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Streszczenie

Mikrokrystaliczny chitozan (MKCh) charakteryzuje ¢siwieloma cennymi
wilasndgciami wzytkowymi m. in.: biozgodngcia, dziataniem przeciwbakteryjnym i przeciw
grzybiczym, wysok adhezyjnécia, wysoky wartacia wspotczynnika WRV i din
sorpcyjndcia, wysolq bioaktywndcia, zdolngcia do biodegradacji, brakiem oddziatywania
cytotoksycznego i immunologicznego, a dodatkowo lmak@ia do tworzenia blon
bezpdrednio z zawiesiny wodnej. Biopolimer ten ze wgl na biodegradagj i
bezpieczastwo w stosowaniu, oceniony zostat jako efektywnynnik hemostatyczny.

MKCh z takimi wigciwosciami stanowi przydatny materiat végjowy do produkcji
opatrunkéw biologicznych, a przede wszystkim jakmnik czynnikdw wzrostu, magy
zastosowanie w chirurgii. Biodegradowalne membrasy stosowane w chirurgii
stomatologicznej do sterowanej regeneracji tkanelspowodowato opracowanie technologii
otrzymywania modyfikowanych membran z mikrokrystatiego chitozanu.

Przeprowadzono badania stopnia uwalniania wybrargmmnikéw angiogennych:
ptytkowego czynnika wzrostu, PDGF-AB i transorquggo czynnika wzrostu, TGE-z

dwuwarstwowej membrany chitozanowo-alginianowepjdojcej zastosowanie w chirurgii



stomatologicznej. Ocena stopnia uwalniania czynmilkdgiogennych (PDGF-AB i TGB}
w czasie z podim polimerowego, ma st& sig¢ przydata w wyborze odpowiedniego

nosnika dla czynnikdw wzrostu.

Stowa kluczowe: czynniki wzrostu (PDGF-AB, TGB), polimery (chitozan
mikrokrystaliczny, alginian wapnia), membrana ch#oowo-alginianowa, szybko®

uwalniania

WPROWADZENIE

Angiogenne czynniki wzrostu megznacznie wspomag@a modyfikowa: regenerag]
tkanki [1, 2]. Giéwn role w tym procesie odgrywaj czynniki uwalniane z osocza
bogatoptytkowego (platelet rich plasmBRP). Badanianad osoczem bogatoptytkowym
pozwolity zidentyfikow#& ptytkowy czynnik wzrostu (platelet derived grow#ctor, PDGF),
insulinopodobny czynnik wzrostu (insulin growth tiag IGF), naskdrkowy czynnik wzrostu
(epidermal growth factor, EGF) oraz transformeyjczynnik wzrostu (transforming growth
factor, TGF). Plytkowy czynnik wzrostu (PDGF) pokad mitogenez komorek
macierzystych szpiku i osteoblastow, powadugwickszenie ich iléci o kilka rzdéw
wielkosci. Nasila st przy jego udziale mitoza komorgkddbtonka, rozpoczyna ¢sproces
angiogenezy i wrastanie naézgo uszkodzonej tkanki. TGE{pobudza wzrost fibroblastow,
nasila syntegz macierzy kolagenowej i podtrzymuje proces ageezy.

Zainicjowanie wzrostu komorek kostnych odbywae sgtownie przy udziale
czynnikdbw PDGF, TGHB i IGF. Ichzrodiem jest gtdwnie osocze bogatoptytkowe (platelet
rich plasma, PRP), ktére znajduje zastosowanienmako sktadnikzelu bogatoptytkowego
(platelet rich gel, PRG). Aby w peini wykorzystavtasciwosci regeneracyjne PRG
zastosowano jego pmizenie z materiatem osteokondukcyjnym, w wynikugcz@zyskano
demineralizowasp macierz kostq stosowan do regeneracji ubytkow kostnych [3].

Z ostatnich bada wynika, ze ptytki krwi map zdolnag¢ sekrecji daych stzen
ptytkowego czynnika wzrostu (PDGF-AB) i transforrarggo czynnika wzrostu (TGB) [4,
5]. Oceniono aktywrig nowo wytworzonej trojwarstwowej btony barierowdgiaianowo-

chitozanowo-alginianowej, na zmianyznia PDGF-AB i TGH3 we wlasnopochodnym



osoczu bogato ptytkowym. Nowa trojwarstwowa btorla sterowanej regeneracji tkanek,
stabilizuje aktywné&¢ osteoindukcyja PRP poprzez protekcyjny wpltyw w stosunku do
uwalniania PDGF-AB i TGR z ptytek krwi.

Wspoiczesne metody leczenia wykorzystumaozliwosci inzynierii  tkankowej
(biomimetyke), pozwalagca na powtdrzenie proceséw embriogenetycznych w gojsie
tkanek [6]. Do przebiegu wdaiwej regeneracji tkanek wymaganetezy sktadniki w petni od
siebie zalene: naniki, komorki oraz skfadniki zewstrzkomorkowe macierzy (ECM)
obejmupce czynniki wzrostowe, morfogeny, adhezyny, hormonwitaminy.

Dobrym nanikiem substancji leczniczych i czynnikbw wzrosi B] jest chitozan,
naturalny polimer wykorzystywany do projektowanmusznych narzdow [9]. Prowadzone
badania pozwolity zastosowachitozan dla celow itynierii tkankowej jako ,biologiczne
rusztowanie” — podiee do hodowli komérek [10]. Eksperymentalne badamékazuj na
mozliwos¢  wykorzystania chitozanu jako ,biologicznego klgju'ktéry mogtby z
powodzeniem znaké zastosowanie w uszkodzeniach tkanki kostnej orazwkieniach z
duzych naczy krwionasnych [11]. Jednym z wielu materiatdweywanych w chirurgii jest
zel fibrynowy (fibrin glue) [12]. Zwazany z endothelialnym czynnikiem wzrostu (endo#ieli
cell growth factor, ECGF), stanowi dobry hemostaty material opatrunkowy. W
badaniachin vitro okazato s, ze zel fiborynowy w pokczeniu z kwasem hialuronowym i z
siarczanem chondroityny (GHC6S), jest doskonatynynoikiem promujcym reakog
sekrecji komorek matrix mitochondrialnego oraz hggmym procesy ich degradacji [13, 14].
Zarowno skiadnik badanego kompleksu, jak i jegacisivanie, maj znacacy wptyw na
stopieér uwalniania czynnikdéw wzrostu.

Wciaz trwaja poszukiwania nowych materiatdw do tworzenia memlua sterowanej
regeneracji tkanek. W prezentowanej pracy przedstaw SposOb otrzymania
dwuwarstwowej membrany z  mieszaniny polimeréw rahych:  chitozanu
mikrokrystalicznego i alginianu wapnia, oraz gk ocere wihasciwosci otrzymanej
membrany do wizania i uwalniania wybranych czynnikow wzrostu.

Celem bada byta ocena stopnia uwalniania wybranych czynnik&zvostu (PDGF-
AB i TGF-B) z podiza polimerowego (dwuwarstwowej membrany chitozanowo-

alginianowej).



MATERIAL | METODY

Chitozan mikrokrystaliczny (MKCh M-66) w postaci drpzelu o zawartéci 2,83%
polimeru, stopniu deacetylacji ok. 80% i wiskozyrgetniesredniej masie citeczkowej ok.
200 kDa oraz alginian wapnia (ALG LF 10/60) w pastd,5% zawiesiny wodnej (Instytut
Biopolimeréw i Widkien Chemicznych, Léil

Fizykochemiczna modyfikacja powodua ,uszlachetnienie” chitozanu, pozwolita na
opracowanie chitozanu mikrokrystalicznego. Spos@goj produkcji jest chroniony
migdzynarodowymi patentami, nakeymi do Instytutu Biopolimeréw i Widkien
Chemicznych w todzi. W procesie tym wykorzystuje jawiska fizykochemiczne i
chemiczne, takie jak zobgpianie, koagulacja, czy agregacjaasteczek glukozoaminy.
MKCh charakteryzuje siwieloma cennymi wiasrciami uzytkowymi m.in. biozgodngia,
dziataniem przeciwbakteryjnym i przeciwgrzybiczymyysoks adhezyjnécia, wysok
wartascia wspoétczynnika WRYV, dig sorpcyjndcia i wysoka bioaktywndcia.

Preparatyka filméw polimerowych

Dwuwarstwowe filmy polimerowe chitozanowo-alginiav® (MKCh-ALG)
przygotowano przez wylewanie mieszaniny hyeta MKCh (ok. 4,0 g) i zawiesiny
alginianu wapnia (ok. 2,0 g) z dodatkiem 1 kroplicgrolu (0,03 g) i 2 kropli glikolu
propylenowego (0,05 g ), na czyste ptytki teflonovevymiarach 5 cm x 6 cm. Naphie
ptytki wraz z naniesion warstwy mieszaniny polimerow suszono 24 h w temperaturze
pokojowej. Na tak przygotowane filmy nanoszono wrwmkach aseptycznych negha
warstwe mieszaniny polimeréw (ok. 6,0 g) i plastyfikatordek. 0,08 g). W czasie mieszania
sktadnikbw wprowadzano odpowiedni czynnik wzrostuustalonym sizeniu (100 ul
roztworu uzyskanego przez rozpuszczenie 10 ug PE&R 1,11 ml 0,1 mol/l PBS, pH 7,4
i 5 ug TGF-B w 3,921 ml PBS). Stosuneksdiowy PDGF do TGF odpowiada stosunkowi
tych oligopeptydow w ludzkim PRP [5].

Piytki z naniesioa drugy warstwa mieszaniny suszono w temperaturze pokojowej
przez 24 h. Po odparowaniu wody z hygho otrzymano kseéel chitozanowo-alginianowy,
przy czym wagowo chitozan stanowit 92%, a alging% mieszaniny. Tak przygotowane
filmy dzielono na kawatki o wymiarach 1 cm x 1 crkfére eluowano do buforu PBS 0,1

mol/l, pH 7,4. W eluencie oznaczano czynnik wzrgstu30 minutach, 1 h, 2 h, 3h i 5 h.



Analiz¢ wigzania i uwalniania czynnikbw wzrostu przeprowadzomounoenzymatyczn
metod Elisa.

Oznaczenie iléci zwiazanego z ninikiem ptytkowego czynnika wzrostu (PDGF-AB)
i transormugcego czynnika wzrostu (TGF-[3), przeprowadzono meitmdhunoenzymatyczn
stosupc testy ELISA R&D System Reagent, zawiecajgo poliklonalneprzeciwciata
przeciwvko PDGF-AB paiczone z chrzanoy peroksydaz (PDGF-AB Conjugate) i
rekombinowanym ludzkim PDGF-AB w buforowanym biatkPDGF-AB Standard).
Monoklonalne przeciwciata dla PDGF-AB i TGF-I3 priesiono na mikroptytk Wzorzec |
préby byty unieruchamiane przez odpowiednie przeicta.

Rekombinowany TGF-B, 25,0 kDa (Serotec, ImmunoklgicExcellence),
rekombinowany PDGF-AB, 25,5 kDa (Chemicon® Inteioradl a Serological Company),
Elisa Test by B D System.Odczytu absorbancji przy 540 nm dokonywano przyciu
czytnika Elx 800, Bio-Tek Instruments, Inc. Wadb sredniej i odchylenie standardowe
obliczono korzystajc z arkusza kalkulacyjnego Excel pakietu Office 2G0rmy Microsoft.
Stezenie uwolnionych czynnikbw wzrostu w czasie trwamieocesu przedstawiono w

tabelach i na rycinie.

WYNIKI | DYSKUSJA

Zwiazki wielkoczsteczkowe znajduj coraz szersze zastosowanie w praktyce
farmaceutycznej jako substancje pomocnicze, zaréwiechnologii nowych postaci lekow,
jak i w docelowych systemach terapeutycznych z fabotvanym uwalnianiem substancji
leczniczych [15]. Uktad substancja lecznicza — mpeli umaliwia bowiem lepsze
wykorzystanie i zmniejszenie dawek, ograniczenieatdia niepazadanych i uproszczenie
sposobu podawania lekow.

Rdznego rodzaju polimery naturalne: polisacharydy ksttean, kwas hialuronowy,
celuloza, chityna, polimery biatkowe — albumiriglatyna i polimery syntetyczne — alkohol
poliwinylowy oraz produkty ich modyfikacji, wykorayuje s¢ jako polimerowe ngniki
lekoéw [16]. Polimery naturalne oraz ich pochodrenetvia cenny materiat wykorzystywany
do produkcji folii, wiokien, kulek, ghek oraz fibryd.

Chitozan jest biozgodnym i biodegradowalnym natunal biopolimerem. Jest zdolny
do absorpcji ptynéw i wykazuje wdaiwosci przepuszczalrioi dla wody. Chitozan jest
uzywany na wiele sposobow w medycynie i farmacji jakénik lekdw i wielu angiogennych

czynnikbw wzrostu [17, 18].W pismiennictwie opisane as membrany chitozanowe



sieciowane glutaraldehydem oraz zioe membrany zawiergje kolagen i chitozan w
réznych proporcjach [19, 20], wykorzystywane do koltweanego uwalniania lekéw.

Inny sposéb modyfikacji polegat na konstruowaniumbean warstwowych zayciem
innego obajtnego polimeru o wkszej lepkéci — metylocelulozy i alginianu z dodatkiem
plastyfikatorow (glicerolu lub glikolu propylenowely Uzycie mieszaniny dwoch polimerow
i niewielkich ilosci plastyfikatorow, poprawito znacznie elastycghootrzymywanych
membran [21].

W naszych badaniach zyto membrany chitozanowo-alginianowej. Na ryc. 1
przedstawiono obrazy tej membrany, otrzymane z eskopu skaningowego (Quanta 200
SEM). Membrana charakteryzuje ¢sirozwinigta powierzchma, chropowatécia |
porowatgcia.

Oznaczono szybké uwalniania czynnikbw wzrostu PDGF-AB i TGFz nowo
wytworzonej membrany do buforu PBS (0,01 mol/l, pH) (ryc. 2 ). lld¢ uwolnionego
czynnika ptytkowego PDGF-AB z badanej membranyalztacznie wisza w poréwnaniu z
TGF{3. Najwigksza ilg¢ uwalnianego czynnika byta po 3 h inkubacji (255+4&,82 ng/ml,
wspotczynnik wazania 3,53). Po 5 h poziom uwalniania byt niecssny i wynosit 217,24 +
13,90 ng/ml, wspétczynnik wkania 4,14 (tab.1).

Stgzenie uwolnionego czynnika TGE- byto najwysze w pierwszej godzinie
inkubaciji (114,20 = 9,61 ng/ml, wspotczynnik 1,18k jak to ma miejsce w warunkaa
vivo [22]. W trzeciej i patej godzinie inkubacji uwalnianie TGE-do eluentu wynosito
odpowiednio 11,53 £ 2,70 ng/ml, czynnik awania 11,06 i 19,40 £ 2,00 ng/ml, czynnik
wiazania 6,58 (tab. 2).

Z przeprowadzonego éaiadczenia wynikaze ptytkowy czynnik wzrostu uwalniany
jest szybciej z badanej membrany w poréwnaniu z -BG&iyc. 2). Wydaje s, ze membrana
chitozanowo-alginianowa jest lepszymsnikiem dla ptytkowego czynnika wzrostu (PDGF-
AB). Wyniki te sugeruj, ze zastosowanie w periodontologii ptytkowego czyanwzrostu
(PDGF-AB) zwhzanego z chitozanem, m® mi&€ duze znaczenie w procesie regeneracji
uszkodzonej tkanki kostnej [23].

Na podstawie uzyskanych wynikow badprzedstawionych w tabelach 1 i 2 i na
rycinie 2 stwierdzonoze otrzymana membrana wykazujeckdz efektywnad¢ wiazania
czynnika TGFB i jednoczénie mniejsza efektywna¢ jego uwalniania. Odwrotnsytuacg
zaobserwowano dla czynnika PDGF-AB. d#&Anie tego czynnika jest stabszepadst

uwalnianie przebiega efektywniej — blisko 30% pgdgizinach, po czym maleje do ok. 23%



po 5 godzinach trwania procesu (ryc.2). Stwierdzam na ild¢ zwiazanego czynnika

wzrostu przez membrarma wptyw powierzchnia wikgiwa membrany i jej powinowactwo

do czynnika wzrostu.
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WNIOSKI

Membrana chitozanowo-alginianowa meoby¢ uzywana w chirurgii stomatologicznej
jako nanik dla angiogennych czynnikow wzrostu: ptytkowegoynnika wzrostu,
PDGF-AB i transformujcego czynnika wzrostu TGE-

Stopier uwalniania ptytkowego czynnika wzrostu (PDGF-ABS$t znacznie waszy w
poréwnaniu z uwalnianiem czynnika transforaogigo TGFB.

Mniejszy stopié uwalniania TGH3 z membrany chitozanowo-alginianowej, wynika z
jego wikkszego powinowactwa do Zia polimerowego.

Wybor odpowiedniego rimika, czynnika wzrostu i stopieuwalniania w czasie, me

by¢ wykorzystany w chirurgii w zafmosci od potrzeb.
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Ryc. 1. Mikroskopowy obraz membrany chitozanowo-algioiagj; a) widok powierzchni,
b) przekroj poprzeczny

FiG. 1. Microscopic view chitozan-alginate membrarjenaroscopic view; b) cross-section
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TABELA 1. Stzenie uwolnionego PDGF-AB [ng/ml] do buforu w czagrecesu

elucji do fosforanowego buforu PBS 0,1 [mol/l] pt T wspétczynnik wazania (WW)
PDGF-AB z ndénikiem chitozanowo-alginianowym.

TABLE 1. Concentration of release PDGF-AB [ng/mmifd PBS phosphate buffer

0.01 [mol/l] pH 7.4 and PDGF-AB binding factor \W with chitosan—alginate carrier

Czas

Time [h] 0,5 1 3 5
X [ng/ml] 112.75 100.22 255.41 217.24
* ?D 4.77 5.35 8.88 13.90
n=8

WwW 7.99 8.90 3.53 414

WW = catkowitw s¢zenie/stzenie uwolnionego PDGF-AB [ng/ml]
WW = total concentration /concentration of releB&8F-AB [ng/ml]

TABELA 2. Stzenie uwolnionego TGB-[ng/ml] do buforu w czasie procesu

elucji do fosforanowego buforu PBS 0,1 [mol/l] pt T wspétczynnik wazania (WW)
TGF{3 z nagnikiem chitozanowo-alginianowym.

TABLE 2. Concentration of release T@@Hng/ml] into PBS phosphate buffer 0.01 [mol/I]
pH 7.4 and TGH binding factor (WW) with chitosan—alginate carrier

Czas

czas [h] 05 1 3 5
X mgmi | 1882 | 11420 | 1153 | 19.40
ESD n= 3.29 9.62 2.70 201
WW 6.78 112 | 11.06 | 658

WW = stzenie catkowite/stzenie uwolnionego TGB-[ng/ml]
WW = total concentration /concentration of reled&#{3 [ng/ml]
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Ryc.2 . Profile uwalniania czynnikow wzrostu z membyrahitozanowo-alginianowej

FiG. 2. Release profile growth factors from chitoségireate membrane
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