracenja elektronskim snopom akceleratora ili y zraka iz izvora ®Co, do nastanka

hidrogela. Nakon ozraivanja i sterilizacije hidrogel je spreman za upotrebu [40]
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4.3.Hidrogelovi kao nosaci za sintezu nanocestica

Metalne nanocestice posljednjih godina privlade veliku paznju zbog svojih optickih,
elektricnih 1 magnetskih svojstava koja su potpuno razli¢ita od onih koje metal pokazuje
svakodnevno, zbog Cega se koriste u katalizi, elektronici, fotonici, optici 1 medicini.
Antimikrobna aktivnost srebra poznata je od davnina, a potvrdena su i antimikrobna svojstva
nanocestica nekih drugih metala (Cu, Au, Pt). Tako se materijali koji sadrze srebro mogu
koristiti u medicini za smanjene infekcija u lijeCenju opeklina, za spreCavanje kolonizacije
bakterija na protezama, kateterima, zubnim materijalima i koZi, za uklanjanje

mikroorganizama na tekstilu ili za tretiranje vode [40,41]

Razvijene su brojne metode za sintezu metalnih nanocestica, poput kemijske redukcije
metalnih soli pomoc¢u limunske kiseline, borohidrida i drugih organskih spojeva, fotokemijska
redukcija, UV i mikorvalno zracenje, primjena lasera, metoda gama-radiolize, upotreba

mikroorganizama itd. [40-42]

Za stabilizaciju nanocCestica mogu se koristiti razliCite vrste matrica, poput polimera
organskih molekula, mezoporoznih anorganskih materijala, koloidnih sustava. [43]
Hidrogelovi kao trodimenzionalne mreZe u nekim su slucajevima prikladni kao matrice za
proizvodnju nanocestica od gore spomenutih sustava. U nabubrenom stanju slobodni prostor
unutar mreze moze posluziti kao nanoreaktor za nukleaciju 1 rast nanocestice. Stoga se
veli¢inom, morfologijom i raspodjelom nanocestica moze kontrolirati modifikacija hidrogela.
Pored toga, nanokompozitni hidrogelovi pogodni su za medicinsku upotrebu i zbog izrazite

kompatibilnosti s bioloskim molekulama, stanicama i tkivima [ 44-46]

4.4.Hidrogel kao nositelj tvari kod transplantacije srca

Hidrogelovi mogu biti korisni u presadivanju stanica zahvaljuju¢i jedinstvenoj sposobnosti
imunoizolacije uz istovremeno lako difundiranje hranjivih tvari, kisika i metabolickih
proizvoda u njihove matrice. Na primjer, hidrogel na temelju foto-polimeriziraniog poli(etilen
glikol)dilakrilata, (PEG diakrilat) razvijen je za transplantaciju Langerhansovih oto¢i¢a. U
ovom istraZivanju su stanice otoCica bile suspendirane u foto-polimerizirajuc¢oj otopini
polimera i otopina je tada koriStena za formuliranje mikrosfere na temelju PEG-a koja je

ugradena u otoc¢i¢e. Ove hidrogelne mikrosfere na temelju PEG-a pokazale su odgovarajucu
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imunoizolaciju, ali difuzijska sposobnost hranjivih tvari u zarobljene stanice bila je relativno
ograni¢ena. Taj nedostatak je savladan smanjenjem debljine foto-polimerizirane hidrogelne
mikrosfere zbog ¢ega oklopljeni otoci¢i dugotrajno ostaju odrzivi i Cestice hidrogela zadrzavaju

imunoizolaciju.[47]

U drugom istrazivanju promatran je potencijal metaloproteinaze (MMP). Istrazivanje je
provedeno in vitro. Ispitivan je hidrogel, mali bioaktivni peptid, timozin beta4 na temelju PEG-
a kao bioaktivni sustav inkapsuliran za vaskularne stanice. Istrazivanje je pokazalo da ugradnja
timozina beta4 u matrici stvara trodimenzionalno okruzenje pogodno za adheziju,
prezivljavanje, migraciju i organizaciju entotelne stanice ljudske pupcane vene (HUVEC).
Pored toga, timozin beta4 poboljsao je HUVEC vezanost i izazvao stvaranje vaskularne mreze
unutar PEG-hidrogela. Takvi razvijeni PEG-hidrogelovi koji reagiraju na MMP mogu biti
prilagodeni tome da sluze kao kontrolirani sustav kokapsulacije vaskularnih stanica i bioaktivni

agensi za in situ regeneraciju tkiva. [48]

4.5.Hidrogel kao skelet

Hidrogelovi se mogu upotrebljavati u tkivnom inZenjerstvu izravno nakon pripreme (s ili
bez stapanja stanica) ili nakon formiranja skeleta. Skeleti na temelju hidrogelova vrlo su vazna
klasa skeleta zbog sposobnosti prilagodbe njihovih mehani¢kih svojstava onima prirodna tkiva.
Hidrogelni skelet koristi se posebno za opskrbu glomaznih 1 mehanickih struktura tkivnih
konstrukcija, ovisno o tome da li su stanice suspendirane unutar 3D okvira hidrogela ili se
stanice drze za okvir. Stani¢no prianjanje na hidrogel moze se poboljsati ukljuc¢ivanjem

odgovarajuceg ostatka peptida na povrsinu hidrogelnog skeleta. [49]

Na primjer jedan od najuspjesnijih pristupa za olakSavanje stani¢ne povezanost je ugradnja
niza adhezijskih peptida RGD (arginin-glicin-asparaginska kiselina). Ukljucivanje ovih RGD
domena u hidrogelove pokazalo je poboljSanu staniénu migraciju, proliferaciju, rast i
organizaciju u primjenama za regeneraciju tkiva. Uz to razne stanice pokazale su povoljno
vezanje na RGD-modificirani hidrogelni skelet. Te stanice ukljucuju endotelne stanice, stanice
glatkih misi¢a (SMCs), hondrocite i osteoblaste. [50]
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4.6.Hidrogelovi kao prepreka protiv restenoze

Restenoza je ponovno suzavanje arterija koje moze nastati nakon interventne angioplastike
ili ugradnje stenta, a javlja se kod oko 40 - 50% bolesnika u periodu od 3 - 6 mjeseci od
intervencije. Ucestalost restenoza primjenom stentova, nakon balon dilatacije, moZe se smanjiti
na 20 - 30% slucajeva, ali 1 dalje predstavlja veliki problem u kardiologiji 1 interventnoj

radiologiji.

Hidrogelovi se mogu koristiti za poboljSanje lije¢enja kod tkivnih ozljeda gdje sluze kao
prepreka kako bi se izbjegla restenoza ili tromboza zbog postoperativnog stvaranja adhezija.
[51] Adhezije su vlaknaste trake koje se formiraju izmedu tkiva i organa, ¢esto kao posljedica
ozljede tijekom operacije. One se mogu smatrati unutarnjim oziljkom koji spaja tkiva koja nisu
normalno povezana. Utvrdeno je da se umetanjem tankog hidrogelnog filma na temelju
poli(etilen glikol-ko-mljeéne kiseline) diakrilata intravaskularno kroz meduprostor, moze
inhibirati restenozu i trombozu smanjenjem intimalnog zadebljanja. Smanjenje intimalnog
zadebljanja nastaje djelovanjem tankog filma hidrogela kao prepreke trombocitima, proteinima
plazme i faktorima koagulacije od neposrednog kontakta sa stijenkama Zila, gdje bi kontakt tih
faktora sa stijenkama Zila poticao proliferaciju stanica glatkih miSi¢nih stanica, migraciju,

sintezu matrice i posljedi¢no uzrokovao restenozu.[52,53]

4.7 Hidrogelovi kao spremiste lijekova

Jedna od naj€es¢ih primjena hidrogelova je njihova upotreba kao lokaliziranih spremista
lijekova. Navedeno je pripisano njihovoj izrazito hidrofilnoj prirodi, biokompatibilnosti i
sposobnosti kontrole i oslobadanju lijeka na pametan nacin interakcijom s biomolekularnim
podrazajima.[54] Hidrofilni makromolekularni terapeutski agensi, poput nekih proteina ili
oligonukleotida su kompatibilni s hidrogelnim matricama. Pored toga, mogu upravljati
kinetikom isporuke prema Zeljenom rasporedu otpusStanja lijeka pomocu kontrole stupnja

bubrenja, stupnja umrezenja i brzine biorazgradnje hidrogela.

Foto-polimerizirajuci hidrogelovi su posebno atraktivni za lokalizirano davanje lijekova
zbog njihove sposobnosti prianjanja i prilagodavanja ciljanom tkivu kada se formira in situ. Uz
dostavu lijekova hidrogelovi istodobno funkcioniraju kao pregradni sloj, istovremeno

inhibirajuci bilo koje postoperativne formacije adhezija.[55]
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5. KRITERNI DIZAINIRANJA HIDROGELNOG SKELETA

Izvanstanicna matrica (ECM) je izvan stani¢na komponenta prirodnog tkiva koja daje
strukturalnu podrsku stanicama i obavlja razne druge vazne funkcije. Dakle, ECM je jedan od
najznacajnijih vodi¢a u dizajniranju skeleta u tkivnom inzenjerstvu. ECM je hidrofilna 3D
mikro-matrica s dvije glavne ¢vrste strukture koje Cine: kolagenska vlakna i proteoglikanski
filamenti. Kolagenska vlakna prisutna su kao snopovi i protezu se kroz meduprostor, pruzajuci
vlac¢nu ¢vrstocu i trajnost okolnog tkiva. Proteoglikanski filamenti su zavojitih struktura i
napravljeni su od proteina i hijaluronske kiseline, zajedno s uvucenom intersticijskom

tekuc¢inom koja je nalik plazmi, poput tekucine, ali s nizom koncentracijom proteina. [56]

Hidrogelovi u tkivhom inzZenjerstvu moraju zadovoljiti brojne kriterije dizajna kako bi
oponasali ECM 1 prema tome na odgovarajuci nain poticali stvaranje novog tkiva. Takav
hidrogelni skelet treba osigurati 3D strukturu za rast stanica. 3D struktura bolje oponasa
prirodna tkiva i omogucava morfologiju i ponaSanje gena koje se ne moze posti¢i u 2D
strukturama. Kriteriji za formiranje takoder trebaju sadrzavati klasi¢ne mehanicke i fizikalno-
kemijske parametre (poput biorazgradnje, poroznosti i pogodne kemije povrsine) i bioloske
svojstvene parametre (kao S$to su biokompatibilnost i stanicna adhezija), kao i pokaziva
pojacane vaskularizacije. Osim toga, pri izradi hidrogelova za potrebe tkivnog inzenjerstva

trebalo bi razmotriti parametre poput pristupacnosti i komercijalne izvedivosti.

5.1.Biorazgradnja

Osnovni zahtjev skeleta u tkivhom inzenjerstvu je odrzavanje stani¢ne proliferacije i
Zeljene stani¢ne raspodjele tijekom oc¢ekivanog vijeka skeleta. Brzina i stupanj biorazgradnje

kriti¢ni SU parametri razmatranja hidrogelova u tkivnom inZenjerstvu.

Na primjer, PEG i PEG-dimetakrilat (PEGDMA) su foto-polimerizirani da se dobije
inkapsulirani hidrogelni skelet hondrocita goveda i ovaca, stanica za regeneraciju hrskavice.
Nakon foto-polimerizacije, stanice unutar skeleta bile su sposobne odrzati svoju vitalnost i bile
su ravnomjerno rasprsene, ali zbog nerazgradljivosti ovih skeleta temeljenih na PEG-u, broj

stanica se s vremenom se zna¢ajno smanjio.[57]
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Unato¢ vaznosti biorazgradnje kao kljuénog c¢imbenika hidrogelova u tkivhom
inZenjerstvu, neke tehnike tkivnog inzenjerstva mozda nece zahtijevati potpunu degradaciju
skeleta, kao $to je zamjena roznice ili zglobne hrskavice. Za takve vrste tkiva, polutrajni ili
trajni skelet moze biti najbolji izbor za zamjenu osnovnih funkcija izgubljenog ili oste¢enog
tkiva. Opcenito, razgradljivi skeleti hidrogelova razvijaju se ugradnjom razgradljivih spojeva i
/ ili dijelova u polimernu okosnicu. U slucaju biorazgradljivih hidrogelnih skeleta kao vazne
skupine razgradljivih skeleta, razgradnja se postize bioloskim procesima, uglavnom
enzimskom digestijom. Biorazgradljivi skeleti hidrogelova mogu se napraviti i ugradnjom
prirodno biorazgradljive ECM komponente, poput hijaluronske kiseline, laminina, fibronektina

i kolagena[58]. Na slici 7. prikazana je strukturna formula hijaluronske kiseline.

Slika 7. Strukturna formula hijaluronske kiseline

5.2.Biokompatibilnost

Biokompatibilnost je sposobnost materijala da se u organizmu ponasa bioloski inertno, to
je kljucni faktor dizajna konstrukcije tkiva. Drugim rijeCima pod pojmom biokompatibilnosti
podrazumijeva se da se ne smiju odvijati nikakvi ograni¢avajuci, Stetni, imunoloski, toksi¢ni
odzivi ili ne smije do¢i do pojave stranih tijela kao rezultat regenerativne medicinske
intervencije. Definicija biokompatibilnosti je posebno relevantna u tkivnom inzenjerstvu jer je
priroda tkivnih konstrukcija u neprekidnoj interakciji s tijelom tijekom procesa ozdravljenja i
stanine regeneracije, a takoder i tijekom razgradnje skeleta. Ako se ovaj parametar ne uzme u
obzir, rezultiraju¢a hidrogelna matrica moZe se pokvariti ili moze do¢i do stvaranja oziljaka na

poveznicama tkiva, bilo da su ta tkiva izravno susjedna ili su povezana s krvozilnim sustavom.

Jedan od glavnih izazova za in vivo biokompatibilnost skeleta hidrogelova su otrovni ostaci

i kemikalije koje se upotrebljavaju pri polimerizaciji ili umrezivanju polimera. Ostaci kao $to
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su neproreagirani monomeri, stabilizatori, inicijatori, organska otapala i emulgatori koji se
koriste u priprema hidrogelova, takoder mogu biti Stetni ako procure u zasijane stanice ili tkiva.
Na primjer, otkriveno je da ¢esto koriSteni foto-inicijator slobodnih radikala Irgacure, smanjuje

vitalnost stanica ¢ak i u ograni¢enim koncentracijama.

Zbog toga bi hidrogelne skelete razvijene za tkivno inZenjerstvo trebalo prije uporabe
procistiti od preostalih nereagiranih opasnih kemikalija. ProciS¢avanje se izvodi koriStenjem
razli¢itih tehnika poput dijalize ili opseZznog pranja otapalom. U nekim slucajevima
procis¢avanje hidrogelnih skeleta nije jednostavno ili je ¢ak neizvedivo, kao u slucaju
hidrogelova koji se dobivaju geliranjem in situ. To je zato $to se reaktanti potrebni za sintezu
hidrogela ubrizgavaju u tijelo dok su jo§ u prepolimernoj otopini. Stoga, pri postupku in situ

geliranja treba paziti da su svi sastojci netoksicni i razumno sigurni. [59]

5.3.Veli¢ina pora i stupanj poroznosti

Hidrogelni skeleti konstruirani za tkivno inzenjerstvo moraju biti visoke poroznosti i
otvorene medusobno povezane geometrije, kako bi se omoguéila velika povrSina u odnosu na
volumen skeleta. Ova visoka, medusobno povezana poroznost ¢e potaknuti rast stanica,
ravnomjernu raspodjelu stanica i pomoci obnavljanju stani¢nih matrica krvozilnog sustava.[ 60]
Na osnovu veli¢ine pora hidrogelovi se dijele na: neporozne (1-10 nm), mikroporozne (10-100
nm), makroporozne (100-1000 nm) [104]. Veli¢ina pora hidrogela predstavlja srednju
vrijednost na koju utjecu stupanj umrezenja hidrogela, kemijska struktura monomera koji ulaze
u njihov sastav i vanjski utjecaji kao §to su temperatura, pH, tlak i ionska jakost [61], §to je

prikazano na slici 8.

Molekula vede
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Tocka umrezivanja

Nabubreno stanje

Slika 8. Shematski prikaz veli¢ine pora u nabubrenom i suhom stanju [61]
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Uz stupanj poroznosti vazni su i drugi parametri poput veli¢ine pora, volumen pora,
raspodjela veli¢ine pora, oblik pora, hrapavost stjenke pora i medusobna povezanost pora. Na
primjer, medusobna povezanost pora presudna je za osiguranje da se sve stanice unutar 200
um opskrbe krvlju kako bi se osigurao prijenos hranjivih tvari i kisika. [98,99] Veli¢ina pora
je takoder vrlo vazan parametar, ako su razvijene pore premale, pore blokiraju put stanica,
inhibiraju¢i stani¢nu penetraciju, stvaranje ECM-a 1 neovaskularizaciju unutarnjeg podrucja
skeleta. Dokazano je da je optimalna veli¢ina pora za neovaskularizaciju 5 um, 5-15 um za
rast fibroblasta, 20 um za rast hepatocita, 20—125 um za regeneraciju koze odraslih sisavaca i
200-350 um za osteokondukciju. [62]

5.4.Mehanicka svojstva

Utvrdeno je da ECM ima odredenu razinu izometrijske napetosti izmedu stanica u
odredenom tkivu, koja varira ovisno o vrsti tkiva i moze se mijenjati u procesima bolesti.
Takoder, odgovor pojedinih stanica na promjene u tim napetostima i1 naprezanjima moze
varirati od morfoloskih promjena do promjena u genskom izrazaju.[63] Genski izrazaj ili
genska ekspresija je ostvarenje informacije iz gena radi proizvodnje genskog proizvoda. 1z tog
razloga hidrogelni skelet mora biti dizajniran sa specificnim mehanickim svojstvima. Na
primjer, zabiljeZeno je da se krutost hidrogela moze Koristiti za kontrolu diferencijacije

mezenhimskih mati¢nih stanica. [64]

Jedan od glavnih parametara koji kontrolira mehani¢ku uskladenost hidrogelnog skeleta je
gustoca umrezenja. Otkriveno je da promjena gusto¢e umrezenja hidrogela temeljenog na
PEG-u uzrokuje promjenu u stani¢nom rastu i morfologiji. S porastom gustote umrezenja,
smanjuje se stupanj bubrenja hidrogela, kao i difuzija molekula otapala i apsorbirane aktivne

tvari kroz hidrogel.[65]
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5.5.Svojstva povrsine

Povrsina skeleta hidrogela pocetno je i primarno mjesto interakcije s okolnim stanicama i
tkivom. Stoga su fizikalno-kemijska i topografska povrsinska svojstva skeleta glavni parametri
u kontroli 1 utjecaju na stani¢nu adheziju i proliferaciju. Vecéina stanica koje se koriste u
tkivnom inZenjerstvu ovisna je o ucvrséivanju i povezanosti koju olakSava hidrogelni skelet. 1z
tog razloga, hidrogelni skelet s relativno velikom 1 pristupacnom povrsinom je povoljan kako
bi se prilagodio broju potrebnih stanica, potreban je kako bi zamijenio ili ponovo uspostavio
funkcije tkiva ili organa. Povrsinska svojstva hidrogela mogu biti selektivno poboljsana raznim
pristupima, ukljucujuéi taloZenje tankih filmova i imobilizaciju adhezivnih molekula poput
RGD peptida, faktora rasta (poput bFGF, EGF), inzulina, fibronektina i kolagena. Ovakva
izmjena moze poboljSati biokompatibilnost hidrogelnog skeleta 1 prema tome stanice mogu

specificno prepoznati skelet. [66]

5.6.Vaskularizacija

Vaskularizacija predstavlja rasirenost krvnih zila u nekom dijelu tijela, u nekom organu
odnosno gustoc¢u krvnih zila i sl. ali i stvaranje krvnih zila na mjestu upale i tumora. Stvaranje
novih krvnih Zila u odraslom tkivu (neovaskularizacija) je kljucni faktor dizajna za vecinu
inicijativa tkivnog inzZenjerstva. Medutim, projektiranje odgovarajuceg skeleta koje dopusta i
potice rast novih krvnih zila velik je izazov. Vakulariziraju¢i skelet trebao bi biti visoke
poroznosti, pozeljne veli¢ine pora i sadrzavati dopustene dijelove da se vaskularna pregradnja

odvija kako tkiva sazrijevaju.

Na primjer, hidrogel na temelju alginata pokazao se vrlo uspjeSnim pri ponovnoj in vivo
vaskularizaciji kosti.[67] Opcenito postoje dva glavna pristupa za poticanje vaskularizacije
skeleta u tkivnom inzenjerstvu, kako je prikazano na slici 9. U prvom pristupu, vaskularni
¢imbenici rasta ugradeni su u skelet hidrogela da poticu rast krvnih Zila u skeletu. Drugi pristup
ukljucuje zasijavanje hidrogelnog skeleta endotelnim stanicama (EC). Koristeci prvi pristup,
na primjer zelatina, alginat, PEG i hidrogel na temelju hijaluronske kiseline napunjeni s
vaskularnim ¢imbenicima rasta pokazali su uspjesno induciran rast mikrozila nakon postupka
implantacije. Jedan od ostalih istraZenih pristupa za poticanje vakularizacije skeleta zasnovan

je na popunjavanju skeleta novim stanicama endotelnih stani¢nih gena EPCs.[68]
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Slika 9. Shematski prikaz formiranja krvnih Zila potaknut: (a) uklju¢ivanjem faktora rasta, (b)
sjetvom endotelnih stanica u porozni hidrogelni skelet [69]

U relativno nedavnoj studiji otkriveno je da hidrogelovi na temelju hijaluronske kiseline
mogu odrzavati ESCs u svom nediferenciranom stanju dok se ne postigne vaskularna

diferencijacija.[68]
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6. METODE IZRADE HIDROGELNOG SKELETA

6.1.Emulgiranje

Emulgiranje je najcesce koristena tehnika za proizvodnju hidrogelova nano i mikrocestica..
Postupak emulgiranja ukljucuje mijeSanje visSefazne smjese do stvaranja male vodene kapljice
pretee hidrogela unutar hidrofobnog medija (poput ulja ili organskog otapala) kako je
prikazano na slici 10. Veli¢ina kapljica moZe se kontrolirati viskozno§¢u, omjerom mehanickog
mijeSanja i koriStenjem povrsinski aktivnih tvari koje mogu kontrolirati povrSinsku napetost
izmedu dvije faze kao i sprjecavanje agregacije dobivenih hidrogelnih Cestica. Kapi pretece
hidrogela mogu se umreziti razli¢itim mehanizmima umrezivanja, za proizvodnju sfernih nano

ili mikrogelova.

Emulgiranje se moze koristiti za razvijanje Cestica gela iz Sirokog spektra prirodnih i
sintetskih polimera, kao $to su Kitozan, polilakti¢na kiselina, polilakti¢na ko-glikolna kiselina,
kolagen, agaroza i alginat. Cestice gela s inkapsuliranim stanicama mogu Se proizvesti
dodavanjem stanica u vodenu fazu koja sadrzi pretecu hidrogela. Emulgiranje se takoder moze
upotrijebiti za inkapsuliranje embrijskih mati¢nih stanica (ESC) unutar hidrogelnih
mikrocestica kao in vitro kulture. Glavna prednost postupka emulgiranja je jednostavnost
dobivanja Cestica gela. Medutim, emulgiranje takoder ima niz potencijalnih ograni¢enja. Na
primjer, oblik proizvedenih cestica je sferican i usprkos mogucnosti kontrole dobivenih

veli¢ina, uvijek ¢e postojati Siroka raspodjela veli¢ine Cestica.[70]

Ultrazvuéno
mijesanje

Sferi¢ne festice skeleta

Slika 10. Shematski prikaz tehnike emulgiranja za potrebe tkivnog inzenjerstva [71]
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6.2.Liofilizacija

Liofilizacija je proces susenja u smrznutome stanju radi oCuvanja strukture bjelancevina,
bioloski aktivnih sastojaka ili zivih mikrobnih stanica. Proces ovisi o brzini hladenja uzorka
koje uzrokuje termodinamicku nestabilnost unutar uzorka, Sto dovodi do svojevrsnog
razdvajanja faza. Nakon cega slijedi sublimacija otapala(u vakuumu), ostavljaju¢i iza sebe
praznine 1 pore. Taj se pristup Siroko koristio za proizvodnju poroznih hidrogelnih matrica u

tkivnom inzenjerstvu.

Razvijena je metoda koja ukljucuje ponavljanje ciklusa zamrzavanja i odmrzavanja kako
bi se izbjeglo nepotpuno odvajanje faza tijekom pocetnog koraka zamrzavanja §to moZze dovesti
do stvaranja polimerom siromaSne faze unutar skeleta. Ponavljanje koraka zamrzavanja
omogucava daljnje odvajanje faze siromasne polimerom unutar pora matrice, tvore¢i novu
razrjedenu fazu polimera 1 viSe koncentriranu fazu bogatu polimerom $to posljedi¢no

omogucava stvaranje vecih pora. [72]

Unato¢ pogodnosti liofilizacije za izradu poroznih skeleta, ova tehnika pokazuje poteSkoce
u preciznom podesavanju veli¢ine pora i zahtjeva relativno dugo vrijeme obrade, a rezultira
relativno loSim mehanickim svojstvima. Uz to, liofilizacija Cesto dovodi do stvaranja
povrsinske loze (engl.surface skin) zbog narusavanja matrice na granici faza skelet- zrak sto

rezultira promjenom medufazne napetosti koja se javlja tijekom isparavanja otapala. [73]

6.3.Metoda lijevanja i ispiranja otapala

Metoda lijevanje-ispiranje otapala moze se smatrati najjednostavnijom tehnikom za izradu
poroznih skeleta gotovo jednakih veli¢ina pora. Postupak ukljucuje lijevanje organske otopine
polimera koja sadrzi Cestice soli, nakon ¢ega slijedi isparavanje otapala i otapanje uhvacéenih
Cestica soli u vodi. Ovaj pristup ima i nedostatke jer rezultirajuci skelet moze sadrzavati ostatke
soli. Ova se tehnika moze koristiti 1 za izradu skeleta od tankih filmova. Izradom tankih
membrana skeleta s morfologijom ostvarenih ¢elija zabiljeZena je relativno visoka poroznost
(do 93%). [74]
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6.4.Plinsko pjenjenje

U ovoj se metodi pjenusava sol koristi kao sredstvo za pjenjenje kako bi se razvila porozna
struktura skeleta. Kao $to je prikazano na slici 11, polimerni gel koji sadrzi homogeno
dispergirane Cestice soli, poput amonijevog bikromata, lijeva se u prikladan kalup, nakon cega
slijedi uranjanje u vrucu vodu. Razvijaju se ugljicni dioksid i amonijak, nakon Cega slijedi
ispiranje zaostalih Cestica amonij bikromata iz ocvrsnulog hidrogela §to dovodi do stvaranja

porozne matrice s velikom medusobnom povezanos$¢u pora.

Skelet koji je rezultat ovog pristupa pokazao je makroporoznu otvorenu ¢elijastu strukturu
s jednakim veli¢inama pora u rasponu od 100 do 200 pum. Metoda je dodatno modifiriana
dodatkom limunske kiseline u vruéu vodu prije potapanja gel kalupa. Limunska kiselina reagira
s amonij bikromatom olakSavaju¢i razvitak plinova §to rezultira stvaranjem makroporoznih
skeleta s vise od 90% poroznosti i veli¢ine pora do 200 pum. U ovoj modificiranoj metodi
poroznost i mehanicka svojstva mogu se kontrolirati podeSavanjem brzine razvijanja plinova i

kontroliranjem brzine reakcije izmedu dvije soli. [75]

Polimer(i) Cestice pjenusave soli,
sredstvo za pjenjenje

@ >
~‘ Porozni skelet
7 zamrzavanje
q
a) geliranje m 5 '.4-

susenje

b) isparavanje otapala

Slika 11. Shematski prikaz tehnike plinskog pjenjenja za izradu poroznog skeleta [75]

6.5.Fotolitografija

Tehnika fotolitografije razvijena je posebno za primjene mikro i nano-elektronike. U novije
vrijeme fotolitografija je koriStena na razini biomedicinske primjene za razvoj
mikroinZenjerskih hidrogelova. Djelomicno je to omoguceno pripremom razli€itih prirodnih 1

sintetskih foto- umreZenih polimera koji se mogu povezati u obliku hidrogela. [76]
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Fotolitografija ovisi o izlozenosti tankog filma foto- osjetljive smole UV svjetlu kroz
masku. Kako svjetlost dospije do fotoosjetljive smole kroz prozirna podrucja maske dolazi do
fotoreakcije koja umreziva polimer. Koriste se i druge sli¢ne tehnike za razvijanje hidrogelnih
matrica kroz fokusiranje i skeniranje svjetla. Na primjer, razvoj foto- umrezenih matrica koje
koriste plavo svjetloza umreZivanje dodatno je poboljSao i povecao sigurnost ove tehnologije

za potrebe tkivnog inzenjerstva. [57]

U sli¢noj tehnici fotolitografije poznatoj kao litografija laserskim skeniranjem, lasersko
svjetlo primijenjeno je za umrezivanje fotoosjetljivih hidrofilnih polimera na odredenim
mjestima. Uz pomo¢ sli¢nih strategija moguce je konstruirati 3D slozeni skelet tkiva jedan po
jedan sloj. Nadalje, koncentrirana svjetlost upotrebljena je i za spajanje bioaktivnih dijelova sa
i/ ili unutar unaprijed proizvedenim hidrogelnim skeletom. Na primjer, ova se metoda koristi
za uzorak fotoaktivnih RGD peptida unutar hidrogela na temelju agaroze za razvoj adhezivnih

putova, kako bi se omogucila usmjerenost migracija stanica u hidrogel.

Unato¢ znacaju fotolitografije kao tehnike izrade hidrogelnih skeleta, ona ima neke
potencijalne nedostatke koji uklju¢uju potrebe za foto- umrezenim polimerima i Stetne ucinke
UV svjetla na stani¢nu funkciju. Budu¢i da je fotolitografija u osnovi dvodimenzionalna
metoda, ona razvija matrice koje ¢e mozda trebati daljnju obradu kako bi se generirano 3D
skelet. [77]

6.6.Elektropredenje

Elektropredenje je jedna od najznacajnijih tehnika koja se koristi za izradu poroznih skeleta
za potrebe tkivnog inzenjerstva. Tehnika elektropredenja posebno ovisi o upotrebi vanjskog
elektricnog polja za dobivanje mikrovlakna iz nabijene polimerne otopine na kraju kapilarne
cijevi. Punjenje polimera postiZze se primjenom visokog napona, a zatim se izvlaci kao tanka
mlazna nit prema nasuprot nabijenoj ploci ili rotiraju¢em kolektoru prema Zeljenoj orijentaciji
prikupljenog vlakna. Karakteristike rezultiraju¢ih vlakana, poput promjera, morfologije i
poroznosti, mogu se kontrolirati podeSavanjem parametara obrade ukljucujuci primijenjeni

napon, temperaturu, viskoznost i vodljivost polimerne otopine.

Elektropredenje se koristi za razvoj razli¢itih vrsta hidrogelnih skeleta poput ultrafinih
(submikronskih) poroznih vlaknastih hidrogelova temeljenih na kombinaciji poliakrilne

kiseline i polivinilnog alkohola (PVA). [78] KoriStenje elektropredenja u tkivnom inzenjerstvu
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jos$ je uvijek ograni¢eno zbog mnogih nedostataka, poput ograni¢ene kontrole poroznosti i
veliCine pora, relativno losih mehanickih svojstava i posebno zbog nemogucnosti ove tehnike

da izradi 3D hidrogelni skelet. [79]

6.7.Mikrooblikovanje

Mikrooblikovanje je jo$ jedna tehnika koja moze stvoriti hidrogelove s kontroliranom
veli¢inom i porozno$¢u. Ova tehnika postala je posebno atraktivna s razvojem lake litografije,
koja je omogucila jednostavnu izradu kalupa na temelju poli(dimetil siloksana) iz
prefabriciranih silicijskih rezina, kao i razvoj kontroliranih struktura mikro-kalupa nanocestica
na temelju fluora. U ovoj tehnici, za razvoj mikro- kalupa hidrogela, polimerni prekursori
hidrogela se u poc€etku oblikuju, a zatim geliraju kako bi se dobile strukture razli€itih oblika,

morfologije i veli¢ine. [80]

Mikrooblikovanje se koristi za proizvodnju mikroinzenjerskih hidrogelova iz razli¢itih
polimera poput kitozana, PEG-a i hijaluronske kiseline. Medutim, ova tehnika nije mogla
proizvesti mikroinZenjerirane hidrogelove kontroliranih karakteristika iz polimera poput
fibrina 1 alginata koji zahtijevaju dodavanje geliraju¢ih sredstava kao S§to su dvovalentni 1

polivalentni ioni.

Kako bi se izbjegao ovaj nedostatak, primjenjena je nova metoda koja ukljucuje mikro-
kalupiranje alginatnih hidrogelova koriste¢i druge gelove kao predloske. U ovoj metodi
polimerni gel prekursor se u pocetku formira uporabom hidrogelnog kalupa, nakon Cega se
dodaje sredstvo za umrezivanje preko kalupa da se dobivene matrice umreze u novi gel.
Pomocu ovog postupka izradene su i postoje alginatne mikrostrukture, otkrivena je sposobnost

inkapsuliranja stanica unutar kontroliranih struktura.

Mikrooblikovanje je takoder uspjeSna tehnika u razvoju 3D medusobno povezanih makro-
poroznih hidrogelnih matrica, gdje su hidrogelne strukture nastale oko nabijenih slojeva
polimernih kuglica, koje su se nakon toga otopile. Hidrogelovi smikrofluidnim kanalima unutar

njihovih struktura razvijeni su uz pomo¢ predloska na temelju otopljene Zelatine. [81]
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6.8. 3D tiskanje organa/ tkiva

Trodimenzionalno (3D) tiskanje organa/ tkiva novi je pristup u tkivnom inzenjerstvu, a
temelji se na slojevitom ili kaplji¢nom talozenju hidrogela s inkapsuliranim stanicama. Brz
prototip izveden ovom tehnikom je djelotvoran u razvoju 3D skeleta s unaprijed osmisljenim

vanjskim oblikom i unutraSnjom morfologijom, a takoder i s odredenim smjeStajem stanica.

U ovoj tehnici racunalno potpomognuto dizajniran implantat, stroj brzo prevodi u slojeviti,
stanicama infiltrirani hidrogel s unaprijed definiranim vanjskim oblikom i unutarnjom
morfologijom a koristi se za da daljnju upotrebu u in vitro modelu ili u in vivo cijepljenju. To
se moze posti¢i upotrebom vise glava za ispis, a svaka sadrzi odredenu vrstu stanica 1/ ili

hidrogela, $to omogucava tiskanje hidrogelnih nacrta. [82]

Racunalna tehnologija duboko prodire u sferu mehanickog i biomehanickog ispitivanja
proizvoda pa je tako moguce racunalnim pristupom ispitati biomehanicku stabilnost implantata
metodom konaénih elemenata. Aditivna proizvodnja popularno se naziva 3D print tehnologija
1 ona je stvorila revoluciju u proizvodnji medicinskih implantata zbog svoje brzine, to¢nosti i
ekonomicnosti. Ova tehnologija se koristi CAD modelom implantata na osnovi kojeg se
izraduje gotov titanijev proizvod te se upotrebljava u raznim sektorima hi-tech industrije, a
posljednjih se godina iznimno brzo $iri u medicini, odnosno industriji medicinskih proizvoda.

Na slici 12. je digitalan prikaz kosti izraden u CAD-u.[83]

Jedan od izazova suvremene regenerativne medicine koji se nastoji rijesiti biotiskanjem jest
popravak ostecenja hrskavice koja nastaju kao posljedica osteoartritisa, starenja i ozljeda
zglobova. Danas uobic¢ajeni klinicki tretmani vrlo su invazivni, komplicirani i ne obnavljaju
hrskavicu trajno. Trenutne strategije popravka hrskavice koljena ukljucuju proces uklanjanja
zdravog tkiva oko podrucja lezije ¢ime se stvaraju umjetni defekti za buducu implantaciju. Taj
postupak uzrokuje dodatnu nekrozu postojeceg tkiva te konacnu degeneraciju hrskavice i
implantata. Direktan popravak hrskavice na mjestu lezije, bez ikakvog dodatnog oStec¢enja
postojeceg tkiva, projektiranim tkivom koje blisko oponaSa i integrira se s prirodnom
hrskavicom, predstavlja pogodno rjeSenje. Takav popravak mora biti prilagodljiv promjenjivim
fizickim dimenzijama i svojstvima tkiva. Te moguénosti pruza tehnologija biotiskanja
temeljena na tintnom ispisu. ,,Standardni termalni tintni pisa¢” je modificiran za precizno
polaganje hondrocita i polietilenglikol dimetilakrilata (PEGDMA) sloj po sloj na ostecenje

hrskavice.
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Znanstvenici rade na 3D pisacu koji bi koristio hidrogel sto se kod ,,obi¢nih* pisaca koristi
patrona s tintom. Kako tijelo pacijenta ne bi odbacilo umjetno tkivo, u hidrogelovima bi se u
idealnom sluCaju trebale naci i pacijentove ,,prirodne* stanice. U buducnosti bi se mogle

koristiti i mati¢ne stanice. [84]

Glavni zahtjevi za hidrogelove u uporabi za 3D tiskanje tkiva i organa, uz to $to ne smiju
biti citotoksi¢ni, ukljucuju: o¢uvanje tiskanog oblika i unutarnje morfologije nakon talozenja,
pruzanje adekvatne stabilnosti i mehanickih svojstava za in vivo implantaciju, o¢uvanje
odrzivosti i funkcionalnosti stanica te jednostavnost rukovanja tiskanim skeletima. Vecina tih
hidrogelova pokazala je neke nedostatke, poput nedostatka adhezivnosti, ograni¢enih

mehanickih svojstava i nestabilnosti u kulturi stanica.

[ %S @006 %%

Slika 12. Digitalan prikaz kosti u CAD-u [85]
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7. HIDROGELOVI U INZENJERSTVU SRCANOG TKIVA

Zbog svoje mekoce 1 viskoelasticnosti hidrogelovi su koriSteni kao potporne matrice u
inZenjerstvu sréanog tkiva odnosno kao dostavlja¢ stanica u infarktni sr€ani miSi¢. Ti
hidrogelovi ne samo da odrzavaju stanice u infarktnom podru¢ju ve¢ nude i podrsku za

obnavljanje stresa miokardnog zida, opstanak i funkcioniranje stanica.

Kitozan, kolagen, laminin, zelatina, matrigel, natrijev alignat i hijaluronska kiselina
(hijaluronan) najéesc¢i su koristeni prirodni polimeri u razvoju hidrogela za primjenu u
inZenjerstvu sr¢anog tkiva. Ti prirodni polimeri imaju strukture vrlo slicne molekulama u
bioloskim organizmima, ¢ime smanjuju mogucnost imunolos§kog odziva kada se ugraduju in

Vivo.

Sintetski polimeri koji se koriste za razvoj hidrogelnih matrica u inZenjerstvu sr¢anog tkiva
ukljuéuju polilaktid (PLA), kopolimer polilaktid-ko-glukolne kiseline (PLGA), poli(etilen
glikol9 (PEG), polikaprolaktan (PCL), poliuretan (PU) i poliakrilamid (PAAm). Upotreba
sintetskih polimera je povoljnija u odnosu na prirodne polimere zbog jednostavnog
prilagodavanja njihovih fizikalno- kemijskih svojstava, poput afiniteta prema vodi, modula i
brzine degradacije. Medutim, potencijalna citotoksi¢nost, glavna je briga kada se koriste
sintetski polimeri. Do danas samo PLA, PEG i PLGA su odobreni od FDA ( U.S. Food and
Drug Administration) za klinicku primjenu, ali za neke druge polimere kao §to su PU i PAAm

ve¢ je utvrdeno da nisu toksiéni in vivo i in vitro. [86]

Primjer 1.

Tijekom posljednjeg desetlje¢a razvijene su mnoge hidrogelne matrice za potrebe
inzenjerstva sréanog tkiva. Stvoren je hidrogel miokarda svinja koji se moze injektirati, koji
podnosi prezivljavanje kardiomiocita i migraciju EC-a i SMC-a in vivo. Daljnja in vivo studija
otkrila je infiltraciju EC-a i SMC-a u hidrogel i pokazala da to poboljSava vaskularizaciju

unutar hidrogelnih matrica. [87]
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Primjer 2.

U femoralnu arteriju odraslih Stakora u kojoj su naseljeni nenotalni kardiomiociti, ugradena
je Suplja cijev punjena fibrinskim hidrogelom. Hidrogel je 3 tjedna nakon implantacije formirao
zrelo sréano tkivo s relativno gustom kapilarnom mrezom. Rezultirajuce sréano tkivo pokazalo
je sve normalne sréane funkcije, uklju¢uju¢i kontraktilnost pod elektricnom stimulacijom i
sinkronim kodom s vanjskim elektri¢nim signalom. Kontraktilnost s normalnim sposobnostima

kod stakora odrzala se je oko 2 mjeseca. [88]
Primjer 3.

Matrigel, ECM-oponasaju¢i hidrogel proizveden pomoc¢u misjih tumora Engelbreth-Holm-
Swarm, koristen je kao nosilac za isporuku genetski modificiranih ljudskih MSC-a u infarktno
srce. Istrazivanje je pokazalo da se prezivljavanje MSC-a znac¢ajno poboljsalo u ishemijskom i
apopotickom okruzenju.[89] Apoptoza je programirana sréana smrt posredovana mehanizmom
¢ije su upute sadrzane u genomu, a koja dovodi do skracivanja i zgusnjavanja stanice,

razgradnje citoskelea te uniStenja genskog materijala.
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8. ZAKLJUCAK

Hidrogelovi su polimerni sustavi koji nastaju fizikalnim ili kemijskim umrezivanjem
polimernih lanaca $to dovodi do stvaranja porozne trodimenzionalne strukture. Upotreba
hidrogelova na temelju polimera u naprednim terapijskim sustavima s kontroliranim
oslobadanjem lijeka sve je veca i sve se viSe primjenjuje u tkivnom inzenjerstvu. Razlog tome
je Sto hidrogelovi imaju zanimljiva svojstva kao $to su pseudoplasti¢no ponasanje, sposobnost
upijanja i vezanja vode, bubrenje, biorazgradljivost, biokompatibilnost itd. Hidrogelovi s
obzirom na svoju konzistentnost nalikuju prirodnom tkivu ¢ovjeka vise od bilo kojih drugih
sintetiCkih biomaterijala zbog ¢ega su pronasli veliku primjenu u biomedicinskom podruc¢ju
kod dizajniranja i izrade umjetnog tkiva, umjetne koze, obloga za umjetno srce, membrana za
biosenzore, kontaktne lece 1 sli¢no, ali i omogucuju bolji transport kisika i hranjivih tvari,

pospjesuju regeneraciju tkiva i poti¢u brzi oporavak nakon ozljede ili transplantacije.

Postoje razne tehnike izrade hidrogelova za potrebe tkivnog inzenjerstva, pri ¢emu se one
S vremenom razvijaju i usavr$avaju. Najkompleksnija metoda koja ¢e u buducnosti vjerojatno
dati najbolje rezultate je metoda 3D tiskanja organa ili tkiva, u kojoj se pomocu ,,softvera*
osmisljava i dizajnira hidrogel s odgovaraju¢im svojstvimaa. Upotreba hidrogelova u
medicinskim primjenama dala je do sada dobre rezultate zbog ¢ega ¢e se u buduénosti raditi na
njihovom usavrS$avanju, novim sintezama, otkri¢ima i primjenama kako u tkivnom inzenjerstvu

tako i u drugim granama medicine i farmaceutske industrije.
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