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Cilj istraživanja

Ispitivanje mogućnosti dobijanja bioaktivnih, 

antimikrobnih hidrogelova na bazi alginata radi 

primene u tretmanu rana

 Duboke, nekrotične i inficirane rane:

 vlaga i infekcije ► ne dolazi do zarastanja

 klasičan tretman čišćenja rana ne dovodi do izlečenja

 rešenje: bioaktivni, antimikrobni kompoziti

 Biološki aktivne komponente:

 nanočestice srebra, med 

 aktivni ugalj, cink

► efikasan antimikrobni tretman uz regulaciju 

temperature i vlažnosti u rani



 Alginat:

 prirodni linearni polisaharid 

 lako gelira u prisustvu dvovalentnih katjona (npr. Ca2+, 

Zn2+) formirajući hidrogelove:

• biokompatiblni, biodegradabilni, velike upijajuće moći

Aktivne komponente

U tremanu rana:

 u širokoj upotrebi (vezuje 20 puta veću 

količinu eksudata u odnosu na 

početnu masu) 

 Ca2+ joni povoljno utiču na zarastanje 

(hemostaza, diferentovanje 

keratinocita, proliferacija fibroblasta) Winner Medical Co.



 Nanočestice srebra:

 antimikrobna aktivnost čak i veća od Ag+ jona

 tendencija ka aglomeraciji ►stabilizacija (npr. u 

polimerima: alginat, PVA, PVP; med)

U oblogama za rane:

 ACTICOAT (Smith&Nephew)

Aktivne komponente

upijajući srednji sloj

polietilenska 

mreža prevučena 

nanokristalnim 

srebrom



Aktivne komponente

Med
 Smeša preko 70 komponenti: 

 fruktoza ~38 %; glukoza ~30 %; 
saharoza 1.5 %; 
oligosaharidi 4.2 %; 
voda ~17 %; 
proteini, enzimi, slobodne aminokiseline, vitamini, 
flavonoidi… <1 %

 U tretmanu rana: 
 antimikrobna i antiinflamatorni efekti, stimulacija 

angiogeneze i regeneracije tkiva

 obloge natopljene medom: 

bolna zamena obloga



Obradovic B, Miskovic-Stankovic V, Jovanovic Z, Stojkovska J, patent RS53508 (B1), 2015.

Stojkovska, et al., Appl Microbiol Biotechnol., 2019;  Kostic et al., Mater Sci Eng C, 2019
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Dobijanje nanokompozitnih Ag/alginatnih hidrogelova

Obradovic B, Miskovic-Stankovic V, Jovanovic Z, Stojkovska J, patent RS53508 (B1), 2015
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Karakterizacija Ag/alginatnih hidrogelova

 sastav

 studije citotoksičnosti:

 teleći hndrociti u monosloju 

 3D kulture ćelija i tkiva u biomimičnim 
bioreaktorima

 antimikrobna aktivnost

 kinetika otpuštanja srebra

 biomehanička karakterizacija u bioreaktorskim 
uslovima

 in vivo studije: modeli miša, pacova; 
opekotine, nekroza



Standardne studije citotoksičnosti

+ jednostavne, kratkotrajne

+ ponovljivost

+ standardizacija

- izmenjena morfologija ćelija

- izmenjen fenotip ćelija

- odsustvo međućelijskih

interakcija i interakcija 

sa ekstracelularnim 
matriksom

+ relevantnija biološka 
sredina

- kompleksne i skupe

- etička pitanja: mala 
relevantnost u odnosu na 
čoveka 2 – 15 %

2D

in vivoin vitro

3D

in vitro – in vivo

jaz

Rešenja - 3D in vitro kulture:

ćelijski sferoidi

mikrofluidni uređaji

biomimični bioreaktorski sistemi



bioreaktor sa dinamičkom 

kompresijom i kontinualnim 

protokom

ekplantat teleće

hrskavice

Studije citotoksičnosti

citotoksičnost (in vitro) funkcionalnost (in vivo)

nanokompozit   opekotine 2-og stepena

kod pacova i miševa

ćelije u monosloju: 

ćelijska linija L929 

hASCs

teleći hondrociti



Ia) Teleći hondrociti u monosloju

izolovane ćelije
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Ib) Teleći hondrociti u monosloju

Ag/alginatni

disk

Zvicer, et al., J Biomed Mater Res A. 2019

- kontrola:

silikon

+ kontrola:

Cu pločica

ivica Petri šolje

uniforman

monosloj

inhibiciona zona

10 – 12 mm

inhibiciona zona

1 – 2 mm

umerena citotoksičnost



II) Kulture eksplantata hrskavice: 

bioreaktor sa dinamičkom kompresijom

dinamička kompresija:
1h on/ 1 h off, 0,84 Hz, 10 % 

deformacija

kontinualni protok:
0,47 ml/min 

(površinska brzina 40 m/s) 

eksplantat
12 mm x 2 mm disk

1 mM Ag/alginatne

mikročestice

izolacija 

eksplantata

Ag/alginatni disk



Kulture eksplantata hrskavice 

inicijalni eksplantat bioreaktorska kulturakontrolna statička 

kultura

Nema znakova citotoksičnosti
Zvicer, et al., J Biomed Mater Res A. 2019
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IIIa) Model opekotina na pacovima: 

Ag/alginatna mikrovlakna (1.6 mM)

Stojkovska, et al, J. Biomater. Appl.. 2018
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Kod tretiranih grupa krasta je otpadala između 10. i 12. dana nakon indukcije 

opekotine, a kod kontrole između 15. i 16. dana

U tretiranim grupama rane su zarasle nakon 19 dana od indukcije opekotine, a 

kod kontrole nakon 25 dana

Nije bilo znakova citotoksičnosti



Rezultati citotoksičnosti

 Monosloj:

 otpuštena konc. Ag ≥ 7 g/ml
jaka 

citotoksičnost

očuvana  

vijabilnost ćelija 

i morfologija 

tkiva

 3D bioreaktorske kulture:

 otpuštena konc. Ag ~ 9 g/ml

 direktan kontakt

 In vivo tretman rana:

 uporedivi rezultati sa 

komercijalnim oblogama

bez znakova 

citotoksičnosti



Antibakterijska aktivnost

 Ag/alginatne mikročestice

 Ag/alginatni diskovi sa medom

 standardni sojevi:

• S. aureus, MRSA, E. coli, P. aeruginosa

 klinički multirezistentni izolati:

• S. aureus, P. aeruginosa, A. baumannii

 početna koncentracija bakterija 1x105 CFU/ml

Koncentracija otpuštenog Ag ~9 – 10 g/ml: 

jaki baktericidni efekti posle 48 h



Ag/alginatni diskovi sa medom, 48 h

bez efekata u 3/13 kliničkih izolata: 

moguć razvoj rezistencije na srebro
Stojkovska, et al., Appl Microbiol Biotechnol., 2019



Pore:

mikro

< 2,0 nm

mezo

2-50 nm

makro

> 50nm

• adsorpcija: bakterije (1-

10 μm), virusi (~10 nm), 

raspadni proizvodi u rani

• nosač aktivnih 

supstanci (PVP-I)

Alginatni kompoziti sa aktivnim ugljem (AU) 

AU u medicinskoj primeni:

 karbonizovana tkanina u oblogama za rane: 

redukcija neprijatnih mirisa

 prah – kapsule, tablete: tretman akutnog 

trovanja; FDA kategorija 1 (“safe and efficient”)



Dobijanje kompozitnih čestica alginat/AU i 

adsorpcija PVP-I na AU u kompozitu

Osmokrović A., Obradović B., Patent RS58333 (B1), 2019

NaCl (0,9 %);

37°C; 

120 rpm; 

5 days

0.5 % alginata, 20 % AU

PVP-I adsorpcija potapanjem čestica u 10 % PVP-I rastvor 24 h

potvrđeno UV-vidljivom spektroskopijom, elementalnom 

analizom (EDS), FTIR spektorskopijom

Desorpcija PVP-I u fiziološkom rastvoru je zanemarljiva



Ca-alginatni kompoziti: klinički izolati

kontrola

kompozit 

Ca- alginat/AU

AU prah

kompozit Ca-alginat/AU 

sa adsorbovanim PVP-I 
Osmokrović et al., Carbohydr. Polym. 2018

MRSA Escherichia coli Enterococcus faecalis

Pseudomonas aeruginosa Proteus mirabilis Candida albicans



Zaključak

 Različiti pristupi za dobijanje antimikrobnih, bioaktivnih obloga 

za rane na bazi alginata 

 Ag/alginatnih hidrogelovi sa i bez meda - efektivni u tretmanu 

opekotina in vivo

 Evaluacija citotoksičnosti: standardne, statičke kulture ćelija 

u monosloju: 

 senzitivnije ćelije

 Biomimični in vitro sistemi bi mogli da premoste in vitro – in vivo

jaz i smanje obim ispitivanja na životinjama 

 Jednostavan metod imobilizacije aktivnog uglja u alginatne 

hidrogelove može da se iskoristi za dobijanje veoma aktivnih, a 

jeftinih, multifunkcionalnih obloga za rane



Zahvalnica

Ministarstvo prosvete, nauke i tehnološkog razvoja,

Republike Srbije

Medicinski fakultet

Univerzitet u Beogradu

Prof. Ljiljana Šćepanović

Doc. Milica Labudović Borović

Dr Jovana Zvicer

Srđan Vidović

Dr Danijela Kostić

Dr Željka Đurđević

Dr Ivana Jevremović

Prof. Maja Vukašinović Sekulić


