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A fogaszatban alkalmazhaté keresztkotott hialuronsav alapu
hidrogélrendszerek szintézise és hatéanyag leadasanak vizsgalata
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A hialuronsav bioldgiai lebonthatésagat, biokompatibilitasat kiaknazva a hialuronsav alapu rendszerek alkalmazasa egy-
re nagyobb teret kap a fogaszatban is. A célzott hatdanyagszallitds megvaldsitasara az egyik legelterjedtebb eljaras
a biopolimerek keresztkdtése. Jelen munka célja olyan hialuronsavbazisu rendszerek el6allitasa és vizsgalata, amelyek
a fogaszatban is alkalmazhatd hatéanyag-leadd rendszerek alapjaul szolgalhatnak. A kilénb6z6 aranyban (25, 50, 75,
100%) térhalositott szerkezetek kialakitasa a hialuronsav és a 2,2’ (etiléndioxi)bisz(etilamin) kondenzacids reakcidjaval,
karbodiimid felhasznalasaval tortént. A részecskék méretének meghatarozasakor a dinamikus lézer fényszéras fotomet-
riai (DLS) mérések eredményeként megallapithatd, hogy mind a négy maédositott polimer trimodalis méreteloszlast mu-
tatott, tovabba, hogy a mdodositas aranyanak névekedésével a részecskék mérete csdkkent. A transzmisszios elektron-
mikroszkopos (TEM) felvételek szintén alatdmasztjak ezen eredményeket. A keresztkétdtt szarmazékok hatdéanyagleado
tulajdonsaganak jellemzése fotometrias méréstechnikval tortént, modellvegylletként metilénkéket alkalmazva. Eredmé-
nyeink azt bizonyitottak, hogy a keresztkétd agens aranyanak névelésével a hatéanyag kioldédasanak sebessége ndvek-
szik, amely a tovabbi kisérletekben egy Uj injektalhatd hatéanyag-kibocsatd rendszer fejlesztésének alapjat képezheti.
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Bevezetés

A hidrogéleket, természetes vagy szintetikus alapu po-
limereket nagy vizfelvev6 képességiiknek kdszdénhets-
en széles kdrben sikeresen alkalmazzak a regenerativ
orvoslasban [8, 10]. Az eImult években az injektalhaté
hidrogélek megjelenésével terapias lehetéség adodott
antimikrobidlis hatasu szerek, bioaktiv molekulak kont-
rollalt felszabaditasara és sejtek célzott alkalmazasa-
ra [1, 14]. A parodontalis megbetegedések kezelésé-
ben kiléndsen fontos lehet az antimikrobidlis hatasu
szerek célzott és kontrollalt hatasanak szerepe, me-
lyet hidrogélek segitségével optimalizahatunk. Szamos
szisztémasan és lokalisan alkalmazott antimikrobialis
terapias protokollt dolgoztak ki, de a szisztémas anti-
mikrobidlis kezelés egyes esetekben nem képes elérni
a hatékony minimalis hatéanyag-koncentraciot a plaz-
maban, példaul a korlatozott vérellatas miatt [20]. Szik-
séges volt a klinikai gyakorlatba bevezetni szamos
antifungalis szert is, igy példaul az ujabb generacios
azolokat és az echinocandinokat, mert a Candida fajok
24]. A biztonsagos terapia érdekében nagyon fontos
ezen anyagok megfelel6 gatlo koncentracidjanak pon-
tos meghatarozasa és célba juttatasa [15]. Ezenkiviil
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egyre nagyobb jelent6séglk van a hidrogéllel alkotott
kalcium-foszfat (Ca,(PO4),) kompozitoknak, melyek nem-
csak a csontregeneraciora hatnak el6nyésen, hanem
a gél mechanikai tulajdonsagait is javithatjak, és egy-
ben a szbvetrések kit6ltésével dGnmagukban képesek
haromdimenzids halézatot (3-D) kialakitani, ezzel a kilil-
tetett sejtek szamara tamasztékul is szolgalhatnak [12—
14]. A regenerativ endodonciaban lehet6vé valhat in-
jektalhatd hidrogélekben a fogbél eredetli 6ssejtek szal-
lithatdsaganak megvaldsitasa [15—16]. Matrixként tor-
téné alkalmazéasa, példaul névekedési faktorok (stroma
eredet(i névekedési faktor alfa-1 (SDF-1a), fibroblaszt
ndvekedési faktor (FGF), és az odontogén, valamint
a szoveti differencidlédas serkentésére alkalmas kulcs-
fontossagu csont morfogenetikus proteinek: BMP-2,
BMP-7) szdllitasara ad lehet6séget, amely a dentin-fog-
bél komplex regeneralasanak elésegitésére nyujthat ha-
tékony megoldast [17-21].

A leggyakrabban hasznalt szintetikus polietilén-glikol
(PEG) alapu hidrogélekkel szemben a természetes no-
vényi (alga) vagy allati eredet( hidrogélek elényei ko-
zé tartozik az in vivo eredet, illetve, hogy napjainkban
mar ezek is elérhet aron és nagy mennyiségben all-
nak rendelkezésre. Bioldgiai karakterikb6l adédodan to-
vabbi elénylk, hogy nagy hasonldsagot mutatnak a na-

DOI https://doi.org/10.33891/FSZ.110.3.82-87


https://doi.org/10.33891/FSZ.110.3.82-87

tiv extracellularis matrixhoz (ECM), illetve sem maguk,
sem bomlastermékeik nem toxikusak és nem valtanak
ki gyulladasos valaszreakciokat a szervezetben [17].
Felhasznalasi terileteik kdz6tt jelentés szerepet kap
a sejtek vagy hatéanyagok szallitasa, illetve ezeknek az
alkalmazas terlletén t6rténd szabalyozott kibocsatasa.
Ennek egyik legegyszer(ibb esete, amikor a hatéanya-
got egyenletesen eloszlatva belekeverik a kontrollalt
leadast végz6 hidrogél matrixba. Az eloszlatott mole-
kulak felszabadulasanak sebessége és a hidrogélek
fizikai paraméterei befolyasolhatok, a keresztkétések
aranyaval, a felhasznalt keresztkdt6-anyagok, aktivaci-
0s agensek mennyiségével, esetleg a kialakitott anyag
poérusméretének bedllitasaval az igényekhez igazitha-
tok. A szabalyozott hatbanyag-leadasra képes rendsze-
rekkel elérhet6 a hatéanyag jelentétének elnyujtasa és
lokalis koncentracidjanak szabalyozasa. Ezen rendsze-
rek megfelelé védelmet biztosithatnak a tarolt hatéanyag
inaktivalédasa ellen, amely allanddan jelenlévé nehéz-
ség bioldgiai rendszerekben.

A természetes polimerek kdz(l a hialuronsav (HA) az
egyik legintenzivebben kutatott poliszacharid, amely az
ECM egyik f6 komponense a bdérben, a porcszdvetben,
és egyeéb szervekben is fellelhet6. Az ECM természetes
makromolekularis komponenseként biokompatibilis és
tébb koétéhelyet is tartalmaz adhézids molekulak sza-
mara. A HA fontos szerepet jatszik a sebgyogyulas-
ban, a regeneracidban [7], és az embrionadlis 8ssejtek
ja [13]. A HA-oldat ugyanakkor szokatlanul magas visz-
kozitasu és felileti feszlltség(, igy még alacsony kon-
centracio mellett is nehézkessé teszi az alkalmazasat.
A polimer oldat viszkozitasa csdkkentésének egyik leg-
kézenfekv6bb mddja a hialuronsav térhaldsitasa, melyet
két vagy tobbfunkcids keresztk6td molekulak alkalma-
zasaval, kémiai kotések kialakitasaval érhetlink el [2-5].
A modositasok soran fontos térekedni arra, hogy az U,
elényds tulajdonsagok kialakitasat kbvetéen a szinteti-
zalt terméknek megmaradjon a bioldgiai aktivitasa, és
tovabbra se valtson ki immunreakciot.

Az optimalisan kialakitott HA-alapu gélek igéretes
matrixként szolgalhatnak hatéanyagok célba juttata-
sara. Fogaszati mitéteket kdvetben kialakult sebekre,
illetve erek mellé helyezve alkalmazhaték kilénb6z6
gyogyszermolekulak bejuttatasara [6, 9, 11]. Ezen munka
célja olyan kiilénb6z8 mértékben keresztk6tott hialu-
ronsav-diamin (HADA) rendszerek el6allitasa és vizs-
galata, amelyek a jov6ben akombinalt, a fogaszat te-
riletén is alkalmazhaté hatéanyag-leadd rendszerek
fejlesztésének alapjat képezhetik.

Anyagok és moédszerek
A szintézis soran felhasznalt anyagok: hialuronsav Na-

séja (HA-Na, Mw = 1,63 x 10° kDa), 2,2’(etiléndioxi)bisz
(etilamin) (DA, Mw = 148,20 Da), 1-[3-(dimetil amino)pro-
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pil]-3-etil karbodiimid metil jodid (EDC, Mw = 191,70 Da),
1-hidroxibenzotriazol (HOBt, Mw = 135,12 Da). A kioldo-
dasvizsgalatok soran modellvegyiletként metilénké-
ket (MK) alkalmaztunk. Minden vegyszer a Sigma-
Aldrich Kft.-t6l (St. Louis, Egyesilt Allamok) kerilt
beszerzésre.

Hialuronsav térhaldsitasa
2,2’(etiléndioxi)bisz(etilamin)-nal

A Kkilénb6z6 mértékben térhaldsitott HA eléallitasahoz
DA-t alkalmaztunk keresztkét6ként. A reakcidkat vizes
kézegben, vizoldhaté karbodiimid (karboxilcsoport ak-
tivalasa) és benztriazol (racemizaciod elkerllése) reak-
tansok jelenlétében végeztik 2,5 mg/ml kiindulasi po-
limer-koncentracio alkalmazasaval, a pH-t 5,5 értékre
bedllitva, 24 6ra reakcididét alkalmazva.

1. abra: A hialuronsav (HA)
2,2'(etiléndioxi)bisz(etilamin)-nal (DA) t6rténd
térhalésitdsanak mechanizmusa

A térhaldsitasi reakcio paraméterei (az EDC, HOBt és
a DA koncentraciok, illetve a keresztkbtési arany) az
1. tablazatban szerepl6 adatok szerint kertiltek kialaki-
tasra. A HADA25/50/75/100 harmas jelélésd rovidités-
ben, a HA kezd6bet(ik a hialuronsavat, az azt kéveto
DA betiik a diamint jel6lik, mig a szam az elméleti ke-
resztkotési ratara utal.

Az el nem reagalt komponensek Vivaflow membran-
szlrbvel (100 kDa PES) (Sartorius, Géttingen, Német-
orszag) kerlltek eltavolitasra. A szilard anyag kinye-
rése liofilizalassal (Christ Alpha 1-2 LD, Martin Christ
Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Osterode am Harz,
Németorszag) tértént.
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1. tablazat
A hialuronsav térhaldsitasi reakcidinak fé paraméterei.
Hialuronsav (mg) eSS Diamin (ul) | EDC (mg) | HOBt (mg) | Jelélés
9| sztéchiometriai mértéke (%) H 9 9
500 25 24 32 22 HADA25
500 50 48 64 44 HADA50
500 75 72 96 66 HADA75
500 100 96 128 88 HADA100

Térhdlositott hialuronsav-szdrmazekok jellemzése

A térhalés HA-szarmazékok szerkezetének megallapi-
tasa '3C magneses magrezonancia ('*C-NMR) (Bruker
500SY, Bruker Daltonic GmbH, Németorszag) spekt-
roszképiai mérések segitségével tortént. Az NMR-mé-
résekhez oldoszerként deutérium-oxidot (D,0) hasz-
naltunk. Referenciaanyagként tetra-metil-szilant (TMS)
(6 = 0 ppm) alkalmaztunk, a vizsgalt minta kémiai el-
tolodas (O) értékei ennek a jeléhez lettek viszonyitva.

A polimer részecskék hidrodinamikai atméréjének
meghatarozasa dinamikus fényszdéras (DLS, Dinamic
Light Scattering) (BI-200SM, Brookhaven Instruments
Corporation, New York, Egyesiilt Allamok) fotométer-
rel tortént. A hidrodinamikai atmér6t foton korrelacios
spektroszképia (PSC, Photon Correlation Spetrocsopy)
elvén mértik és a Stokes-Einstein egyenlettel szamol-
tunk:

d(H) = kT/3wuD,
ahol: d(H) = hidrodinamikai atméré,
D = transzlacios diffuzids egytthato,
k = Boltzmann allando, T = hémérséklet
és J = viszkozitas.

A mérési eredmények értékelése az NNLS (non neg-
ative constrained least squares/legkisebb négyzetek)
maddszerrel tortént.A szilard allapotu részecskék mére-
tének és morfologiajanak meghatarozasa transzmisz-
szios elektronmikroszkoppal (TEM) (JEOL 2000 FX-II,
Jeol Ltd., Akishima, Japan) készitett felvételek alap-
jan tértént. A mintak vizsgalata szénréteggel bevont
G2400C tipusu rézhaldn tortént, a gyorsitofesziltség
80 kV volt.

Az in vitro kioldddasi dinamika tanulmanyozasara mo-
dellvegytiletként a széles korben alkalmazott MK-et hasz-
naltuk. A vizsgalat 12 lyuku platebe helyezett, 0,4 um
porusméretl, PET sejttenyésztd betétben (Millicell,
Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag), folyamatos
razatas (100 RPM) mellett (NB-205 sikrazé inkubator,
N-Biotek Co., Ltd., Gyeonggi-do, South Korea) szoba-
hémérsékleten, 6tnapos vizsgalati periddus meghata-
rozasaval valosult meg. El6szér az 1 mg/ml-es MK-
oldatot készitettik el, majd az 1 m/m%-os géloldatokat
(HA, HADA25/50/75/100) a MK-et tartalmaz6 oldat fel-
hasznalasaval, 10 m/m%-os MK koncentraciot kalkulal-
va az egyes gélekre, majd minden betétbe 10 mg minta
kerlilt bemérésre. A MK leadasanak nyomon kévetéseé-
re spektrofotometrias modszert (Hidex, Turku, Finnor-

szag) alkalmaztunk. Oldészerként/ duzzasztdszerként
és kioldokozegként (2 ml) ioncserélt vizet hasznaltunk.
Minden mintavételi pontban a teljes kioldokdzeg lecse-
rélésre kerllt. A spektrofotometridas mérés 661 nm-en
tortént.

Eredmények

Az el6allitott anyagok vizsgalatai azt mutattak, hogy si-
kerult kiilébnb6z6 mértékben térhaldsitott hialuronsav-
szarmazékokat Iétrehozni. Térhaldsitoként egy hosszabb
szénlancu diamint valasztottunk, mellyel a térhaldsitas
mértékének a ndvelését kivantuk elésegiteni, illetve a
reakcié szamitott (sztéchiometriai) és valés mértékének
a kbzelitését. A térhaldsitas soran a HA karboxilcso-
portjai reagalnak a térhaldsité DA amino-csoportjaival
kovalens savamid/peptid kdtést képezve. A szintézist
karbodiimid és benztriazol aktivalé agensekkel egészi-
tettik ki. A keletkezé térhalds szerkezet tanulmanyo-
zdsa NMR spektroszkopiaval tortént. A HA és a 100%-
ban térhalositott nanorészecske (HADA100) '3C-NMR
spektrumainak 6sszehasonlitasa soran a kémiai jelek
eltolédasa, valamint a keresztk6td diaminra jellemz§ je-
lek j6l azonosithatok. A térhaldsitott szarmazék spekt-
rumaban megjelend, a diaminra jellemzé kémiai eltold-
dasok (d = 67,54 (C1), 5 =70,33 (C2), d = 40,04 (C3))

2. dbra: A hialuronsav (HA)
és az elméletileg 100%-ban keresztkététt hialuronsav (HADA100)
3C-NMR spektrumainak ¢sszehasonlitasa
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2. tablazat

A térhalds hialuronsav-részecskék effektiv hidrodinamikai atmérdi

Térhalositas mértéke (%) | 1. csucs (nm) | 2. esucs (nm) | 3. csutcs (nm)
25 195+ 25 585 + 40 1730 = 65
50 146 + 20 350 + 25 1458 + 80
75 108 + 10 254 + 20 1026 + 70
100 74 +15 126 + 15 785 + 65
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bizonyitjak a reakcié sikeres végbemenetelét. Ez mu-
tatja, hogy a peptidszintézisek révén ismertté valt tech-

nika hatékonyan alkalmazhaté a HA médositasara, tér-
héalésitasara is.

DLS eredmények

A térhalds nanorészecskék hidrodinamikai atméréjét
fényszoras fotometriaval hataroztuk meg vizes kdzeg-
ben, pH = 7,0 és 100 pyg/ml koncentracié mellett. Az
eredmények a 2. tablazatban keriltek bemutatasra.

A fényszoras fotometriai mérési eredmények a ke-
resztkotott HA részecskék trimodalis eloszlasat mutat-
jak. A HA keresztkotései, intra- és intermolekularis kap-
csolodasi lehet6ségeket eredményezhettek, igy a HADA
részecskék egy része kisméretd, kilonalld részecskékkeé
formalddhattak, ugyanakkor nagyobb részecskék kelet-
kezésére is lehet6ség nyilhatott. Mindemellett nagyobb
részecskék aggregacio kdvetkeztében is keletkezhet-
tek, masodlagos kot6éerdk, illetve intermolekularis kol-

csOnhatasok kdvetkeztében. Mivel a reakcidelegy nano-
részecskéinek hidrodinamikai atmér6je nem egységes,
ezért a Z-atlagot alkalmaztuk a kialakult mérettartomanyok
Osszehasonlitasahoz. A térhalds hialuronsav-részecskék
(HADA25/50/75 és 100) effektiv hidrodinamikai atme-
r6inek eredmeényeit 6sszevetve megallapithatd, hogy
a térhaldsitds mértékének ndvelésével csokken a ré-

szecskék hidrodinamikai mérete, egyre kompaktabb
részecskeék keletkeznek.

TEM eredmények

A HA térhaldsitasaval kiilénallé gémbszerii részecské-
ket kivantunk el6allitani. A TEM felvételek alkalmasak
a kialakitott polimerek méretének és formajanak az iga-
zolasara. A 3. dbrdn bemutatott TEM-felvétel bizonyitja,
hogy a 100%-ban keresztkotétt, szilard halmazallapo-
tu, térhalds szerkezetli polimer (HADA100) kisméretd,
jol diszpergalt nanorészecskék formajaban jelenik meg,
melynek mérete 20 nm alatt van.

A kilénb6z6 térhalo-siiriségl hidrogélek kioldodasi
tulajdonsagai
A 4. abra a HA-alapu gélek, valamint a gél nélkili
MK-oldat membrandiffuziés vizsgalata soran nyert kiol-
dodasi profilokat mutatja be.

A vizsgalatok a megbizhaté eredmények érdekében

mintatipusonként 3 parhuzamos méréssel kertiltek kivi-
telezésre. A hatéanyag-leadd sajatsagokat mind a négy

‘mHA

®HADA25 ) S
HADAS0 S . T 60
- = |
B-HADA75 _ « ~ bso
m.HADA100 7 _ -
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3. dbra: A 100%-ban keresztkotott
hialuronsav (HADA100) TEM felvétele
(20000-szeres nagyitas, Iépték 200 nm)

4. abra: A hialuronsav (HA),
a kiléonb6z6 mértékben keresztkoétott szarmazékok
(HADA 25/50/75/100)
és metilénkék (MK) kioldoédasi profiljai (SD: 0,002—0,014)
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(HADA25/50/75/100) keresztkotdtt szarmazeék, a mo-
dositas alapjat képz6 HA és a MK-oldat, mint a kontroll
mintak esetében is vizsgaltuk. Azt tapasztaltuk, hogy a
vizsgalat soran az 6sszes kioldédé anyag mennyisége
a térhalosiriiség emelkedésével parhuzamosan emel-
kedik, mig a HADA25 esetén 15,2%, a HADA50 min-
tanal 28,0%, a HADA75-nél 42,6%, addig a HADA100
polimer esetében mar 57,6% hatéanyag oldddott ki.

5. abra: (A) a kiindulasi hialuronsav,
és (B) a 100%-ban keresztkotétt hialuronsav-vizes oldata (c = 10 mg/ml),
(C) a hialuronsav és kulonbdzé mértékben keresztkotott szarmazékok
fizikai magjelenése liofilizalast kdvetben, szilard allapotban

Megbeszélés

A szintetizalt hialuronsav-szarmazékokkal elvégzett
vizsgalatok azt mutatjak, hogy sikertlt kovalens koté-
seken keresztul térhalds szerkezetl részecskéket el6-
allitani. A nanorészecskéket kdzvetlenil a linearis po-
limer reaktiv karboxil-csoportjan keresztll kétfunkcios
homoaminodimerrel mint kapcsolé agens alkalmaza-
saval, amidkotések kialakitasan keresztil valdsitottuk
meg. A kiindulasi és a mddositott vegyuletek '3C-NMR
spektrumai igazolték, hogy a hialuronsav karboxilcso-
portjai a diamin aminocsoporjaival savamid kétést léte-
sitenek, és ezeken keresztil alakitanak ki kémiai tér-
halot. A keresztk6td agensre jellemz6 karakterisztikus
kémiai eltolédasu jelek a spektrumon & = 67,54 (C1),
0 =70,33 (C2), 6 = 40,04 (C3) ppm-nél egyértelmiien
azonosithatok. A képz6dott térhalos részecskék szaraz
allapotban megjelend nano-mérettartomanyat a TEM-
vizsgalatok igazolték. Az oldatbeli duzzadt részecskék
méreteire és trimodalis részecskeméret-eloszlasara
pedig a DLS-mérések nyujtottak bizonyitékot. Mindezen
jelenségek a térhalésodas soran bekdvetkez§ intra- és
inter-molekularis kotédési lehetéségekkel, valamint lanc-
végi savamidkétések megjelenésével magyarazhatok,
valamint az aggregatumok kialakulasat sem zarhat-
juk ki. A hidrodinamikai atmérék eredményeibdl meg-
allapithato, hogy az egyre novekvd térhaldsitasi arany
egyre kisebb méret(i részecskék keletkezését eredmé-
nyezte.

Megallapithatd, hogy a térhaldsitas aranyanak né-
velésével a hatdanyag-leadas sebessége né, amely a
maodositott polimerek megvaltozott fizikai tulajdonsagai-
bdl eredeztethetd. llyen hatasként tekinthetiink esetleg
a térhalositas novelésével csokkend vizfelvevs képes-
ségre, a térhalésabb részecske kisebb méretére, azok
kompaktabb szerkezetére, aminek kdvetkeztében eset-

legesen kevésbé tud immobilizalddni a festékmolekula,
vagy arra, hogy a fajlagos felllettel parhuzamosan né
a kioldodas sebessége, esetleg a polimer altal koor-
dinalt hidratburok is befolyassal lehet a kioldédas se-
bességére. A kiuldnbdz6 hatasok érvényesiilésének/
versengésének eredményeként kompromisszumokat
kell tenni a hidrogélek tervezésekor a célzott alkalma-
zast illetéen a polimer-hatdéanyag eltér§ affinitdsanak
ismeretében [19]. Az el6allitott rendszer varhatéan in-
jektalhaté polimeroldatként kerlilhet alkalmazasra mint
hatéanyag szallitasara és leadasara képes eszkdz. A ré-
szecskék szerkezetlkbdl adoéddan alkalmasak lehet-
nek hatéanyagok szabalyozott kibocsatasara. A térha-
[6sitas mértékének véltoztatadsaval a nanorészecskék
mérete, poérushaldzata a felhasznalasi igények szerint
véaltoztathato, igy ezaltal a fogaszatban is jol haszno-
sithatd hatéanyag-leadd rendszer kialakitasara nyilhat
lehet6séglnk.
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RenTe T, Bako J, Bagyl K, JEnEI K aND HEGEDUs Cs

Preparation and drug profile analysis of crosslinked hydrogels based on
hyaluronic acid for dental application

Exploiting the biodegradability and biocompatibility of hyaluronic acid, the hyaluronic acid-based systems are increas-
ingly used in dentistry also. To achieve the targeted drug delivery one of the most widely used method of cross-linking
the biopolymers. The purpose of this work was to produce and characterizes hyaluronic acid-based systems, which can
also be used in dentistry as drug delivery system. To synthesize the different ratios (25, 50, 75, 100%) cross-linked struc-
ture hyaluronic acid sodium salt and 2,2’(ethylenedioxy) bis (ethylamine) was applied in a condensation reaction using
carbodiimide. The sizes of the particles were determined by dynamic light scattering (DLS) measurements. On the basis
of the results obtained that each of four kinds of modified material are made up three different particle sizes and when
the rate of change was increased, the particle size was decreased. This could be compared to results obtained under
transmission electron microscope (TEM) investigations. To characterize the release behavior of cross-linked derivatives
of hyaluronic acid, photometric measurement technique was applied using methylene blue as a model compound. Our
results supported that the proportion of cross-linking was increased, the drug release rate was increased also, which may
be the basis for further experiments in the development of a new injectable drug substance issuer system.

Keywords: hyaluronic acid, hydrogel, drug delivery, crosslinking, biocompatibility




