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Streszczenie 

 

Mikrokrystaliczny chitozan (MKCh) charakteryzuje się wieloma cennymi 

własnościami uŜytkowymi m. in.: biozgodnością, działaniem przeciwbakteryjnym i przeciw 

grzybiczym, wysoką adhezyjnością, wysoką wartością współczynnika WRV i duŜą 

sorpcyjnością, wysoką bioaktywnością, zdolnością do biodegradacji, brakiem oddziaływania 

cytotoksycznego i immunologicznego, a dodatkowo zdolnością do tworzenia błon 

bezpośrednio z zawiesiny wodnej. Biopolimer ten ze względu na biodegradację i 

bezpieczeństwo w stosowaniu, oceniony został jako efektywny czynnik hemostatyczny.  

MKCh z takimi właściwościami stanowi przydatny materiał wyjściowy do produkcji 

opatrunków biologicznych, a przede wszystkim jako nośnik czynników wzrostu, mający 

zastosowanie w chirurgii. Biodegradowalne membrany są stosowane w chirurgii 

stomatologicznej do sterowanej regeneracji tkanek, co spowodowało opracowanie technologii 

otrzymywania modyfikowanych membran z mikrokrystalicznego chitozanu.  

Przeprowadzono badania stopnia uwalniania wybranych czynników angiogennych: 

płytkowego czynnika wzrostu, PDGF-AB i transormującego czynnika wzrostu, TGF-β z 

dwuwarstwowej membrany chitozanowo-alginianowej, znajdującej zastosowanie w chirurgii 
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stomatologicznej. Ocena stopnia uwalniania czynników angiogennych (PDGF-AB i TGF-β) 

w czasie z podłoŜa polimerowego, moŜe stać się przydatną w wyborze odpowiedniego 

nośnika dla czynników wzrostu. 

 

Słowa kluczowe: czynniki wzrostu (PDGF-AB, TGF-β), polimery (chitozan 

mikrokrystaliczny, alginian wapnia), membrana chitozanowo-alginianowa, szybkość 

uwalniania 

 

 

 

WPROWADZENIE 

 

Angiogenne czynniki wzrostu  mogą  znacznie wspomagać i modyfikować regenerację 

tkanki [1, 2]. Główną rolę w tym procesie odgrywają czynniki uwalniane z osocza 

bogatopłytkowego (platelet rich plasma, PRP). Badania nad osoczem bogatopłytkowym  

pozwoliły zidentyfikować płytkowy czynnik wzrostu (platelet derived growth factor, PDGF), 

insulinopodobny czynnik wzrostu (insulin growth factor, IGF), naskórkowy czynnik wzrostu 

(epidermal growth factor,  EGF) oraz  transformujący czynnik wzrostu (transforming growth 

factor, TGF). Płytkowy czynnik wzrostu (PDGF) pobudza mitogenezę komórek 

macierzystych szpiku i osteoblastów, powodując zwiększenie ich ilości o kilka rzędów 

wielkości. Nasila się  przy jego udziale mitoza komórek śródbłonka, rozpoczyna się proces 

angiogenezy i wrastanie naczyń do uszkodzonej tkanki. TGF-β pobudza wzrost fibroblastów, 

nasila  syntezę  macierzy  kolagenowej i podtrzymuje proces  angiogenezy. 

Zainicjowanie wzrostu komórek kostnych odbywa się głównie przy udziale 

czynników  PDGF, TGF-β i  IGF. Ich źródłem jest głównie osocze bogatopłytkowe (platelet 

rich plasma, PRP), które znajduje zastosowanie m. in. jako składnik Ŝelu bogatopłytkowego 

(platelet rich gel, PRG). Aby w pełni wykorzystać właściwości regeneracyjne PRG 

zastosowano jego połączenie z materiałem osteokondukcyjnym, w wyniku czego uzyskano  

demineralizowaną macierz kostną stosowaną do regeneracji ubytków kostnych [3].  

Z ostatnich badań wynika, Ŝe płytki krwi mają zdolność sekrecji duŜych stęŜeń 

płytkowego czynnika wzrostu (PDGF-AB) i transformującego czynnika wzrostu (TGF-β) [4, 

5].  Oceniono aktywność nowo wytworzonej trójwarstwowej błony barierowej alginianowo-

chitozanowo-alginianowej, na zmiany stęŜenia PDGF-AB i TGF-β we własnopochodnym 
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osoczu bogato płytkowym. Nowa trójwarstwowa błona dla sterowanej regeneracji tkanek, 

stabilizuje aktywność osteoindukcyjną PRP poprzez protekcyjny wpływ w stosunku do 

uwalniania PDGF-AB i TGF-β z płytek krwi. 

Współczesne metody leczenia wykorzystują moŜliwości inŜynierii tkankowej 

(biomimetykę), pozwalającą na powtórzenie procesów embriogenetycznych w gojeniu się 

tkanek [6]. Do przebiegu właściwej regeneracji tkanek wymagane są trzy składniki w pełni od 

siebie zaleŜne: nośniki, komórki oraz składniki zewnątrzkomórkowe macierzy (ECM) 

obejmujące czynniki wzrostowe, morfogeny, adhezyny, hormony i witaminy. 

Dobrym nośnikiem substancji leczniczych i czynników wzrostu [7, 8] jest chitozan, 

naturalny polimer wykorzystywany do projektowania sztucznych narządów [9]. Prowadzone 

badania pozwoliły zastosować chitozan dla celów inŜynierii tkankowej jako „biologiczne 

rusztowanie” – podłoŜe do hodowli komórek [10]. Eksperymentalne badania wskazują na 

moŜliwość wykorzystania chitozanu jako „biologicznego kleju”, który mógłby z 

powodzeniem znaleźć zastosowanie w uszkodzeniach tkanki kostnej oraz krwawieniach z 

duŜych naczyń krwionośnych [11]. Jednym z wielu materiałów uŜywanych w chirurgii jest 

Ŝel fibrynowy (fibrin glue) [12]. Związany z endothelialnym czynnikiem wzrostu (endothelial 

cell growth factor, ECGF), stanowi  dobry hemostatyczny materiał opatrunkowy. W 

badaniach in vitro okazało się, Ŝe Ŝel fibrynowy w połączeniu z kwasem hialuronowym i z 

siarczanem chondroityny (GHC6S), jest doskonałym czynnikiem promującym reakcję 

sekrecji komórek matrix mitochondrialnego oraz hamującym procesy ich degradacji [13, 14]. 

Zarówno składnik badanego kompleksu, jak i jego usieciowanie, mają znaczący wpływ na 

stopień uwalniania czynników wzrostu. 

WciąŜ trwają poszukiwania nowych materiałów do tworzenia membran dla sterowanej 

regeneracji tkanek. W prezentowanej pracy przedstawiono sposób otrzymania 

dwuwarstwowej membrany z mieszaniny polimerów naturalnych: chitozanu 

mikrokrystalicznego i alginianu wapnia, oraz wstępną ocenę właściwości otrzymanej 

membrany do wiązania i uwalniania wybranych czynników wzrostu. 

 Celem badań była ocena stopnia uwalniania wybranych czynników wzrostu (PDGF-

AB i TGF-β) z podłoŜa polimerowego (dwuwarstwowej membrany chitozanowo-

alginianowej).    
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MATERIAŁ I METODY  

 

Chitozan mikrokrystaliczny (MKCh M-66) w postaci hydroŜelu o zawartości 2,83% 

polimeru, stopniu deacetylacji ok. 80% i wiskozymetrycznie średniej masie cząsteczkowej ok. 

200 kDa oraz alginian wapnia (ALG LF 10/60) w postaci 0,5% zawiesiny wodnej (Instytut 

Biopolimerów i Włókien Chemicznych, Łódź).  

Fizykochemiczna modyfikacja powodująca „uszlachetnienie” chitozanu, pozwoliła na 

opracowanie chitozanu mikrokrystalicznego. Sposób jego produkcji jest chroniony 

międzynarodowymi patentami, naleŜącymi do Instytutu Biopolimerów i Włókien 

Chemicznych w Łodzi. W procesie tym wykorzystuje się zjawiska fizykochemiczne i 

chemiczne, takie jak zobojętnianie, koagulacja, czy agregacja cząsteczek glukozoaminy. 

MKCh charakteryzuje się wieloma cennymi własnościami uŜytkowymi m.in. biozgodnością, 

działaniem przeciwbakteryjnym i przeciwgrzybiczym, wysoką adhezyjnością, wysoką 

wartością współczynnika WRV, duŜą sorpcyjnością i wysoką bioaktywnością.  

 

 

Preparatyka filmów polimerowych 

 

Dwuwarstwowe filmy polimerowe chitozanowo-alginianowe (MKCh-ALG) 

przygotowano przez wylewanie mieszaniny hydroŜelu MKCh  (ok. 4,0 g) i zawiesiny 

alginianu wapnia (ok. 2,0 g) z dodatkiem 1 kropli glicerolu (0,03 g) i 2 kropli glikolu 

propylenowego (0,05 g ), na czyste płytki teflonowe o wymiarach 5 cm × 6 cm. Następnie 

płytki wraz z naniesioną warstwą mieszaniny polimerów suszono 24 h w temperaturze 

pokojowej. Na tak przygotowane filmy nanoszono w warunkach aseptycznych następną 

warstwę mieszaniny polimerów (ok. 6,0 g) i plastyfikatorów (ok. 0,08 g). W czasie mieszania 

składników wprowadzano odpowiedni czynnik wzrostu o ustalonym stęŜeniu (100 µl 

roztworu uzyskanego przez rozpuszczenie 10 µg PDGF-AB w 1,11 ml 0,1 mol/l PBS, pH 7,4 

i 5 µg TGF-ß w 3,921 ml PBS). Stosunek ilościowy PDGF do TGF odpowiada stosunkowi 

tych oligopeptydów w ludzkim PRP [5].  

Płytki z naniesioną drugą warstwą mieszaniny suszono w temperaturze pokojowej 

przez 24 h. Po odparowaniu wody z hydroŜelu otrzymano kseroŜel chitozanowo-alginianowy, 

przy czym wagowo chitozan stanowił 92%, a alginian 8% mieszaniny. Tak przygotowane 

filmy dzielono na kawałki o wymiarach 1 cm × 1 cm,  które eluowano do buforu PBS 0,1 

mol/l, pH 7,4. W eluencie oznaczano czynnik wzrostu po 30 minutach, 1 h, 2 h, 3h i 5 h. 
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Analizę wiązania i uwalniania czynników wzrostu przeprowadzono immunoenzymatyczną 

metodą Elisa. 

Oznaczenie ilości związanego z nośnikiem płytkowego czynnika wzrostu (PDGF-AB) 

i transormującego czynnika wzrostu (TGF-ß), przeprowadzono metodą immunoenzymatyczną  

stosując testy  ELISA R&D System Reagent, zawierającego poliklonalne przeciwciała 

przeciwko PDGF-AB połączone z chrzanową peroksydazą (PDGF-AB Conjugate) i 

rekombinowanym ludzkim PDGF-AB w buforowanym białku (PDGF-AB Standard). 

Monoklonalne przeciwciała dla PDGF-AB i TGF-ß przeniesiono na mikropłytkę. Wzorzec i 

próby były unieruchamiane przez odpowiednie przeciwciało.  

Rekombinowany TGF-ß, 25,0 kDa (Serotec, Immunological Excellence), 

rekombinowany PDGF-AB, 25,5 kDa (Chemicon® International a Serological Company), 

Elisa Test by R& D System. Odczytu absorbancji przy 540 nm dokonywano przy uŜyciu 

czytnika Elx 800, Bio-Tek Instruments, Inc. Wartości średniej i odchylenie standardowe 

obliczono korzystając z arkusza kalkulacyjnego Excel pakietu Office 2007 Firmy Microsoft. 

StęŜenie uwolnionych czynników wzrostu w czasie trwania procesu przedstawiono w 

tabelach i na rycinie. 

 

WYNIKI I DYSKUSJA 

 

Związki wielkocząsteczkowe znajdują coraz szersze zastosowanie w praktyce 

farmaceutycznej jako substancje pomocnicze, zarówno w technologii nowych postaci leków, 

jak i w docelowych systemach terapeutycznych z kontrolowanym uwalnianiem substancji 

leczniczych [15]. Układ substancja lecznicza – polimer umoŜliwia bowiem lepsze 

wykorzystanie i zmniejszenie dawek, ograniczenie działań niepoŜądanych i uproszczenie 

sposobu podawania leków.  

RóŜnego rodzaju polimery naturalne: polisacharydy – dekstran, kwas hialuronowy, 

celuloza, chityna, polimery białkowe – albuminy, Ŝelatyna i polimery syntetyczne – alkohol 

poliwinylowy oraz produkty ich modyfikacji, wykorzystuje się jako polimerowe nośniki 

leków [16]. Polimery naturalne oraz ich pochodne stanowią cenny materiał wykorzystywany 

do produkcji folii, włókien, kulek, gąbek oraz fibryd.  

Chitozan jest biozgodnym i biodegradowalnym naturalnym biopolimerem. Jest zdolny 

do absorpcji płynów i wykazuje właściwości przepuszczalności dla wody. Chitozan jest 

uŜywany na wiele sposobów w medycynie i farmacji jako nośnik leków i wielu angiogennych 

czynników wzrostu [17, 18]. W piśmiennictwie opisane są membrany chitozanowe 
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sieciowane glutaraldehydem oraz złoŜone membrany zawierające kolagen i chitozan w 

róŜnych proporcjach [19, 20], wykorzystywane do kontrolowanego uwalniania leków.  

Inny sposób modyfikacji polegał na konstruowaniu membran warstwowych z uŜyciem 

innego obojętnego polimeru o większej lepkości – metylocelulozy i alginianu z dodatkiem 

plastyfikatorów (glicerolu lub glikolu propylenowego). UŜycie mieszaniny dwóch polimerów 

i niewielkich ilości plastyfikatorów, poprawiło znacznie elastyczność otrzymywanych 

membran [21].  

W naszych badaniach uŜyto membrany chitozanowo-alginianowej. Na ryc. 1 

przedstawiono obrazy tej membrany, otrzymane z mikroskopu skaningowego (Quanta 200 

SEM). Membrana charakteryzuje się rozwiniętą powierzchnią, chropowatością i 

porowatością. 

 Oznaczono szybkość uwalniania czynników wzrostu PDGF-AB i TGF-β z nowo 

wytworzonej membrany do buforu PBS (0,01 mol/l, pH 7,4) (ryc. 2 ). Ilość uwolnionego 

czynnika płytkowego PDGF-AB z badanej membrany, była znacznie wyŜsza w porównaniu z 

TGF-β. Największa ilość uwalnianego czynnika była po 3 h inkubacji (255,41 ± 8,82 ng/ml, 

współczynnik wiązania 3,53). Po 5 h poziom uwalniania był nieco niŜszy i wynosił 217,24 ± 

13,90 ng/ml, współczynnik wiązania 4,14 (tab.1). 

StęŜenie uwolnionego czynnika TGF-β było najwyŜsze w pierwszej godzinie 

inkubacji (114,20 ± 9,61 ng/ml, współczynnik 1,12, tak  jak to ma miejsce w warunkach in 

vivo [22]. W trzeciej i piątej godzinie inkubacji uwalnianie TGF-β do eluentu wynosiło 

odpowiednio 11,53 ± 2,70 ng/ml, czynnik wiązania 11,06 i 19,40 ± 2,00 ng/ml, czynnik 

wiązania 6,58 (tab. 2). 

Z przeprowadzonego doświadczenia wynika, Ŝe płytkowy czynnik wzrostu uwalniany 

jest szybciej z badanej membrany w porównaniu z TGF-β (ryc. 2). Wydaje się, Ŝe membrana 

chitozanowo-alginianowa jest lepszym nośnikiem dla płytkowego czynnika wzrostu (PDGF-

AB). Wyniki te sugerują, Ŝe zastosowanie w periodontologii płytkowego czynnika wzrostu 

(PDGF-AB) związanego z chitozanem, moŜe mieć duŜe znaczenie w procesie regeneracji 

uszkodzonej tkanki kostnej [23]. 

 Na podstawie uzyskanych wyników badań przedstawionych w tabelach 1 i 2 i na 

rycinie 2 stwierdzono, Ŝe otrzymana membrana wykazuje większą efektywność wiązania 

czynnika TGF-β i jednocześnie mniejszą efektywność jego uwalniania. Odwrotną sytuację 

zaobserwowano dla czynnika PDGF-AB. Wiązanie tego czynnika jest słabsze, stąd 

uwalnianie przebiega efektywniej – blisko 30% po 3 godzinach, po czym maleje do ok. 23% 
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po 5 godzinach trwania procesu (ryc.2). Stwierdzono, Ŝe na ilość związanego czynnika 

wzrostu przez membranę ma wpływ powierzchnia właściwa membrany i jej powinowactwo 

do czynnika wzrostu.  

 

WNIOSKI 

 

1. Membrana chitozanowo-alginianowa moŜe być uŜywana w chirurgii stomatologicznej 

jako nośnik dla angiogennych czynników wzrostu: płytkowego czynnika wzrostu, 

PDGF-AB i transformującego czynnika wzrostu TGF-β. 

2. Stopień uwalniania płytkowego czynnika wzrostu (PDGF-AB) jest znacznie wyŜszy w 

porównaniu z uwalnianiem czynnika transformującego  TGF-β. 

3. Mniejszy stopień uwalniania TGF-β z membrany chitozanowo-alginianowej, wynika z 

jego większego powinowactwa do złoŜa polimerowego.  

4. Wybór odpowiedniego nośnika, czynnika wzrostu i stopień uwalniania w czasie, moŜe 

być wykorzystany w chirurgii w zaleŜności od potrzeb. 
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a)  b)  

 
 
RYC. 1. Mikroskopowy obraz membrany chitozanowo-alginianowej; a) widok  powierzchni,   

b) przekrój poprzeczny 

FIG. 1. Microscopic view chitozan-alginate membrane; a) microscopic view; b) cross-section      
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TABELA  1. StęŜenie uwolnionego PDGF-AB [ng/ml] do buforu w czasie procesu 

elucji do fosforanowego buforu PBS 0,1 [mol/l] pH 7,4 i współczynnik wiązania (WW)  

PDGF-AB z nośnikiem chitozanowo-alginianowym. 

TABLE 1. Concentration of release PDGF-AB [ng/ml] into PBS phosphate buffer 

0.01 [mol/l] pH 7.4  and  PDGF-AB binding factor (WW) with chitosan–alginate carrier 

 

Czas 
Time 

[h] 0,5 1 3 5 

X  [ng/ml] 112.75 100.22 255.41 217.24 

± SD 
n = 8 

- 4.77 5.35 8.88 13.90 

WW - 7.99 8.90 3.53 4.14 

  
WW = całkowitw stęŜenie/stęŜenie uwolnionego PDGF-AB [ng/ml] 
WW = total concentration /concentration of release PDGF-AB [ng/ml]                                   
       
 
 
TABELA  2. StęŜenie uwolnionego TGF-β [ng/ml] do buforu w czasie procesu 

elucji do fosforanowego buforu PBS 0,1 [mol/l] pH 7,4 i współczynnik wiązania (WW)  

TGF-β z nośnikiem chitozanowo-alginianowym. 

TABLE 2. Concentration of release TGF-β [ng/ml] into PBS phosphate buffer 0.01 [mol/l]  

pH 7.4  and  TGF-β binding factor (WW) with chitosan–alginate carrier 

 
 
Czas 
Time 

[h] 0,5 1 3 5 

X [ng/ml] 18.82 114.20 11.53 19.40 

± SD  n= 
8 

- 3.29 9.62 2.70 2.01 

WW - 6.78  1.12  11.06  6.58  

         
WW = stęŜenie całkowite/stęŜenie uwolnionego TGF-β [ng/ml] 
WW =  total concentration /concentration of release TGF-β [ng/ml]                                   
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RYC.2 . Profile uwalniania czynników wzrostu z membrany chitozanowo-alginianowej 

FIG. 2. Release profile growth factors from chitosan-alginate membrane 
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