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Formy chitozanowe do zastosowan w inzynierii biomedycznej

Wstep

Chitozan jest polimerem pochodzenia naturalnego, ktory budzi duze
nadzieje na zastosowanie w inzynierii biomedyczne;j. Jest to pochodna
chityny. Chityna (N-acetylo D-glukozoamina) jest po celulozie najbar-
dziej rozpowszechnionym polimerem w przyrodzie. Z uwagi jednak na
trudna rozpuszczalno$é zastosowanie jej jest ograniczone. W zwiazku
z tym chityng przeprowadza w formg o lepszej rozpuszczalno$ci. Naj-
czg$ciej prowadzi sig proces hydrolizy grup acetyloaminowych otrzy-
mujac polimer zwany chitozanem, z ktorego roztworé6w mozliwe jest
formowanie réznych struktur (membrany, mikrogranulki, gabki, itp.).

Korzystne wlasciwosci chitozanu to: zdolno$¢ tworzenia zwiazkow
chelatowych, nietoksycznos¢, biozgodnos¢ z organizmem ludzkim, bio-
degradowalnos¢, zdolno$¢ tworzenia zeli.

Znane jest rowniez jego terapeutyczne dziatanie; jako polikation ta-
czac si¢ z kwasem zoétciowym obniza poziom cholesterolu frakcji LDL,
a takze na tej samej zasadzie najprawdopodobniej obniza poziom lipi-
dow. Stosowany jest jako substancja wspomagajaca odchudzanie.

Wedtug jednych autoréw chitozan regulujac gospodarke kwasowo-
zasadowa wykazuje wlasnosci przeciwnowotworowe, wedtug innych
hamuje nadmiernie pobudzona glikoliz¢ w komorkach nowotworowych
poprzez zahamowanie produkcji mleczanu i obnizenie poziomu ATP
oraz zmniejsza elastyczno$¢ komorek nowotworowych.

Chitozan wykorzystywany jest przede wszystkim jako materiat opa-
trunkowy. Powoduje zwigkszenie naptywu do miejsca zakazenia komo-
rek fagocytujacych (granulocyty segmentowane i makrofagi) i stymu-
lacje migracji i proliferacji komodrek naczyn $rodbtonka i fibroblastow.
Wplyw chitozanu na proliferacj¢ fibroblastow zalezy od stopnia deace-
tylacji i masy czasteczkowej. Formy o wyzszym stopniu deacetylacji
i nizszej masie czasteczkowej bardziej stymulowaly proliferacje fibro-
blastow.

Wykazano, ze dziata statycznie, a nawet bojczo na komorki bakterii
oraz grzybow drozdzoidalnych. Dodatnio natadowane grupy aminowe
w czasteczce chitozanu moga powodowac taczenie chitozanu ze $ciang
komorkowa bakterii, co powoduje destrukcje membrany i niszczenie
komorki (mechanizm taki proponuje si¢ dla chitozanu o wysokiej ma-
sie czasteczkowej), badz po adsorpcji chitozanu na $cianie komorkowej
bakterii nastgpuje wniknigcie chitozanu do wnetrza zywej komorki,
ktére powoduje zahamowanie dziatania réznych enzymoéw i oddziaty-
wanie na syntez¢ mRNA oraz protein.

Duze nadzieje budzi zastosowanie chitozanu w inzynierii tkankowe;.
Szeroko badany jest pod katem wykorzystania w rekonstrukcji kosci
i tkanki chrzgstnej [1-4].

Kierunki badan wiasnych

Prace wlasne nad wykorzystaniem chitozanu w inzynierii biome-
dycznej prowadzono dla [hydrozelowych membran, granulek, hydrozeli
formujacych si¢ w fizjologicznej temperaturze ciata ludzkiego.

Membrany chitozanowe
Opatrunki

Hydrozelowe membrany chitozanowe otrzymywane metoda inwersji
faz badz w reakcji z fosforanami (trifosforanem sodu) moga by¢ poten-
cjalnymi materiatami opatrunkowymi. Charakteryzuja si¢ stosunkowo
duza wytrzymatoscia mechaniczna. Sita zrywajaca wynosi od 0,2 do 2
N/mm’. Zawieraja w strukturze wodg o r6znym charakterze; swobodna
wypelniajaca pory oraz czgsciowo lub catkowicie zwiazana z polime-

rem. Sa nietoksyczne. Wykazuja wlasnosci bakteriostatyczne. Mozna
otrzymywac¢ uklady hybrydowe o wysokich wlasnosciach antybaktery;j-
nych np. z gentamycyna [5-9].
Nosniki lekow

Hydrozelowe membrany moga réwniez stanowi¢ nosnik do kon-
trolowanego uwalniania $rodkow farmakologicznych. Przeprowadzono
badania z wprowadzona w strukturg hydrozelu gentamycyna oraz ampi-
cylina. Antybiotyki wprowadzano na drodze sorpcji (post loading) oraz
w trakcie formowania — dodajac do roztworu membranotwodrczego (in
situ). Wytwarzanie ta metoda wymaga przede wszystkim doboru srodka
koagulujacego, tak aby nie zdezaktywowa¢ antybiotyku oraz minimali-
zowac jego desorpcje do medium koagulujacego. W przypadku genta-
mycyny wykorzystano 75% roztwory C,H;OH zawierajace NaOH oraz
wodne roztwory Na,CO;. Antybiotyki wprowadzone droga sorpcji sa
uwalniane z charakterystycznym ,,wybuchem”, co niestety jest zjawi-
skiem raczej niekorzystnym i dazy si¢ do jego eliminacji, lecz moze
mie¢ pozytywne znaczenie np. przy opatrunkach silnie zainfekowanych.
Najkorzystniejsze profile wskazujace na spowolniony proces uwalnia-
nia gentamycyny uzyskano dla membrany wytworzonej z mréwczanu
chitozanu i koagulowanej w Na,CO; — proces mozna opisa¢ rOwnaniem
dyfuzji Ficka [10-15].
Separacja skfadnikéw krwi

Membrany chitozanowe stanowi¢ moga rowniez material do se-
paracji bialek osocza [5, 16]. Granica odcigcia dla membran ptaskich
oznaczona na podstawie separacji dekstanu wynosi okoto 30 kDa. Po-

twierdzily to proby separacji sktadnikow osocz krwi przeprowadzone
dla membran kapilarnych, co przedstawiono w tab. 1.

Tab. 1. Separacja sktadnikéw krwi na membranach kapilarnych

H M K B A I Ch
n 21,63 | 30,79 | 1,57 75 4,12 397 | 47,78
p 2,62 | 3029 | 1,00 0,59 0,29 0,07 0

H — Hemoglobina, M — Mocznik, K — Kreatynina, B — Biatko ogotem, A — Albumina,
I - Immunoglobulina, Ch — Cholesterol, n — nadawa, p — permeat.

Membrany enzymatyczne — biosynteza kwasu asparaginowego

Mozliwe jest wytworzenie chitozanowych membran z immobilizo-
wanymi komoérkami Escherichia coli, ktore posiadaja aktywno$¢ w za-
kresie biosyntezy kwasu L-asparaginowego.

Czynnikiem zelujacym, ktory nie powoduje inaktywacji enzymu
w czasie formowania membrany jest orto-fosforan sodu. Stgzenie kwa-
su asparaginowego w permeacie jest tego samego rzedu co stgzenie
kwasu asparaginowego produkowanego przez enzym natywny [17].

Granulki chitozanowe

Proces LDL-aferezy

Chitozan wykazuje réowniez selektywna sorpcj¢ w stosunku do
cholesterolu. Korzystne wlasnosci otrzymano dla hydrozelowego ztoza
chitozanowego zawierajacego jony Mg(ll), gdzie spadek ateriogenne;j
frakcji LDL wynosit okoto 25%, a poziom HDL pozostawal niezmie-
niony oraz po degradacji chitozanu wywotanej promieniowaniem y — po
obnizeniu masy czasteczkowej polimeru do 120 kD — adsorpcja wyno-
sita 12%. Istotne jest rowniez zroédto pochodzenia chitozanu — chitozan
z grzybow charakteryzuje si¢ wyzsza adsorpcja LDL-u — 17% [18].
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Immobilizacja enzymow

Hydrozelowe granulki chitozanowe sa dobrym no$nikiem w proce-
sie immobilizacji lipaz. Lipaza M.circinelloides immobilizowana w
ich strukturze wykazuje aktywno$¢ hydrolityczna i syntetyczna. Reak-
cja syntezy oleinianu butylu w $rodowisku eteru naftowego przebiega
z wysoka sprawnos$cia prowadzac do 90% estryfikacji kwasu oleinowe-
go. Granulki wykazuja dobre parametry mechaniczne, a pory matrycy
chitozanowej nie ulegaja zasklepieniu podczas inkubacji w apolarnych
rozpuszczalnikach organicznych [19, 20].

Termowrazliwe Zele chitozanowe
Nosniki lekow

Termowrazliwe hydrozele chitozanowe stanowia nosnik nowej ge-
neracji, ktory zakwalifikowany moze by¢ do systemu acid-triggered
systems, czyli uwalniajace substancje czynna pod wptywem bodzcoOw
zewngtrznych (pH < 6). Wytwarzano sig je z roztworow soli chitozano-
wych (chlorku, glutaminianu chitozanu) przy uzyciu f3-glicerofosforanu.
Taka forma nosnika pozwala na wprowadzenie go w postaci iniekcji
w trudnodostgpne miejsca.

Opracowano uktady zawierajace albuming i wankomycyng i nanosre-
bro. Opisano kinetykg uwalniania albuminy i wankomycyny modelem
potegowym Peppasa i modelem dyfuzyjnym.

Zaproponowano réwniez wiasny model, ktory zaktada, ze proces
uwalniania $rodka farmakologicznego zawartego w strukturze hy-
drozelu kontrolowany jest przez proces dyfuzji i desorpcji sktadnika
znajdujacego si¢ na powierzchni ciata statego, procesy te przebiegaja
szeregowo-rownolegle. Ztozony proces uwalniania jest opisany dwo-
ma stalymi parametrami fizykochemicznymi (wspotczynnikiem dyfuzji
oraz stalq kinetyczna). W przypadku albuminy parametry te wynosza:
D,z =2,0-10"m’/s, k=1,0210" m/s [21, 26].

. :
Rys. 1. a) Struktura termozelu pod mikroskopem skaningowym,
b) Termozel zawierajacy nanosrebro

Rys. 2. a) Struktura termozelu pod mikroskopem skaningowym
b) Termozel zawierajacy wapn i fosfor Ca/P =1

Scaffoldy

Termowrazliwe zele chitozanowe moga by¢ interesujacym materia-
tem na scaffoldy. Po suszeniu liofilizacyjnym zele te wykazuja interesu-
jaca strukturg. Charakteryzuja si¢ wysoka porowato$cia (makropory —
kilkadziesiat pm) oraz sa stosunkowo elastyczne. Z uwagi na obecnos¢
fosforanu mozliwe jest wprowadzenie do struktury wapnia i uzyskanie
uktadow chitozan-hydroksyapatyt [27].

Whioski

Ptaskie hydrozelowe membrany chitozanowe stanowi¢ moga intere-
sujacy materiat na opatrunki. Membrany kapilarne z chitozanu stuzy¢
moga do separacji sktadnikow krwi.

Mozliwa jest sorpcja cholesterolu frakcji LDL na hydrozelowych gra-
nulkach.

Hydrozele chitozanowe (membrany i granulki) z unieruchomionym
enzymem stuzy¢ moga jako bioreaktory.

Hydrozele chitozanowe w postaci membran oraz zele formujace si¢
w fizjologicznej temperaturze ciata ludzkiego stanowi¢ moga nosniki
lekéw o przedluzonym dziataniu.

Zele formujace si¢ w fizjologicznej temperaturze ciata ludzkiego
moga zawiera¢ w strukturze srodki wspomagajace hodowle komorkowe
(Ca, P) czy nanosrebro i by¢ wykorzystane jako scaffoldy, badz struktu-
ry o wlasnosciach antybakteryjnych.
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