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Antibioottiresistenssi ja bakteerien muodostamat biofilmit ovat yleistyva haaste terveydenhuol-
lossa. Ne vaikeuttavat esimerkiksi haavojen seka implantteihin ja tukirakenteisiin liittyvien tuleh-
dusten hoitamista. Antibakteeriset hydrogeelit ovat yksi mahdollinen hoitokeino. Hydrogeelit ovat
kolmiulotteisia ja hydrofiilisia verkostoja, jotka koostuvat joustavista polymeeriketjuista. Antibak-
teeriset hydrogeelit on suunniteltu paitsi hillitsemaan bakteerien kasvua mutta myés ehkaisemaan
infektion syntya, lievittdmaan tulehdusta ja edistdmaan kudoksen uusiutumista.

Hyaluronihappo (HA) on yksi lupaavimmista materiaaleista antibakteerisille hydrogeeleille.
HA muistuttaa soluvaliainetta, joten se on bioyhteensopiva, biohajoava ja hydrofiilinen. Lisaksi se
on luonnostaan hieman antibakteerinen. HA:n antibakteerisia ominaisuuksia voidaan helposti pa-
rantaa tekemalla siitd hydrogeeleja ja sitomalla siihen erilaisia antibakteerisia aineita, kuten me-
tallinanopartikkeleita ja antimikrobisia peptideja.

Tassa kandidaatintydssa tutkittiin, miten HA-hydrogeelien antibakteerisia ominaisuuksia voi-
daan parantaa. Ty0ssa selvitettiin, miten HA-hydrogeeleja voidaan kemiallisesti muokata antibak-
teeristen ominaisuuksien parantamiseksi. Tydssa pohdittiin myds, mita etuja ja haasteita erilaisilla
kemiallisilla muokkauksilla on. Kemiallisista muokkauksista tarkasteltiin lupaavimpia: antibioot-
teja, hopeananopartikkeleita (AgNP), sinkkioksidinanopartikkeleita (ZnONP), antimikrobisia pep-
tideja (AMP), e-polylysiinia (EPL) ja kitosaania.

Kaikilla kemiallisilla muokkauksilla on etuja ja haasteita ja on mahdotonta nimetéa yhta parasta
muokkausta. Eri muokkaukset voivat sopia eri kayttétarkoituksiin, kuten haavanhoitoon, kudos-
teknologiaan ja infektioiden ehkaisyyn. Lisaksi eri aineita yhdistelemalla voidaan saada muodos-
tettua parempia HA-hydrogeeleja. Ainoastaan antibioottien kayttéa on syyta tarkastella kriittisesti
antibioottiresistenssin kasvun vuoksi. Antibioottien muutkin ominaisuudet, kuten myrkyllisyys, bio-
hajoavuus, mekaaniset ominaisuudet ja tulehduksen lievittdminen, ovat heikot. AgNP:t ovat jo
tutkittu ja kaytetty vaihtoehto. Niiden haasteena on kuitenkin myrkyllisyys ja kerdantyminen eli-
mistdon ja ekosysteemeihin. ZnONP:t ovat vield melko tuore tutkimuskohde mutta niilld on lupaa-
via kudosta parantavia ominaisuuksia, ja ne ovat vihemman myrkyllisia kuin AgNP:t. Ne tarvitse-
vat UV-valoa antibakteerisen vaikutuksen maksimoimiseksi, mika voi olla sovelluskohteen mu-
kaan joko mielenkiintoinen tai haastava ominaisuus. AMP:t ovat myds vahan tutkittuja ja lisaksi
niilld on haasteita stabiilisuuden ja hydrogeelin mekaanisten ominaisuuksien kanssa. AMP:illa on
kuitenkin ainutlaatuinen ominaisuus, silla ristisilloitettuna ne voivat vapautua pH:n muutoksesta.
Lisdksi AMP:ita on useita erilaisia, joten niista voi I0ytya viela paremmat omi-naisuudet omaavia
yhdisteita. EPL:lIa on paljon samoja ominaisuuksia AMP:ien kanssa. Se omaa kuitenkin erittain
hyvat mekaaniset ominaisuudet, joita on helppo s&ataa. Kitosaani on ainoa tutkituista muokkauk-
sista, joka on myrkytdn suurinakin pitoisuuksina. Silld on muutenkin erinomaiset ominaisuudet
mutta se heikentdd hydrogeelin mekaanisia ominaisuuksia, mika rajoittaa sen kayttémahdolli-
suuksia.

Suurin haaste antibakteeristen HA-hydrogeelien kehityksessa on tehokkuuden ja myrkyllisyy-
den tasapainottaminen. Lisaksi kustannustehokkuus vaikuttaa ratkaisevasti siihen, mitkd muok-
kaukset voidaan lopulta kaupallistaa. Turvallisuuden ja taloudellisen toteutettavuuden paranta-
miseksi tarvitaan lisda tutkimusta, erityisesti pitkaaikaisessa kaytdssa ja ihmisilla. Ajan myo6ta sel-
viaa, mitka kemialliset muokkaukset osoittautuvat kaytanndssa toimiviksi ja markkinoille soveltu-
viksi. Kokonaisuudessaan antibakteeriset HA-hydrogeelit edustavat lupaavaa uutta lahestymis-
tapaa antibakteeristen materiaalien kehityksessa.
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1. JOHDANTO

Bakteeri-infektiot ja antimikrobinen resistenssi ovat kasvava haaste terveydenhuollossa
[1]. Haavat, jotka syntyvat fyysisen vamman tai leikkauksen seurauksena, ovat erityisen
alttiita infektioille. Infektion seurauksena haava voi méarkia, paraneminen hidastua ja pa-
himmassa tapauksessa kehittya jopa sepsikseksi. Kroonisten haavojen yhteydessa bak-

teeri-infektiot ovat yksi merkittavimmista paranemista estavista tekijoista [2].

Haavoissa infektiot ovat tyypillisesti polymikrobisia, eli niissa esiintyy useita eri bakteeri-
kantoja, mika vaikeuttaa niiden hoitoa [3]. Yksi yleisimmistd vakavia kudosinfektioita ai-
heuttavista bakteereista on gram-positiivinen Staphylococcus aureus, jota hoidetaan
usein beetalaktaamiantibiooteilla. Beta-lactam antibiootit ovat johdettu metisilliinista ja
penisilliinista ja niihin kuuluvat esimerkiksi amoksisilliini ja kefuroksiimi. Viime vuosikym-
menind S. aureus on kuitenkin kehittdnyt naille antibiooteille vastustuskykyisia kantoja,
kuten metisilliinille vastustuskykyinen Staphylococcus aureus (MRSA) ja penisinilliinille
vastustuskykyinen Staphylococcus aureus (PRSA), mika vaikeuttaa hoitoa. [4] Muita
haavainfektioissa yleisesti esiintyvia bakteereja ovat Pseudomonas aeruginosa, Esche-

richia coli ja Acinetobacter baumannii [3].

Monet kudosinfektiot ovat vaikeahoitoisia, silla bakteerit voivat muodostaa biofilmeja eli
mikrobiyhteis6ja, jotka kiinnittyvat erilaisille pinnoille. Biofilmit ovat huomattavasti vastus-
tuskykyisempia antibiooteille kuin yksittaisind, planktonisessa muodossa esiintyvat bak-
teerit. [5] Esimerkiksi P. aeruginosa -biofilmit, joita esiintyy virtsakatetreissa, ovat jopa
tuhat kertaa vastustuskykyisempia tobramysiiniantibiootille kuin samat bakteerit plankto-

nisessa muodossa [6].

Antibioottiresistenssin ja vaikeiden biofilmi-infektioiden takia uusille antibakteerisille ma-
teriaaleille on suuri kysynta. Antibakteeriset hydrogeelit ovat herattaneet suurta kiinnos-
tusta viime vuosina niiden moninaisten ominaisuuksien vuoksi. Ne on suunniteltu paitsi
hillitsemaan bakteerien kasvua mutta myds ehkaisemaan infektion syntya, lievittdmaan
tulehdusta ja edistamaan kudoksen uusiutumista [7]. Hydrogeelit ovat kolmiulotteisia ja
hydrofiilisia verkostoja, jotka koostuvat joustavista polymeeriketjuista. Ne voivat muodos-
taa lahes minka tahansa muodon ja voivat absorboida suuria maaria vetta. [8] Hydro-
geelit muistuttavatkin rakenteeltaan soluvaliainetta, joten niitd kaytetdan paljon kudos-
tekniikassa [9]. Sen lisdksi hydrogeeleja kaytetddn muun muassa haavanhoidossa ja

sairaalavalineiden pinnoitteina. Hydrogeelit ovat monin tavoin parempia kuin perinteiset



tukirakenteet. Ne ovat bioyhteensopivampia, helposti muokattavia ja ne pystyvat edista-
maan solujen kasvua ja erilaistumista. [7] Haavanhoidossa hydrogeelit tarjoavat kosteu-
tusta, saatelevat nesteiden vaihtoa haavanpinnasta, viilentavat haavaa, suojaavat haa-
vaa infektioilta ja edistavat haavan paranemista [10]. Hydrogeelit ovat myoés joustavia,
kun taas perinteiset haavasidokset eivat jousta, eivat ole huokoisia ja kiinnittyvat haa-

vaan, jolloin niiden poisto on kivuliasta [11].

Hyaluronihappo (HA) on yksi lupaavimmista materiaaleista antibakteerisille hydrogee-
leille. Sita esiintyy luonnostaan ihmiskehossa, joten se on bioyhteensopiva ja biohajoava
[12]. HA on hydrofiilinen, mika tekee siita hyvan kudosta kosteuttavan materiaalin [13].
HA ehkaisee biofilmien syntymista ja sen antibakteerisia ominaisuuksia voidaan helposti
parantaa tekemalla siitd hydrogeeleja ja sitomalla siihen erilaisia antibakteerisia aineita,
kuten metallinanopartikkeleita ja antimikrobisia peptideja [14]. Hyaluronihappopohjaiset
hydrogeelit (HA-hydrogeelit) vapauttavat antibakteerisia aineita paikallisesti ja pitkalla
aikavalilla, jolloin niité tarvitaan vdhemman ja antibakteeristen aineiden myrkyllisyys ei
ole yhta suuri riski [7]. HA-hydrogeeleilld voidaan hoitaa erityisesti kroonisia haavoja,
kuten diabeetikkojen jalkahaavoja ja painehaavoja, keinonivel- ja implantti-infektioita
seka katetriin liittyvia infektioita. Lisaksi HA-hydrogeeleilla voidaan ehkaista bakteeri-in-
fektioiden syntymistd haavoissa, implanteissa ja sairaalavalineissa. [13] Erilaisten anti-
bakteeristen HA-hydrogeelien yleisimpia haasteita ovat niiden myrkyllisyys suurina pitoi-
suuksina, heikot mekaaniset ominaisuudet ja huono kustannustehokkuus [3,13]. Lisaksi
niita on tutkittu viela melko vahan eika niita ole viela kaupallistettu. Kuitenkin muita anti-
bakteerisia hydrogeeleja, kuten hopeananopartikkeleita (AgNP) siséltavia hydrogeeleja,
on jo onnistuneesti kaupallistettu, mikd osoittaa hydrogeelien potentiaalin antibakteeri-

sena aineena.

Taman kirjallisuuskatsauksen tavoitteena on tutkia, miten HA-hydrogeelien antibakteeri-
sia ominaisuuksia voidaan parantaa. Tydssa selvitetdan, miten HA-hydrogeeleja voi-
daan kemiallisesti muokata antibakteeristen ominaisuuksien parantamiseksi. Esimerkit
keskittyvat padosin haavanhoitoon, silld siitd on saatavilla eniten tutkimusta. Tyossa
pohditaan myos, mita etuja ja haasteita erilaisilla kemiallisilla muokkauksilla on. Tyossa
tarkastellaan vain HA-hydrogeelien ja sen erilaisten sovellusten itsensa tuottamaa anti-
bakteerista vaikutusta, joten tydsta rajataan ulkopuolelle erilaiset vuorovaikutusmekanis-
mit immuunijarjestelman kanssa seka erilaiset antimikrobisuuteen vaikuttavat ymparis-
totekijat.

Tyon luvussa 2 esitellaan HA-hydrogeelit. Luvussa 3 tutkitaan HA-hydrogeelien luontai-
sia antimikrobisia ominaisuuksia. Luvussa 4 tarkastellaan erilaisia kemiallisia muokkauk-

sia, joilla HA-hydrogeelien antibakteerisia ominaisuuksia voidaan parantaa. Luvussa 5



vertaillaan naitd muokkauksia. Luvussa 6 esitellaan antibakteeristen HA-hydrogeelien

sovelluksia ja pohditaan niiden tulevaisuutta. Luvussa 7 esitetdan tyon johtopaatdkset.



2. HYALURONIHAPPOPOHJAISET HYDROGEE-
LIT

Hydrogeelit ovat kolmiulotteisia ja hydrofiilisid verkostoja, jotka koostuvat joustavista po-
lymeeriketjuista. Ne muistuttavat rakenteeltaan soluvaliainetta, silla ne voivat turvota ab-
sorboimalla suuria maaria nestettd. Soluvaliaine on kudosten solujen ulkopuolinen ra-
kenne, joka tukee soluja ja sdatelee niiden toimintaa. Se koostuu useista bioaktiivisista
polymeereista, kuten peptideista, proteiineista ja glykosaminoglykaaneista. Lisdksi hyd-
rogeelit voivat kapseloida ja vapauttaa bioaktiivisia yhdisteitd, kuten laakkeitd ja kasvu-
tekijoita, ja tukea solujen uusitumista ja kasvua. Hydrogeeleja kaytetdankin laaketie-

teessa esimerkiksi kudostekniikassa ja laakekuljettimina. [15]

Hydrogeelit valmistetaan yleensa ristisilloittamalla. Ristisilloitus tarkoittaa prosessia,
jossa molekyylien valille muodostetaan fysikaalisia tai kemiallisia sidoksia, jolloin syntyy
kolmiulotteinen verkosto. Ristisilloitusta havainnollistetaan kuvassa 2. Fysikaalisesti ris-
tisilloitetussa hydrogeelissa polymeeriketjut ovat yhdistyneet sekundaarisilla sidoksilla,
kuten vety- ja ionisidoksilla. Fysikaalisesti ristisilloitetut hydrogeelit ovat turvallisia, help-
poja valmistaa ja bioyhteensopivia, koska niiden valmistuksessa ei kayteta yleensa myr-
kyllisia reaktion kaynnistgjia tai kemiallisia katalyytteja. Fysikaalisesti ristisilloitettujen
hydrogeelien heikkous ovat huonot mekaaniset ominaisuudet, kuten kestavyys ja jous-
tavuus. Lisdksi niiden hajoamisnopeutta on vaikea saatda. Kemiallisessa ristisilloituk-
sessa molekyylien valille muodostuu puolestaan kovalenttisia sidoksia. Hydrogeelin me-
kaaniset ominaisuudet paranevat, jolloin se on stabiilimpi fysiologisessa ymparistdssa.
Lisdksi sen hajoamisen nopeutta on helpompi sdatda. Hydrogeelin ristisilloitustapa on

hyva valita hydrogeelin kayttdtarkoituksen mukaan. [15]

A B
Fysikaalinen Kemiallinen
ristisilloitus ristisilloitus

Polymeerit

El-kovalenttiset sidokset — Polymeeri 1 Kovalenttiset sidokset
Polymeeri 2

Kuva 2. Fysikaalinen (A) ja kemiallinen (B) ristisilloitus. Muokattu I1&hteesta [16].




HA on luonnollinen biopolymeeri, jota esiintyy kaikissa elavissa organismeissa. Se on
yksi soluvaliaineen tarkeimmista rakennusaineista, ja sita 0ytyykin esimerkiksi nivelnes-
teesta ja silmasta. HA on mukopolysakkaridi eli glykosaminoglykaani, joka koostuu tois-
tuvista D-glukuronihapon ja N-asetyyliglukosamiinin muodostamista disakkaridiyksi-
koista. Disakkaridit linkittyvat toisiinsa B(1—3) ja B(1—4) -glykosidisidoksilla muodos-
taen lineaarisen polysakkaridin, joka voi olla useita tuhansia sokeriyksikkdja pitka. [12]

Kuvassa 1 on esitetty hyaluronihapon rakenne.

D-glukuronihappo N-asetyyliglukosamiini
( B \

OH OH

; ® 0
07 HO .
HO 0 y [P

OH' 1 33 NH
JNn

Kuva 1. HA-molekyylin rakenne. Muokattu lahteesta [14].

\

HA:lla on monia hyddyllisid ominaisuuksia biomateriaalina. Se on hydrofiilinen, vis-
koelastinen, bioyhteensopiva, kemiallisesti muokattava ja resorboituva eli se hajoaa ja
imeytyy elimistddn. HA hajoaa nopeasti fysiologisessa ymparistdssa, silla sen puoleensa
vetama vesi ja hyaluronidaasi-entsyymi hajottavat sita. HA:sta onkin kehitetty hydrogee-
leja, jotka ovat stabiilimpeja ja ovat nain sopivampia erilaisissa sovelluksissa. HA-hydro-
geeleja on lukuisia erilaisia, kuten nanogeeleja, nanokuituja, mikropartikkeleita, mik-
roneulalaastareita, injektoitavia hydrogeeleja ja tukirakenteita [17]. Naiden hydrogeelien

valmistuksessa HA:ta muokataan lisdamalla siihen molekyyleja tai ristisilloittamalla sita.



3.HA-HYDROGEELIEN LUONTAISET ANTIMIK-
ROBISET OMINAISUUDET

HA on luonnostaan lievasti antimikrobinen. Se on bakteriostaattinen, eli se hidastaa bak-
teerien kasvua. Se ei kuitenkaan tapa bakteereja, joten se ei ole bakterisidinen. HA:lla
on antimikrobista vaikutusta niin Gram-positiivisia kuin Gram-negatiivisia bakteereja vas-
taan. Antimikrobista vaikutusta on havaittu S. epidermidis, P. aeruginosa, Staphylococ-
cus aureus, B-hemolytic Streptococcus ja E. coli -bakteereja vastaan. [14] Mekanismeja
HA:n luontaisen antimikrobisen ominaisuuden taustalla ei vield tarkalleen tunneta. Siihen
vaikuttavat muun muassa HA:n fysikaaliset ja kemialliset ominaisuudet, joita kasitellaan

tulevissa alaluvuissa.

HA:n antimikrobisuutta on tutkittu erityisesti biofilmin muodostumisen ehkaisyssa. Biofil-
mit ovat mikrobiyhteisgja, jotka kiinnittyvat joko bioottisille pinnoille, esimerkiksi haavaan,
tai abioottisille pinnoille, esimerkiksi sairaalavalineisiin. Biofilmi muodostuu, kun irralliset
mikrobit havaitsevat pinnan ja tarttuvat siihen. Mikrobit tuottavat soluvalimatriisin, jonka
sisdlle ne kapseloituvat. Nain muodostunut biofilmi suojaa mikrobeja antimikrobisilta
agenteilta, kuten antibiooteilta ja kehon immuunijarjestelmalta. HA-hydrogeelit voivat eh-
kaista biofilmin muodostumista ja nain vahentaa tulehduksia kudoksissa ja ehkaista mik-

robien kasvua sairaalavalineiden pinnoilla. [5]

HA:n kemiallinen rakenne mahdollistaa sen monet antimikrobiset ominaisuudet. HA:lla
on nelja erilaista funktionaalista ryhmaa: asetamidi, karboksyyli, hydroksyyli ja terminaa-
linen aldehydi (kuva 1). Naista karboksyyli- ja hydroksyyliryhmat sek& asetamidiryhman
amiiniosa ja karbonyyliryhma ovat poolisia ja ne muodostavat HA:lle negatiivisen netto-
varauksen. Pooliset kohdat muodostavat myds vetysidoksia toistensa ja veden kanssa.
Siksi HA sitoo paljon vetta. Asetamidiryhman metyyliryhma ja glukosidirungon hiilive-
tysidokset ovat puolestaan poolittomia. Ne vuorovaikuttavat hydrofobisten molekyylien,
kuten lipidien ja hydrofobisten l1ddkeaineiden, kanssa. Tama lisdd HA-hydrogeelien ke-
miallista muokattavuutta erilaisiin bioldaketieteellisiin sovelluksiin. Yhdessa pooliset ja
poolittomat osat lisaksi mahdollistavat HA:n erilaisten konformeerien muodostumisen.
[18, s. 97-104]

HA:n funktionaalisilla ryhmilld on my6s omia kayttétarkoituksiaan. Hydroksyyliryhmat
mahdollistavat monia kemiallisia reaktioita, kuten eetterin ja esterin muodostuksen, sub-

stituution ja eliminaation. HA:n reaktiivisuus riippuukin paaosin hydroksyyliryhmista.



Hydroksyyliryhmat ovat padosassa HA:n ristisilloituksessa. [18, s.121-124] Hydroksyy-
liryhmia voidaan my&s muokata esterifikaatiolla, jolloin hydrogeeliin voidaan sitoa erilai-
sia molekyyleja, kuten proteiineja [19]. Lisaksi hydroksyyliryhmia voidaan hapettaa alde-
hydeiksi, jolloin se voi reagoida Schiff-emas reaktiolla proteiinien [20] ja polysakkaridien

[21] kanssa. Terminaalinen aminoryhma voi reagoida myds Schiff-emas reaktiolla.

Karboksyyliryhmat voivat muodostaa esteri- tai amidisidoksia, mika mahdollistaa esimer-
kiksi peptidien [19,22], antibioottien [23] ja polyamiinien [15] kiinnittdmisen hydrogeeliin.
Lisaksi karboksyyliryhmiin voi kiinnittya fysikaalisin sidoksin antibiootteja [4], metallika-
tioneita [24,10], polyamiineja [15] tai polysakkarideja [25], jotka toimivat antimikrobisina
aineina. Karboksyyliryhmia kaytetdan myos ristisilloitukseen esimerkiksi karbodi-imidien
ja epoksidien kanssa [18, s. 124-128].

Myds HA:n monet fysikaaliset ominaisuudet lisdavat sen antimikrobisuutta. HA-molekyy-
lit ovat pitkia, joten ne muodostavat liuoksen, jolla on korkea viskositeetti ja jossa bak-
teerien liike ja diffuusio estyvat [18, s. 102—104]. Pirnazar et al. [26] havaitsivat, ettd HA:n
suuri moolimassa ja konsentraatio korreloivat bakteriostaattisen vaikutuksen kanssa.
Tutkimuksessa testattiin useiden mikro-organismien kasvua kolmella eri HA:n moolimas-
salla (141, 757 ja 1 300 kDa) ja kolmella eri HA-konsentraatiolla (0,5, 1,0 ja 2,0 mg/mL).
1 300 kDa:n (kilodalton) moolimassa ja 2,0 mg/ml:n konsentraatio todettiin tehokkaim-
miksi. HA:n suurta moolimassaa ja konsentraatiota voidaan hyddyntaa myds hydrogee-
lien valmistuksessa. HA:n suuren konsentraation bakteriostaattinen vaikutus voi liittya
myds HA:n ylimaaraan. On nimittain esitetty, ettd HA:n ylimaara aiheuttaisi bakteerien
hyaluronidaasi-entsyymin (HYAL) kyllastymisen, jolloin entsyymilla ei olisi enda kykya

hajottaa HA:ta ja bakteerien kasvu hidastuisi [14]. Tata on havainnollistettu kuvassa 3 i).
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Kuva 3. Kolme kirjallisuudessa esitettya mekanismia HA:n antimikrobiselle vaikutukselle. i)
Hyaluronidaasientsyymin (HYAL) kyllastyminen HA:n ylimaarassa hidastaa bakteerien kasvua. ii)
Bakteerit hajottavat HA:ta LMW-muotoon, jolloin immuunisolut pystyvat tuhoamaan bakteereja.
iii) HA-hydrogeelin negatiivisesti hydratoitunut pinta hylkii negatiivisesti varautuneita bakteereja.
Muokattu lahteesta [27].

In vivo -tutkimuksissa on myos ehdotettu epdsuoraa mekanismia antimikrobisuudelle.
Sitad on havainnollistettu kuvassa 3 ii), jossa bakteerien hyaluronidaasientsyymi hajottaa
HA:ta, jolloin bakteeri ei kykene kiinnittymaan antiadhesiiviseen substraattiin (A). HA:n
hajotessa syntyy pienimoolimassaisia (low-molecular-weight, LMW) HA-fragmentteja
(B). Nama LMW-fragmentit houkuttelevat luontaisia immuunisoluja, kuten neutrofiileja,

infektioalueelle (C). Lopulta immuunisolut kykenevat tuhoamaan bakteerit (D).

HA-hydrogeelien toimintamekanismi biofilmin muodostamisen estamisessa perustuu
HA:n antimikrobisten ominaisuuksien lisaksi hydrogeelin tarjoamaan fyysiseen suojaan.
Kun haava peitetdan hydrogeelilla, mikrobit eivat paase kosketuksiin suoraan kudoksen
kanssa. HA-hydrogeeleillda on tdhan tarkoitukseen sopiva kolmiulotteinen ja tihed ver-
kostorakenne [28, s. 63—64]

HA-hydrogeelien pintaominaisuudet rajoittavat myds bakteerien kasvua. Esimerkiksi
hydrofiilisen HA-hydrogeelin pintaan muodostuva vesimolekyylikerros estda bakteerin
soluvalimatriisin tuotantoa tai bakteerien kiinnittymistd HA:n pintaan. Pinnan vesimole-

kyylit vaikeuttavat bakteerien pinnan tunnistamista, jolloin irralliset bakteerit eivat pysty



kiinnittymaan pinnalle. Lisaksi biofilmin polymeerimatriisilla saattaa olla riittamattdmasti
hydrofiilisia kiinnityskohtia, jolloin se ei ole tarpeeksi stabiili pysyakseen hydratoituneella
pinnalla. Myés pinnan elastisuus vaikuttaa biofilmin muodostumiseen. On havaittu, etta
mitd pehmeampi HA-hydrogeelin pinta oli, sitd vaikeampi E. coli -bakteerien oli liikkua
siind ja muodostaa biofilmia. Pinnan korkealla hydratoitumisasteella oli kuitenkin suu-
rempi vaikutus biofilmin muodostumisen ehkaisyssa. [29] Negatiivisesti varautuneiden
bakteerien kohdalla myds negatiivisesti varautunut HA-hydrogeelin pinta hylkii niita, jol-
loin bakteerin adheesio estyy. Varauksen ja pinnan hydratoitumisen vaikutusta on ha-

vainnollistettu kuvasssa 3 iii). [27]
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4. HA-HYDROGEELIEN ERILAISET KEMIALLISET
MUOKKAUKSET

4.1 Antibakteeriset aineet

HA-hydrogeelin antibakteerisia ominaisuuksia voidaan parantaa lisaamalla siihen anti-
bakteerisia aineita, jotka tappavat bakteereja (bakterisidit) tai hidastavat niiden kasvua
(bakteriostaatit). Antibakteeriset aineet sidotaan hydrogeeliin esimerkiksi kovalenttisilla
tai ionisilla sidoksilla ja ne vapautuvat hydrogeelistad diffuusiolla tai kun hydrogeeli ha-
joaa. Antibakteeriset aineet ovat hyddyllisia, kun halutaan pitkdaikaista suojaa baktee-
rien kasvua vastaan, silla hydrogeeli voidaan suunnitella vapauttamaan antibakteerisia

aineita hitaasti.

Antibakteeriset aineet voivat olla luonnollisia, kuten antimikrobiset peptidit tai synteetti-
sia, kuten metallinanopartikkelit. Antibakteerisia aineita HA-hydrogeeleissa on tutkittu

paljon ja seuraavissa alaluvuissa esitellaan niista lupaavimpia.

4.1.1 Antibiootit

Antibiootit ovat kemikaaleja, jotka selektiivisesti estavat virulenttien mikro-organismien
kasvua ja samalla aiheuttavat mahdollisimman vahan vahinkoa isantasoluille. Antibioot-
teja kaytetdan bakteeri-infektioiden hoidossa. Erilaisia antibiootteja on useita ja niiden
toimintamekanismit eroavat hieman toisistaan. Paaperiaatteena antibiootit estavat pro-
teiini- ja DNA-synteesin bakteerissa, jolloin bakteerien kasvu estyy. [30, s. 1-2, 10-11]
Antibioottien lisddminen HA-hydrogeeliin parantaakin sen antibakteerisia ominaisuuksia
antibiootin vaikutuskohteena olevia bakteereja vastaan. Teoriassa mita tahansa antibi-
oottia voi lisatd HA-hydrogeeliin ja useita antibiootteja onkin testattu. Seuraavissa kap-
paleissa mainittujen antibioottien lisdksi muun muassa ampisilliinia [31] ja vankomysiinia

[32] on lisatty HA-hydrogeeliin onnistuneesti.

Andrade del Olmo et al. [4] tutkivat kolmea eri antibioottia: kefuroksiimia (cefuroxime,
CFX), amoksisilliinia (amoxicillin, AMX) ja tetrasykliinia (tetracycline, TCN), jotka absor-
boitiin HA-DVS-hydrogeeleihin. Divinyylisulfonaattia (DVS) kaytetddan HA-hydrogeelin
ristisilloitukseen. Se parantaa hydrogeelin mekaanisia ominaisuuksia ja stabiilisuutta.
Hydrogeelien antibakteerista tehoa tutkittiin S. aureusta vastaan. TCN:aa sisaltava hyd-
rogeeli pystyi estamaan bakteerien kasvun, kun taas CFX:3a ja AMX:aa sisaltavat hyd-

rogeelit eivat toimineet toivotulla tavalla. Kun kaikkiin eri hydrogeeleihin lisattiin viela anti-
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inflammatorista asetyylisalisyylihappoa, hydrogeelien antibakteeriset ominaisuudet pa-
ranivat huomattavasti. Kaikkia eri antibiootteja sisaltavissa hydrogeeleissa bakteerit kuo-
livat kokonaan kuuden tunnin aikana fysiologisissa olosuhteissa. Tata anti-inflammatori-
sen aineen ja antibiootin yhteisvaikutusta kutsutaan synergistiseksi vaikutukseksi. Voi-
daan havaita, etta synergistinen vaikutus tehosi myds antibiootille resistentteihin kantoi-

hin, jotka eivat kuolleet pelkan antibiootin vaikutuksesta.

Andrade del OImo et al. [4] tarkastelivat myds pidempiaikaista antibakteerista vaikutusta.
Hydrogeeli vapauttaa antibiootteja diffuusiomekanismilla. Antibiootit ovat hydrogeelissa
kiinni fysikaalisilla sidoksilla. Positiivisesti varautuneet antibiootit, kuten TCN ja AMX,
vuorovaikuttavat vahvemmin HA:n negatiivisesti varautuneiden karboksylaattiryhmien
kanssa. Taman takia TCN:n ja AMX:n puoliintumisaika on pidempi ja hydrogeelin anti-
bakteerinen vaikutus voi kestaa yli 10 paivaa, kun taas CFX vapautui kokonaan 10 pai-
vassa. HA-DVS hydrogeelien haittana on DVS:n myrkyllisyys ihmissoluille, mika vaatii

lisaa tutkimusta.

Gentamisiini (gentamicin, GS) on laajakirjoinen aminoglykosidiantibiootti, jota on myds
tutkittu HA-hydrogeeleissa. Huang et al. [23] kehittivat hydrogeelikalvon ristisilloittamalla
kemiallisesti HA:ta, karboksyloitua kitosaania (carboxylated chitosan, CC) ja gentami-
siinia. CC omaa samankaltaisia ominaisuuksia HA:n kanssa. Kuvassa 4 on havainnollis-

tettu HA-CC-GS-hydrogeelin ristisilloittaminen karboksyyli- ja aminoryhmien avulla.
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Kuva 4. A) Hyaluronihapon (HA), karboksyloidun kitosaanin (CC) ja gentamisiinin (GS) rakenne-
kaavat. B) HA-CC-GS-hydrogeelin ristisilloittaminen amidisidoksella. 1-etyyli-3-(3-dimetyy-
liaminopropyyli) karbodi-imidia (1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide, EDC) ja N-hyd-
roksisukkinimidia (NHS) kaytetdan reaktioagentteina. Muokattu l1ahteesta [23].

Huang et al. [23] toteuttivat FTIR-analyysin, jossa havaittiin, ettd GS-molekyylit kiinnittyi-
vat HA- ja CC-molekyyleihin amidisidoksella. HA-CC-GS-hydrogeeliin muodostui siten
enemman amidisidoksia kuin HA-CC hydrogeelin. Taman vuoksi GS:n lisddminen hi-
dasti hydrogeelin hajoamista. Ristisilloitettu antibiootti vapautuu hitaammin verrattuna

fysikaalisin sidoksin linkittyneille antibiooteille. Ristisilloitettu antibiootti vapautuu samaan
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tahtiin hydrogeelin hajoamisen kanssa, kun taas absorpoitu antibiootti vapautuu dif-
fuusiomekanismilla. Tutkimuksessa osa GS:sta ei kuitenkaan ristisilloittunut vaan vapau-
tui diffuusiomekanismilla, jolloin ensimmaisen vuorokauden aikana sita vapautui enem-
man, kuten kuvasta 5 voi nahda. Tama voi olla haavanhoidon kannalta epaedullista,

koska kerralla vapautuva suuri antibioottimaara voi olla myrkyllista.

100
80+

60': / |

404 ]

GS:n vapautuminen (%)

20—- /

Aika (paivia)
Kuva 5. GS:n vapautuminen HA-CC-GS-hydrogeelista ajan funktiona. Muokattu [ahteesta [23].

HA-CC-GS-hydrogeeli my6s edesauttoi fibroblastien eli sidekudossolujen kasvua haa-
vassa. Hydrogeeli esti P. aeruginosa ja S. aureus -bakteerien kasvua tehokkaammin
verrattuna kontrolliryhmiin. GS:n hyddyntaminen HA-CC hydrogeelifilmissa onkin lu-
paava sovellus haavasidoksissa. GS heikensi hydrogeelin turpoamisastetta eika silla ol-
lut anti-inflammatorista vaikutusta hydrogeeliin. Yleisesti ottaen antibiootit eivat paranna

hydrogeelin mekaanisia tai anti-inflammatorisia ominaisuuksia.

HA-hydrogeelien avulla antibiootteja voidaan hyddyntaa tehokkaammin, silla HA-hydro-
geeliin sidottu antibiootti vapautuu pitkalla aikavalilla [4,23]. Tallbin antibiootteja tarvitsee
ottaa harvemmin ja annostelu on tasaisempi verrattuna esimerkiksi suun kautta otettaviin
antibiootteihin. Lisdksi HA-hydrogeeleilld antibiootteja voidaan annostella paikallisesti,
jolloin niita tarvitaan vahemman. [33] Tama vahentaa antibioottien haittavaikutuksia ver-
rattuna esimerkiksi suun kautta otettaviin tai suonensisaisiin antibiootteihin, jotka vaikut-
tavat koko elimistédn. Antibioottien vahaisempi kayttdé vahentda myoés antibioottiresis-
tanttien bakteerikantojen kehittymista, silla antibiootit eivat ole biohajoavia vaan vapau-
tuvat jatevesien mukana ymparistdon [34]. Lisaksi HA-hydrogeeleihin sidotuilla antibioo-
teilla voidaan hoitaa paremmin antibioottiresistenttien bakteerikantojen aiheuttamia tu-

lehduksia, esimerkiksi synergistisen vaikutuksen avulla [4]. Ristiriitaisesti antibioottien
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pienempaankin kayttoon liittyy silti riski resistenttien bakteerikantojen kehittymiselle, jo-

ten antibioottien kayttéa HA-hydrogeeleissa tulee tarkastella kriittisesti.

4.1.2 Metallinanopartikkelit

Metallinanopartikkelit ovat 1-100 nm kokoisia metallipartikkeleita tai niiden yhdisteiden,
kuten sulfidien, hydroksidien ja oksidien, muodostamia partikkeleita. Niiden pieni koko ja
suuri pinta-ala suhteessa tilavuuteen tekevat niistd kemiallisesti aktiivisempia, stabiilim-
pia ja herkempia isompiin metallikappaleisiin verrattuna. Metallinanopartikkeleita hyo-
dynnetdan eri bioldaketieteen aloilla. Tarkkaa mekanismia metallinanopartikkeleiden an-
tibakteerisuudelle ei tiedeta, mutta tdmanhetkisen tiedon mukaan ne vaurioittavat bak-
teerien solukalvoa, vapauttavat metalli-ioneja ja muodostavat happiradikaaleja. Nama
aiheuttavat rakenteellista vahinkoa bakteereille ja hairidita niiden aineenvaihduntareittei-
hin. Koska metallinanopartikkeleiden toimintamekanismit poikkeavat antibioottien meka-
nismeista, metallinanopartikkelit voivat tehota resistentteihin bakteerikantoihin. [35] Eni-
ten tutkittuja antibakteerisia metallinanopartikkeleita ovat hopea-, kulta-, kupari-, kupari-
oksidi- ja sinkkioksidinanopartikkelit [36].

Hopeananopartikkelit (AgNP) ovat yksi eniten tutkituista antibakteerisista aineista. Nii-
den valmistus on vaatinut myrkyllisia aineita mutta niille on kehitetty yha kestavampia ja
kustannustehokkaampia valmistusmenetelmia [14]. AgNP:illd on havaittu olevan bakte-
risidista vaikutusta niin Gram-positiivisia kuin Gram-negatiivisia bakteereja vastaan.
AgNP:ita pidetaankin lupaavana ratkaisuna mikrobiresistenssiin, silla se tehoaa moniin
eri bakteerikantoihin seka niiden resistentteihin muotoihin [37]. Lisaksi HA-hydrogeelit

mahdollistavat niiden kontrolloidun vapautumisen ja pidemman vaikutusajan.

Makvandi et al. [10] valmistivat termosensitiivisia ja injektoitavia hydrogeeleja HA:sta,
maissisilkkiuutteesta (corn silk extract, CSE) ja AgNP:eistd. CSE:td kaytetdan
AgNP:iden synteesissa ja lisaksi se edistda haavan parantumista. AgNP:t lisattiin hyd-
rogeeliin diffuusiolla, jolloin ne kiinnittyivat hydrogeeliin fysikaalisilla sidoksilla. Hydro-
geelin havaittiin omaavan hyvat antibakteeriset ominaisuudet niin Gram-positiivisia (B.
subtilis, S. aureus) kuin Gram-negatiivisia (P. aeruginosa, E. coli) bakteereja vastaan.
Kuvasta 6 voidaan havaita, etta 1,7 ug/ml:n tai suuremman konsentraation liuoksilla bak-
teerien kasvu saatiin estettya lahes kokonaan. Lisaksi hydrogeelien kayttdé haavanhoi-
dossa vaikuttaa lupaavalta, silla hydrogeelilla hoidetut haavat sulkeutuivat 80 % ja kont-

rolliryhman haavat 40 % 48 tunnin aikana.
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Kuva 6. AgNP:iden konsentraation vaikutus liuoksen antibakteerisen tehokkuuteen 24 tunnin jal-
keen. Mittaukset on toistettu kolmesti. Muokattu Iahteesta [10].

Pérez-Rafael et al. [11] kehittivat tioloidusta HA:sta (thiolated hyaluronic acid, HA-SH) ja
hopealigniininanopartikkeleista (Ag@Lig NP) hydrogeelin kroonisten haavojen hoitoon.
Ligniinin kayttd kapselointi- ja pelkistysaineena vahentaa hopean toksisuutta. Ag@Lig
NP:t ristisilloitettiin hydrogeeliin fysikaalisesti. Talla prosessilla saatiin reversiibeli hy-
dogeeli, jolla oli hyva leikkausohentuvuus ja itsekorjautuvuus. Hydrogeelissa oli itsejar-
jestaytyvia vuorovaikutuksia HA-SH:n ja Ag@Lig NP:n valilla, jolloin injektoitu hydrogeeli

jahmettyy uudelleen haavassa.

Ag@Lig NP:t tekivat hydrogeelista bakterisidisen S. aureusta ja P. aeruginosaa vastaan
seka paransivat sen antioksidanttisuutta. Hydrogeeli tehosi paremmin Gram-negatiivi-
seen P. aeruginosaan kuin Gram-positiiviseen S. aureukseen, koska S. aureuksen ulko-
kuoren mureiinikeeros on kymmenen kertaa paksumpi kuin P. aeruginosan lipopolysak-

karidikerros.

Hydrogeeli vapautti hopeaa lineaarisesti. Mitd enemman Ag@Lig NP:a ja HA-SH:a hyd-
rogeelissa oli, sita stabiilimpi ja ristisilloitetumpi se oli ja sitd hitaammin se vapautti ho-
peaa. Hopean vapautumisnopeutta onkin helppo saadella konsentraatioiden avulla. Bak-
teeri-infektioissa kudoksen vapauttama hyaluronidaasi nopeutti myds hopean vapautu-
mista. Hopean tasainen vapautuminen on erittdin tarkeda tehokkuuden optimoimiseksi

ja myrkyllisen vaikutuksen minimoimiseksi.
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Suoran antibakteerisen vaikutuksen lisaksi AgNP:illa HA-hydrogeeleissa on muita omi-
naisuuksia, jotka lisdavat niiden hyotyja antibakteerisena materiaalina. AgNP:t paranta-
vat HA-hydrogeelien mekaanisia ominaisuuksia, jolloin ne kestavat paremmin kayttdéa
[10,38] Lisaksi AgNP:illa on HA-hydrogeelissa tulehdusta lievittavaa vaikutusta, mika
edesauttaa haavojen parantumista ja ehkaisee infektioita [39]. Esimerkiksi Ag@Lig NP:n

kayttdé vahensi tulehdukseen liittyvien entsyymien maaraa kudoksessa [11].

AgNP:t ovat suosittuja antibakteerisissa sovelluksissa mutta niiden myrkyllisyydesta joh-
tuvat haasteet voivat rajoittaa niiden kayttdd. Taman takia muitakin metallinanopartikke-
leita on tutkittu. Metallioksidit, kuten kuparioksidi, titaanioksidi, magnesiumoksidi, rauta-
oksidi ja sinkkioksidi, ovat herattaneet kiinnostusta niiden antibakteeristen ja fotokata-
lyyttisten ominaisuuksien vuoksi. Metallioksidien antibakteerinen teho perustuu paaosin
happiradikaalien tuotantoon. Happiradikaaleja muodostuu UV-valon vaikutuksesta, kun
elektronit siirtyvat metallioksidista molekulaariselle hapelle. Bakteerisoluissa happiradi-
kaalit aiheuttavat vahinkoa solun lipideille, proteiineille ja nukleiinihapoille, jolloin baktee-

rin solukalvo ja DNA vaurioituvat ja solu kuolee. [36]

Sinkkioksidin nanopartikkeleilla (ZnONP) on metallioksidien nanopartikkeleista parhaat
antibakteeriset ominaisuudet useita eri bakteerikantoja vastaan [40]. Sen valmistaminen
on kustannustehokkaampaa AgNP:eihin verrattuna [41]. Lisaksi sinkki on vahemman
myrkyllinen nisakkaiden soluille kuin hopea [42]. Sinkki on valttdmaton mikroelementti
soluille [36] ja se poistuu tehokkaammin elimistdsta esimerkiksi hien ja virtsan mukana
[43]. Sita kuitenkin tarvitaan enemman kuin hopeaa antibakteerisen vaikutuksen saavut-

tamiseksi [42]. Sinkkioksidia on kuitenkin tutkittu HA-hydrogeeleissa viela melko vahan.

Haasteena ZnONP:iden kaytdssa on niiden tarvitsema riittava valo, jota fotokatalyysiin
tarvitaan, etenkin jos hydrogeelia kaytetaan syvemmalla kudoksessa. Rao et al. [24] val-
mistivat HA-ZnONP-hydrogeelin, jossa HA ristisilloitettin BDDE:lla (1,4-butaanidioli-
diglycidyyli-eetteri) ja ZnONP:t kapseloitiin hydrogeelin sisélle vety- ja dipoli-dipolisidok-
sin. ZnONP:t muokattiin nanovyodrakenteiseksi, jolloin niiden pinta-ala on suurempi ja ne
absorboivat paremmin valoa. Hydrogeelia valmistettaessa niihin lisattiin 0,05 tai 0,1 M

Zn(NO)s,a, joka reagoi ZnONP:ksi. Nain saatiin hydrogeelia kahdella eri ZnONP-pitoi-

suudella.

Hydrogeelilla oli hyva antibakteerinen ominaisuus S. aureusta ja E. colia vastaan. Ku-
vasta 7 voidaan havaita, kuinka suurempi ZnONP-pitoisuus esti paremmin bakteerien
kasvua. Hydrogeeli tehosi hieman heikommin S.aureukseen, koska siina on karotenoi-

dipigmenttid, joka neutraloi happiradikaaleja. Hydrogeeli oli kuitenkin riittdvan tehokas
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kumpaakin bakteeria vastaan. Huomattiin, ettd korkeammalla ZnONP-pitoisuudella bak-
teerien kiinnittyminen lisdantyi hieman. Vain HA:ta sisaltavalla hydrogeelilld bakteerien
kiinnittymista ei havaittu. HA on siis hyva hydrogeelin pohjamateriaali, silla se estaa bak-
teerien kiinnittymista. ZnONP:t paransivat hydrogeelin viskoelastisia ominaisuuksia ja
turpoamisastetta. Myos hydrogeelin biohajoavuus parani, kun ZnONP:iden vapauttamat
happiradikaalit hajottivat hydrogeelia. Lisaksi ZnONP:t edistivat veren hyytymista, mika

voi olla hy6dyllinen ominaisuus esimerkiksi haavanhoidossa.

HA-Zn0-0.05 HA-Zn0-0.1

Kuva 7. HA-ZnO- ja HA-hydrogeelin antibakteerisen ominaisuuden testaaminen in vitro. Ravin-
neagarilevylle kaadettiin bakteerivilielmasta 100 yL:n nayte ja sille asetettiin hydrogeelilevyt (hal-
kaisija 6 mm) 24 tunniksi. HA-ZnO-0,05- ja HA-ZnO-0,1-hydrogeelit muodostivat 14 ja 19 mm:n
(E. coli)ja 8 ja 11 mm:n (S. aureus) inhibitiovydhykkeet. Pelkka HA-hydrogeeli ei hillinnyt baktee-
rien kasvua ollenkaan. Muokattu lahteesta [24].

Hwang et al. [44] ratkaisivat ongelman valon vahyydesta valmistamalla katekoli-ZnONP-
komplekseja, jotka voivat muodostaa happiradikaaleja ilman valonlahdetta, ja lisasivat
niitd HA-hydrogeeliin. Katekolilla (cathecol, CA) on hyvat tarttumisominaisuudet metal-
lioksideihin ja se muodostaa hyvin happiradikaaleja. Happiradikaaleja muodostuu elekt-
roninsiirrolla, kun katekoli hapettuu o-semikinoniksi, jolloin ZnONP toimii katalyyttina ja
muuttaa happimolekyyleja happiradikaaleiksi. HCZ-hydrogeelin rakenne muodostui ami-
disidoksilla HA:n ja funktionalisoitujen katekoliryhmien valille ja koordinaatiosidoksilla
ZnONP:iden ja katekoliryhmien valille. Hydrogeelilla oli korkeampi turpoamisaste, vas-
tustuskyky entsymaattiselle hajoamiselle ja kiinnittymisvoima kudokseen kuin vain kemi-

allisesti ristisilloitetulla hydrogeelilla.

Hydrogeelia tutkittiiin E. colia ja S. aureusta vastaan. ZnONP:ita lisattiin 3, 5 ja 10 m-
%:ia HA-CA:n massasta. Katekoliton HAZ-hydrogeeli valmistettiin vertailuryhmaksi. Ha-

vaittiin, ettd HCZ-hydrogeelilla oli huomattavasti paremmat antibakteeriset ominaisuudet
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verrattuna HAZ-hydrogeeliin, kuten kuvasta 8 voidaan nahda. Happiradikaalien muodos-
tamisen lisaksi ZnONP:lla oli antibakteerista vaikutusta sen myrkyllisyyden ansiosta, kun
ZnONP:t vapauttavat myrkyllisia Zn?*-ioneja. HCZ 10 -hydrogeelissa solujen elinvoima
karsi, mika tarkoittaa, ettd ZnO-pitoisuus oli liilan suuri. 3 m-%:n ZnO-konsentraatio to-
dettiin parhaaksi. Lisaksi katekoli-ZnONP-kompleksit paransivat hydrogeelin anti-inflam-

matorisia ominaisuuksia ja injektoitavuutta. Katekoli-ZnONP-kompleksit ovat myds bio-

hajoavia.
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Kuva 8. Hydrogeelien bakterisidinen tehokkuus in vitro E. colia ja S. aureusta vastaan 24 tunnin
itdmisajan jalkeen. O.D arvo (optical density) korreloi bakteerien konsentraation kansa. Muokattu
lahteesta [44].

Metallinanopartikkeleiden kayttoon liittyy yleisesti haasteita. Ne ovat taipuvaisia hapet-
tumiselle ja aggregaatiolle, mika heikentaa niiden stabiiliutta ja tehokkuutta. Lisdksi me-
tallinanopartikkelit ovat myrkyllisia suurina pitoisuuksina. Metallinanopartikkelit voivat ai-
heuttaa hapetusstressia tai vuorovaikuttaa immuunijarjestelman kanssa ja siten lau-
kaista tulehdusreaktion. HA-hydrogeeleissd metallinanopartikkeleihin liittyy riski epata-
saisesta vapautumisesta, jolloin epatarkoituksenmukaisesti lilan suuri maara metal-
linanopartikkeleita vapautuu lyhyessa ajassa. Talloin suuri konsentraatio voi olla myrkyl-
linen. Metallinanopartikkelit voivat kerdantya elimistoon tai ymparistéon ja aiheuttaa va-
hinkoa ihmisille tai ekosysteemeille. Niiden myrkyllisyytta pitkan aikavalin kaytossa ei ole
tutkittu tarpeeksi. Naiden syiden takia metallinanopartikkeleiden kaytt6a saadellaan pal-

jon, ja niiden kayttémahdollisuudet ovat rajalliset. [35]
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4.1.3 Antimikrobiset peptidit

Antimikrobiset peptidit (AMP) ovat pienia polypeptideja ja osa monien organismien im-
muunijarjestelmaa. Antibakteerinen vaikutus syntyy, kun kationinen AMP koskettaa bak-
teeria, jolloin sen solukalvo hajoaa ja solu kuolee. Erilaisia AMP:ita tiedetdan useita sa-
toja ja niilla on monia hyodyllisia ominaisuuksia, kuten bioyhteensopivuus, biohajoavuus

ja helppo valmistus ja muokkaus. [3]

AMP:ita lisataan HA-hydrogeeliin yleensa kemiallisesti ristisilloittamalla. Nisiinin ristisil-
loitusreaktio esitetdan kuvassa 9. HA muutetaan ensin esteriksi karbodi-imidien, kuten
1-etyyli-3-(3-dimetyyliaminopropyyli) karbodi-imidin (1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)
carbodiimide, EDC), avulla, jolloin reaktio nisiinin kanssa on mahdollinen. N-hydroksi-
sukkinimidia (NHS) kaytetdan synteesissa estamaan N-asyyliurean muodostumista,
jossa karbodi-imidi reagoi itsensa kanssa. Lisdksi NHS estda nisiinin polymerisaation.
Lopuksi aktivoidun HA-molekyylin karboksyyliryhma ja nisiinin aminoryhma reagoivat ja
muodostavat amidisidoksen. [19] Hydrogeelirakenteen muodostumista ALG/HA/COL-
AMP-hydrogeelille havainnollistetaan kuvassa 10. AMP:na kaytetty Tet213 kiinnitetaan
myo6s amidisidoksin hydrogeeliin. Alginaatti (ALG) ja kollageeni (collagen, COL) edista-

vat haavan paranemista. [22]
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Kuva 9. Nisiinin ja HA:n ristisilloitusreaktio. Muokattu lahteesta [19].
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Kuva 10. ALG/HA/COL-AMP-hydrogeelin valmistus. Muokattu Iahteesta [22].
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AMP:ita voidaan sitoa my6s Schiff-emas reaktiolla. Suo et al. [20] valmistivat hydrogeelin
KK(SLKL)3KK-peptidista ja aldehydihyaluronihaposta (aldehyde containing hyaluronic
acid, AHA). KK(SLKL)3KK-peptidin ja AHA:n rakenteet esitetdan kuvassa 11 a). Schiff-
emas reaktio tapahtuu AMP:n primaaristen amiinien ja AHA:n valilla, jolloin muodostuu
Schiff-emas sidos eli kaksoissidos typen ja hiilen valille. Ristisilloitusta havainnollistetaan
kuvassa 11 b). AHA on muokattu versio HA:sta ja osa sen hydroksyyliryhmista on hape-
tettu aldehydeiksi, joten se muodostaa enemman sidoksia verrattuna HA:han. Schiff-
emas sidoksin koottu hydrogeeli kaksosissidoksineen on mekaanisesti vahvempi verrat-
tuna amidisidoksin ristisilloitettuun hydrogeeliin. Liséksi Schiff-emas reaktio mahdollistaa
tavanomaista ristisilloitusta nopeamman ristisilloituksen ja hydrogeelin paremman bio-

yhteensopivuuden ja mekaanisen vahvuuden.
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Kuva 11. a) KK(SLKL)3KK- ja AHA-molekyylien rakenteet b) AMP-HA-hydrogeelin ristisilloittami-
nen ja vapautuminen haavassa. Muokattu I&hteesta [20].

Schiff-emas sidokset katkeavat happamissa olosuhteissa. Kuvassa 11 b) esitetdan pH:n
muutoksen aiheuttama hydrogeelin hajoaminen. Talldin hydrogeeli hajoaa ja alkaa va-
pauttamaan AMP:itd pH:n muuttuessa, jolloin vapautuminen on tasaisempaa ja tapahtuu
vasta kohteessa. Esimerkiksi krooniset haavat ovat happamia ja niiden pH on noin 5,5.
Hydrogeelia testattiin 7,4 ja 5,5 pH:n ymparistossa ja jalkimmainen tuotti paremman an-
tibakteerisen vasteen. [20]
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Kaikki tassa esitellyt AMP-HA-hydrogeelit todettiin tehokkaiksi, laajakirjoisiksi ja bakteri-
sidiksi. Hydrogeeli, jossa kaytettiin Tet213:a, oli myds tehokas MRSA:aa vastaan [22].
Suoran antibakteerisen vaikutuksen lisaksi hydrogeelit lisdavat kollageenin kertymista
[19,22], angiogeneesia eli uusien verisuonien syntymista [22] ja epitelisaatiota eli uuden
ihon kasvamista [19,22]. Lisaksi AMP-HA-hydrogeelit ovat bioyhteensopivia [19,22], me-
kaanisesti vahvoja [20,22] seka biostabiilisia ja injektoitavia [20]. Haasteita AMP:ien
kayttddnottoon tuottavat valmistuskustannukset, myrkyllisyys suurina pitoisuuksina,
herkkyys proteolyysille, eli hajoamiselle entsyymien vaikutuksesta, ja siten stabiilisuus-

ongelmat [45].

4.2 Luonnolliset polymeerit

Antibakteerisissa hydrogeeleissa kaytetyt luonnolliset polymeerit ovat yleensa polysak-
karideja, kuten HA tai kitosaani tai polyamiineja, kuten e-polylysiini. HA:lla on useita hyvia
ominaisuuksia, kuten bioyhteensopivuus ja tulehduksen lievittdminen, mutta sen anti-
bakteeriset ominaisuudet ovat rajalliset. Siksi sita ristisilloitetaan yhdessa muiden poly-
meerien kanssa, joilla on parempia antibakteerisia ominaisuuksia. Talléin saadaan kun-

kin polymeerin parhaat ominaisuudet yhdistettya.
4.2.1 e-polylysiini

e-polylysiini (EPL) on polyamiini, joka koostuu useista lysiiniaminohapoista, jotka on yh-
distetty toisiinsa e-amino- ja a-karboksyyliryhmien valisilla peptidisidoksilla. EPL on luon-
nollinen polymeeri, ja sitd tuottavat tietyt Streptomyces-suvun bakteerit. EPL:n ami-
noryhma on positiivisesti varautunut vedessa, mika tekee EPL:sta antibakteerisen. Po-
sitiivisesti varautuneet kationiset aminoryhmat voivat elektrostatisesti adsorboitua bak-
teerin pinnalle ja aiheuttaa bakteerin soluseindn ulkokalvon irtoamisen. EPL tehoaa
my6s MRSA:aa vastaan [46]. EPL sietdd hyvin lampda ja on biohajoava seka helposti
muokattava. EPL:88 valmistetaan teollisesti mikrobeilla mutta se on viela kallista. [47]
Lisaksi EPL sitoo vetta, koska silla on hydrofiilinen primaarinen aminoryhma. Hydrogee-
lin kyky sitoa vetta on liitoksissa sen turpoamisominaisuuteen. Turvonneet hydrogeelit,
joilla on suuri huokoisuus, edistavat haavan paranemista. [15] EPL voi sdadella immuu-

nivasteita ja vahentaa sytokiinien maaraa ja siten edistda haavan paranemista [48].

Liu et al. [21] ristisilloittivat hapetettua HA:a (HA-CHO) ja EPL:44, johon on lisatty dopa-
miinia (EPL-Dopa). HA-CHO:n ja EPL-Dopa:n kaavakuvat esitetdan kuvassa 12 A) ja

HA/EPL-hydrogeelin ristisilloitus kuvassa 12 B). Hydrogeeli valmistettiin Schiff-emas re-
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aktiolla ja entsymaattisella katalyysireaktiolla. Schiff-emas reaktiossa EPL:n ami-
noryhma ja HA:n aldehydiryhma muodostivat asyylihydratsonisidoksen, joka on kesta-
vampi vedessa kuin tavallinen Schiff-emas sidos. Katalyysireaktio muodosti kovalentti-
sen sidoksen kahden EPL-Dopa:n valille. HA/EPL-hydrogeeli tappoi tehokkaasti (yli 90
%) niin S. aureus- kuin E. coli-bakteereja. Taman lisaksi hydrogeelissa oleva HA tehosti
haavan parantumista. Hydrogeelin ominaisuuksia, kuten turpoamisastetta, hajoamisno-
peutta ja kiinnittymisvahvuutta, pystyi sdatamaan helposti. Tutkimuksessa kaytettiin 10
ja 20 m-%:n EPL-pitoisuuksia. Naistd suurempi pitoisuus oli tehokkaampi mutta ei niin

suuri, etta se olisi ollut myrkyllinen.
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Kuva 12. A) Kaavakuva synteettisestd HA-CHO:sta ja EPL-Dopa:sta. B) HA/EPL-hydrogeelin
ristisilloitus. Muokattu lahteesta [21].

Salma-Ancane et al. [15] valmistivat HA/EPL-hydrogeelia kahdella eri tavalla, fysikaali-
sesti ja kemiallisesti ristisilloittamalla. Ristisilloitusta havainnollistetaan kuvassa 13. Hyd-
rogeeleja valmistettiin kolmella eri EPL-pitoisuudella, 40, 50 ja 60 m-%:lla. Fysikaalisesti
ristisilloitetut hydrogeelit tappoivat 99,999 % E. coli-bakteereista. Kemiallisesti ristisilloi-
tetuilla hydrogeeleilla teho oli huomattavasti heikompi, koska bakteereja tappavia EPL:n
vapaita aminoryhmia (NHF-ryhmia) on siind vdhemman. Kemiallisesti ristisilloitetussa
hydrogeelissa osa NHJ -ryhmistéa reagoi ja muodostaa amidisidoksia, joilla ei ole antibak-

teerista vaikutusta.



22

Huone- 4 @ : ® A
lampétila O

HA /e-PL
: 60

g-polylysine
(EPL)

Hyaluroni-
happo (HA)

Kuva 13. HA-EPL-hydrogeelin valmistusprosessi fysikaalisesti ja kemiallisesti ristisilloittamalla.
Fysikaalisessa ristisilloituksessa anionisen HA:n ja kationisen EPL:n valille muodostuu ionisidos.
Kemiallisessa ristisilloituksessa HA:n karboksyyliryhma ja EPL:n aminoryhma muodostavat ami-
disidoksen. Kumpaakin hydrogeelia valmistettiin kolmella eri massasuhteella. Muokattu Iahteesta

[15].
Havaittiin, ettd parhaimman antibakteerisen vaikutuksen tekevat yli 3,91 mg/mL:n EPL-
konsentraatiot olivat myrkyllisia. Hydrogeeleissa voi kayttdd myos pienempaa EPL-pitoi-
suutta, kuten esimerkiksi Liu et al. [21] tekivat, jolloin myrkyllisyys ei ole ongelma. Talldin
antibakteerinen vaikutus ei kuitenkaan ole yhta tehokas. Liséksi fysikaalisesti ristisilloi-
tetut hydrogeelit heikensivat solujen elinkelpoisuutta. Kemiallisesti ristisilloitettu hydro-

geeli olikin bioyhteensopivampi kuin fysikaalisesti ristisilloitettu hydrogeeli.

4.2.2 Kitosaani

Kitosaani on lineaarinen polysakkaridi, joka saadaan kitiinin deasetyloinnilla. Kitiinia
esiintyy luonnossa esimerkiksi ayridisten kuorissa. Kitosaani koostuu -(1—4)-sidoksin
littyneistd 2-asetamido-2-deoksi-B-D-glukopyranoosista ja 2-amino-2-deoksi--D-glu-
kopyranoosista. Kitosaanilla on paljon hyddyllisia ominaisuuksia, kuten biohajoavuus,
myrkyttomyys, bioyhteensopivuus ja kyky sitoa metalli-ioneja. Kitosaania on helppo ja
edullista valmistaa. Kitosaanin aminoryhmat protonoituvat happamassa ymparistdssa,
jolloin siita tulee kationinen. Uskotaan, ettad tama positiivinen varaus saa aikaan kitosaa-
nin antibakteerisen ominaisuuden. Positiivisesti varautunut kitosaani rikkoo negatiivisesti
varautuneen bakteerin solukalvon. [49] Teoria on sama kuin AMP:ien ja EPL:n kohdalla.

Kitosaanilla on anti-inflammatorisia ominaisuuksia ja se edistda kudosten uusiutumista.
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Kitosaanipohjaisia hydrogeeleja on tehty mutta HA:n kanssa sitd on yhdistetty viela
melko vahan. [50] Kitosaania voidaan lisata hydrogeeliin kemiallisella ristisilloituksella,
esimerkiksi Michael-additiolla [51] tai Schiff-emas reaktiolla [52], tai fysikaalisella risti-

sidonnalla [25].

Yang et al. [25] valmistivat ADQ-hydrogeelin monidynaamisella ristisidonnalla AHA:sta,
3,3'-ditiobis(propionyylihydratsidi):sta (DTP) ja kvaternaarisesta kitosaanista (quater-
nized chitosan, QAC). Kitosaanin kvaternisointi parantaa sen liukoisuutta veteen [53].
DTP:ta kaytettiin tukena ristisilloituksessa parantamaan hydrogeelin itsekorjautuvuutta
ja QAC:ta parantamaan antibakteerisia ominaisuuksia. QAC linkittyi AHA:aan ionisidok-

sella. lonisidos ja hydrogeelin muut sidokset esitetdan kuvassa 14.

'.,"‘

: <& N ‘-coo- ‘-N{CH,),‘
: XN :
/ ; ot v |
QAC ‘_,\\/‘_ P | g -CHO i -§-S-
Y X >
i ; “NH, -NH-NH,

My

K -neeHy,: -ooc-
& -CH=N-

f ,‘{.\.‘ J,’ -l R o -CH=N-NH-

ADQ-hydrogeeli

Kuva 14. ADQ-hydrogeelin muodostuminen. Kuvassa nakyvid sidoksia ovat Schiff-emas sidos,
hydratsonisidos, disulfidisidos ja ionisidos. Sidokset ovat reversiibeleja ja siten parantavat hydro-
geelin itsekorjautuvuutta. Muokattu 1ahteesta [25].

ADQ-hydrogeeli tappoi 100 % E. coli-bakteereista ja yli 75,9 % S. aureus-bakteereista
maljaviljelytekniikkaa kayttaen. AD-hydrogeelille vastaavat luvut olivat 97,9 % ja 46,8 %.
Kitosaanilla oli siis merkittdva vaikutus hydrogeelin antibakteerisuuteen, etenkin S.au-
reusta vastaan. Kitosaani tehoaa my6és MRSA:aa vastaan HA-hydrogeeleissa [54]. Li-
saksi hydrogeeli korjautui itsestdan hyvin nopeasti, vain tunnin kuluessa. Hydrogeeli oli
hyvin yhteensopiva isantasolujen kanssa. Hydrogeelin mekaanisia ominaisuuksia olisi

hyva parantaa, jos sita kaytetaan kehon lilkkkuvissa osissa, kuten rustossa.
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HA-hydrogeelia voi muokata kemiallisesti lisdamalla siihen antibakteerisia aineita tai

luonnollisia polymeereja. Edellisien lukujen pohjalta taulukossa 1 on listattu kemiallisten

muokkausten edut ja haasteet.

Taulukko 1. Kemiallisten muokkausten edut ja haasteet seka lahteet.

Muokkaus | Edut Haasteet Lahteet
Antibiootit | + tehoaa joihinkin resistentteihin bak- - antibioottiresistenttien bakteerien kehit- | [4,23]
teeri  kantoihin synergistisen vaiku- tyminen
tuksen avulla . . . .
- kohtalainen myrkyllisyys suurina pitoi-
+ tutkittu paljon suuksina
+ hyva kustannustehokkuus - ei paranna mekaanisia ominaisuuksia
tai lievita tulehdusta
- ei biohajoava
AgNP + tehoaa resistentteihin bakteerikantoi- | - suuri myrkyllisyys suurina pitoisuuksina | [14,37,10,38,39,35]
hin
- hapettuminen ja aggregaatio
+ parantaa hydrogeelin mekaanisia -, ) ) .
ominaisuuksia - kerdantyminen ja ymparistohaitat
+ lievittaa tulehdusta
+ tutkittu paljon
+ hyva kustannustehokkuus
ZnONP + tehoaa resistentteihin bakteerikantoi- | - kohtalainen myrkyllisyys suurina pitoi- [40,24,44]
hin suuksina
+ lievittaa tulehdusta ja edistaa veren - tarvitsee valoa happiradikaalien muo-
hyytymista dostamiseen
+ biohajoava - tutkittu vahan
+ erittdin hyva kustannustehokkuus - keraantyminen ja ymparistohaitat
AMP + tehoaa resistentteihin bakteerikantoi- | - suuri myrkyllisyys suurina pitoisuuksina | [3,19,22,20,55]
hin
- herkkyys proteolyysille ja stabiilisuus-
+ pH-kontrolloitu vapautuminen ongelmat
+ lievittaa tulehdusta ja edistda kudok- | - ei paranna mekaanisia ominaisuuksia
sen uusiutumista
- huono kustannustehokkuus
+ biohajoava . p s
- tutkittu vahan
EPL + tehoaa resistentteihin bakteerikantoi- | - suuri myrkyllisyys suurina pitoisuuksina | [15,47,21]
hin
- huono kustannustehokkuus
+ biohajoava . p s
- tutkittu vahan
+ sietda lampoa
+ lievittaa tulehdusta
+ mekaanisia ominaisuuksia helppo
saataa
Kitosaani + tehoaa resistentteihin bakteerikantoi- | - veteen huonosti liukeneva [49,25,53]
hin
- ei paranna mekaanisia ominaisuuksia
+ biohajoava
+ myrkyttdmyys
+ kustannustehokas
+ lievittéda tulehdusta
+ tutkittu paljon
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Selkeyden vuoksi ja vertailun helpottamiseksi taulukkoon 2 on koottu kemiallisten muok-

kausten tarkeimpia ominaisuuksia taulukon 1 pohjalta.

Taulukko 2. Kemiallisten muokkausten tarkeimpia ominaisuuksia. Vihrea tarkoittaa hyvaa omi-
naisuutta, keltainen kohtalaista ja punainen huonoa. Taulukko perustuu taulukon 1 lahteisiin.

Kemialli- Tehoaa re- Myrkyllisyys Bioha- Parantaa me- Lievittaa Tutkittu Kustannus-
nen sistentteihin suurina pitoi- | joava kaanisia omi- tulehdusta | HA-hydro- | tehokkuus
muokkaus | kantoihin suuksina naisuuksia geeleissa

Antibiootit | Joskus Kohtalainen Ei Ei Ei Paljon Hyva

AgNP Kylla Suuri Ei Paljon Paljon Paljon Hyva
ZnONP Kylla Kohtalainen Kylla Paljon Paljon Vahan Erittain hyva
AMP Kylla Suuri Kylla Ei Paljon Vahan Huono

EPL Kylla Suuri Kylla Paljon Paljon Vahan Huono
Kitosaani Kylla Ei Kylla Ei Paljon Paljon Erittéin hyva

Antibiootit ovat yleisimmin tutkittuja ja kaytettyja antibakteerisia aineita, mutta niiden suu-
rimpana haasteena on lisaantyva antibioottiresistenssi. Muut tutkitut antibakteeriset ai-
neet ovat osoittautuneet tehokkaiksi ainakin yhta antibioottiresistenttia bakteeria vas-
taan, erityisesti MRSA:aa. Eri antibakteeristen aineiden tehokkuutta on kuitenkin vaikea
vertailla, silla tutkimuksissa kaytetyt menetelmat ja testattavat bakteerikannat vaihtele-
vat. Kaikki tdssa tarkastellut aineet ovat kuitenkin osoittaneet antibakteerista aktiivi-

suutta, joko bakteerikasvuston hillitsemisena in vitro tai haavamalleissa.

Yleisin haaste antibakteerisissa aineissa on niiden myrkyllisyys suurina pitoisuuksina.
Ainoastaan kitosaani on taysin myrkytdn [49]. AgNP:t, AMP:t ja EPL ovat erittdin myrkyl-
lisid suurina pitoisuuksina. Antibiootit ja ZnONP:t ovat hieman vahemman myrkyllisia.
Metallinanopartikkeleihin liittyy vield erityinen haaste, silla ne keraantyvat ekosystee-
meissa, mika voi aiheuttaa ymparistohaittoja [35]. Lisaksi antibiootit ja AgNP:t eivat ole

biohajoavia, mika lisda niiden myrkyllisyyshaittoja.

Antibakteeriset aineet parantavat hydrogeelin mekaanisia ominaisuuksia, lukuunotta-
matta antibiootteja, AMP:ita ja kitosaania. Muut kuin antibiootit lievittavat myos tuleh-
dusta haavassa. Kitosaanilla ja ZnO:lla on puolestaan paras kustannustehokkuus. Anti-
bioottien ja AgNP:iden kustannustehokkuus on hyva. AMP:n ja EPL:n valmistuskustan-
nukset ovat suuret. Antibiootit, AGNP:t ja kitosaani ovat eniten tutkittuja antibakteerisia

aineita. Muita on tutkittu viela melko vahan HA-hydrogeeleissa.

Antibiootit ovat paljon kaytetty antibakteerinen aine, mutta antibioottiresistanssin lisaan-

tymisen takia niiden kayttda on vahennettava. Antibioottien ominaisuudet ovat muuten-
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kin heikommat verrattuna muihin aineisiin. AgQNP:t ovat erittdin tehokkaita ja laajasti tut-
kittuja, mutta niiden suurimmat haasteet liittyvat myrkyllisyyteen seka kertymiseen ihmis-
kehoon ja ymparistédn. ZnONP:t ovat vahemman myrkyllisia kuin AgNP:t mutta niiden
antibakteerinen teho on heikompi ja lisdksi niita on tutkittu viela melko vahan. ZnONP:illa
on kuitenkin mielenkiintoinen ominaisuus, silla niiden teho paranee UV-valon vaikutuk-
sesta [24]. Tama voi olla haaste syvalle kudoksiin kohdistuvassa kaytéssa mutta myoés

hyddyllinen ominaisuus valokontrolloidussa ladkehoidossa.

AMP:t vaikuttavat lupaavilta, mutta niidenkin myrkyllisyys on haaste. Lisaksi niiden kus-
tannustehokkuus on huono, mika johtuu osin siita, ettei niita ole tutkittu vield paljon. Toi-
saalta AMP:itd on lukuisia erilaisia, joten tulevaisuudessa niista voi I0ytya erityisen te-
hokkaita ja turvallisia yhdisteita. Lisaksi AMP:ien ristisilloitus mahdollistaa pH-kontrol-
loidun vapautumisen, mika tarkentaa AMP:ien kohdentamista [20]. EPL:ll& on samoja
haasteita AMP:ien kanssa mutta EPL:n etuna on sen kyky parantaa hydrogeelin mekaa-

nisia ominaisuuksia.

Kitosaani nayttaisi taulukon 2 mukaan parhaalta vaihtoehdolta, erityisesti koska se on
myrkyton ja kustannustehokas. Kitosaani kuitenkin heikentda HA-hydrogeelin mekaani-
sia ominaisuuksia, joten sen kayttdmahdollisuudet ovat rajallisemmat. Lopulta onkin
mahdotonta nimeta yhta parasta antibakteerista muokkausta, silla kaikilla tarkastelluilla
yhdisteilla on seka vahvuuksia etta heikkouksia. Eri aineet voivat sopia eri kayttotarkoi-
tuksiin ja yhdistelemalla eri aineita voidaan saada muodostettua parempia HA-hydrogee-
leja. Ainoastaan antibioottien kaytt6a on syyta vahentaa antibioottiresistenssin kasvun
vuoksi. Antibioottien ominaisuudet ovat muutenkin heikommat verrattuna muihin muok-

kauksiin.
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5. ANTIBAKTEERISTEN HA-HYDROGEELIEN SO-
VELLUKSIA

Antibakteerisia HA-hydrogeeleja voidaan kayttaa useissa laaketieteellisissa sovelluk-
sissa, kuten haavanhoidossa [17], kudosteknologioissa [17,56], ihonhoidossa [17], ham-
maslaaketieteessa [56] ja lddkeaineen kuljetuksessa [56]. HA-hydrogeelien antibaktee-
risuutta on tutkittu eniten haavanhoidossa, jossa se on kriittinen ominaisuus. HA-hydro-
geelit ovat erityisen hyvia vaihtoehtoja, kun hoidetaan vaikeahoitoisia diabeetikkojen
kroonisia haavoja [52] seka merivedelle altistuvia haavoja [57]. Kudosteknologioissa HA-
hydrogeelista tehdaan tukirakenteita, jotka laitetaan vaurioituneeseen kudokseen. Tuki-
rakenteet edistavat uuden kudoksen kasvua ja uusi kudos korvaa vahitellen tukiraken-
teen. Tukirakenteita voidaan kayttaa esimerkiksi ihossa, hermoissa, aivoissa, veri-
suonissa, luissa, rustossa, lihaksissa ja hampaissa. Tukirakenteen tulee olla myos anti-
bakteerinen, jotta kudos ei tulehdu. [56] Antibakteerisia HA-hydrogeeleja voidaan hyo-
dyntda myds implanttien seka laaketieteellisten valineiden kuten katetrien pinnoilla,

jossa ne ehkaisevat bakteerien kasvua [58].

Annostelukohdan sijainti vaikuttaa oleellisesti antibakteeristen aineiden ja ristisilloitusta-
van valintaan. Esimerkiksi liikkuvissa osissa, kuten nivelissa ja rustossa hydrogeelin me-
kaaninen vahvuus ja itsekorjautuvuus ovat tarkeitd ominaisuuksia [3]. Kehon sisalla, ku-
ten verisuonissa tai hermoissa, antibakteerisen aineen epatasainen vapautuminen ja
myrkyllisyys ovat usein vaarallisempia kuin esimerkiksi ihon- tai haavanhoidossa. Erilai-
sia antibakteerisia HA-hydrogeeleja voidaan tehda paljon yhdistelemalla erilaisia kemi-
allisia muokkauksia, jolloin saadaan hyédynnettyd kunkin aineen parhaita ominaisuuk-

sia. Esimerkiksi gentamisiinia ja kitosaania voidaan yhdistaa [23].

Taulukosta 2 voidaan havaita, ettd HA-hydrogeeleilla on useita haasteita. Lahes kaikki
antibakteeriset aineet ovat myrkyllisia suurina pitoisuuksina, jolloin niiden annostelun ja
vapautumisen taytyy olla tarkkaan optimoitua. Hydrogeelien suunnittelussa suurimpia
haasteita onkin antibakteerisen tehokkuuden ja myrkyllisyyden tasapainottaminen [3].
Fysikaalisesti ristisilloitettu hydrogeeli vapauttaa antibakteerisen aineen nopeammin
kuin kemiallisesti ristisilloitettu. Usein fysikaalisesti ristisilloitettu hydrogeeli onkin tehok-
kaampi bakteereja vastaan mutta sen vaikutusaika on lyhyempi. Kemiallisesti ristisilloi-
tetun hydrogeelin antibakteerinen vaikutusaika on puolestaan pidempi ja heikompi,
mutta hydrogeeli on turvallisempi ja mekaanisesti vahvempi. Kemiallisessa ristisilloituk-
sessa tarvitaan usein myrkyllisid reaktion kaynnistajia tai kemiallisia katalyytteja, joten

fysikaalista ristisilloitusta kannattaa suosia, jos se toimii sovelluksessa.
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Hydrogeelien myrkyllisyyden arviointi on haastavaa useiden muuttujien takia. Mahdol-
lista sytotoksisuutta arvioidaan yleisimmin standardin ISO 10993-5: 2009 (Biological
evaluation of medical devices — Part 5: Tests for in vitro cytotoxicity) mukaisesti [59].
Standardin mukaan materiaali luokitellaan sytotoksiseksi, jos solujen elinkyky heikkenee
yli 30 % verrattuna kontrolliin. Standardi on kuitenkin vain suuntaa antava, silla solulinjan

valinta, uuttomenetelma ja inkubaatioaika ovat testaajan itse valittavissa. [60]

Kuten taulukosta 2 nakee, erilaisia kemiallisia muokkauksia on tutkittu HA-hydrogee-
leissa vaihtelevasti. Etenkin ZnONP:n, AMP:ien ja EPL:n kohdalla lisaa tutkimusta tarvi-
taan. Lisaksi antibakteerisia hydrogeeleja on tutkittu 1&hinna terveilla ja nuorilla hiirilla,
joten ei tiedeta, miten hydrogeelit toimivat vanhoilla tai sairailla elaimilla. Pienten eldinten
haavojen paraneminen eroaa myods ihmisten haavoista, minka vuoksi hydrogeeleja olisi
syyta testata enemman ihmisilla. Lisdksi monissa tutkimuksissa todetaan, ettd hydro-
geelit ovat bioyhteensopivia, vaikka hydrogeelien turvallisuutta on tutkittu vain lyhyella
aikavalilla. Monet antibakteeriset aineet voivat kertya elimistéén tai ekosysteemeihin ja

aiheuttaa siten haittaa pitkalla aikavalilla.

Antibakteeristen HA-hydrogeelien kayttdonotossa on myos haasteita. Hydrogeelit ovat
alttiita hajoamiselle kuljetuksessa ja varastoinnissa, jolloin niiden rakenne voi vaurioitua
ja laakeaine paasta vuotamaan [3]. Lisaksi, kuten taulukosta 2 voi havaita, huono kus-
tannustehokkuus rajoittaa uusien muokkausten tuotekehitysta ja kayttdonottoa. Talla
hetkellda HA-hydrogeeleja on kaupallistettu vasta 1ahinna ilman antibakteerisia muok-
kauksia [3]. Pitkalla aikavalilla ja suuressa kaytdssa bakteerit voivat kehittaa resistenssia
joillekin uusillekin aineille, kuten AgNP:ille [61]. Siksi on tarkeaa tutkia ja kehittaa useita
erilaisia antibakteerisia HA-hydrogeeleja, jotta kayttdon jad vaihtoehtoja mahdollisten

haasteiden, kuten resistenssin kehittymisen, varalta.

Antibakteeriset HA-hydrogeelit ovat haasteistaan huolimatta lupaavia monissa lagketie-
teellisissa sovelluksissa, erityisesti antibioottiresistenttien bakteerikantojen torjunnassa.
Niiden hallittu ja pitkdkestoinen vapautuminen, paikallinen annostelu seka pH:n tai valon
avulla stimuloitava vapautus tekevat niista perinteisia antibiootteja tehokkaampia ja tar-
kemmin kohdistuvia. Lisaksi niiden parempi mekaaninen lujuus ja bioyhteensopivuus tu-

kevat kaytt6a muun muassa haavanhoidossa ja tukirakenteissa. [62]
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6. JOHTOPAATOKSET

Taman kirjallisuuskatsauksen tavoitteena oli tutkia, miten HA-hydrogeeleja voidaan ke-
miallisesti muokata antibakteeristen ominaisuuksien parantamiseksi. Tydssa pohdittiin
myos, mita etuja ja haasteita erilaisilla kemiallisilla muokkauksilla on. Taman avulla ver-
tailtiin erilaisia kemiallisia muokkauksia. Tydssa tutkittin antibiootteja, AgNP:ta,
ZnONP:ita, AMP:ita, kitosaania ja EPL:a.

Antibiootteja on tutkittu ja kaytetty paljon HA-hydrogeeleissa ja niilla onkin hyva kustan-
nustehokkuus. Ne ovat kuitenkin huonoin vaihtoehto tutkituista muokkauksista lukuisista
eri syistd. Antibioottiresistenssin takia ne eivat tehoa kaikkiin bakteerikantoihin ja niiden
kayttda tulisi valttaa, jotta antibioottiresistenssi ei kasvaisi. Antibioottien muutkin ominai-
suudet ovat heikot. Ne eivat paranna hydrogeelin mekaanisia ominaisuuksia tai lievita
tulehdusta. Lisaksi ne ovat melko myrkyllisia suurina pitoisuuksina eivatka ole biohajoa-

via.

Antibioottien lisaksi AgNP:ita on kaytettty HA-hydrogeeleissa paljon. Ne ovatkin hyvin
tutkittuja ja kustannustehokkaita. AgNP:t tehoavat resistentteihin bakteerikantoihin, lie-
vittavat tulehdusta ja parantavat hydrogeelin mekaanisia ominaisuuksia. Niiden haas-
teena on kuitenkin niiden myrkyllisyys suurina pitoisuuksina. Myrkyllisyyden haittoja lisda
se, ettd ne keraantyvat elimistdoon ja ekosysteemeihin ja voivat nain aiheuttaa pidempi-

aikaista haittaa.

ZnONP:t ovat viela melko tuore mutta lupaava tutkimuskohde HA-hydrogeeleissa. Ne
tehoavat resistentteihin bakteerikantoihin ja niillda on erittdin hyva kustannustehokkuus.
ZnONP:t lievittavat tulehdusta, edistavat veren hyytymista ja parantavat hydrogeelin me-
kaanisia ominaisuuksia. Ne ovat biohajoavia ja AgNP:eihin verrattuna ne ovat hieman
vahemman myrkyllisia. ZnONP:t tarvitsevat kuitenkin UV-valoa antibakteerisen vaikutuk-
sen maksimoimiseksi. Sovelluskohteen mukaan tama voi olla joko mielenkiintoinen tai

haastava ominaisuus.

AMP:ita on tutkittu vield melko vahan ja niilld on huono kustannustehokkuus. Ne tehoa-
vat hyvin resistentteihin bakteerikantoihin, lievittavat tulehdusta ja edistavat kudoksen
uusiutumista. AMP:t ovat myrkyllisia suurina pitoisuuksina, niilld on haasteita stabiilisuu-
den kanssa eivatka ne paranna hydrogeelin mekaanisia ominaisuuksia. AMP:illa on kui-
tenkin ainutlaatuinen ominaisuus, silla ristisilloitettuna ne voivat vapautua pH:n muutok-
sesta. Lisaksi AMP:ita on useita erilaisia, joten niista voi loytya viela paremmat ominai-

suudet omaavia yhdisteita.
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EPL:lla on paljon samoja ominaisuuksia AMP:ien kanssa. Kuten AMP:t, EPL:33 on tut-
kittu viela vahan ja silla on huono kustannustehokkuus. Lisaksi se tehoaa resistentteihin
bakteerikantoihin ja lievittda tulehdusta. EPL omaa kuitenkin erittain hyvat mekaaniset
ominaisuudet, joita on helppo saataa. Se myds sietda l[Ampoa. Kuten monet muutkin
muokkaukset, EPL on myrkyllinen suurina pitoisuuksina, mika vaikeuttaa sen turvallista

kayttoa.

Kitosaani on ainoa tutkituista muokkauksista, joka on myrkyton suurinakin pitoisuuksina.
Sillda on muutenkin erinomaiset ominaisuudet, silla se tehoaa resistentteihin bakteerikan-
toihin, lievittda tulehdusta ja on biohajoava. Kitosaania on myos tutkittu paljon ja sen
valmistus on kustannustehokasta. Kitosaani kuitenkin heikentda hydrogeelin mekaanisia

ominaisuuksia, mika rajoittaa sen kayttomahdollisuuksia.

Kaikilla kemiallisilla muokkauksilla on etuja ja haasteita ja on mahdotonta nimeta yhta
parasta muokkausta. Eri muokkaukset voivat sopia eri kayttétarkoituksiin, kuten haavan-
hoitoon, kudosteknologiaan ja infektioiden ehkaisyyn. Lisaksi eri aineita yhdistelemalla
voidaan saada muodostettua parempia HA-hydrogeeleja. Ainoastaan antibioottien kayt-
téa on syyta tarkastella kriittisesti antibioottiresistenssin kasvun vuoksi. Antibioottien

muutkin ominaisuudet ovat huomattavasti heikommat muihin vaihtoehtoihin verrattuna.

Suurin haaste antibakteeristen HA-hydrogeelien kehityksessa on tehokkuuden ja myr-
kyllisyyden tasapainottaminen. Lisaksi kustannustehokkuus vaikuttaa ratkaisevasti sii-
hen, mitkd muokkaukset voidaan lopulta kaupallistaa. Turvallisuuden ja taloudellisen to-
teutettavuuden parantamiseksi tarvitaan lisaa tutkimusta, erityisesti pitkaaikaisessa kay-
tossa ja ihmisilla. Ajan myo6ta selviaa, mitka kemialliset muokkaukset osoittautuvat kay-
tannossa toimiviksi ja markkinoille soveltuviksi. Kokonaisuudessaan antibakteeriset HA-
hydrogeelit edustavat lupaavaa uutta lahestymistapaa antibakteeristen materiaalien ke-

hityksessa.
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