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SAZETAK

U inzenjerstvu mekog tkiva stavlja se veliki naglasak na proizvodnju strukturnih nosaca od
biomaterijala. Oni se ¢esto proizvode od hidrogelova decelularizirane izvanstani¢ne matrice
(dECM) jer se postupkom decelularizacije uklanjaju stanice svojstvene izvornoj matrici uz
ocuvanje biolosko-kemijskih karakteristika iste. Nosa¢i moraju imati odgovaraju¢u mehani¢ku
¢vrstocu i stabilnost kako bi podupirali prianjanje, rast i razvoj stanica u ¢emu sSam dECM cesto
ne zadovoljava. Stoga se fizikalno-kemijska i mehanicka svojstva modificiraju dodatkom
prirodnih polisaharida poput natrijeva alginata. Osim toga, geliranje samog natrijeva alginata
moze se potaknuti dodatkom kalcijeva klorida, ¢ime se neposredno utjee i na njegovu
¢vrsto¢u. Takvom pripremom nastaju hibridni hidrogelovi natrijeva alginata uz kalcijev klorid
i dECM-a.

Hidrogelovima pripremljenim od natrijeva alginata (3 % i 5 % mas.) uz dodatak kalcijeva
klorida (1 — 5 i 8 % mas.) ispitivalo se reolosko ponasanje i odredivala viskoznost kako bi se
istrazio utjecaj CaCl, na mehanicka svojstva gelova. Hidrogelove pripremljene kombiniranjem
razli¢itih koncentracija natrijeva alginata uz 5% CaCl, s dECM-om karakteriziralo se pomocu
razlikovne pretrazne kalorimetrije (engl. differential scanning calorimetry, DSC) te
infracrvenom spektroskopijom s Fourierovom transformacijom (engl. Fourier-transform
infrared spectroscopy, FTIR). Na taj nacin su se ispitale stabilnost i potencijalne novonastale

veze u hibridnim hidrogelovima.

Rezultati reoloskih ispitivanja pokazali su da su hidrogelovi natrijeva alginata uz dodatak 5%
pokazali su da je uzorak 25 dECM/75 5% ALG najstabilniji, a rezultati FTIR analize upucuju
da su najévrice veze u uzorku 50 dECM/50 3% ALG. Dakle, rezultati nisu jednozna¢no uputili
na uzorak koji se moze smatrati najpogodnijim za buducu analizu Sto se Cesto dogada u
ispitivanju svojstava hidrogelova. Zahtjevi za in vivo primjenu i 3D ispis ¢esto Su
kontradiktorni 1 potrebno je pomno ugadanje parametara poput viskoznosti, stupnja

umreZavanja i termickih svojstava za pripremu odgovarajuc¢eg hidrogelnog nosaca.

Kljucne rijeci: hidrogel, izvanstani¢na matrica, natrijev alginat, strukturni nosac, reologija,
FTIR, DSC



ABSTRACT
Modification of hydrogel properties by the addition of materials from biogenic sources

In soft tissue engineering, there is a great emphasis on the production of scaffolds from
biomaterials. They are often produced from decellularized extracellular matrix (dECM)
hydrogels because during the decellularization process native cells are removed with the
preservation of biological and chemical characteristics. Scaffolds must meet certain
requirements such as mechanical stiffness and stability to support cell adhesion, growth, and
development, in which dECM alone frequently does not suffice. Therefore, the physico-
chemical and mechanical properties are modified with the addition of natural polysaccharides
such as sodium alginate. In addition, the gelation of sodium alginate itself can be stimulated by
the addition of calcium chloride, which directly affects its mechanical strength. Such

preparation creates hybrid hydrogels of sodium alginate with calcium chloride and dECM.

To characterize the hydrogels prepared from sodium alginate (3% and 5% wt%) and calcium
chloride (1-5 and 8% wt%), their rheological behaviour was examined, determining the
viscosity to investigate the influence of CaCl> on the mechanical properties of gels. Hydrogels
prepared by combining different concentrations of sodium alginate with dECM were
characterized using differential scanning calorimetry (DSC) and Fourier-transform infrared
spectroscopy (FTIR). In this way, the stability and potential newly formed bonds in the
combined hydrogels were tested.

The results of rheological testing showed that sodium alginate hydrogels with 5% calcium
chloride were most applicable for further testing, The results of DSC tests showed that the 25
dECM/75 3% ALG sample is the most stable, and the FTIR analysis results indicate that the
strongest bonds are in the 50 dECM/50 3% ALG sample. Thus, the results did not
unequivocally point to the sample that can be considered the most suitable for future analysis,
which commonly happens in testing the properties of hydrogels. Requirements for in vivo
application and 3D printing are often contradictory and it’s necessary to carefully adjust
parameters such as viscosity, degree of crosslinking and thermal properties for preparation of
the appropriate hydrogel scaffold.

Key words: hydrogel, extracellular matrix, sodium alginate, scaffold, rheology, FTIR, DSC
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1. UVOD

Hidrogelovi su polimerni hidrofilni materijali koji zadrzavaju znacajnu koli¢inu vode u svojoj
trodimenzionalnoj strukturi. Zbog visokog sadrzaja vode, fizikalno-kemijska svojstva
hidrogelova posjeduju odredenu fleksibilnost ¢cime mogu nalikovati mnogim mekim tkivima.
To ih ¢ini biokompatibilnima, a ujedno su prvi biomaterijali razvijeni posebno s namjerom
ljudskog koristenja. [1,2] Biokompatibilnost podrazumijeva sposobnost materijala da postoji
u tijelu bez da uzrokuje reakciju koja onemogucuje izvrSavanje potrebnih funkcija ili umanjuje
djelovanje materijala, poput oste¢ivanja susjednih stanica. [3] Stanice u organizmu moraju
moc¢i komunicirati medusobno, kao i sa prirodnom izvanstanicnom matricom (engl.
extracellular matrix, ECM). ECM sluzi kao strukturni nosa¢ (engl. scaffold) koji pruza
mehani¢ku potporu prilikom bioloskih reakcija i regeneracije tkiva. Kada dode do naruSavanja
homeostaze u tijelu, poput ozljeda tkiva ili organa, tkivo se nastoji regenerirati, a kao pomo¢ u
tom procesu potrebni su materijali koji mogu imitirati svojstva ECM-a. Proizvodnja istih
podrucje je interesa regenerativne medicine i inzenjerstva tkiva. [4,5] Inzenjerstvo tkiva
primjenjuje inzenjerske tehnologije na Zive organizme kako bi se jednog dana mogle izradivati
adekvatne funkcionalne zamjene mekog tkiva ili bolesnih organa. U inZenjerstvu mekog tkiva,

velika se pozornost pridaje hidrogelovima na bazi natrijeva alginata. [4]

Alginat je anionski polisaharid koji prirodno gelira fizickim umrezavanjem, ali kao takav ¢esto
ima nezadovoljavajua mehanicka svojstva. Da bi hidrogel mogao postati strukturni nosac
mora imati odredenu viskoznost i mehani¢ku ¢vrsto¢u, stoga su hibridni prirodno-sintetski
hidrogelovi najc¢es¢i predmet istrazivanja i razvoja. [6] Anionski polimeri poput alginata se u
laboratoriju mogu gelirati dodatkom kalcijevih, magnezijevih ili cinkovih iona (Ca®*, Mg?* ,
Zn?* redom). Ovakvim ionskim umreZavanjem polimera zna¢ajno se ojadavaju mehanicka
svojstva hidrogelova. [4] Osim toga, hidrogelni strukturni nosa¢i mogu se pripraviti i
postupkom decelularizacije prirodnog tkiva, ¢ime se dobiva decelularizirana izvanstani¢na
matrica (engl. decellularized extracellular matrix, dECM). Decelularizacija je proces
uklanjanja stanica i njihovih komponenata (DNK, RNK) iz ECM-a kako bi se dobila prirodna
matrica, Sto vise o¢uvanih biokemijskih i mehanickih svojstava. O¢uvanje prirodnog stani¢nog
okoliSa glavni je razlog zasto dECM ima prednost nad sintetskim hidrogelovima, ali
degradacija mehanickih svojstava cesta je posljedica sterilne decelularizacije, sto se

kompenzira hibridnim hidrogelnim strukturama. [7]



Danas se metode proizvodnje nosaca biomaterijala ve¢inom oslanjanju na trodimenzionalni
ispis (engl. 3D printing). 3D ispis proizvodni je proces slojevite depozicije biomaterijala na
racunalno kontroliranu platformu za izgradnju. Automatizacija koju 3D print pruza znaci
reproducibilnost u izradi vrlo slozenih struktura hidrogelova, §to je jedan od glavnih izazova u
njihovoj proizvodnji. Struktura, veli¢ina pora i raspodjela veli¢ine pora, moguénost
proizvodnje, kompatibilnost sa stanicom i metoda primjene faktori su 0 kojima ovisi odabir i
proizvodnja hidrogelova. Svaka moguc¢a primjena hidrogelova ograni¢ena je fizikalno-
kemijskim karakteristikama istih. [8] Cilj ovog rada je ispitati kako se svojstva hidrogelova iz
biogenog izvora, pripremljenih iz decelularizirane izvanstani¢ne matrice, modificiraju

dodatkom alginata.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. InZenjerstvo tkiva

Inzenjerstvo tkiva interdisciplinarno je podrucje koje se najces¢e svrstava pod regenerativnu
medicinu, a bavi se razvojem i proizvodnjom konstrukcija koje sudjeluju u obnavljanju
oStec¢enog tkiva i organa i poboljsavanju njihovih funkcija. Modernim su se inzenjerstvom tkiva
uspjele proizvesti ljudske stanice, ali i funkcionalni organi poput hrskavice. 2008. godine je
transplantiran prvi potpuno sintetizirani organ, dusnik. lako cjeloviti organi, osim hrskavice,
nisu jo§ uspjesno razvijeni, modificirani zivotinjski organi 1 zZile uspjesno se koriste dugi niz
godina. InZenjerstvo tkiva podrucje je ogromnog potencijala i predstavlja alternativno rjeSenje
transplantaciji organa, zna¢i moguénost zacjeljivanja teskih rana, uspjesnije tretmane i U

kasnijim stadijima bolesti te personalizirane metode lijecenja. [9,10]

SIGNALNE
MOLEKULE

STANICE

hondrociti, osteoblasti,
matiéne, progenitorske

faktor rasta,
morfogeni,
adhezini

INZENJERSTVO
TKIVA

STRUKTURNI NOSACI

kolagen, alginat, dECM,
PEG, PVA

Slika 1. Trijada inZenjerstva tkiva [10]

Tri su osnovne sastavnice pri konstrukciji tkiva; donorske stanice, strukturni nosaci i signalne
molekule, sto je shematski prikazano na slici 1. Odgovaraju¢om kombinacijom tri klju¢na

elementa u prikladnom okruzenju, kroz neko vrijeme dolazi do regeneracije tkiva ili organa.



Donorske stanice moraju biti istovrsne novom tkivu za €iji su razvoj namijenjene, odrzane
strukture i fizikalno-kemijskih svojstva, ali ne smiju sadrZavati nikakve informacije svojstvene
izvornom organizmu, poput DNK ili RNK. Strukturni nosaci (engl. scaffold) sluze za prianjanje
I proliferaciju stanica te se moraju moci ugraditi u organizam, bez da ih tijelo odbaci, kako bi
stanice mogle nastaviti s rastom in situ. Signalne molekule, u $to spadaju faktori rasta,
obuhvacaju proliferaciju, stani¢nu adheziju i diferencijaciju. Stanice se naj¢e$¢e uzgajaju in
Vitro, jer su uvjeti blazi nego unutar organizma, ali moguce je primijeniti gelove za popravljanje

defekata in vivo, sto se radilo s agarozom. [10, 11]

2.2. Strukturni nosaci

Klju¢nu ulogu u inZenjerstvu tkiva imaju nosaci, jer vec¢ina ljudskih stanica zahtijeva strukturnu
podlogu kako bi prezivjela. Glavne uloge nosaca u organizmu su stani¢na adhezija, rast i
razvoj, diferencijacija i regeneracija stanica. Moraju biti biokompatibilni i biorazgradivi, imati
odgovarajuéu mehanicku ¢vrstocu 1 biti vrlo porozni, velike specificne povrSine i volumena.
To ¢ini proizvodnju odgovaraju¢eg nosaca koji zadovoljava sve kriterije vrlo zahtjevnim i

dugotrajnim procesom. [12]

Za izradu nosaca u inZenjerstvu tkiva koriste se biomaterijali; keramike, sintetski polimeri 1
prirodni polimeri. Keramicki nosaci ne koriste se Cesto u inZenjerstvu mekog tkiva, ali
primjenjivi su za regeneraciju kostiju. Nosac¢e poput hidroksiapatita i tri-kalcijeva fosfata
karakterizira visoka mehani¢ka krutost, tvrda krhka povrSina i niska elasticnost. Time
strukturno nalikuju mineralnoj fazi prirodnih kostiju, a kemijska sli¢nost keramike podrzava
diferencijaciju i proliferaciju osteoblatskih stanica, bitnih za regeneraciju kostiju. lako se
koriste u stomatologiji 1 ortopediji kao koStani implanti, klini¢ka je primjena Cesto ogranicena
zbog lomljivosti, teSkog oblikovanja i nemogucnosti sintetiziranih poroznih kostiju da podnesu

mehanicko opterecenje u tijelu.

Nosaci proizvedeni iz sintetskih materijala pokazali su se vrlo uspjesnim zbog jednostavne
kontrole karakteristika i strukture. Veliki nedostatci su smanjena bioaktivnost i odbacivanje od
stanica domacina pri ugradnji u organizam. Razgraduju se hidrolizom, ¢ime nastaje CO2 Koji

snizava lokalnu pH-vrijednost tkiva, §to moze uzrokovati nekrozu tkiva i stanica.

Za razliku od sintetskih, prirodni polimeri kao nosaci pokazuju veliku bioaktivnost, poticu

izvrsno prianjanje i rast stanica te su biorazgradivi. Na taj nacin stanice domacina s vremenom



pocinju proizvoditi vlastiti ECM zamjenjuju¢i nosa¢ koji se degradira, $to je upravo cilj

strukturnih nosaca. [11]

2.3. Biomaterijali

Biomaterijali su svi materijali koji uzajamno djeluju s bioloskim sustavima. Glavna podjela je
na one prirodnog ili sintetskog porijekla, dok su glavni zahtjevi moguénost sterilizacije,
biokompatibilnost, biodegradacija i bioaktivnost. Materijali koji su biodegradibilni se nakon
izvrSavanja funkcije raspadaju na spojeve koji ne Stete organizmu i iz njega prirodno izlaze, a
bioaktivnost se veZe uz bilo kakav u¢inak na zivo tkivo, interakciju ili pak odgovor Zivog tkiva

kao posljedicu simulacije. [9]

Iako je primjena biomaterijala prirodnog porijekla velika, oni su ¢esto skupi, nekonzistentnih
svojstava jer ovise o izolaciji iz razli¢itih donorskih tkiva, koja mogu biti i izvor neZeljenih
virusa i bakterija. Takoder, razna fizikalno-kemijska ograni¢enja zahtijevaju modifikaciju, $to
je dodatan, vrlo zahtjevan i dugotrajan dio proizvodnje. S druge strane, sintetski polimerni
biomaterijali mogu se prilagoditi potrebama tkiva tijekom same proizvodnje. Laksa je kontrola
fizikalno-kemijskih svojstava i kakvoce, reproducibilnost je visa i moguca je proizvodnja u
ve¢im koli¢inama. Kako bi se optimalno iskoristile prednosti razli¢itih vrsta materijala, danas

je najces¢i razvoj i primjena hibridnih, prirodno-sintetskih biomaterijala. [10]

2.4. Izvanstani¢na matrica

Kombinacijom natrijeva alginata i Zelatine moguce je dobiti hidrogel pogodan za 3D ispis,
zadovoljavajuc¢ih mehanickih reoloskih i bioloskih svojstava, ali u kojem su jos uvijek odsutne
prirodne bioaktivne molekule tkiva ili organa. 1z tog je razloga ECM klju¢na pri proizvodnji
novih hidrogelova.

Izvanstani¢nu matricu ¢ine slozene funkcionalne i strukturne molekule (slika 2), a biokemijski
je sastav karakteristian za svako zivo tkivo ili organ i kao takva, ECM predstavlja specifi¢an
mikrookolis svake stanice. Uloge koje ECM obnasa su gotovo neprebrojive. Ono najbitnije za
inzenjerstvo tkiva je vezano uz strukturni integritet; vezana je uz organizaciju oblika tkiva i
odgovorna je za mehanicka svojstva stanice. U neprekidnoj je komunikaciji sa stanicama, izvor

je signalnih molekula za homeostazu, proliferaciju i diferencijaciju, kao i za faktor rasta. Utjece
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na polarnost stanica, njihovo vezivanje prilikom bioloskih i kemijskih reakcija, migraciju i

skladistenje. [13,14]
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Slika 2. Struktura ECM-a [15]

Decelularizacija tkiva dobivanjem hidrogelova, ucestali je proces proizvodnje strukturnih
nosac¢a od dECM-a. Pojednostavljeni postupak decelularizacije prikazan je na slici 3. Metode
decelularizacije su razne, dijele se na kemijske, enzimske te fizicke, a ¢esto se kombinira vise
od jednog postupka. Cilj je proizvesti decelularizirane materijale koji su strukturno i sastavno
Sto sli¢niji izvornom tkivu, ali uz uklanjanje stanica 1 njihovog materijala, primarno DNK 1
RNK. U inzenjerstvu tkiva, nosaci se proizvode s ciljem nasadivanja stanica na njih, §to mora
biti omoguceno i u decelulariziranom materijalu. ECM prirodno raste pored i oko stanica,
stvarajuci osjetljivu 1 zamrSenu mrezu koju je vrlo tesko potpuno ocistiti od izvornih stanica,
bez da stradaju struktura i oblik. Iako je cilj pronaéi §to prikladniju metodu, u decelularizaciji
se ¢esto zrtvuje neko od svojstava prirodne matrice, koje se pokuSava nadomjestiti daljnjim

modifikacijama, kako bi zasijavanje novih stanica bilo §to uspjesnije. [12,14]

proteoglikan
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Slika 3. Proces decelularizacije ECM-a [16]

2.5. Hidrogelovi i njihova primjena u inZenjerstvu tkiva

Bitna podvrsta biomaterijala su hidrogelovi. Polimerni su hidrofilni materijali, vrlo porozne i
fleksibilne strukture zbog visokog sadrzaja vode. Primarna podjela hidrogelova je na one
prirodnog ili sintetskog porijekla. Istaknuti prirodni hidrogelovi su kolagen, zelatina, kitozan,
hijaluronska kiselina i alginat, a sintetski polietilen glikol (PEG) i njegovi derivati te polivinil

alkohol (PVA). Sintetski se polimeri jo§ dijele na biorazgradive i bionerazgradive. [10, 13]

Kolagen je vlaknasti protein koji je ujedno i glavna sastavnica ECM-a. Najzastupljeniji je u
prirodi, a u ljudskom tijelu nalazi se u kostima, ligamentima, kozi, tetivama te u hrskavici.
Sastoji se od trostruke spiralne uzvojnice polipeptidnih a-lanaca (slika 4). Hidrogelovi se
najcesS¢e proizvode iz kolagena tipa I, jer se on samostalno umrezava, a pritom nastaju
vodikove veze. Ovakav nacin umreZavanja rezultira ve¢im porama, koje znace viSe prostora za
stanicno vezanje i razvijanje. Slaba mehanic¢ka svojstva ograni¢avaju njegovu primjenu u
ortopedskom inzenjerstvu tkiva za koje ima najvec¢i potencijal, a negativna je i brza in vivo
degradacija, jer takva nestabilnost ne ostavlja dovoljno vremena za proliferaciju stanica. Cesto

se priprema uz dodatak glikozaminoglikana (GAG) poput heparina. [8, 10]
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Slika 4. Struktura kolagena [16]

Denaturiranjem trostruke uzvojnice kolagena u jednostruke niti nastaje Zelatina. Hidrogelovi
od zelatine zadrzavaju kolagenovu netoksi¢nost i biokompatibilnost, ali odsutnost kemijskih
veza uveliko narusava mehanicku stabilnost pri temperaturama zivog tkiva. Priprema stoga

zahtijeva dodatnu polimerizaciju ili kombinaciju s ostalim prirodnim polimerima.

Kitozan je polisaharid koji se dobiva iz kitina, sastoji se od jednostavnog glukozamino-
monomera te nalikuje mnogim GAG-ovima i nakon celuloze drugi je najzastupljeniji
biopolimer u prirodi. Dobiva se iz ljustura ljuskavaca i ¢lankonoZaca te iako se ne nalazi u
ljudskom ECM-u, ima antimikrobno djelovanje, nije antigen te ne izaziva snaznu imunolosku
reakciju u ljudskom organizmu. Uz odgovarajuu obradu postaje biokompatibilan i
biorazgradiv. Pozitivan naboj amino skupina u njegovim lancima poti¢e adheziju stanica zbog
elektrostatskih interakcija, Sto uklanja potrebu dodavanja vezivnih agensa u pripremi
hidrogelova. Najvecu primjenu u inZenjerstvu tkiva pronalazi kao nosa¢ za 3D ispis hrskavice

i kostiju, kao i njihovo zacjeljivanje. [8,10]

Hijaluronska kiselina linearni je polisaharid ¢est u vezivnom tkivu, a ima klju¢nu ulogu u
hidrataciji tkiva, diferencijaciji stanica i difuziji. Prisutne raznolike funkcionalne skupine poput
aldehidne, tiolne 1 hidrazidne olakSavaju samo geliranje i modifikaciju svojstava hidrogelova.
S druge strane, visok afinitet prema vodi ograni¢ava mogucénost povezivanja s drugim

polimerima, posljedi¢no ogranicavajuéi i mehanicka svojstva. [8]



Vrlo bitan prirodni polimer je alginat, polisaharid izveden iz smedih algi. Sa¢injen je od B-1,
4-D-mamanske kiseline (M) i a-1, 4-L glukuronske kiseline (G), poredane u homogenim (MM
ili GG) ili heterogenim (MG ili GM) sljedovima (slika 5). To dovodi do raznolikosti u

strukturama i fizikalno-kemijskim svojstvima molekula.
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Slika 5. Struktura alginata: (A) alginatni monomeri, (B) strukturna formula monomera, (C)
lan¢ana konformacija [17]



Hidrogelovi koji se proizvode iz natrijeva alginata smatraju se savrSenima za inzenjerstvo
tkiva, jer su biokompatibilni, biorazgradivi, hidrofilni, elasti¢ni i Siroko dostupni. Stovise,
imaju mnogo sli¢nosti s prirodnim ECM-om. Visoki sadrzaj vode u njihovoj strukturi
obecavajuce je okruzenje za razvoj i obnovu stanice, ali ponekad nije kompatibilno za
povezivanje i adheziju stanice. Degradacija je postupna i slijedi nakon nastajanja ionskih veza
s tkivom u koje je ugradeno i jednom kada krene ne moze se viSe zaustaviti. Najbitnije
ogranicenje alginatnih hidrogelova su njihova lo§a mehanicka svojstva. Strukturni nosaci ovog
tipa su meki, male viskoznosti 1 kao takvi ¢esto neprimjenjivi za zahtjevne uvjete unutar
organizma. Da bi se moglo utjecati na karakteristike hidrogelova, potrebno je moc¢i povezati
alginat s drugim supstratima, a anionska priroda ¢ini ih vrlo reaktivnim s viSevalentnim
kationima, poput kalcijevih iona. Ca?* ioni efektivno otapaju alginat u hidrogel, a veze nastaju
primarno u G-podrudju, $to je prikazano na slici 6. Ionsko povezivanje pruza rjeSenje losim
mehanickim svojstvima, a masivna zona umrezavanja nastaje tek nakon apsorpcije vode.
Alginatni agregati stabiliziraju se vodikovim vezama i time se dodatno oja¢avaju mehanicka

svojstva. [4, 9]
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Slika 6. Geliranje alginata pomocu kalcijevih iona [17]

U inZenjerstvu tkiva se od sintetskih polimera preferiraju oni biorazgradivi, primjerice PEG,
kojeg karakterizira niska citotoksi¢nosti i visoka biokompatibilnost. Proizvodi se anionskom
ili kationskom polimerizacijom akrilatnih monomera, a ovisno o duljini pojedinih lanaca
izravno se mogu kontrolirati veli¢ine pora u hidrogelu. Prepreku predstavlja odbojnost prema
stanicama, $to zahtijeva hibridno umrezavanje s peptidima ili slicnim polimerima. Izbor agensa

za umrezavanje takoder izravno kontrolira poroznost, kao i druge fizikalno-kemijske
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karakteristike, poput stope degradacije, bubrenja i mehanicke ¢vrstoée. Polietilen oksid tvori
kopolimer s polipropilen oksidom, $to je temeljni sastojak termoosjetljivih hidrogelova koji su

odobreni za primjenu na opekotinama i u farmaceutskim proizvodima.

PVA nije biorazgradiv. Sintetizira se postupkom saponifikacije iz polivinil acetata, a rezultat
je hidrogel koji nalikuje hrskavici s neSto vode, ali velikim kapacitetom zadrzavanja iste.
Alkoholna funkcionalna grupa vrlo je reaktivna i hidrogel je podlozan modifikaciji kemijskim
1 fizikalnim umrezavanjem, $to moze poboljSati mehanicka svojstva, ali kao 1 kod hijaluronske
kiseline, sposobnost stvaranja jakih vodikovih veza moze predstavljati problem. Koristen je u
regeneraciji hrskavice, a s obzirom na to da se ne moZze u potpunosti razgraditi, pri pripremi
strukturnih nosaca koristena je vrlo mala molarna masa, ~15,00 g/mol, kako bi ju bubrezi mogli
apsorbirati. [8, 10, 13] Primjeri uspjesno sintetiziranih kombiniranih PVA/PEG hidrogelova

prikazani su na slici 7. [18]

S0 pm

Slika 7. Kombinirani PVA/PEG hidrogelovi: (a) PVA/PEG u omjeru 75:25, (b) PVA/PEG u
omjeru 50:50 [18]

Primjena hidrogelova u inZenjerstvu tkiva vrlo je raznovrsna. Primjerice, razvijanjem metoda
lije¢enja kardiovaskularnih bolesti poput infarkta miokarda, Pourfarhangi i suradnici [19]
uspjesno su konstruirali sr¢ane flastere koji iniciraju regeneraciju misica sréanog tkiva. Takav
flaster proizveo se pomocu hibridnih hidrogelova dobivenih kombinacijom miokardijalnog
dECM-a i kitozana. Nosa¢i pripravljeni na ovaj nacin oponasali su i mehanic¢ka i kemijska
svojstva srcanog tkiva, osiguravajuci rast sréanih progenitorskih stanica (engl. cardiac

progenitor cells, CPC), potrebnih za obnavljanje organa. Dodatak kitozana bio je neophodan,
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jer je dECM imala nezadovoljavaju¢u mehanicku ¢vrsto¢u. Osim toga, optimizirala se vitalnost

stanica 1 biorazgradivost samih nosaca.

Kompozitni hidrogel pogodan za 3D print modela in vitro tumora glave i vrata razvili su Kort-
Mascort i suradnici [20]. Takav je hidrogel dobiven kombinacijom dECM-a te polisaharida
alginata 1 Zzelatine. Modelom je simulirano mikrookruzenje izvornog tkiva Sto ga cini
prikladnim za procjenu malignih fenomena i utjecaja lijekova na iste. Nadalje, ojacavanje
polisaharidima Cini ga mehanicki stabilnim, odgovaraju¢e krutosti i1 elastiCnosti. Nisu
pronadene znacCajne razlike u usporedbi s tumorima skvamoznog tkiva glave 1 vrata
induciranim u ispitivanjima s mi§evima, a model je podrzao proliferaciju i razvoj ¢elija tumora
te vitalnost stanica ve¢u od 90 % u periodu od gotovo tri tjedna. Ovakva primjena hidrogelova
predstavlja alternativu testiranju na Zivotinjama, reproducibilnost u ispitivanjima te vece

mogucnosti modifikacije eksperimenata.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Priprema hidrogrelova

3.1.1. Priprema alginata

Pripremale su se dvije otopine alginata razli¢itih koncentracija, 3 te 5 g/mL. Prvo je bilo
potrebno zagrijati 100mL destilirane vode na magnetskoj mijesalici do 50 °C. Zatim se
odvagala odredena koli¢ina (3 g ili 5 g) natrijeva alginata (Natrijeva sol alginske kiseline, niska
viskoznost, Alfa Aesar, Njemacka) na tehnickoj vagi i lagano dosipavala u vodu pri radnoj
temperaturi. Otopine su se intenzivno mijesale 1 h pri 900 min. Obje otopine pripremljene su

na isti nacin.

3.1.2. Priprema otopina kalcijeva klorida

Otopine kalcijeva klorida pripremljene su u rasponu koncentracija 1, 2, 3, 4, 5, 8 1 16 g/mL.
Pripremile su se tako da se potrebna koli¢ina (0,2, 0,4, 0,6, 0,8, 1,0, 1,6, 3,2 g redom) CaCl;
(CaClz, bezvodni, GRAM-MOL, Hrvatska) odvagala na tehnickoj vagi te dodala u odredeni

volumen destilirane vode. Otopine su se homogenizirale muckanjem.

3.1.3. Priprema dECM-a

Koristena je dECM pripravljena u sklopu prethodnih istrazivanja, gdje su se uzorci svinjske
jetre decelularizirali te je provedena digestija i liofilizacija. Pripremalo se 10 mL otopine
dECM-a koncentracije 0,8 mg/mL. 80 mg praha dECM-a otopilo se u 8,1 mL 0,01 M otopine
kolorovodi¢ne kiseline (pH = 2). Zatim se provodila neutralizacija, dokapavanjem 100 uL 1 M
otopine natrijeva hidroksida (NaOH, P.A, Lach-Ner, Ceska) i provjerom pH-vrijednosti
pomocu univerzalnog indikatora. Nakon neutralizacije dodaje se 10x koncentrirani fosfatni

pufer (engl. phosphate buffer saline, PBS) do oznake 10 mL.
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3.1.4. Priprema hidrogelova za reoloska ispitivanja

Kako bi se ispitao utjecaj koncentracije kalcijeva klorida na viskoznost, hidrogelovi su
pripremljeni tako da se uzorak alginata od 8 mL mije$ao na mehani¢koj mijesalici pri 1500
min?t te se postepeno dokapavalo 100 uL CaCl,. Isti je postupak ponovljen za sve
koncentracije, a u tablici 1 prikazane su oznake uzoraka i koncentracije alginata te kalcijeva
klorida.

Tablica 1. Oznake uzoraka i koncentracije otopina od kojih su pripremljeni

Koncentracija alginata, Koncentracija CacCly,
g/mL H20 g/mL H20

Oznaka uzorka

3% ALG 3 0
3% ALG + 1% CaCl;
3% ALG + 2% CaCl;
3% ALG + 3% CaCl;
3% ALG + 4% CaCl;
3% ALG + 5% CaCl;
3% ALG + 8% CaCl;
3% ALG + 16% CaCl;

co o1 A W N B

5% ALG
5% ALG + 1% CaCl;
5% ALG + 2% CaCl;
5% ALG + 3% CaCl;
5% ALG + 4% CaCl;
5% ALG + 5% CaCl;
5% ALG + 8% CaCl;
5% ALG + 16% CaCl;

o o1 o1 o1 o1 01 01 O W OWw W W W W w

3.1.5. Priprema hibridnih hidrogelova

Druga skupina hidrogelova bili su oni hibridni, u kojima se kombinirao alginat uz 5% CacCl,s
dECM-om. Pripremali su se uzorci ukupnog volumena 2 mL, s razli¢itim masenim udjelima
alginata uz 5% CaCl, i dECM-a; 0 %, 25 %, 50 %, 75 % te 100 % dECM-a, tj. 100 %, 75 %,
50 %, 25 % te 0 % alginata uz 5% CacCl,, redom. Oznake uzoraka i volumeni otopina od kojih
su pripremljeni prikazani su u tablici 2, a radi jednostavnosti oznacavanja, 5% CaCl;

izostavljen je u nazivu svih hibridnih hidrogelova.
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Tablica 2. Oznake uzoraka i volumeni otopina od kojih su pripremljeni

Oznaka Uzorka Volumen alginata, Volumen dECM-a,
mL mL
3% ALG 2,0 0
25 dECM/75 3% ALG 1,5 0,5
50 dECM/50 3% ALG 1,0 1,0
75 dECM/25 3% ALG 0,5 1,5
5% ALG 2,0 0
25 dECM/75 5% ALG 15 0,5
50 dECM/50 5% ALG 1,0 1,0
75 dECM/25 5% ALG 0,5 1,5
dECM 0 2,0

3.2. Metode karakterizacije

3.2.1. Reoloska svojstva

Reoloska svojstva uzoraka alginat/CaCl; karakterizirana su pomocu rotacijskog viskozimetra
DV-I1I+ Ultra (Brookfield, SAD). Za odredivanje reoloskih krivulja koriSteno je vreteno (engl.
spindle) SC4-21. Mijerenja su se provodila pri temperaturi od 15 °C i konstantnom volumenu

uzorka od 8 mL.

3.2.2. Infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom

Hibridni hidrogelovi dECM/alginat uz 5% CaCl, karakterizirani su infracrvenom
spektroskopijom s Fourierovom transformacijom (engl. Fourier-transform infrared
spectroscopy, FTIR). Koristen je ATR-FTIR Vertex 70 (Brucker, SAD) spektrometar s
dijamantnim kristalom. Spektri su snimani u apsorpcijskom rezimu 4000 do 400 cm™ 64 puta

s rezolucijom 4 cm™* pri temperaturi od 20 °C.

3.2.3. Razlikovna pretrazna kalorimetrija

Razlikovna pretrazna kalorimetrija (engl. differential scanning calorimetry, DSC) provodila se
na hibridnim hidrogelovima dECM/alginat uz 5% CaCl,. Koristen je uredaj DSC 823/TSO
(Mettler Toledo, Svicarska). Za analizu je bilo potrebno odvagati ~10 mg uzorka koji se zatim
stavlja u aluminijske lon¢i¢e za DSC. Treba upariti lon¢i¢ i poklopac, probusiti rupicu na

sredini poklopca pomocu igle, uzorak staviti u donji dio loncica te ga poklopiti odgovaraju¢im
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poklopcem, a zatim 1 hermeticki zatvoriti. Uzorak u lon¢i¢u se dalje vaze i stavljau DSC ureda;.
Mjerenje se provodilo u struji N2 (50 mL/min) pri temperaturi 0 — 220 °C, brzinom zagrijavanja

10 °C/min u jednom ciklusu grijanja.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. ReoloSka svojstva
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10,00 —8— 4%
—8—5%
5,00 —8—38%
0,00
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dv/dy, s
Slika 8. Reoloski dijagram uzorka 3% ALG uz dodatak razli¢itih udjela CaCl;
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Slika 9. Promjena viskoznosti za uzorke 3% ALG uz dodatak razli¢itih udjela CaCl;
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Slika 10. Reoloski dijagram uzorka 5% ALG uz dodatak razli¢itih udjela CaClz
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Slika 11. Promjena viskoznosti za uzorke 5% ALG uz dodatak razli¢itih udjela CaCl

Hidrogelovi prikladni za 3D ispis ¢esto imaju kontradiktorne zahtjeve. Idealni gel morao bi biti
viskozan kako bi se olakSao homogeni ispis, ali kao takav moZe uzrokovati oSte¢enje i smrt
nasadenih stanica. S druge strane gel niske viskoznosti bio bi povoljan za vitalnost stanica, no
nedovoljno ¢vrst za ispis te moze doci do taloZenja ili nastajanja agregata stanica u gelu. Zbog

toga su reoloska mjerenja jedan od najbitnijih nacina karakterizacije hidrogelova. [21]
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Na slikama 8 i 10 prikazani su reoloski dijagrami svih pripremljenih otopina 3% ALG-a i 5%
ALG-a, a na slikama 9 i 11 promjena njihovih viskoznosti sa smi¢nom brzinom. Prema
prikazanim reoloskim dijagramima (slike 8 i 10) moze se zakljuciti da krivulje ne odstupaju
znac¢ajno od Newtonova zakona Sto dobivene hidrogelove svrstava u Newtonove kapljevine
konstantne viskoznosti. To se moze potvrditi prikazom viskoznosti u ovisnosti o smi¢noj brzini
(slike 9 i 11) gdje je vidljivo postizanje konstantne vrijednosti viskoznosti nakon inicijalnog
pada u podrué¢ju manjih smiénih brzina (do 20 s™). Najmanje je viskozan gel 3% ALG (slika
9, krivulja 0%), a postepeno povecavanje udjela CaCl> popraceno je laganim porastom
viskoznosti. Najveci skok viskoznosti uoéen je kada je udio CaClz veéi od 5 %, a za uzorak s
16 % CaCl> nije bilo moguce provesti mjerenja zbog prevelikih vrijednosti viskoznosti. Takav
trend je smislen, jer s veéim brojem Ca?* iona nastaje vise ionskih veza s alginatom koje
o¢vr$éuju nastali hidrogel te on pruza vise otpora mijeSanju. [22] Kod uzoraka 5% ALG,
takoder se moze uociti porast viskoznosti dodatkom CaCly, ali ne tako jednozna¢no kao kod
3% ALG. 5% ALG gel je, i bez dodatnih supstrata, puno viskozniji od 3% ALG-a (slika 12) i
moguce je da promjene u ¢vrsto¢i dodatkom malih koncentracija CaClz nisu dovoljno znacajne

da bi se porast ¢vrsto¢e U ovim uvjetima mjerenja ocitovao postepeno kao kod 3% ALG.
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Slika 12. Usporedba viskoznosti 3% ALG i 5% ALG
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4.2. Infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom

dECM

45—0T1ECM150 3% ALG
N
25 dECM/75 3% ALG

3% ALG

Apsorbancija

, . . . . | .
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
A, cm™-1

Slika 13. FTIR spektri hibridnih uzoraka dECM/3% ALG CaCl;
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Slika 14. FTIR spektri hibridnih uzoraka dECM/ 5% ALG uz CaCl>
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Na slikama 13 i 14 prikazani su FTIR spektri pripremljenih hibridnih uzoraka, u rasponu valnih
duljina 400 — 4000 cm™. FTIR analiza pruza informacije o molekularnoj strukturi i sastavu
gelova, kao 1 o stupnju umrezavanja §to neposredno utjee na mehanicka svojstva gelova. [23]
Spektar za ¢istu dECM-u prikazan je na obje slike te pokazuje karakteristicne vrpce, oko 3300
cm™?, te pri ~1100, 1550 i 1650 cm™. Te se vrpce pripisuju rastezanjima i vibracijama veza

N-H u amidima dECM-a te tercijarnim, sekundarnim i primarnim amidima, redom.

Za uzorak 3% ALG-a spektri pokazuju tipiéne vrpce natrijeva alginata umreZzenog pomocu
CaCl; (slika 13). Siroke se vrpce pri pribliznoj valnoj duljini 3250 cm™ pripisuju prisutnosti i
polimernom rastezanju vezane O-H skupine. Rastezanja C-H veze Sestoclanog prstena javljaju
se kao vrpce u obliku dubleta oko 2900 cm™. Uske i ostre vrpce oko valne duljine 1600 cm™
odgovaraju asimetri¢nim rastezanjima, a oko valne duljine 1400 cm™ simetri¢nim COO-
rastezanjima. [23,24] Ove vrpce izraZzene SU zbog snazne elektrostatske interakcije izmedu Ca?*
iona i karbonilne skupine alginata. [22] Slabe vibracije C-O veza vide se ha manjoj vrpce pri
otprilike 1300 cm™. Ostre, ali malo Sire vrpce na priblizno 1080 cm™ odgovaraju vibraciji i

istezanju C-O-C veza.

Spektri hibridnih uzoraka 25 dECM/75 3% ALG te 75 dECM/25 3% ALG zadrzali su vrpce
karakteristi¢ne za alginat uz CaCl, i pokazali §iru vrpcu oko valne duljine 1600 cm™ koja
odgovara karbonilnim COO- vezama alginata i amidnim skupinama dECM-a, §to potvrduje
interakciju i nastanak hibridnog hidrogelnog nosaca. Visa vrpca pri pribliznoj valnoj duljini
3250 cm* ukazuje na veéi broj vodikovih veza u uzorku 25 dECM/75 3% ALG. Za uzorak 50
dECM/50 3% ALG odsutne su gotovo sve karakteristi¢ne vrpce, blago se naziru samo one pri
1080, 1400 i 1600 cm™. [23, 24]

Na slici 14 prikazani su spektri uzoraka dECM-a, 5% ALG-a te njihove kombinacije.
Usporedujuci dva spektra, za sve prikazane vrpce postoji malen, ali uo¢ljiv pomak udesno, tj.
pomak karakteristi¢nih vrpci prema malo ve¢im valnim duljinama. Takav pomak uzrokovan je
razlikom u koncentraciji i ne upucuje na nove funkcionalne skupine. [23] Sve vrpce 5% ALG-
a uz CaClz manjeg su intenziteta nego za 3% ALG uz CaCl,. Najvise vodikovih veza prisutno
je u uzorku 75 dECM/25 5% ALG, §to se vidi iz poviSene vrpce pri pribliznoj valnoj duljini
3250 cm. Za uzorak 50 dECM/50 5% ALG vrpce su takoder manje izraZene nego za ostale
uzorke 5% ALG, ali i dalje izrazenije nego za uzorak 50 dECM/50 3% ALG.
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Manji broj slabije izrazenih vrpci za uzorke mijeSane u omjeru 50/50 moguce je objasniti time
da nastaje ¢vrs¢e umrezenje izmedu dECM-a i alginata. U tom slucaju vibracije C-H veza
Sestoclanog prstena alginata bile bi ograni¢ene i kao takve slabo uocljive na spektru. Shodno
tome, najévrsée je umrezavanje prisutno za uzorak pripremljen mijeSanjem dECM-a i 3%
ALG-a u omjeru 50:50. [23] FTIR analizom potvrdena je dobra medumolekularna interakcija

izmedu alginata i dECM-a.

4.3. Razlikovna pretrazna kalorimetrija

~exo ~exo
0.7 —
U 04 e
— e
0.0 /f 0.0 - —
[ i Sy /
-0.7] o/ ] -0.§ \ /
N dECM 19 Ny dECM
-1.4 Y
0.0 gErEET—— —
S s 0.0 g
- e o ¥
- S [~ 8
. \\ / -0.6 \ P /
- o 75 dECM/25 3% ALG o 12 i 75 dECM/25 5% ALG
2 2 og —
T od /,_7(-»/“‘/ ™ b T
s | = 09 v
g g %
@ .07 / 50 dECM/50 3% ALG £ 2 / 50 dECM/S0 5% ALG
£ u 3 " —
Q. (o]
o ] 0.4
o 07 T = T
0.0 - o "
BT S F
07 S 25 dECM/T5 3% ALG -0.6 \/ 25 dECM/75 5% ALG
0.
0.7] -
o 0.0 e
0.0 P . -
o P
e— 0.8
07 T~ ,./ ALG 3% \,// 5% ALG
o 1.2

22 B9 e 100 dea B0 dfs 200 0 25 50 75 100 125 150 175 200
Temperatura / °C Temperatura / °C

Slika 15. DSC termogrami hibridnih uzoraka dECM/3% ALG uz CaCl; (lijevo) te dECM/
5% ALG uz CaCl; (desno)
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Tablica 3. Vrijednosti normalizirane entalpije hibridnih uzoraka dECM/3% ALG

Normalizirana entalpija,

Uzorak
J/g
3% ALG -345,74
25 dECM/75 3% ALG -345,35
50 dECM/50 3% ALG -275,01
75 dECM/25 5% ALG -284,95
dECM -238,81

Tablica 4. Vrijednosti normalizirane entalpije hibridnih uzoraka dECM/5% ALG

Normalizirana entalpija,

Uzorak
J/g
5% ALG -402,78
25 dECM/75 5% ALG -363,65
50 dECM/50 5% ALG -293,31
75 dECM/25 5% ALG -317,24
dECM -249,76

Tablica 5. Vrijednosti pocetne i maksimalne temperature hibridnih uzoraka dECM/ 3% ALG

dobivene na DSC-u

Pocetna temperatura,

Maksimalna temperatura,

Uzorak
°C °C
3% ALG 49,45 163,34
25 dECM/75 3% ALG 42,18 142,76
50 dECM/50 3% ALG 40,12 122,74
75 dECM/25 5% ALG 37,80 131,09
dECM 41,75 63,05

23



Tablica 6. Vrijednosti po¢etne i maksimalne temperature hibridnih uzoraka dECM/ 3% ALG
dobivene na DSC-u

Pocetna temperatura, Maksimalna temperatura,
Uzorak
°C °C
5% ALG 48,79 180,52
25 dECM/75 5% ALG 44,11 154,41
50 dECM/50 5% ALG 43,73 137,29
75 dECM/25 5% ALG 34,82 123,45
dECM 41,57 63,21

Na slici 15 prikazani su DSC termogrami na kojima se vide endotermni i egzotermni prijelazi
kod uzoraka hibridnih hidrogelova. Tijekom promjene temperature u odredenom vremenu,
mjeri se koli¢ina energije koju uzorak otpusta ili apsorbira te se ista usporeduje s referentnom
posudicom. Razlika u energiji potrebnoj za uskladivanje temperature uzorka s referencom
uzrokovana je razli¢itim toplinskim kapacitetima, koji su posljedica molekularne konfiguracije
i veza unutar molekule. DSC analizom dobivaju se korisne informacije o termi¢kim svojstvima

ispitivanih uzoraka. [25]

Dekompozicija polimernih materijala na DSC-u proces je u dva koraka; endotermno pucanje
vodikovih veza (o¢ekivano pri 100 °C u standardnim uvjetima) te egzotermni raspad
biopolimera (pri 240 — 260 °C ovisno o toplinskom toku), nakon kojeg slijedi nastajanje novih
veza. Time se dobiva neurednija struktura, manje razine organizacije, stoga je proces
egzoterman. [26] Prvi endotermni prijelaz 3% ALG-a pri 100 °C (slika 15) pripisuje se
dehidraciji, tj. otpuStanju vode. Drugi egzotermni prijelaz pri otprilike 240 °C odgovara
dekompoziciji biopolimera, kao §to je i o¢ekivano. Svi uzorci na slikama 15 i 16 pokazuju
endotermne prijelaze koji odgovaraju gubitku vode iz hidrogelne strukture. O¢ituje se da je
termalna stabilnost pod utjecajem sadrzaja vode, a razlog tome je §to su vodikove veze glavni

stabilizatori hidrogelne strukture. [27]

Vrijednosti normaliziranih entalpija prikazane su u tablicama 3 i 4. Endotermni minimumi tj.
entalpija dehidracije najveca je za 5% pa 3% ALG, a najmanja za dECM. Mala razlika u iznosu
entalpije za isti uzorak dECM-a moze se objasniti drugacijom masom uzoraka koji su stavljeni
u lonc¢i¢ za DSC analizu. Za obje grupe hibridnih uzoraka uocava se porast entalpije $to je vise

alginata uz CaCl; u uzorku s dECM-om, osim za uzorke mijesane u omjeru dECM/alginat
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75:25. Najveca entalpija potrebna je za razaranje najcvrs¢ih veza, Sto upucuje na to da je
dodatkom alginata i CaCl, dECM-u nastao ¢vr$¢i i stabilniji gel. Povecana termicka stabilnost
hibridnih hidrogelova posljedica je medumolekularnih interakcija izmedu dECM-a i alginata,

Sto potvrduje njihovo polimerno umrezenje. [28]

Takoder, pomo¢u DSC analize mogu se dobiti informacije o stabilnosti uzoraka prate¢i pocetnu
I maksimalnu temperaturu. [25] U tablicama 5 i 6 prikazane su vrijednosti pocetne i
maksimalne temperature svih ispitivanih uzoraka. Pocetna temperatura predstavlja pocetak
termickog raspada gela, stoga gelovi namijenjeni za ljudsko koriStenje ne bi smjeli zapocinjati
s raspadom ispod prosjecne temperature ljudskog tijela, oko 37 °C [26, 29]. Najnizu pocetnu
temperaturu ima dECM (41,57 tj. 45,75 °C), a najvisu uzorak 3% ALG te nakon njega uzorak
5% ALG-a (49,45 te 48,49 °C redom). Uzorak 75 dECM/25 5% ALG ima pocéetnu temperaturu
37,8 °C sto ga c¢ini grani¢no primjenjivim za 3D ispis i uporabu jer denaturiranje kre¢e veé u
slu¢aju blaze groznice. Jedini preostali zasigurno nepogodan uzorak je 75 dECM/25 3% ALG,
Cija je poCetna temperatura 34,82 °C. Dodatkom alginata i CaCl, dECM-u, uocava se pozitivan

porast pocetne temperature u svim uzorcima izuzev uzorka 50 dECM/50 3% ALG.

Maksimalna je temperatura maksimum reakcije raspada, a S$to je njezina vrijednost veca,
materijal je stabilniji, jer do najveéeg raspada dolazi pri viSoj temperaturi. To ¢ini gel
pogodnijim za 3D ispis i povecava mogucnosti primjene istog. [29] Sli¢no kao za pocetne,
najnizu maksimalnu temperaturu ima dECM (63,05 tj. 63,27 °C). Najvisu takoder imaju uzorci
Cistog alginata; uzorak 5% ALG-a 180,52 °C te uzorak 3% ALG-a 164,34 °C. Vrijednosti
pocetnih i maksimalnih temperatura svih hibridnih uzoraka leze izmedu vrijednosti za dECM
i alginata, sto je i ocekivano. Trend porasta temperature s porastom udjela alginata uz CaCl;
uocen je i za maksimalne temperature, upucujuci na termicku stabilizaciju dECM-a dodatkom
alginata i CaCl,. Uzorci u kojima je dECM kombiniran s 5% ALG-om pokazuju najvise
pocetne 1 maksimalne temperature, Sto ukazuje na to da porast koncentracije alginata ima

znacajan povoljan utjecaj na termicka svojstva gelova.
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5. ZAKLJUCAK

Provedena je modifikacija svojstava hidrogelova, pripremom hibridnih hidrogelova; dECM-a
dodatkom 3% i 5% ALG uz CaCl.. Svojstva uzoraka su zatim ispitana pomocu reometra,
FTIR-a te DSC-a.

Uocen je porast viskoznosti uzorka 3% ALG-a proporcionalno porastu koncentracije CaClo.
Za uzorak 5% ALG-a takoder postoji direktni porast viskoznosti uz dodatak CaCl,, ali
vrijednosti nisu proporcionalno povezane s koncentracijom dodanog CaCl.. Moguce je
objasnjenje da je uzorak 5% ALG-a viskozan do te mjere da male dodane koncentracije CaCl>
nisu dovoljne za porast viskoznosti kakav se oCitovao za uzorak 3% ALG-a. Za pripremu
hibridnih hidrogelova odabrani su uzorci alginata uz 5% CaCl». Ta se koncentracija pokazala
kao grani¢na pri kojoj dolazi do znacajnog poveéanja viskoznosti, koje pak nije preveliko da

onemogucava daljnje provodenje mjerenja.

Analizom FTIR spektara hibridnih hidrogelova potvrdena je prisutnost karakteristicnih
funkcionalnih skupina dECM-a i alginata uz CaClz u hibridnim uzorcima te njihova dobra
medumolekularna interakcija. Najévr$ée su veze u uzorcima 50 dECM/50 3% ALG te 50

dECM/50 5% ALG.

Porast udjela i koncentracije alginata uz CaCl, u hibridnim uzorcima povecéao je termicku
stabilnost dECM-a, §to se zakljucilo iz porasta vrijednosti entalpija te pocetnih i maksimalnih
temperatura, sukladno vecoj koli¢ini alginata uz CaCl> u uzorku. Prema DSC-i najstabilniji su
uzorci 25 dECM/75 5% ALG te 25 dECM/75 3% ALG.

Na temelju dobivenih rezultata zakljucuje se da je veca koli¢ina alginata uz 5% CaCl» pozitivno
utjecala na mehanicka i toplinska svojstva dECM-a. Naposljetku nije moguée izdvojiti jedan
hibridni uzorak najpogodniji za daljnji razvoj i istrazivanje, bez kompromisa izmedu ¢vrstoce

i stabilnosti.
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6. POPIS KRATICA

3D ispis — trodimenzionalni ispis (engl. 3D printing)

CPC — progenitorske stanice (engl. cardiac progenitor cells)

dECM - decelularizirana izvanstani¢na matrica (engl. decellularized extracellular matrix)
DSC - razlikovna pretrazna kalorimetrija (engl. differential scanning calorimetry)

ECM — izvanstani¢na matrica (engl. extracellular matrix)

FTIR — infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom (engl. Fourier-transform

infrared spectroscopy)
GAG - glikozaminoglikani
PEG - polietilen glikol

PVA — polivinil alkohol
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