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1. STRESZCZENIE

W niniejszej pracy przedstawiono opis wynikow hagaswieconych otrzymywaniu
i charakterystyce biomateriatdw zbudowanych z &aita, kolagenu zelatyny, o strukturze
i whasciwosciach wymaganych od nowoczesnego materialu opatmego, stanovgcego
jednoczénie dogodyg matrye do inkorporacji zwjzkéw biologicznie czynnych, zwitaszcza
lizostafyny. Opracowane materialy stangwakze prole odpowiedzi na potrzeby medyczne
dotyczce pacjentow z trudno gmymi sk ranami skornymi, w tym szczegolnie na skutek
zakaen wywotywanych przez bakterigtaphylococcus aureus

Konstrukcg materiatdw chitozanowo-biatkowych oparto o innowag technologs
przetwarzania chitozanu, charakteryzgjsic tym, ze chitozan rozpuszczany jest w wodzie
na skutek saturacji gazowym ditlenkiem ¢gla wodnej zawiesiny chitozanu
mikrokrystalicznego, a nie jak w dotychczas znanyebstpowaniach, w wodnych
roztworach  kwasOw  organicznych. Wykorzystanie zpprowanej technologii
wyeliminowato konieczn& przeprowadzania czaso- i energochtonnych procesow
zwigzanych z wyptukiwaniem resztkowej zawdrdio kwasow, jakie prowadzoneg sw
przypadku materialdbw otrzymywanych z chitozanu wgdktandardowych procedur i w
zZwigzku z tym, umaliwito wprowadzanie do uktadu zwzkow aktywnych ja na etapie
wytwarzania biomateriatdw, bez obawy o icle&@owy utrat (na skutek wymywania)golz
bez obawy o utratich aktywndci (zwigzarg ze zbyt niskim odczynesrodowiska).

Przeprowadzone badania uriwity poznanie wptywu sfzenia genipiny, gytej jako
czynnik siecigcy na wybrane wikgxiwosci otrzymanych now metod, materiatow
chitozanowo-biatkowych, a tak wptywu na profil uwalniania inkorporowanej w tych
materiatach  lizostafyny. W  konsekwencji  otrzymano zereg  biomateriatow
0 wysokoporowatej strukturze zdolnej do pochtaraanmacznej iléci cieczy, stabilnych w
warunkach docelowego zytkowania, a przede wszystkim niewykagych efektu
cytotoksycznego wzgtlem komaorek mysich fibroblastow, zachowayjch przy tym wysok
aktywnas¢ przeciwdrobnoustrojogvwzgledem komorekS. aureusBadania przeprowadzone
na 143 szczepach pochadgch z r@nych populacji (w tym wzgdem széciu szczepdw
MRSA) wykazaly,ze zaden z nich nie byt oporny na dziatanie materiaidhitozanowo-
biatkowych z inkorporowaglizostafyry.

W ramach prowadzonych prac badawczych wykazanaetaklacje wiéciwosci
otrzymanego materiatu chitozanowo-biatkowego, oadkle uznanym za optymalny,
wzgledem widciwosci pigtnastu komercyjnie doginych materiatdbw opatrunkowych.
Przeprowadzone przy tej okazji porownanie akty$enprzeciwdrobnoustrojowej untwito
poréwnanie w jednorodnych warunkach skuteéeznoréznych wykorzystywanych
komercyjnie czynnikbéw aktywnych, w tym: chlorhekgyg, jodopowidonu, miodu Manuka
oraz zwiazkOw srebra w czterech mdych postaciach: fosforanu srebrowo-sodowo-



wodorowo-cyrkonowego, siarczanu srebra, srebraid@loego oraz srebra metalicznego,
wzgledem czterech szczepow bakteryjnych agtgch do grupy drobnoustrojow nagsziej
wywotujacych zakaenia ran: Staphylococcus aureusStaphylococcus epidermidis
Escherichia colii Pseudomonas aeruginasa@trzymany w ramach niniejszej pracy
biomateriat nalgal do grupy materiatdbw o najuigze] aktywnéci wzgledem komorek
S. aureuscechowat si tez najwyzszg zdolnccig do wigzania cieczy, wysak aktywnacia
przeciwutleniajcg i jako jedyny nie powodowat spadki#ywotnasci komorek mysich
fibroblastow.

Rownolegle do gliéwnejciezki badawczej przeprowadzono badania w ramach dwéch
pobocznych wtkdéw tematycznych, z ktorych pierwszy obejmowat d@d pdwiecone
optymalizacji ekspresiji lizostafyny w bioreaktor@a@bitosci roboczej 5 | w uktadzi&. coli
TOP10F/pBAD2lys, w celu pozyskania taniego, szggid i wydajnegozrédita jej
otrzymywania. Okrdono warunki prowadzenia hodowli, pozwalzg na uzyskanie
wydajnaici specyficznej procesu ekspresji na poziomie 26Q@0hodowli oraz enzymu
o aktywndci specyficznej 728 U/mg, co stanowi wynik ponagmimkrotnie wyszy w
stosunku do wydajrigi opisywanych w dotychczasowej literaturze.

Realizacja drugiego pobocznego tematu badawczegwlwita poznanie wpltywu
rodzaju preparatu biopolimerowego (chitozanglatyny kydz kolagenu) na wybrane
wiasciwosci  wytworzonych z nich materiatdbw abczastych, przy wykorzystaniu
standardowych procedur przetwarzania chitozanup(szczanie w wodnym roztworze
kwasu octowego). Wynik przeprowadzonej za poagnoetody gtdbwnych sktadowych analizy
poréwnawczej, jak rownieanaliza wartéci zmiennych cgstkowych, wskazuje na wyrae
réznice we widciwosciach otrzymanych w 100% z tych biopolimeréw, aztake lczac
dane dwa polimery w tej samej i, mazliwe jest uzyskanie materiatu o weawosciach
stanowicych wypadkow wiasciwosci dla materiatdbw wykonanych z obu polimerow.

Przeprowadzone prace badawcze wskazajduy potencjat otrzymanych materiatdw
chitozanowo-biatkowych w konstrukcji nowego matkriapatrunkowego przeznaczonego do
leczenia trudno gaegych s¢ ran skérnych i magstanowé dobry wsép do projektowania
bada klinicznych magcych na celu potwierdzenie ich skutecgiav warunkachn vivo.



2. WPROWADZENIE
2.1. Ogodlna charakterystyka procesu regeneraciji rany skine;.

Skéra jest najwikszym organem ludzkiego ciata, zajamigrednio u osoby dorostej
1,75 nf przy wadze okoto 5 kg. @sto, bkdnie uznawana jedynie za otoczkiata, w
rzeczywistdci jest wanym organem zaangawanym w mechanizmy regulagrodowiska
wewretrznego organizmu (utrzymanie weytrznej homeostazy), w tym przede wszystkim za
gospodark wodrg i utrzymywanie temperatury. Ponadto jest integr&imsciag nieswoistego
uktadu odpornéciowego, tworzc pierwsz lini¢ obrony przed zak&niami
drobnoustrojowymi [Percival i in. 2012]. Naruszepeg naturalnej eigtosci, z towarzyszcs
temu utrad tkanki powoduje powstanie rany, co 70 nasipic zarowno wskutek
przypadkowego urazu, w sposOb zamierzonydzbwskutek przyczyn patologicznych
(owrzodzenia, nowotwory). W zaleosci od stanu, klasyfikacji ran dokonuje; sk oparciu
o dwa kryteria: ze wzgtlu na kolor warstwy wierzchniej oraz ze wglil na ich gibokasé.
W ten sposéb wyrtia st rany pokryte warstww kolorze czarnym (tkanka martwicza),
z0ttym (tkanka martwicza wilgotna oddzielep s¢ od zdrowej) lub czerwonym (tkanka
ziarnista), a take rany ptytkie (powierzchniowe) obejmuag naskorek i/lub bez naruszenia
skory wiaciwej oraz rany gibokie, obejmujce naskorek, skémitasciwg, tkank podskora,
a w pewnych przypadkach tak misnie i kasci [Ziotkowski i in. 2011]. Proces gojeniagsi
rany rozpoczyna sibezpdrednio po jej powstaniu i jest procesem bardzaagm. Skiada
sie z szeregu nagbujacych po sobie etapéw: fazy zapalnej (weksi), fazy proliferaci
(rozrostu, ziarninowania, naskorkowania) oraz fazgmodelowania (dojrzewania
i ksztaltowania si tkanki kolagenowej, wytworzenia blizny) [Boatengi 2008, Burek i in.
2000]. Ze wzgldu na tempo procesu regeneracji veyni@ st rany ostre, szybko
przechodgce przez caty proces gojenia, lecz niezdjuniz od 8 do 12 tygodni oraz rany
przewlekte, w przypadku ktorych normalny proceseg@ zostat zatrzymany na jednyadb
kilku etapach (zwykle na etapie fazy zapalnej)aly proces regeneracji me trwa przez
kilka mieskcy, a nawet lat [Percival002, Harding2002]. Istnieje wiele czynnikéw, ktére
mog negatywnie wptyaé na ten proces, np. chroniczne zapalenie, infeajagendw, czy
stres oksydacyjny. Tak nadmierna produkcja wy&u, przy braku jego odbierania te
prowadz¢ do maceracji zdrowej tkanki wokot miejsca zrangenitym samym powodowa
op&nienia w procesie regeneracji [Cutting i in. 2008ktad wys¢ku wydobywagcego s¢
z rany przewleklej rini sie tez od tego, jaki wydzielany jest w przypadku ranyrejst
zawierajc wyzsze s¢zenia metaloproteinaz, ktorych aktywséododatkowo prowadzi do
degradacji tkanki kolagenowej i ofptienia procesu gojenia [Chen iin. 1992].

Wybér wiaciwego materialu opatrunkowego nie jeste¢evi procesem fatwym
i wymaga odpowiedniego rozwenia wszystkich wspomnianych wej czynnikdw,
moggcych wplywa& na opdénienie tempa regeneracji rany. Boateng i wspotprswojej

10



publikacji przegidowe] zestawili najbardziej pedane widciwosci, jakimi powinien
cechowa si¢ idealny materiat opatrunkowy [Boateng i.in. 2008]sr6d nich wyr@nia sk;
utrzymywanie warunkédw homeostazy, wilgotnegodowiska, mechanicznej bariery przed
czynnikami zewstrznymi (kurzem, mikroorganizmami), zdokgodo wchtaniania nadmierne;j
ilosci wydobywagcego s¢ z rany wysgku, zapobieganie infekcjom drobnoustrojowym, nisk
przyczepné¢, utrzymywanie temperatury w granicach 3%@O0oraz niski stosunek
wspotczynnika kosztu do efektywsw terapii.

Tradycyjne materialy obejmaj produkty widkniste, takie jak gazy, barmda
i podstawowe opatrunki samoprzylepne oraz wszetkiegdzaju ptyny do zastosowa
miejscowych [Stashak i in. 2004]. Pierwotnym celech stosowania byto utrzymanie
suchegarodowiska rany, umdiwiajagcego odparowanie wydobywagego st z niej wyseku
oraz zabezpieczanie przed kolonizagdjobnoustrojow zérodowiska zewetrznego. Dopiero
w latach sz&dziesptych ubieglego stulecia pojawita ¢sinowa koncepcja sposobu
opatrywania, poda¢g dowody na szybsze i bardziej efektywne leczemey gapewnieniu
wilgotnych warunkéw leczenia. Wykazanae nasgpstwem zapewnienia wilgotnego,
wolnego od infekcjisrodowiska rany, jest podwgzona obecrié leukocytow, enzymow,
cytokin oraz czynnikbw wzrostu, co znacznie gpgsza proces jej leczenia [Jones i in.
2001]. Pomimo dowoddéw popiesaych zmiag koncepcji leczenia rany, rozwoj
zaawansowanych materiatdbw opatrunkowych zimgy byt dopiero wraz z pospem
technologicznym w dziedzinie materiatobw polimerowyc obserwujemy go dopiero w
ostatnich kilkunastu latach.

Zaawansowane materiaty,¢st0 nazywane opatrunkami nowej generagjigwnie
podzielone ze wzgtlu na surowce, z jakich zostaty wyprodukowane,edjatte czesto
wyroznia sk takie grupy jak: opatrunki hydrokoloidowe, hydetowe, widkniste, ktore
zasadniczo wysgpuja w formie zeli, cienkich filmow ladz struktur gbczastych [Boateng i in.
2008]. Ze wzgidu na przeznaczenie wywda st z kolei te, ktdére zapewnigjjedynie
wilgotne srodowisko rany i te, ktére dodatkowo zawigraizynnik aktywny. Czynnikami
aktywnymi @ gtéwnie zwazki przeciwdrobnoustrojowe, czynniki wzrostu oragwe
komoérki [Stojadinovic i in. 2008]. Wprowadzanie wkinych wyrobdéw opatrunkowych
stanowi gtowny trend rozwoju tej gai rynku wyrobow medycznych. Z roku na rok
obserwuje si coraz weksz liczbe takich opatrunkéw, wprowadzanych do standardowych
metod leczenia. Tak gwattowny rozwdéj badaad nowymi materialami opatrunkowymi
napedzany jest dodatkowo brakiem pojedynczego produittary bytby idealny dla kadego
rodzaju rany, na wszystkich jej etapach leczenwarj&€r 1997]. Ze wzgtlu na znamienne
roznice poszczegolnych faz procesu leczenia rany,mvigzede wszystkim gdice w ilcsci
wydobywapcego st z niej wyseku, a take r&nice w stanie zdrowia poszczegdllnych
pacjentow, nie jest nitiwe zaprojektowanie idealnego opatrunku medycznego
Wykorzystanie polimeréw naturalnych, w tym zekkolagenu i chitozanu, pozwala na
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otrzymywanie materiatbw o widaiwosciach zblzonych do matrycy pozakomorkowe) —
mickkiej, mocnej i elastycznej sieci zbudowanej z dkat zapewniajce] stabilnéé
mechaniczg i integralnd¢ strukturalm tkanek i narzdow ciata. Przewagtego rodzaju
materiatéw jest dodatkowo ich biokompatybitpbrak toksyczngci i niska sktonné do
wywotywania odczynow alergicznych [Amidi i in. 201Briess 1998]. Gxsto odgrywaj one
takze bardzo specyficanrole w procesie odbudowywania tkanek skory m.in. stapow
miejsce adhezji komoérek [Wang i in. 2009]. Takarekterystyka i dodatkowo stosunkowo
niska cena, czyni polimery naturalne materiatamralayjnymi w projektowaniu
nowoczesnych materiatow opatrunkowych [Megau i in. 2014, Sionkowska 2011].

2.2. Polimery naturalne (chitozan, kolagenzelatyna) w konstrukcji materiatow
medycznych o potencjalnym zastosowaniu w leczeniam skornych.

2.2.1.Chitozan — informacje podstawowe.

Chitozan jest polimerem naturalnym, zbudowanym zdjgunostek 3(1—4)-D-
glukozaminy i N-acetyl-D-glukozaminy, utonych losowo lub blokowo w strukturze
tancucha polimeru. Uzyskiwany jest z chityny, staram&j budulec szkieletu skorupiakéw
i owadow, a take wystpujacej wscianie komodrkowej grzybow[Tolaimate i in. 2000, Alga
i in. 2000], na drodze procesu N-deacetylacji. Bsoten polega na rozszczepieniu grupy
amidowej znajdujcej st na weglu C2 N-acetylo-D-glukozaminy, w wyniku czego zgst
wygenerowana wolna grupa aminowa. Ob&énszerefu wolnych grup aminowych
chitozanowi rozpuszczonemu wrodowisku kwanym unikatowy wréd biopolimerow,
polikationowy charakterRysunek J).

A.

Rysunek 1 Schemat procesu otrzymywania chitozanu (Panel@ityny (Panel A).
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Hasto ,chitozan” obejmuje grgppolimeréw o ré@nej masie casteczkowej, rénym
stopniu deacetylacji, zdefiniowanym, jako procernpszorzdowych grup aminowych w
strukturze szkieletu polimeru, a tak o r&nej dystrybucji obu podjednostek w ebie
pojedynczego #&cucha, na co wptywaj warunki prowadzenia procesu N-deacetylacji.
Wickszas¢ wiasciwosci  chitozanu, w tym biodegradowak®y funkcje biologiczne,
wiasciwosci reologiczne jego roztworow i w konsekwencji #fiiwe zastosowaniagszalezne
od tych dwoch parametrow [Huang i in. 2005]. Stapieacetylacji komercyjnie degmnych
preparatow chitozanu zawierg giomiedzy 70 a 95%, a ich masagsteczkowa porgdzy 10
a 1000 kDa [Muzzarelli 2009]. Oldlenie ,polimer naturalny” jest w przypadku chitozan
uzasadnione faktermg polimer ten jest sktadnikiegtiany komorkowej niektérych grzybow
strzzpkowych, np. Mucor rouxii.

Ze wzgkdu na swoje wszechstronne wdavosci, chitozan zostat doceniony nie tylko
w zastosowaniach hynierii tkankowej, lecz tate na polu badasysteméw dostarczania
lekoéw, produkcji suplementow diety, kosmetykow, gmizvdrobnoustrojowych ptukanek do
ust, w uprawie rdin i procesach ochrongrodowiska m.in. w procesach oczyszczania
sciekbw [Mucha 2010]. Liczne badania dowiodty o jegbiodegradowalriei,
biokompatybilngci, braku wiaciwosci antygenowych, braku toksyczu
i biofunkcjonalndci [Khor i in. 2003, Muzzarelli 2009]. Ponadto obe& dwdéch grup
funkcyjnych: hydroksylowych i aminowych, daje ativos¢ wielu raznych modyfikacii
chemicznych i enzymatycznych, co jestesip wykorzystywane w projektowaniu
i konstruowaniu systemow do immobilizacji i uwalmia zwgzkow terapeutycznych, a tak
do uzyskiwania rozpuszczalnych w wodzie pochodmngfuitozanu [Uragami i.in. 2010, Liu
i in. 2011]. Raporty dotyere analizy rynku chitozanu prognozujze swiatowe
zapotrzebowanie na ten polimer w 2015 roku wynigsiead 21,4 tygce ton [BHBIIC Ltd.
2014]. Daje mu to drugie miejsce, zaraz po celelomv grupie masowo wytwarzanych
polimeroéw naturalnych.

Pomimo tak wszechstronnych zastostwaplikacje zwiazane z wykorzystaniem
chitozanu nadal jednak podleggjewnym ograniczeniom. Ze wzgdlu na stabilg i sztywry
struktug krystaliczry, chitozan jest polimerem nierozpuszczalnym w wedz take w
roztworach przy pH powej 7 oraz w typowych rozpuszczalnikach organicznych
Rozpuszcza sion natomiast w wodnych roztworach kwaséw takick: jlavas octowy,
cytrynowy, mrowkowy, solny, mlekowy, z ktérych reairy kwasu octowegogsnajczsciej
wykorzystywane, przy czym niegtne jest obrienie pH roztworu poutej wartgci 6,2
[Leffler i in. 2000]. Przy zastosowaniu takich raprOw otrzymywane & réznego typu
biomateriaty, w tym: membranyghki, wiokna, mikrosfery oraz hydzele. Zawarté¢ kwasu
w tak przygotowanych materiatach unietfiwia ich bezpdrednie wykorzystanie w
zastosowaniach medycznychgdb kosmetycznych (ze wzglu na dranigce dziatanie
kwasow - spadek biokompatybili®m) i zmusza wytwore do prowadzenia dodatkowych
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proceséw magcych na celu jego uswtie. Zwykle dzieje si to poprzez wyptukiwanie za
pomog wodnych Rdz etanolowych roztworéw, a nagphie powtdrne suszenie [Nandagiri
iin. 2011, Yan i in. 2010]. Aby pomagd ten etap, prowadzonych jest wiele hadaagcych
na celu wytworzenie rozpuszczalnych w wodzigsteczek chitozanu, aswd nich r@nego
typu chemiczne d4umz enzymatyczne modyfikacje oraz fragmentowaniencd@ha
[Czechowska-Biskup i in. 2005, Heraa i in. 2001u@dhi in. 2005, Baran i in. 2015, Wang
I in. 2011, Chang i in. 2007]. Nieco inne rozwanie zaproponowat Struszczyk opracaeu;
technologe otrzymywania chitozanu mikrokrystalicznego [Stesgk 1987]. Polega ona na
agregacji makrocggteczek z wodnych roztwordw kwasOw organicznycheprprocesy
zobogtniania, koagulacji i wygcania polimeru mikrokrystalicznego, potonego
Zz usuwaniem produktéw ubocznych. Prace weniowe wykonane m.in. przez Instytut
Biopolimerow i Widkien Chemicznych doprowadzity dego wykorzystania w takich
zastosowaniach jak: produkcja materiatdw opatrunfatw impregnacja tkanin i witokien
wiskozowych, a take produkcja nawozéw ptynnych [Mucha 2010].

2.2.2 Kolagen — informacje podstawowe.

Kolagen jest jednym z gtéwnych skiadnikdw tkanekgawcéow i bezkggowcodw, w
tym m.in. skory,sciggien, chrastek, kdci i bton lgcznotkankowych, przy czym szacuje,si
ze w przypadku organizmoéw ssaczych stanowi on 25-30&hej masy ciata [Alberts i in.
2002, Sadowska i in. 1999]. Cecbharakterystycznczasteczek kolagenu jest ich struktura,
stanowjca potroja prawosketna helis, utworzom przez trzy lewosktne tacuchy
polipeptydowen. Do 2010 roku zidentyfikowano 29 typow tego biatk@nigcych s¢ przede
wszystkim konformagj tancuchéw o i ich wzajemm kombinacy w potréjnej helisie
[Parenteau-Bareil i in. 2010]. Struktumpierwszorzdows kolagenu tworzy 19-21 reszt
aminokwasowych, ulmnych w blokowo powtarzagych s¢ fragmentach —Gly-X-Y-.
Obecnd¢ glicyny na co trzecim miejscu polipeptydowegadacha jest niezjsina do
utrzymania prawidtowe] jego konformacji. Kolejrcechy charakterystyczndla tej grupy
biatek jest obecrnigé w ich strukturze znacznej doi hydroksyproliny i hydroksylizyny —
aminokwaséw rzadko i w nieznacznych sd@ch wys¢pujacych w innych biatkach.
Wykazano,ze zawarté¢ zwlaszcza hydroksyproliny zéiea jest od rodzaju tkanki, gatunku
i pochodzenia (temperatury pezeiowej) zwierzcia, z ktérego dokonywano izolacji
preparatu. M.in. preparat wyizolowany z e¢dmi bydlecych zawierat od 6,6 do 11,1%
hydroksyproliny [Sadowska 1992], natomiast prepaeaskor zimnolubnego dorsza od 4,1 do
8,0% [Sikorski i in. 1984, Yamaguchi i.in. 1976]Jawartég¢ hydroksyproliny w kolagenie
wplywa na jego wigciwosci funkcjonalne, wykorzystywane w konstrukcjizniego rodzaju
produktéw, m.in. na stabildé cieplry wyizolowanego preparatu, jego rozpuszcz&inazy
wiasciwosci przeciwutleniajce. Sty takze do jego identyfikacji.
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Dojrzaly kolagen, znajdegy sk w tkankach organizméwywych, jest biatkiem
nierozpuszczalnym w wodzie, rozaoezonych kwasach i roztworach buforowych. Dopiero
zniszczenie wizan sieciupcych, poprzez rozdrobnienie tkanki i traktowanikadbmi lub
obrébka enzymatyczna sprawi® mazliwa jest ekstrakcja docelowego preparatu biatkaaveg
[Sadowska i in. 2005, Skierka i in. 2004]. Z kolsyizolowany preparat kolagenu jest
biatkiem rozpuszczalnym w rozgiezonych roztworach kwasoéw (m.in. w roztworach kwasu
octowego i mlekowego), natomiast nie rozpuszczansiwodzie, o ile zostanzapewnione
warunki nienaruszage jego natywnej struktury. Poddanie roztworu ketagdtugotrwatemu
ogrzewaniu powsej temperatury denaturacji, sprawize dochodzi do rozpadu yvan
wodorowych i oddziatywa hydrofobowych, stabilizgpych jego struktu. W wyniku tego
procesu naspuje przejcie z helikalnej struktury do tzw. ¢tika statystycznego i utratagsei
pierwotnych wiaciwosci biologicznych. Yunoki i wspotpr. wykazalize temperatura
denaturacji kolagenu wyizolowanego z ryb wekegzadici przypadkéw nie przekracza %D
[Yunoki i in. 2003]. Natomiast Reich zaobserwowad, mazliwa jest samorzutna ¢gciowa
renaturacja (powrot do pierwotnej strukturyklijgylko warunki i czas ekspozycji niey byt
ekstremalne [Reich 1970].

Pomimo identyfikacji wielu typéw biatek kolagenowyc jedynie kilka z nich
wykorzystywanych jest do konstrukcji biomateriatldmajgcych zastosowanie w dginierii
tkankowej. Wréd nich znajduj sie zdolne do tworzenia wiokien: typ I, I, 1, V iX.
Pozostate g biatkami niefibrylarnymi, wykazagymi znaczne rnice w strukturze,
umiejscowieniu w tkankach oraz petnionych funkcjaghorganizmachzywych. Ziotym
standardem w wkszdaici publikowanych materiatow statogsivykorzystanie kolagenu typu 1.
Jest to biatko o mocnych i grubych widknach, aejwstabilndci cieplnej i odpowiednich do
tego zastosowania wdewosciach mechanicznych: cechog s¢ duza rozcihgliwoscia
i wytrzymataicig. Ponadto wyspuje ono w diaych ilosciach w skdrzesciegnach, kéciach
i migsniach, co stanowi o0 jego atrakcyfod z punktu widzeniazrodia pozyskiwania.
Wykazano m.in.ze kolagen typu | jest gtbwnym skiadnikiem skorysdia ptetw ryb, czyli
sktadnikébw ledacych dotychczas odpadami przemystu rybnego [Nagain.i 2000].
Opracowanie wydajnych technologii pozyskiwania gelau z tegdrodta, przyczynito si do
obserwowanego w ostatnich latach, gwaltownego r@arw@rodukcji preparatéw
kosmetycznych oferagych r&nego rodzaju kuracje kolagenowe [Sadowska i in3R00

2.2.3.Zelatyna — informacje podstawowe.

Zelatyna jest produktem exiowej hydrolizy kolagenu, przez co nieznd sie od niego
skladem aminokwasowym. Nadal charakterystycznymichami pozostaje blokowo
powtarzagcy sk uklad aminokwasow -—Gly-X-Y— oraz stosunkowo zaluzawart&¢
hydroksyproliny i hydroksylizyny. W trakcie proces@®trzymywaniazelatyny, w wyniku
ekspozycji na wysak temperatug i ekstremalny odczyn kwasowo-zasadowgdowiska,
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dochodzi do  bezpowrotne] denaturacji trzeggdmwve]  struktury  kolagenu
i fragmentacji jego Wcucha. W efekcie uzyskiwany jest preparat o stmzietukkbka
statystycznego,dolacego mieszanintancuchdéw o rénej masie cgsteczkowej i konformacii.
W przypadkuzelatyny rybiej obserwowane gtownie struktury, B i v, gdzie dwie ostatnie
konformacje okrélaja odpowiednio dwa i trzy zwrane ze saptancuchy o [Karim i in.
2009]. Ze wzgidu na dwa typy procesu hydrolizy kolagenu veyiid st tez dwa typy
zelatyny, charakteryzage s¢ réznymi punktami izoelektrycznymi [Djagny i in. 200¥poung

i in. 2005]. Zelatyre typu A otrzymuje si w procesie kwénej hydrolizy, z& typu B w
warunkach hydrolizy alkalicznej. Proces denaturacjirodowisku alkalicznym polega na
hydrolizie whgzan amidowych w tacuchach bocznych reszt asparaginowych
i glutaminowych, w wyniku czego uzyskujee¢siprodukt z wgksz gestascia grup
karboksylowych, a co za tym idzie o ¢gkszym tadunku ujemnym i #ézym punkcie
izoelektrycznym. Kwéna obrobka kolagenu jedynie nieznacznie wptywaega wiaciwosci
elektrostatyczne (ze wazglu na duo mniejsa wrazliwos¢ wigzah amidowych) 1 w
konsekwencji uzyskiwana jestlatyna o punkcie izoelektrycznym zidnym do kolagenu.
Obie metody doczekaty siwielu modyfikacji, dz¢gki czemu na rynku dogbne g produkty
o ra&znym punkcie izoelektrycznym. Najgxiej jednakzelatyna typu A cechuje gspunktem
izoelektrycznym w pobhu wartgci 5, a typu B w pobhu wartcci 9.

Usunkcie silnych oddziatywd stabilizupcych struktug kolagenu powodujeze
zelatyna jest preparatem biatkowym rozpuszczalnymwedzie. W przeciwigstwie do
kolagenu, na skutekelowania roztworéwelatynowych, meliwe jest otrzymanie stabilnych
struktur w postaci statej (o trOjwymiarowej strukte), bez wykorzystania zwakow
sieciupcych. Cecha ta jest powszechnie wykorzystywana xerpsle spaywczym przy
produkcji r&znego rodzaju deserow i galaret, ze wdgl na zdoln& uzyskiwanychzeli do
szybkiego rozptywania siw ustach oraz na stosunkowo niskiezehia wymagane do
uzyskania produktu w postaci statej [GOmez-Guillén 2011].

Do dnia dzisiejszego gtownynirdédtami pozyskiwaniaelatyny g skory wieprzowe,
skory bydéce oraz ich kéci. Z roku na rok obserwujegsjednak rosgce zapotrzebowanie na
zelatyre ze zrodet alternatywnych. W 2007 rokdelatyna uzyskiwana z produktow
ubocznych przemystu rybnego stanowita okoto 1,5%dpkcji swiatowej, a liczne analizy
rynku wskazuj na znaczny wzrost w jego udziale w kolejnych IlatadRosnce
zainteresowanie nie tylko podyktowane jest zagniem ze strony zaken biatkami
prionowymi, ale take wzrastajcym zapotrzebowaniem szybko rozwa@ych s¢ paistw
o strukturze religijnej opartej na judaizmie lubamie, w ktorych produkcja i spgcie
zelatyny pochodzenia wieprzowego jest zabroniongglatyny wotowe] dozwolona tylko w
przypadku, j&li caly proces produkcyjny prowadzony jest zgodnze religijnymi
wymaganiami. Wréd powodow dotychczasowego mniejszego zainteresiawalatynami
pochodzenia rybiego byly mniejsza stabiioi gorsze wiaciwosci reologiczne
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uzyskiwanych z nichzeli w stosunku do tych otrzymywanych zzlatyny ze zwiergt

ladowych. Ostatnie badania wskagzjgdnak,ze wykorzystaniezelatyny wyizolowanej z ryb
bytujacych w akwenach cieptych wod tropikalnych i sulptkalnych, mae prowadz do

uzyskaniazeli o wiasciwosciach reologicznych wymaganych przez przemyst ggigs i in.
2000, Rawdkuen i in. 2010, Karim i in. 2009].

2.2.4 Rola chitozanu, kolagenu izelatyny w procesie regeneracji ran skornych.

Polimery naturalne, w tym chitozan, kolagetueiatyna, jako sktadniki materiatdw
opatrunkowych, cenione przede wszystkim za doskogddiokompatybilné¢, bardzo nisk
antygenowéc, biodegradowaln@ oraz podobigstwo wytwarzanych z nich biomateriatow
do matrycy pozakomoérkowej. Rola ABego z tych polimerédw w procesie regeneracii
uszkodzonej skory jest ztong funkcja wielu oddziatywa, wsrod ktérych wyréni¢c mazna
m.in. stymulowanie proliferacji komorek i procesangagenezy, aktywaej makrofagéw
I neutrofili w celu zainicjowania procesu gojeniahibicje metaloproteinaz, regulowanie
srodowiska oksydo-redukcyjnego, stymulowanie syntémyagenu, ograniczenie procesu
formowania blizn, czy zapewnienie czy&to mikrobiologicznej [Mogeanua i in. 2014,
Glowacki i in. 2007]. Niemniej jednak, pomimo wiehgbranych informacji, nadal nie jest
jednoznaczne w jaki sposéb chitozan, kolagesldtyna przyczyniajsic do czsto znacznego
przyspieszenia procesu gojeniasin.

W celu wyjanienia podstawowego efektu dziatania chitozanu ktady biologiczne
zbadano skutki aplikacji roztworu chitozanuémaeza rarg. Zaobserwowana,e natychmiast
po podaniu nagpuje aktywacja wielu elementéw uktadu odpamiowego. Wykazanaze po
kontakcie z naczyniami krwiodoymi, chitozan przyspiesza koaguladjrwi oraz podnosi
ilos¢ uwalnianych cytokin z trombocytow. Efekty te stymja tancuch procesow
biologicznych wysipujacych w fazie zapalnej procesu gojenig sany, co ostatecznie
prowadzi do fagocytozy leukocytarnej wywotanej rzaktywnadé komorek srédbtonka
naczyniowego, migragjgranulocytéw i znakowanie drobnoustrojow za pomogsoniny w
przypadku infekcji. Ponadto na skutek kontaktu tow z chitozanem komorki te
uwalniap fizjologicznie aktywne substancje, ktore dodatkantensyfikup swop aktywnac¢,

a take aktywnd¢ monocytdw, makrofagow, komoérekirodbtonka naczyniowego
i fibroblastow. Kaskada tych reakcji sprzyja twarze tkanki ziarninowej oraz stymuluje
proces angiogenezy. Makrofagi przeksztatcsig w komorki olbrzymie degradsge due
ilosci kolagenu, co zapobiega przerastaniu blizn. W $amym czasie naftuje angiogeneza
pobudzana przez rdego rodzaju cytokiny, co podnosi skutecgnteczenia ran [Uragami
2010].

W srodowisku rany chitozan ulega biodegradacji za pmnmektérych enzyméw np.
lizozymu, dzéki czemu powstaje oligosacharyd chitozanu (oliggnoeaz D-glukozamina.
Oligomer silnie przyeiga granulocyty i makrofagi, natomiast D-glukozaminest
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sktadnikiem proteoglikanu i glikozaminoglikanow, bstancji wykorzystywanych jako
materiat w syntezie matrycy zewtrekomérkowej w miejscu zranienia, a fak
wykorzystywana jest w syntezie kwasu hialuronowegoéry dodatkowo wzmaga ruchlié®
komoérek, ich adhegji proliferacg, a take odgrywa wana role w procesie morfogenezy
[Minami i in. 2010]. Badania prowadzone w warunkaohvitro wykazaty, ze aktywacja
makrofagoéw w wyniku kontaktu z ggteczkami chitozanu mie prowadzi do zwikszonej
produkcji interleukiny 1 (IL-1), a tade czynnika nekrozy nowotworéw (TNk); co ma
znaczenie w procesach zapobiegania nowotworzerfsdnbdta i in. 1997].

Badania prowadzone przez kilka grup badawczych wsligazdolnd¢ chitozanu,
zwiaszcza jego frakcji o mzych masach gzteczkowych, do inhibicji metaloproteinaz,
enzyméw zdolnych do degradacji skladnikow matryogwmtrzkomérkowej, w tym
kolagenow, lamininy i fiborynonektyny [Chen i in. 98]. Metaloproteinazyasbiatkami, ktore
ulegap statej ekspresiji, niemniej jednak w przypadku sakodzonej skory, ich produkcja
odbywa s¢ na niskim, niezageajacym autohydrolizie poziomie. Wzrost ichestnia, czsto
gwaltowny, towarzyszy wkszaci procesom zwizanych z przebudowtkanek, w tym
procesom gojenia giran, zapaleniom stawdw, czy zmianom nowotworowymsposob
istotny utrudniajc procesy regeneracyjne. Przypuszczg 8¢ inhibicja aktywnéci tych
enzymoéw przez cgteczki chitozanu me zachodzi na skutek wspétdziatania dwdch
mechanizméw: zahamowania proceséw agzanych z ich ekspresj na poziomie
transkrypcyjnym i/lub poprzez ograniczenie gpst do jondw cynku, ktore uznajegsta
kofaktory metaloproteinaz [Kim i in. 2006, Gorzefgn in. 2007].

Badania przeprowadzone przez Cuy i wspoipr. wyyazae wprowadzenie do
matrycy chitozanowej kolagenu m@prowadz do zwikszonej adhezji komérek i szybiad
ich namnaania, w stosunku do matrycy chitozanowej otrzyméuegj jego dodatku [Cuy i in.
2003]. Podobne wyniki uzyskano w grupie Chen’ar&t@aobserwowata zekszory adhezg
fibroblastéw na powierzchni symetrycznych membraitozanowo-kolagenowych [Chen i in.
2009]. Zwkkszona adhezja komorek na powierzchni materiatbwagemowych jest
konsekwengj strukturalnych i funkcjonalnych wdaiwosci kolagenu, a zwlaszcza jego
hydrofilowej natury uwarunkowanej da zawartdciag aminokwasow dikarboksylowych. Nie
bez znaczenia jest tak fakt wysg¢powania glikoproteinowych receptoréw na powierzchni
komodrek, wykazujcych specyficzne powinowactwo do o#mych regionow tacucha
kolagenowego [Kleinman i in. 1981]. Receptory telzielono na cztery grupy zdigce sé
budowg i rozpoznawalp sekwencj, aczkolwiek tymi najogciej rozpoznawalnymi
motywami g sekwencje GPO (Gly-Pro-Hyp) i RGD (Arg-Gly-Asp)dienteau-Bareil i in.
2010].

Wysoka biokompatybiln@ kolagenu, a tatie promocja procesu gojeniag sian
Zwigzana jest z tymze biatko to stanowi ponad 70% masy wszystkich kameptdw skory
(poza wod), w ktorej pemni przede wszystkim funkcje awane z zapewnieniem jej
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odpowiednich wiéciwosci mechanicznych. Dane literaturowe wskazwo prawda na
mozliwg immunogenn& (zdolng¢ do wywotywania odpowiedzi immunologicznej)
czasteczek kolagenualz zelatyny [Steffen i in. 1968], aczkolwiek w przypadkolagenu
typu |, najczsciej wykorzystywanego do konstrukcji materiatéw tspakowych, odpowiet
humoralna obserwowana jest jedynie u niewielkiegi@nta populacji, a ponadto jest tatwo
wykrywalna na drodze testow serologicznych [Eagisten. 1999, Badylak i in. 2008].

Na skutek aktywn&i metaloproteinaz obecnych w podwgonym sizeniu w
srodowisku gojcej sk rany, kolagen izelatyna, a zwlaszczaelatyna, mog uleg&,
enzymatycznej hydrolizie do oligopeptydow, a navdet pojedynczych aminokwaséw.
Aminokwasy mog by¢ wykorzystywane jako substraty w syntezie nowenkkgLai i in.
2012], a oligomery mag dodatkowo stymulowa chemotaktyczne ruchy fibroblastow,
przyspieszagc tym samym procesy remodelowania [Postlethwaite1978].

W celu zwikszenia szybkixi procesu gojenia sirany, materiaty na bazie chitozanu,
kolagenu, a tate zelatyny, czsto wykorzystuje sijako na@niki dla innych aktywatoréw tego
procesu, takich jak czynniki wzrostu, sktadniki myay zewntrzkomorkowej, zwdzki
przeciwutleniajce, inhibitory metaloproteinaz, komorki macierzysteraz czynniki
przeciwdrobnoustrojowe [Obara i in. 2003, Holmes 2013].

2.2.4.1. Whasciwosci przeciwdrobnoustrojowe chitozanu, kolagenu gelatyny.

Skéra jest integraln czséciag nieswoistego systemu odpoécmwego, tworzca
pierwsz lini¢ obrony przed egzogennymi infekcjami bakteryjnymyin samym, pomimo
réznorodnych mechanizméw obronnych, stanowi siedliskba wielu gatunkow
mikroorganizmow. Wyniki projektu prowadzonego prz&merykaski Narodowy Instytut
Zdrowia (,The Human Microbiome Project”), ktoéregoelem byla identyfikacja
i charakterystyka mikroorganizméw nzdeych do mikrobiomu cziowieka, wskazatye
wieksza¢ z nich naley do mikroorganizméw VBNC — komorek cecheych s brakiem
zdolnagci do wzrostu na podiach mikrobiologicznych mimo wykazywania aktyvéob
fizjologicznej i metabolicznej [Percival i in. 20[LZ kolei ilos¢ bakterii zdolnych do wzrostu
na poditaach mikrobiologicznych, bytagych na zdrowej i nienaruszonej skorze zawiega si
ponizej 10 CFU/g ladz ponizej 2 x 16 CFU/cnf [Edwards i in. 2004]. W wyniku przerwania
jej ciagtosci, odstonéta tkanka stanowi bardziej dogodédowisko dla wzrostu zaréwno
mikroorganizmoéw nalecych do mikrobiomu skory, jak i egzogennych patagenNa ogoét
przyjmuje s¢, ze w przypadku otwartej rany, przekroczenie wskazhnyyzej zakresow
swiadczy o jej zakzeniu kydz wysokim prawdopodobisstwie rozwoju zakzenia [Bowler
2003]. Wsrod najczsciej wystpujacych objawdw wskazagych na zakzenie rany znajdyj
sie: pojawienie s§ stanu zapalnego (zaczerwienienie i/lub wydzielamepta, zwtaszcza na
brzegach rany), odczuwanie zkézonego bdlu i tkliwéci (szczegoblnie w okolicach rany),
nadmierny wysik, a take nieprzyjemny zapach [Gardner i in. 2001]. Zaaa
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spowodowane kolonizagjmikroorganizmow patogennych, nadedo gtéwnych czynnikow
wydtuzajacych proces leczenia ran, w tym zakmog prowadz¢ do zgonu pacjenta. Szacuje
si¢, ze na kady milion przypadkéw pacjentow ciegalych z powodu ran skornych, przypada
przynajmniej 10 000 zgondéw spowodowanych zekémi mikrobiologicznymi [Fiedotow
i in. 2006]. Jeds z grup mikroorganizméw, ktore naledo tych najczsciej wywotujgcych
infekcje ran skdérnychasbakterie z gatunk&taphylococcus aureus tym take te, naleace
do grupy MRSA. W badaniach przeprowadzonych prz##daBd’a wykazano m.in.ze &
94% trudno gajcych s¢ owrzodzé konczyn dolnych byto skolonizowanych tymi bakteriami
[Gilliland 1988]. Wsrod pozostatych mikroorganizméw wysoce patogennyehoznia sk
czesto Pseudomonas aerugingsaEscherichia coli Acinetobacter spp a take
Staphylococcus epidermidi$Staphylococcus lugdunensiBojawienie s zakaenia wskazuje
na niepowodzenie endogennych mechanizméw obronnyclivymusza koniecznid
stosowania terapii przeciwdrobnoustrojowych, drod nich wykorzystanie materiatow
opatrunkowych zawieragych zwigzki o tej aktywnéci. Do tych najczsciej
wykorzystywanych nale zwigzki srebra, jodu, preparaty miodu Manuka, peptydy
przeciwdrobnoustrojowe, zwiéki 0 dziataniu antyseptycznym, a tak r&nego rodzaju
antybiotyki (Wprowadzenie 2.3.2. Pomimo wysokie] skuteczga wiele z nich jest
przyczyry obaw zwizanych z ich efektami ubocznymi, wysgokoksycznécia badz ze
stosunkowo dig podatnécia na generowanie mechanizmow opdeio wsréd
mikroorganizmoéw wystawionych na ich dtugotrwatealanie. Z tych powodow wiele uwagi
poswicca s¢ opracowywaniu terapii wykorzysygych zwgzki naturalne o aktywrici
przeciwdrobnoustrojowej, ktérych zadaniem bytlobyzymajmniej niedopuszczanie do
rozwoju zakaenia.

Wsréd komercyjnie dogpnych, produkowanych w skali wielkotarmavej polimeréw
naturalnych, chitozan  jest  jedynym polimerem  wykazym aktywnd¢
przeciwdrobnoustrojoyv Jego spektrum aktywia obejmuje grzyby, dralzaki, algi,
niektére wirusy oraz bakterie, przy czymehsz aktywna¢ stwierdzono wobec bakterii
Gram(+) ni wobec Gram(-). Pomimo szerokiego spektrum aktyenonie wpltywa on
negatywnie na wzrost komorek uszkodzonej tkankipraypadku konstrukcji materiatow
wytworzonych na bazie chitozanu wykorzystywanychmedycynie, a tate nie wpltywa
negatywnie na wzrost ¢lin, wobec ktorych zastosowano chitozan jakioodek
przeciwgrzybiczy. Wysoka biokompatybiléto chitozanu igca w parze z wkiwosciami
przeciwdrobnoustrojowymi, cldo wyraznie niszymi w stosunku do popularnie
wykorzystywanych chemoterapeutykow, capdkow ochrony rélin, a take innymi jego
zaletami, sprawitaze chitozan cieszy siwzrastagcym zainteresowaniem jako surowiec
o0 wiasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych wykorzystywany natrpeby przemystu
spazywczego, rolnej uprawy &tin oraz konstrukcji wyrobow medycznych i tekstytiy na
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co wskazuje wyranie rosnca liczba doniesie literaturowych opublikowanych w ostatnich
dwoch dekadach [Kongiin. 2010, Rabea i in. 2@3sta i in. 2012].

Mechanizm przeciwdrobnoustrojowego dziatania clataznie zostat detl poznany,
chat obserwuje s znaczny wzrost ilgci doniesié literaturowych péwigconych tej
tematyce. Zdjcia komérek wyeksponowanych na dziatanie chitozaryskane za pomac
mikroskopii elektronowej] wskazayj ze gtownym celem molekularnym chitozanu jest
powierzchnia komorki [No i in. 2012, Jeon i in. 20MHelander i in. 2001]. Powszechnie
uznanoze polikationowa natura chitozanu zapewniona prierndc¢ sprotonowanych grup
aminowych glukozaminy, nie by odpowiedzialna za oddziatywanie z obdarzaemnym
tadunkiem powierzchgikomoérkowy. Takie oddziatywanie m powodowaé lokalne zmiany
w jej strukturze, prowadz do wycieku substancji wewtmzkomérkowych [Je i in. 2006,
Zakrzewska i in. 2005]. Do argumentéw wspigegch zaproponowany mechanizm rigte
a) utrata aktywn&i przeciwdrobnoustrojowej chitozanu §wodowisku o pH powiej 7,0
[Tsaiiin. 1999, Park i in. 2004]; b) proporcjonalzalenos¢ pomiedzy stopniem deacetylacji
chitozanu, a aktywrigia przeciwdrobnoustrojogv [Tsai i in. 1999, Hussain i in. 2012];
c) utrata aktywngci grzybostatycznej po N-acetylacji oligomeréw olzénu [Okamoto i in.
2003]; d) zwékszona oporng na chitozan mutantdBalmonella typhimuriunze znacznie
zmniejszoy gestascig tadunku ujemnego na powierzchni zejvakomoérkowej [Je i in.
2006]. Ogolny mechanizm dziatania jest zatemzooly do mechanizmu dziatania innych
kationowych czynnikéw przeciwdrobnoustrojowych, iték jak jony srebra czy peptydy
antydrobnoustrojowe. Przewiduje gednak,ze w przypadku aktywrigci bakteriostatycznej
nie decyduj o niej niespecyficzne oddziatywania z ujemnie dat@anymi fosfolipidami
btony komorkowej, lecz bardziej specyficzne oddgiania elektrostatyczne z ujemnie
natadowanymi fragmentami kwasu tejchojowego [Heéani in. 2001]. Hipotez ta ma
potwierdzg duzo nizsza aktywné&¢ chitozanu wobec bakterii Gram(-) oraz symulacje
zachowania liposoméw w kontakcie z makmsteczkami chitozanu. W symulacjach tych nie
zaobserwowano wycieku zamktego we wetrzu liposoméw matocsteczkowego markera
pod wpltywem dziatania chitozanu, co wyklucza aliwos¢ tworzenia kanatdw oraz
kompleksow poracyjnych btony komorkowej komérekqomndw, a potwierdza mibwosé
oddziatywania z innymi strukturami natadowanymimjee, tworzcymi btore komorkowy
[Raafat i in. 2008].

Skuteczné&¢ chitozanu jakosrodka przeciwdrobnoustrojowego, wykazano m.in. w
czasie 28-dniowego testu w szeregu formulacji faeatycznych. Stwierdzono wéwczas
synergistyczne oddziatywania chitozanu z powszechwiykorzystywanymi srodkami
konserwugcymi, takimi jak: alkohol fenyloetylowy czy kwas foesowy [Drury i in. 2003].
Te same badania wskagujtakze, iz aktywnad¢ chitozanu przejawia si bardziej
bakteriostatycznym nibakteriobojczym dziataniem. Istniejiczne doniesienia literaturowe
paswiccone badaniom aktywsao przeciwdrobnoustrojowej chitozanu i jego pochgan w
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zaleznosci od jego pochodzenia i wdeiwosci fizyko-chemicznych. Ze wzgtlu na ogroma
liczbe zmiennych parametrow oraz brak zestandaryzowamyokokotow, bardzo trudne,
a czasem niemtiwe jest poréwnanie uzyskanych wynikéw. Badaniu tympu masy
czasteczkowej chitozanu na jego aktywtoprzeciwdrobnoustrojogv pcswiecono szereg
publikacji. Czs¢ z nich wykazuje prawidiow&d, zgodnie z ktGr im mniejszy stopie
polimeryzacji chitozanu, czyli im mniejsza jest geghasa cgsteczkowa, tym wksza jest
jego aktywnéé przeciwdrobnoustrojowa [Savard i in. 2002, Shigema in. 1995]. Inne
publikacje dokumentygjwyzsz aktywna¢ materialtdw wykonanych z chitozanu o #8gym
stopniu deacetylacji w poréwnaniu do tych, wytwargch z chitozanu o saszym stopniu
deacetylacji [Liu i in. 2001, Tsai i in. 1999]. Ristate badania skupiatyeshad wptywem
rodzaju kwasu iytego do rozpuszczenia chitozanu oraz pH, temperatisita jonows
srodowiska, w jakim przeprowadzany jest test przecolnoustrojowy [Savard i in. 2002,
Jumaa i in. 2002, Bhatia i in. 2003]. Ze wahl na budow chemiczi chitozanu, jego
aktywnas¢ przeciwdrobnoustrojowa jest wgza wsrodowisku o niszym pH i spada w miar
zblizania s¢ do wartéci pKa (6,3 — 6,5). Interesyge wyniki uzyskano badg aktywnd¢
chitozanu w roztworach o #dym stzeniu metali dwuwarta&iowych. Ich obecni
powodowata znagry spadek aktywn@i biologicznej chitozanu, co uzasadniono
zmniejszeniem iléci aktywnych grup aminowych, z ktérychegéz zaangaowana zostata w
tworzenie komplekséw koordynacyjnych z jonami mefdbmaa i in. 2002, Raafat i in.
2008]. Z kolei Chung i wspotpr. wykazalie zdolnd¢ chitozanu do selektywnego azania
jondw metali mae hamowa produkcg toksyn wydzielanych przez komorki bakteryjne,
a take hamowa ich wzrost [Chung i in. 2003].

W literaturze dospny jest take szereg doniegie na temat alternatywnych
mechanizméw przeciwdrobnoustrojowej aktyweicchitozanu. Wrdd nich znajdyj sie m.in.
oddziatywania z DNA i RNA, prowadeze do zahamowania transkrypcji oraz translacji
[Rabea iin. 2003, Liu in. 2001, Tarsi i in. 1997], a ta& blokowanie przeptywu sktadnikéw
odzywczych do witrza komorki, poprzez tworzenie nieprzepuszczadagzki chitozanowej
na jej powierzchni [Sudarshan i in. 1992, Tokura.i1997]. Cz$¢ przedstawionego wg|
materialu dotycgcego zagadnfe zwigzanych z aktywnixia przeciwdrobnoustrojogv
chitozanu stata ei podstaw publikacji przegidowej péwicconej metodom aktywacji
przeciwdrobnoustrojowej materiatdw medycznych [@goa i in. 2011].

W przeciwigstwie do opisanego wgj chitozanu znanych jest znacznie mniej prac
paoswieconych badaniu przeciwdrobnoustrojowej aktywei@reparatowzelatyny i kolagenu,
przy czym zdecydowana wkisza¢ z nich dotyczy ich hydrolizatéw gz peptydow
o zdefiniowanej budowie pierwszgdowej. M.in. Gémez-Guillén i wspotpr. dokonali
charakterystyki aktywrii hydrolizatow biatkowych wyizolowanych ze skoryntzyka
i kalmara o masie @steczkowe]j w zakresie 1-10 kDa oraz pepil kDa wzgtdem
osiemnastu szczepow bakteryjnych, wykazujaktywndé zaleeng zaréwno od masy
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czgsteczkowej, jak i ich skladu aminokwasowego [Gor@GegHén i in. 2010]. Wyniki
uzyskane na drodze testu dyfuzyjngakowego, w ktérym na celulozowegéki o srednicy
0,5 cm nanoszono 40 pl roztworu peptydow z daredciir (2 mg/ml, w/v) wykazatyze
wsrod szczepOw najbardziej wiavych wzgledem wszystkich badanych preparatow
znajdowaly s§ bakterie z gatunkéw:L. acidophilus B. lactis S. putrafaciens
i P. phosphoreunf$rednica stref zahamowania wzrostu paejy0,5 cm). W przypadku
bakterii z grupy najcgciej odpowiadajcej za zakazenia ran skornychS, aureus E. coli)
jedynie frakcje o masie ggteczkowej poriej 1 kDa wykazaty aktywri@, wywotujac stret
zahamowania wzrostu @ednicy w zakresie 0,6 - 0,75 cm. Mechanizmmdy u podstaw
aktywndici tych hydrolizatéw nie zostat wskazany, jedimakutorzy przypuszczgjze jest on
tozsamy z mechanizmami innych peptydow o akty$engorzeciwdrobnoustrojowej, dla
ktorych gtownym celem molekularnym jest btona kokwodva mikroorganizmow [Hancock
i in. 2002]. W swoich rozwaniach uznali onize stosunkowo wysoka aktyw§tobadanych
hydrolizatow wzgtdem poszczegolnych szczepdw #mo by uwarunkowana dig
zawartdcia hydrofobowych aminokwasow, ktore utatwgaprzedostanie si peptydéw
0 nizszej masie cteczkowej do wegtrza komorki [Wieprecht i in. 1997].

Lima i wspotpr. wykazalize prowadzc proces hydrolizy z wykorzystaniem metod
enzymatycznych mmma uzyska preparaty biatkowe o stosunkowo wysokiej aktywano
przeciwdrobnoustrojowej w sposob powtarzalny. Uayek przez nich hydrolizaty biatkowe
0 masie czsteczkowej poriej 2 kDa kolagenu byetego, przy wykorzystaniu kolagenazy
wyizolowanej zPenicillium aurantiogriseunJRM 4622, cechowaty siwartagsciami MIC
wzgledem komorekS. aureud E. coli na poziomie odpowiednio 0,55 i 0,625 mg/ml [Lima
i in. 2015]. Natomiast Ramadass i wspotpr. w wyngalczenia kolagenu byetego, jego
hydrolizatu uzyskanego na drodze hydrolizy enzywmigj za pomag trypsyny oraz
chitozanu opracowali kompozytowy biomateriat przezony do regeneracji ubytkéw
skornych, o aktywn&i przeciwdrobnoustrojowej wzglem komorekS. aureusi E. coli
(Srednica stref zahamowania wzrostu na poziomie fn) [Ramadass i in. 2014]. Autorzy
uznali, ze zaobserwowana aktyw§to przeciwdrobnoustrojowa jest wigiznie wynikiem
obecndci hydrolizatu kolagenowego, ze wzdu na brak aktywni@i materiatow
otrzymanych bez jego dodatku.

2.2.4.2. Whasciwosci przeciwutleniajgce chitozanu, kolagenu gelatyny.

Stres oksydacyjny to jeden z czynnikéw wplyaegich na wydtaenie tempa procesu
regeneracji rany. Stan ten wynika z braku rownowaginkdzy dziataniem reaktywnych
form tlenu i mechanizméw obrony antyoksydacyjneggamizmu. Mae by powodowany
nadmiern aktywndgcia wolnych rodnikdw, a tale mae by zwigzany z obecriwia
pozakomorkowych kationéw poliwalentnych [Wisemaim.i 2006, Waddington i in. 2000].
Rola wolnych rodnikéw i wptyw substancji przeciweriapgcych jest jednym z najbardziej
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aktualnych tematow w wyznaczaniu nowych strategizénia ran trudno ggajych sé
[Fitzmaurice i in. 2011]. Dotychczasowe przekonamsatemat konieczioi maksymalnego
ograniczania aktywrigi wolnych rodnikéw wsrodowisku gagcej sk rany zostaty zagpione
nowymi wskazaniami, wedtug ktorychyzy sic do zapewnienia rownowagi pogdizy sitami
utleniagcymi, a sitami przeciwutleniaggymi [Roy i in. 2006, Sen 2003, Soneja i in. 2005].

Reaktywne formy tlenuROS — reactive oxygen spegits rodzaj wolnych rodnikow,
ktére w swojej strukturze zawiegajatom tlenu z niesparowanym elektronem &e
normalnie produkowane w wielu reakcjach chemicznywsiigzanych z metabolizmem
komédrkowym, a take jako odpowiefl organizmu na zakenia bakteryjne. Szacujecsize
2-5% przygtego przez organizm tlenu dziennie jest przeksatsich w reaktywne formy
tlenu [Soneja i in. 2005]. Badania wykazake mog one powodowa utlenianie biatek
i lipidéw, uszkodzenia DNA, niszczenie sktadnikévacierzy pozakomérkowej, takich jak
kolagen, proteoglikany, hialuroniany, a zakindukcg metaloproteinaz [Waddington i in.
2000]. Z kolei inne badania dongsze catkowite zahamowanie aktywéod reaktywnych
form tlenu wptywa niekorzystnie na proces leczeaiay [Roy i in. 2006, Sen 2003], bowiem
s3 one mediatorami wielu komoérkowych szlakéw sygnaioly a take fazy zapalenia
procesu regeneracji rany. M. in. Marumo i wspoipasugerowalize wyciszenie genow
odpowiedzialnych za ekspregptytkowego czynnika wzrostu (PDGF, odpowiedziaimeg
produkcg nadtlenku wodoru, a tak indukcg innych czynnikéw stanu zapalnego, takich jak
NF-«xB i biatka chemotaktycznego dla monocytow MCP-1) myszy, spowodowato
zmniejszoy liczb¢ monocytbw w olgbie uszkodzonej tkanki, zmniejszenie $db
produkowanego nadtlenku wodoru i w konsekwencjizopgnie w procesach angiogenezy —
procesu tworzenia nowych naézywiosowatych [Marumo i in. 1997]. Jednoéze
wykazano,ze traktowanie uszkodzonej skéry takich myszy nadtttan wodoru w niskich
stezeniach doprowadzito do zgkszenia stzenia czynnika wzrostérédbtonka naczyniowego
VEGF i przypieszyto proces leczenia. Zaobserwowana pozytywoiel&cja pomidzy
poziomem ekspresji VEGF, acgéniem reaktywnych form tlenu zostata potwierdzcadee
w badaniach przeprowadzonych przez Sen’a i wspfgen i in. 2002].

Organizmyzywe posiadaj szereg mechanizmow obronnych, ktégeodpowiedzialne
za zachowanie rownowagi oksydacyjnej odbudaeejj st tkanki skoérnej. Poziom
reaktywnych form tlenu jest kontrolowany nazmgch poziomach poprzez: dziatanie
dysmutazy ponadtlenkowej, katalazy, peroksydazgglhmowe] oraz peroksyredoksyny
[Schéafer i in. 2008]. Mechanizmy te wspomagagpec®sto terapiami wykorzystagymi
réznego rodzaju niskogsteczkowe zwgzki o wiasciwosciach przeciwutleniapych, takich
jak: glutation, witamina E, witamina C, a t&krd&nego rodzaju pochodne fenolu. Ochronne
dziatanie tych zwjzkow polega na tym,ze same ulegqj utlenieniu pod wptywem
reaktywnych form tlenu, przeksztatgajje w mniej aktywne i przez to mniej szkodliwe
formy [Maxwell 1997]. Ra} w regulacji rownowagi oksydacyjnej odgrywajakze
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poliwalentne jony metali, zwlaszcza jorrglaza (Ill) i zelaza (ll). Jony te dzialkgj jako
katalizatory w reakcji Fentona, podczas ktorej ¢rage konwersja nadtlenku wodoru do
rodnika hydroksylowego, dolacego reaktyws formg tlenu o szczegodlnie szkodliwym
dziataniu [Sharma i in. 1990].

Polimery pochodzenia naturalnego, w tym zwtaszazdaden,zelatyna i chitozan to
grupa zwizkéw wielkoczsteczkowych, ktéra w stosunku do ekszaci popularnie
wykorzystywanych niskoegsteczkowych przeciwutleniaczy, wykazuje zdu nizsz
aktywnas¢, zachowujc jednak duo wicksz stabilng¢ [Puoci i in. 2008, Lii in. 2007].
Wysoka stabiln& zapewnia jednak diugotrwabktywnaé, co sprawiaze @ one clgtnie
wykorzystywane jako stabilizatory produktéw gpaczych. Nieliczne doniesienia
literaturowe wskazyjtakze, ze charakterystyczna aktyw§toprzeciwutleniajca wykazywana
pocztkowo jedynie dla roztworéw tych polimerow jest hawana take dla rG@nego typu
biomateriatow wytworzonych przy ichzyciu, w tym take dla materiatow projektowanych
jako potencjalne materiaty opatrunkowe.

Znane § doniesienia literaturowe na temat ¥davosci przeciwutleniagcych
hydrolizatéw otrzymywanych z biatekdownych, takich jak ogby ryzowe, stonecznik, cie
lucerny [Revilla i in. 2009, Megias i in. 2008, Xien. 2008]; kazeiny [Suetsuna i in. 2000];
biatka i zéttka jaja [Sakanaka i in. 2006]; w tym réwaigelatyn pochodzenia zwieqzego
[Kim iin. 2001]. Wiele uwagi p&wigcono take wiasciwosciom przeciwutleniajicym zelatyn
rybich i ich hydrolizatéw [Thiansilakul i in. 200Bamaranayaka i in. 2008, Jun i in. 2004].
Dokladny mechanizm kgcy u podstaw ich aktywrdoi nie zostat w petni poznany. Wiele
z powysszych bada wykazuje, ze mog dziat& poprzez inhibigj utleniania lipidow,
neutralizag; wolnych rodnikow i chelatowanie jonéw metali p&gpwych. Réanice we
wiasciwosciach przeciwutlenigpych peptydow izolowanych z xdych zrodet, wynikaj
gtéwnie z ich sktadu aminokwasowego i strukturyzegorzdowej. Wiele spéréd opisanych
peptyddw o najwigszych widciwosciach przeciwutleniacych posiadato na N-koach
hydrofobowe aminokwasy: waknalbo izoleucyrn, a take prolirg, histydyre, tryptofan,
tyrozyre i metionie w swojej sekwencji aminokwasowej [Davalos i in.02D Kim
i wspOtpr. zasugerowalize wyzsze aktywnéci przeciwutleniggce peptydow zawieragych
wiecej hydrofobowych aminokwaséw mp@ye zwigzane z ich wisz rozpuszczalnicia w
ttuszczach [Kim i in. 2001]. Inne badania wskazuge o wyszej zdolné¢ do neutralizaciji
wolnych rodnikébw przez preparaty biatkowe B0 przegdza: wyzsza zawart@
aminokwaséw o charakterze elektronodonorowym [Givee” i in. 2009]. Natomiast
Rajapakse i wspOlpr. zasugerowale za wysze widciwosci przeciwutleniaice zelatyn
wyizolowanych ze skor rybich w stosunku delatyn wieprzowych odpowiada wsza
zawartd¢ glicyny i proliny [Rajapakse i in. 2005]. Ra zawarté¢ takich aminokwasow jak
histydyna, prolina, hydroksyprolina m® natomiast wskazywana wyr@&niajaca zdolngé
danego preparatu do chelatowania jondw metali foiweyych [Saiga i in. 2003]. Poza
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relacjami pomgdzy budowg pierwszorzdows, a aktywndéciag danego preparatu biatkowego,
badano take wpltyw jego struktury drugoedowej na przyktadzie hydrolizatow i
lacalbuminy wotowej [Hernandez-Ledesma i in. 20@gdania przeprowadzone przez dwie
niezalene grupy badawcze wskazalyze o wi&ciwosciach przeciwutleniarych
hydrolizatéw biatkowych, magdecydowa takze warunki prowadzenia procesu hydrolizy,
a w przypadku hydrolizy enzymatycznej o poziomieasaiwosci przeciwutleniagcych
uzyskiwanych peptydow nie decydowé aktywnaé wykorzystywanej proteazy [Aleman
i in. 2011, Qian i in. 2008]. Obie te grupy uzyskdtydrolizaty o wyszej aktywnéci
przeciwutleniajcej przy uyciu alkalazy w stosunku do innych wykorzystanyetzyenéw:
kolagenazy, pepsyny, trypsyny, chymotrypsyny, papaneutrazy.

Znane g takze wyniki bada ukazugce zaleénos¢ pomidzy mag czasteczkovy
peptydu, a jego aktywdoig przeciwutleniggca. W badaniach tych wykazano rgsa
aktywna¢ przeciwutleniajca wraz ze zmniejszaga Sie mag czgsteczkowy roznych frakcji
hydrolizatbw wyizolowanych ze skory katamarnicy f@€z-Guillén i in. 2010]. Podobne
wyniki uzyskata grupa Yang'a, ktora wykazata o 20@gzsz3 aktywndé w stosunku do
neutralizowania wolnych rodnikow frakcji sktadegj st z peptydéw o masie do 700 kDa w
stosunku do preparatu niefrakcjonowanego, wyizotowh ze skér ryby okoniowatej
Rachycentron canadufivyang i in. 2008].

Z kolei Mendis i wspotpr. wskazalize hydrolizaty biatkowe uzyskane na drodze
hydrolizy enzymatycznej skor ryby HokiJddhnius belengelj poza zdolnécia do
neutralizacji wolnych rodnikow i inhibicji utleni@n lipidow, zdolne s do stymulowania
ekspresji enzymow reguligych réwnowag oksydo-redukcyjgm w ludzkich komérkach raka
watroby: dysmutazy ponadtlenkowej, peroksydazy gioteiwej oraz katalazy [Mendis i in.
2005].

Wiasciwosci przeciwutleniajce chitozanu naig do réwnie dobrze znanych jak w
przypadku opisanych wigj hydrolizatbw preparatéw biatkowych, aczkolwiel ten temat
dostpnych jest znacznie mniej doniesieliteraturowych. Wrdéd zaproponowanych
mechanizméw lecych u podstaw tej aktywlo znajduj sic przede wszystkim: zdolgé do
neutralizacji reaktywnych form tlenu oraz zddl@odo chelatowania jonéw metali
przegciowych [Xie i in. 2001, Lini in. 2009, Rajalakshmi i in. 2013].380 mechanizmy
dwo mniej skomplikowane nite wystpujagce w preparatach biatkowych ze wadl na
ograniczog réznorodnd¢ mozliwych centréw aktywnéci, ktorymi w tym przypadku &
grupy hydroksylowe i wolne grupy aminowe. Makéznorodnd¢ tych oddziatywa
kompensuje jednak stosunkowazdulos¢ powtarzagcych se¢ grup funkcyjnych.

Podobnie do obserwacji poczynionej w trakcie bamgneparatow biatkowych, tak
i w tym przypadku zaobserwowano wzrost aktygaav stosunku do neutralizacji wolnych
rodnikéw wraz ze spadkiem masygsieczkowej badanego preparatu [Chigm 2007, Yin
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i in. 2002]. Ponadto badania aktywénd przeciwutleniaicej chitozanéw o rinej masie
czagsteczkowej w soku jabtkowym wykonane przez Chieni-avspétpr. wskazaty na
porownywalr zdolng¢ do neutralizacji wolnych rodnikow wykazywarprzez chitozan
0 niskiej masie cgsteczkowej (12 kDa) z roztworami kwasu askorbincwvg@hien i in.
2007]. Z kolei Mau i wspoipr. skorelowali wzrost adgiwosci przeciwutleniagcych
chitozanéw wyizolowanych zéciany komorkowej grzybéw shitake ze wzrostem stapni
deacetylacji tego preparatu [Yernn. 2007]. Ta sama grupa wykazata #akbardzo die
zdolnaci chitozanu do chelatowania jonowelaza (1), na poziomie porownywalnym
z EDTA i kilkunastokrotnie wiszym w stosunku do kwasu cytrynowego. Czynniki
wptywajagce na wiaciwosci chelatugce chitozanu niegsdo kaca wyj&nione. Znane g
doniesienia literaturowe sugegog, ze dwuwartéciowe jony metali chelatowane poprzez
oddziatywania z gruphydroksylows na atomie wgla C6 oraz z grupaminows na atomie
C2 glukozaminy [Inoue i in. 1988]. Inne badania olsm o0 zalenoici zwigzanej ze stopniem
deacetylacji chitozanu, wskazajna niemal catkowit redukcg zdolngci do chelatowania
dwuwartgciowych jonow metali catkowicie zacylowanych chiéodw [Qin 1993]. Jony
metali przejciowych poza wskazanym wcreej negatywnym wptywem w procesie gojenia
rany, mog takze inicjow& utlenianie lipidéw i rozpocg kaskad reakcji rodnikowych,
ktéra prowadzi do pogorszenia walorow smakowychapachowych rinych produktow
spazywczych, dlatego tew obu tych zastosowaniaclhzy sic do utrzymania ich stenia na
mozliwie minimalnych poziomach.

Aktywnos¢ ochronm chitozanu wykazano w badaniach vitro i in vivo na
przyktadzie zmniejszonego tempa utleniania roztwordurowiczej albuminy ludzkiej
wyeksponowanych na dziatanie rodnikow hydroksylowy&nrakui in. 2008, Anraku in.
2009]. Santhosh wykazate podawanie chitozanu szczurom, ktore byly leciporiazydem
lub ryfampicyry zapobiegato hepatotoksycznej oksydacji lipidowtrabowych [Santhosh
I in. 2006]. Natomiast Yoon odnotowate darylne podanie roztworu chitozanu szczurom,
zahamowato uszkodzenia oksydacyjne nerek indukowapezez podawanie glicerolu [Yoon
i in. 2008].

27



2.2.5Przeglad materiatéw na bazie chitozanu, kolagenuielatyny o potencjalnym
zastosowaniu w leczeniu ran skérnych, a tale metod ich otrzymywania.

Ze wzgkdu na szereg przedstawionych agy wiasciwosci, chitozan, kolagen
i zelatyna nalzg do grupy polimeréw naturalnych nagsziej wykorzystywanych w
projektowaniu i konstrukcji nowoczesnych biomatéma o potencjalnym zastosowaniu w
terapiach prz§pieszagcych proces regeneracji uszkodzonej skory. Leepdips. w swojej
pracy przegldowej pdwieconej biomedycznym zastosowaniom kolagenu zebralety
i wady zwhzane z opisywanaplikacp [Lee i in. 2001]. W¥réd zalet wymieniono m.in.
otrzymywanie zezrOdet odnawialnych, dia dostpnas¢ surowca i dobrze opisane procesy
jego otrzymywania; brak antygenosep biodegradowalni, a take bioresorbowalni;
brak toksycznéci i wysoky biokompatybilné¢, oddziatywanie synergistyczne z innymi
bioaktywnymi molekutami, zdolrié do przypieszania procesu krzegoia krwi, tatwa¢
formutlowania w materiaty o #hej postaci, tatw@ wprowadzania modyfikacji, dgki
obecndci wielu grup funkcyjnych, a tale wysoly kompatybilngd¢ z syntetycznymi
polimerami. Wymienione wady obejmowaty takie aspejak: stosunkowo wysak cerg
surowca, niejednoroddé wiasciwosci w zaleznosci od zrodia pozyskiwania, znaczn
hydrofilowos¢  materialu  odpowiadaga za zjawisko gwaltownego uwalniania
inkorporowanych w materiatach z niego wytworzonymhigzkéw aktywnych, utrudnienia
Zwigzane z przetwarzaniem kolagenu, a zwlaszcza kamiétczzapewnienia niskich
temperatur w celu zminimalizowania utraty jego timezecdowej struktury, a tate zagraenie
ze strony zakegen prionami wywotujcymi ggbczasi encefalopati bydleca w przypadku
wykorzystywania tkanek bydfa jakerdédta jego pozyskiwania. W opinii autora niniejszej
rozprawy wekszag¢ z wymienionych zalet i wad dotyczy tek dwoch pozostatych
opisywanych surowcow, z takylko réznicg, ze chitozan elatyna § surowcami taszymi w
pozyskiwaniu, a tate niewymagajcymi utrzymywania niskich temperatur w procesadh ic
przetwarzania.

W dotychczasowej literaturze znajduje sizereg doniesiena temat rénorodnych
formulacji obejmujcych: proszki, hydrzele, membrany, wiokna, nano- i mikrasteczki,
rusztowania, a tale materiaty gbczaste, dla kalego z tych biopolimeréw osobno, a zak
materiatbw kompozytowych, stanagiych wzajemne ich pgézenia kdz polczenia
z innymi naturalnymi i syntetycznymi makrasteczkami. Mac na uwadze dia
réznorodnd¢ tych formulacji, a take dosgpnas¢é obszernych prac przeglowych je
zestawiajcych, najwaniejsze z nich zostaly przedstawione w sposob aapetny
(Tabela 1.
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Tabela 1.Przeghd materiatdw wytworzonych z chitozanu, kolagerelatyny majcych zastosowanie w leczeniu ran.

Rodzaj formulacji

Wykorzystane zwigzki
dodatkowe Najwazniejsze informacje o materiale

: (zwigzki sieciupce // zwizki : . Zrédio
(typ materiatu) nadajce bid intensyfikujce i przeprowadzonych badaniach.
wiasciwosci biofunkcyjne)
CHITOZAN
Materiat sieciowany poprzez ggiel w roztworze [Yangiin
gabka (liofilizacja) wodorofosforan sodu  wodorofosforanu sodu. Badania vitro — fibroblasty g1m.
2010]
NIH3T3.
gabka (liofilizacja) paracetamol Porownanie profilu uwalniania paracetamolu zblg — ii i 2003
chitozanowej, alginianowej i chitozanowo-alginiarew
gabka (liofilizacja) wgr:lll;i::))llgirlla Badaniain vitro — P. aeruginosas. aureus [Noeliin. 2010]
abka (liofilizacja) aldehyd glutarowy // Gabka chitozanowa z czynnikiem  [Pereiraiin.
9 ) cardosin A przeciwwtoknieniowym, peptydem Cardosin A. 2005]
Materiat uzyskany na drodze suszenia sublimacyjnego
gabka (liofilizacja) sulfodiazyna srebra chitozanowego zelu wytconego z roztworu kwasu [Miiin. 2002]

octowego za pomagaoztworu NaOH-NgCOs;. Badanian
Vitro i in vivo— szczury.

gabka (liofilizacja)

Metoda wytwarzania materiatbw  algczastych
brak o hierarchicznej strukturze porow, z wykorzystaniem[Koiin. 2010]
zamarzngtych kropel wody.

gabka (liofilizacja)

insulina Metoda wytwarzania dwuwarstwowych materiatéw [Porteroiin.

z inkorporowan insuling. 2007]
, e aldehyd glutarowy, trifosforan e . [Phaechamud
gabka (liofilizacja) sodu // doksycyklina Badaniain vitro — E. coli,S. aureus iin. 2008]
S Metoda wytwarzania gpki chitozanowej z chitozanu [Huangiin.
gabka (liofilizacja) brak mikrokrystalicznego. Badania vivo— szczury. 2015]
DTBP (dimethyl 3, 3'-dithio- [Adekogbe i in
gabka (liofilizacja) propionimidate Badaniain vitro — fibroblasty ludzkie Detroit 551. g )
. ; 2005]
dihydrochloride)
Opis nowej metody otrzymywania materialtdw [Chengdon
gabka (scCQ) aldehyd glutarowy gabczastych, z wykorzystaniem ditlenkwegla w stanie iin 2%11]9

nadkrytycznym. Badaniia vitro — fibroblasty ludzkie.

gabka (scCQ)

Opis nowej metody otrzymywania materiatéw
gabczastych, z wykorzystaniem ditlenkwegla w stanie
aldehyd glutarowy, genipina nadkrytycznym. Wptyw gtenia czynnika sieciggego na [Jiiin. 2011]
wiasciwosci uzyskiwanych materiatéw. Badania vitro —
fibroblasty ludzkie.

gabka (kriogeniczne
drukowanie 3D,

Metoda pozwalajca na uzyskiwanie materialéw o wysoce
programowalnej strukturze, @ki wykorzystaniu druku

brak 3D z jednoczesnym wymianiem nanoszonych

[Leeiin. 2011]

liofilizacja) : :

pojedynczych warstw chitozanu.
membrana Wykorzystanie heksametyleno-1,6-bis amino tiosiarczanu [Campos i in.
hydrazelowa HBACS // gentamycyna disodu (HBACS), jako czynnika siecigego. 2009]
membrana Badanie wplywu sieciowania formaldehydem . .
hydrazelowa formaldehyd wiasciwosci hydrazelowych membran chitozanowych. %'ngh in. 2006]
membrana aldehyd glutarowy // peptyd lvllizrrl)e\‘/t/e ZO 'mrlolz"ggganyimenzsaﬂgwc aﬁepgdu [Kirsebom i in.
hydrazelowa GRGDGY glutarowego ~ peptydem ylhikay gracy 2007]

komorek w miejsce zranienia.

Metoda  wytwarzania termowiiwych  membran
membrana _ . hydrazelowych z wykorzystaniem kwasu .
hydrazelowa kwas 3-fosfoglicerynowy 3-fosfoglicerynowego, jako induktora proceseiowania. [Zhao iin. 2009]

Badaniain vitro — fibroblasty mysie.
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Rodzaj formulacji

Wykorzystane zwizki
dodatkowe

Najwazniejsze informacje o materiale

: (2wigzki sieciujice // zwizki : - Zrodio
(typ materiatu) nadajce bydz intensyfikujce i przeprowadzonych badaniach.
wiasciwosci biofunkcyjne)
CHITOZAN cd.
membrana Asymetryczny materiat opatrunkowy o zhj chtonndgci.
hydrazelowa + gbka brak Badaniain vitro — fibroblasty NIH3T3, badanian vivo—  [Miiin. 2001]
(liofilizacja) szczury.
materiat wkoknisty nanocasteczki Ag Badani@ vitro — P. aeruginosaS. aureugMRSA). [Leeiin. 2014]

(elektroprzdzenie)

materiat wtoknisty

genipina, epichlorohydryna,

Wplyw réznych zwiazkow sieciugcych na wiaciwosci § [Austero i in.

(elektroprzdzenie) HDACS materiatéw .wic')knistych uzyskanych meto 2012]
elektroprzdzenia.
Badanie wptywu masy @steczkowe] i stopnia [Minagawa i in

Hydrozel brak deacetylacji hydrzeli  chitozanowych na proces 2007] '
regeneracji rany, badaniavivo— szczury.

Hydrozel brak Mgtoda wytwarzar!ig hydmlu chitozanowego w kwasie[.l_UCCi iin. 2001]
glikolowym, badanian vivo— szczury.
Metoda wytwarzania przezroczystych cienkich filmow

cienki film nanoczsteczki Ag z roztworu N-dodecylowej pochodnej chitozanu. BaaariPinto i in. 2012]
in vitro — E. coli, S. aureus

enipina // Klarytromycyna Profil uwalniania zwizkéw aktywnych w zalenosci od
Mikrosfery 9 tp dol h yeyna, e budowy i masy citeczkowej. Wplyw stenia [Harris iin. 2010]
ramadol, heparyna genipiny na profile uwalniania.

Sieciowanie immersyjne. Wplyw ¢genia roztworu

Mikrosfery genipina // albumina wotowa genipiny i czasu sieciowania na profil uwalnianifYuan iin. 2007]
albuminy wotowej.

nanocasteczki trifo.sforan sodu // kationy Sieciowaqie za pomac trifo;foraqu §odu. Badapia y

C2S] metali: Ag’, CU#¥, Zn?*, Mn®*, aktywndici przeciwdrobnoustrojoweijin vitro — E. coli  [Du i in. 2009]
(sonikacja) +
Fe S. aureus.

KOLAGEN
Materiat gbczasty uzyskiwany na drodze

gabka (liofilizacja) tansglutaminaza sieciowania enzymatycznego. Badamavitro — [Cheniin. 2005]

fibroblasty ludzkie.

Poréwnanie materiatdbw afczastych uzyskanych

z kolagenu i jego hydrolizatu. gBka z hydrolizatu (Ramadass i in.

gabka (liofilizacja) brak kolagenu wykazywata aktywi6 2015]
przeciwdrobnoustrojoyv Badaniain vitro - E. coli,
B. subtilis S. aureus

gabka (liofilizacja) EDC Materiat gbczasty —uzyskany —z  kolagenyg i\ oo0g)
wyizolowanego z meduzy.
Materiat uzyskany na drodze sieciowania

gabka (liofilizacja) EDC immersyjnego w roztworze EDC/NHS i ponownie[Maim_ 2004]

poddany liofilizacji. Badanian vitro — fibroblasty
ludzkie.

gabka (liofilizacja)

aldehyd glutarowy //

Materiat gbczasty sieciowany immersyjnie
z inkorporowanym neuropeptydem, ktory wykazuje
dziatanie jako modulator stanu zapalnego podciiane iin. 2014]

neurotensyna T . .
procesu gojenia sirany. Badania przebiegu procesu
regeneracji ranin vivo— myszy.
gabka (suszenie w . . .
podwyzszone brak Materiat uz_yskany poprzez wysuszenie pulpy [Sankar i in.
kolagenowej. Kolagen rybi. 2008]
temperaturze)
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Rodzaj formulacji
(typ materiatu)

Wykorzystane zwizki
dodatkowe
(zwiazki sieciupce /I zwizki
nadajce ydz intensyfikupce
wiasciwosci biofunkcyjne)

Najwazniejsze informacje o materiale

i przeprowadzonych badaniach. Zrodto

KOLAGEN c.d.

gabka (kriogeniczne

drukowanie 3D,

brak

Metoda pozwalaca na uzyskiwanie materiatow
0 wysoce programowalnej strukturze, ek
wykorzystaniu druku 3D z jednoczesnyniKim iin. 2009]

liofilizacja) wymrazaniem nanoszonych pojedynczych warstw
kolagenu.
. Membrana 0 wisciwosciach -
hmemprana ekstrakt z fa.SOH przeciwdrobnoustrojowych. Kolagen rybiBadania [Muthukumar i in.
ydrazelowa Macrotyloma uniflorum = " : 2. . 2012]
in vitro - E. coli, B. subtilis, P. vulgaris
memprana kwercetyna Mater_|a+ o zwgkszonych wihéciwosciach  [Gomathi i in.
hydrazelowa przeciwutleniajcych. 2003]
membrana Materiat uzyskany poprzez zmieszanie kolagenu
hydrazelowa + DNA fososia lososia z jego DNA, w celu prggieszenia procesu[Shen iin. 2008]

gabka (liofilizacja)

gojenia s ran.

materiat widknisty
(elektroprzdzenie)

komdrki: fibroblasty
i keranocyty ludzkie

Materiat do zastosowia jako substytut skéry
z inkorporowanymi komarkami.

[Kempfiin.
2011]

materiat widknisty
(elektroprzdzenie)

wankomycyna,
gentamycyna, lidokaina

Wielowarstwowy materiat, z warstwzawierajca
zwigzki przeciwdrobnoustrojowe. Naprzemienne
utozenie _War_stw zZ i bez_ zwzkow aktywny_ch .éCheniin.ZOlZ]
przyczynito s¢ do spowolnienia tempa uwalniani

leku. Badaniain vivo — szczury, rany zakane

E. colii S. aureus.

gabka (liofilizacja)

Materiaty otrzymane z kolagenu rybiego dla celow

+ widkna brak medycyny regeneracyjnej. Badania przebiedhouiin. 2015]
(elektroprzdzenie) procesu regeneracji ramy vivo— szczury.
Hydrozel 0 wiaciwosciach
aldehyd glutarowy // przeciwdrobnoustrojowych do zastosdwa w
Hydrozel . . leczeniu zakzen ran skoérnych. Badanie profilu[Ghicaiin. 2011]
minocyklina o : : L S
uwalniania minocykliny w zalsoici od stzenia
kolagenu i czynnika sieciaego.
Metoda otrzymywania stabilnycieli kolagenowych [ Skopinska-
Hydrozel brak bez dodatku czynnikéw siecigych, na drodze Wisniewska i in.
neutralizacji podczas procesu dializy. 2014]
ZELATYNA

gabka (liofilizacja)

dehydratacja termiczna

Poréwnanie materiatlow gfczastych uzyskanych
z kolagenu izelatyny, sieciowanych na drodzgRatanavaraporn

dehydratacji termicznej. Badaniain vitro - i in. 2006]

fibroblasty tkankidcznej 1929.

Materiat uzyskany na drodze napryskiwania

pojedynczych warstw zelatynowych [Shuklai in
gabka (liofilizacja) wankomycyna z wankomycyn na wczeéniej przygotowan gabke 2012] ’

zelatynowg. Badania aktywriei

przeciwdrobnoustrojowep vitro — S. aureus

gabka (liofilizacja)

aldehyd glutarowy

Materiat wykorzystywany jako substytut skoryShevchenko i in.
Poréwnanie zintegra scaffoldZelatyna rybia. 2014]

membrana
hydrazelowa

transglutaminaza //

witronektyna, fibronektyna,z

peptydy z sekwengjRGD

Metoda wytwarzania hydeelowych membran
unieruchomionymi  biatkami i  peptydami [Ito i in. 2003]
stymulupcymi adhezj fibroblastéw.
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Wykorzystane zwizki

dodatkowe

Rodzaj formulacji Najwazniejsze informacje o materiale

: (2wigzki sieciujice // zwizki : - Zrodio
(typ materiatu) nadajce bydz intensyfikujce i przeprowadzonych badaniach.
wiasciwosci biofunkcyjne)
ZELATYNA c.d.
memprana genipina Badame _klnetykl_deg_raqapn matrycy w zatesci [Yao iin. 2004]
hydrazelowa od stzenia czynnika sieciggego.
memprana brak I\/Iater|a4. otrzymany poprzez naniesienie menkmuang {in. 2010]
hydrazelowa warstwyzelatynowej na materiat celulozowy.
memprana genipina, EDC Pprqwname wiémyvps_m mer_nb.ran hydrzelowych [Liang i in. 2003]
hydrazelowa sieciowanych genipini karboimidami.
materiat widknisty - — . - .
(elektroprzdzenie) genipina Sieciowanie w atmosferze par genipiny. [Suiin. 2011]
Metoda wytwarzania widknistych materiatéw
materiat widknisty aldehyd glutarowy z widkien tedacych kopolimerem chitozanu, [Tsaiiin. 2014]

(elektroprzdzenie)

zelatyny i alkoholu poliwinylowego. Sieciowanie
parami aldehydu glutarowego.

materiat widknisty
(elektroprzdzenie)

genipina

Metoda otrzymywania materiatébw dla zastosaw
medycyny regeneracyjnej. Sieciowani
kodyspersyjne.

Panzavoltai in.
2011]

materiat widknisty
(elektroprzdzenie)

aldehyd glutarowy //

nanocasteczki Ag

Badania aktywn&i przeciwdrobnoustrojowejin
vitro — S. aureus

[Rujitanaroj i in.
2008]

CHITOZAN — ZELATYNA

gabka (liofilizacja)

aldehyd glutarowy //

prednizolon

Wplyw rodzaju kwasu iytego jako rozpuszczalnika

na f|_zylfochem|czne W_EE:IWOSCI _uzysk|wan_ych [Lefler i in. 2000]
materialtbw oraz profil uwalniania  zg#ku
aktywnego.

gabka (liofilizacja)

aldehyd glutarowy

Badania przeciwdrobnoustrojovir vitro — E. col,
Streptococcugoréwnanie z terapicefalosporyn
i penicylig. Badanian vivo— krolik.

[Deng i in. 2007]

gabka (liofilizacja)

EDC

Wykorzystanie materiatow chitozanowo-
zelatynowych z dodatkiem kwasu hialuronowego, . ..

jako sztucznej skéry. Badania vitro — fibroblasty O[L'u in. 2007]
ludzkie.

aldehyd glutarowy //

Badania aktywn€ci przeciwdrobnoustrojowejin

gabka (liofilizacja) cyprofloksacyna v@tro - P,. _aeruginosaS. aureusk. coli. Badanian [Haniin. 2014]
Vivo — krolik.
Badanie wplywu stzenia chitozanu izelatyny na
wilasciwosci materiatow gbczastych

o - przeznaczonych do  zastosawa medycyny [Saremaiin.

gabka (liofilizacja) genipina regeneracyjnej, a tak wplywu s¢zenia czynnika 2013]
sieciupcego i metody sieciowania (metoda
kodyspersyjna i immersyjna).
Materiat gibczasty z inkorporowanymi

gabka (liofilizacja) +

FGF — czynnik wzrostu

mikrosfery fibroblastow r_mkrosfergm| zawieracymi  czynnik  wzrostu [Liuiin. 2007]
fibroblastéw.
- . Membrana sieciowania  promieniowaniemy.
membrana promieniowaniey // . -
hydrazelowa nanocasteczki Ag Wykorzystano _rozpuszczalr_l_y W wqdz|¢Zhounn. 2012]
karboksymetylochitozan. Badariravitro — E. coli.
Badania przeciwdrobnoustrojovie vitro — E. coli,
membrana - S. aureus Badania in vivo — kroliki, myszy. .
hydrazelowa miod Synergistyczne oddziatywanie chitozanu i miodu ng{ang Hin. 2012]

aktywnas¢ przeciwdrobnoustrojoyv
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Wykorzystane zwizki

Rodzaj formulacji o kdo_thKOV\jle -
; zwiazki sieciupce // zwizki

(typ materla+u) nadajce ydz intensyfikupce
wiasciwosci biofunkcyjne)

Najwazniejsze informacje o materiale

i przeprowadzonych badaniach. Zrodto

CHITOZAN — KOLAGEN

Wykorzystanie enzymatycznych metod sieciowania

memprana transglutaminaza, w otrzymywaniu membran chitozanowofChen i in. 2003]
hydrazelowa tyrozynaza .
zelatynowych.
Membrana uzyskiwana z wodnych roztworow
membrana promieniowaniey zelatyny_ I kgrboksymetyl'ophltgzanu _sieciowe [Yang iin. 2010]
hydrazelowa promieniowanierny. Badaniain vitro — fibroblasty
NIH3T3.
membrana . Baq§n|e vyp%ywu stzen{a genipiny oraz sftos’urjku [Chiano i in,
X genipina stezefi chitozanu do zelatyny na wihéciwosci
hydrazelowa . 4 2007]
uzyskiwanych membran hydrelowych.
widkna . . . . . [Zhuang i in.
(elektroprzdzenie) nanoczsteczki Ag Wykorzystanie chitozanu mikrokrystaliego. 2010]

gabka (liofilizacja) dehydratagj termiczny

EDC, sieciowanie poprzez

Badanie stopnia porastania materiatéw chitozanowo-
kolagenowych przez komorki fibroblastow i [Ding iin. 2008]
vitro.

gabka (liofilizacja) lizostafyna

Materiat  przeznaczony do leczenia  ran
oparzeniowych zainfekowanych komorkam
S. aureusProfil uwalniania lizostafyny. Badania
Vivo — myszy.

fcuiiin. 2011]

gabka (liofilizacja) aldehyd glutarowy

Badaniavitro — fibroblasty ludzkie. [Maiin. 2003]

gabka (liofilizacja) aldehyd glutarowy

Sieciowanie immersyjne, poprzez zanurzenie
otrzymanego materiatu chitozanowo—kolagenoweg[(aiuiin 2012]
w roztworze aldehydu glutarowego. Badaimavitro ’

— fibroblasty ludzkie.

gabka (liofilizacja) dehydratacja termiczna

Materiat  sieciowany  poprzez  dehydratacj
termiczry. Badaniain vitro — fibroblasty tkanki
tacznej L929.

[Tangsadthakun
i in. 2006]

gabka (liofilizacja) EDC, NHS

Materiat  gbczasty z  dodatkiem  kwasu

hialuronowego. Badania vitro — fibroblasty mysie. [Lin tin. 2009]

gabka (liofilizacja) dehydratacja termiczna

Wplyw masy czsteczkowej chitozanu na

whasciwosci  gabek  chitozanowo-kolagenowych[Tangsadthakun
sieciowanych metad dehydratacji termicznej. iin. 2007]
Badaniain vitro — fibroblasty tkankidcznej L929.

FGF — czynnik wzrostu

gabka (liofilizacja) broblastow

Badaniain vivo — szczury, model rany uzyskanej

wyniku powiktan cukrzycowych. \f\(Nang |in. 2008]

gabka (liofilizacja) | CF Pt - transformugcy

Materiat gibczasty do leczenia ran blogjuzowej [Zhang i in. 2006]

czynnik wzrostugl jamy ustnej.

Asymetryczna membrana chitozanowa
gabka (liofilizacja) + enioina z inkorporowanymi mikrosferami z kolagenu[Cheniin 2009]
mikrosfery genip Badania in vivo — szczury. Badanian vitro — )

fibroblasty szczurze.

Gabka kolagenowa (kolagen bydl)
gabka (liofilizacja) + al(lll(w;/sdglgltjl;gwy n z mikrosferami chitozanowymi zawiesgymi [Wary iin.
mikrosfery c roflgoksacV\;ya zwigzki aktywne. Badaniain vitro — limfocyty 2014]

yp y i erytrocyty z krwi ludzkiej E. coli
wiokna Badanie wewstrzczsteczkowych interakcji
brak pomidzy chitozanem i kolagenem we widknacfChen iin. 2008]

(elektroprzdzenie)

chitozanowo-kolagenowych.
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Bez wzgtdu na rodzaj formulacji, pierwszym etapem na drodaecesu
otrzymywania biomaterialtdw na bazie chitozanu, getau izelatyny jest przeprowadzenie
ich preparatow do roztworu, a ngstie w zalenosci od docelowej postaci, wybor
odpowiedniej metodologii pagtowania. Jak przedstawiono we w@zejszych rozdziatach
niniejszej rozprawy, chitozan naturalny — niemokig¥vany chemicznie, a tak kolagen, $
polimerami nierozpuszczalnymi w wodzie. W celu jprosvadzenia ich preparatow do
roztworu wykorzystuje siwodne roztwory kwasow, z czego ze wzlyl na stosunkowo nigk
toksycznd¢ wzgledem pozostatych rozpuszczalnikbw o tym charakterozcieiczone
roztwory kwasu octowego i mlekowege sajczsciej wykorzystywane. Takie pagtowanie
wymusza zwykle przeprowadzanie dodatkowych etap@ganch na celu usugtie kwaséw
z materiatu docelowego w celu zapewnieniasegj jego biokompatybilrigi. Odbywa s to
zwykle na drodze wyptukiwania,atlz zobogtniania i powtérnego suszenia otrzymanych
materiatdw. Pod tym wzgllemzelatyna jest surowcem mniej aZiwym technologicznie, ze
wzgledu na tatwéc¢ jej rozpuszczania w wodzie.

Sparod wielu opisanych metod otrzymywania biomatermgtde prowadzce do
wytworzenia membran hydielowych i materiatdbw o strukturzealoki, 3 najczsciej
wykorzystywane do produkcji chitozanowych, kolagegoh, czyzelatynowych materiatow
opatrunkowych. Membrany hydrelowe maj post& trojwymiarowej sieci tacuchow
polimerowych paczonych ze sabw wybranych punktach, ktérej przestrzenie pginy
czgsteczkami wypetnia woda, a zawdiidfazy statej zwykle nie przekracza 10%y ®
materiaty zdolne do pochtaniania znacznychdlavody, podczas gdy sameg\s niej z reguty
nierozpuszczalne gz ich rozpuszczalng jest programowalna poprzez wykorzystanie
réznego rodzaju zwgzkow sieciujcych. Duze zainteresowanie tymi materiatami, jako
materiatami opatrunkowymi wynika przede wszystkirduzej zawartéci wody, co czyni je
wysoko kompatybilnymi z wkszdciag tkanek. Ponadtogsone zwykle mgkkie i elastyczne,
co minimalizuje uszkodzenia otaczeg] tkanki podczas aplikacji i zmian materiatu
opatrunkowego w trakcie i po zabiegu u pacjentasfDain. 2011]. Wyrénia st trzy
podstawie metody otrzymywania membran hyeétowych z wykorzystaniem wskazanych
polimeréw naturalnych: asocjacfizyczmg, asocjagj poprzez koordyna¢jz jonami metali
oraz otrzymywanie z wykorzystaniem metod sieciowariProces tworzenia fizycznych
hydrazeli jest oparty na odwracalnych oddziatywaniachoré&t mog wyshpi¢c pomidzy
tahcuchami polimeréw. Oddzialywania te rmpajcharakter niekowalencyjny, taki jak
oddziatywania elektrostatyczne, oddziatywania hjalsowe i wiazania wodorowe [Boucard
i in. 2005]. Intensywn&@ tych interakcji mae by uzaleniona od wielu parametrow, w tym
przede wszystkim od gtenia i rodzaju #ytego biopolimeru, pH i temperatury, co czyni tak
uzyskane hydreele niezbyt stabilnymi, a tak pozwala na uzyskanie tzw. hydet
odwracalnych, ktérych posigest uzaleniona od warunkow ekspozycji. Ho1 intensywndéé
oddziatywa w tak otrzymanych materiatach determinujezeaich wi&ciwosci mechaniczne
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zwigzane z profilem tekstury, w tym twardo elastyczné¢. Polikationowa natura chitozanu
sprawia, ze wieksza¢ interakcji z negatywnie natadowanymiasieczkami prowadzi do
utworzenia zeli stabilizowanych silnymi wdzaniami jonowymi i to zar6éwno
z niskocasteczkowymi zwgzkami, takimi jak sole kwasu fosforowego, siarkoweg
i cytrynowego [Shu i in. 2002, Shen i in. 2008]k jadwniez z innymi polimerami
o wypadkowym tadunku ujemnym, w tym z biatkami @gpénami,zelatynami, keratyni
albumirg czy fibroirg) [Yin i in. 1999, Maoi in. 2004], polisacharydami (kwasem
hialuronowym, kwasem alginianowym, pekiyn heparyn, siarczanem dekstranu,
chondroityna) [II'ina i in. 2005, Boddohi i in. 2009], a ta& z karboksymetylocelulgz
i glikozoaminoglikanami [Denuzieien. 1998]. Znanegtakze hydraele uzyskane na drodze
fizycznej asocjacji chitozanu z syntetycznymi panami np. z poli(kwasem akrylowym)
[Gorczyca i in. 2010]. Druga wymieniona metoda wtngwania hydraeli polega na
wykorzystaniu koordynacyjno-kowalencyjnychagza z atomami metali otowiu (II), platyny
(1) i molibdenu (VI). Niemniej jednak z powodu wszej toksycznei nie g one
rekomendowane do zastosawa@omedycznych [Brack in. 1997, Dambies in. 2001].

Jednym z ogranichewykorzystania polimeréw naturalnych, w tym zekchitozanu,
kolagenu izelatyny w konstrukcji materiatdw opatrunkowych, ymt zarowno membran
hydrazelowych, jak i materiatdw gpczastych, jest niewielka stabikgo (zwlaszcza dia
rozpuszczaln&) i nieregularné¢ struktury materialtdbw wytworzonych jedynie wskutek
asocjacji fizycznych. Problem ten rozzuje kowalencyjne sieciowaniezidymi czynnikami
sieciupcymi. Pozwala to w wkszaci przypadkbw na uzyskanie materiatdw
o0 powtarzalnych i w migr programowalnych wkiwosciach. Jednaie rozwhzanie to
Zwigzane jest z reguly z wprowadzeniem chemicznych rikabyji w tancuchach
sieciowanych polimeréw, co zwykle prowadzi do znyidoh pocatkowych wigciwosci,
zwlaszcza, jdi w reakcg 3 zaangaowane bezpwednio ich grupy funkcyjne. Ponadto
wprowadzanie do ukfadu zg@kéw sieciugcych i/lub katalizatorow tych reakcji prowadzi
czesto do zmniejszania biokompatybikwod otrzymywanych materiatow.

Znany jest szereg metod kowalencyjnego sieciowaneerialtdw otrzymanych
z chitozanu, kolagenuzelatyny. Najczsciej stosowas metod, jest sieciowanie przyzayciu
matych casteczek siecigpych (dialdehydow, w tym aldehydu glutarowego [Mia.i 2003,
Bigi i in. 2001], aldehydu mrowkowego [Sinkh i iB006], aldehydu szczawiowego [Patel
1996]; karbodiimidéw — (EDC/NHS) [Adhiraja i in. @0, Koztowska i in. 2015]; eteru
diglicydylowego glikolu etylenowego (EDGE) [Mi i in1999], kwasu taninowego
[Sionkowska i in. 2014] oraz genipiny [Muzzarelin. 2009]), dodawanych bezggednio do
dyspersji polimerow #dz poprzez sieciowanie immersyjne materiatdw zaraz igho
otrzymaniu. Czynnikiem limitacym wykorzystanie matych ggteczek siecigrych jest ich
dos¢ znaczna toksyczié, dlatego te konieczne jest wyptukiwanie materiatdw uzyskanych
przy ich wyciu, w celu usunicia nieprzereagowanych gsteczek [Zeiger i in. 2005]. Ign
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metod} sieciowania $ reakcje typu polimer-polimer, w ktérych grupy fuykne jednego
badZz obu polimeréw zostaty wcgeiej odpowiednio zaktywowane np. poprzez wprowadzen
grupy karbonylowej, jak miato to miejsce w przypadkydrazeli otrzymanych z chitozanu
i chemicznie zmodyfikowanego kwasu hialuronowegosigdascego wolne grupy
karbonylowe, dziki czemu maliwe byto sieciowanie poprzez utworzenie zasad f&fitan
i in. 2009]. W dosipnej literaturze znajdaljsic takze przyktady wykorzystania sieciowania
typu polimer-polimer na drodze reakcji addycji Magha [Metters i in. 2005]. Gtoéwgrzalet
tego typu sieciowania jest catkowite wyeliminowamdksycznych zwgzkow sieciugcych.
Natomiast wagl limitujaca wykorzystanie tego typu reakcji niemal do minimum jest
wieloetapowy i dtugotrwaty proces przygotowania,izzany z aktywag jednego hdz obu
polimeréw. Chemiczna modyfikacja polimeru wymaggeat take przy wykorzystaniu
zwigzkow fotowraliwych. Znane s przyktady otrzymywania hydéeli chitozanowych
poprzez wczéniejsze wprowadzenie do jegaaicha grup azydkowychgllz akrylanowych
i nawietlanie dyspersji promieniowaniem UV [Ono i irD0D, Ishihara i in. 2003, Yoo i in.
2007]. Polimery posiadgte grupy wraliwe na promieniowanie UV gs obiecugcymi
materiatami w tworzeniu hyd#eli in situ Ograniczeniem w tym przypadku nypodpy¢
lokalne wzrosty temperatury, spowodowane dlugoswadkspozyeg na dziatanie
promieniowania UV, co m@ prowadzt do uszkodzenia komorek i tkanek [Lukaszczyk i in.
2005]. Znacza role w konstruowaniu nowych materialdw z chitozanu,ak@nu izelatyny
odgrywa take wykorzystanie katalizatorow enzymatycznych w peach sieciowania. Do
najczsciej wykorzystywanych enzymow natle transglutaminaza oraz tyrozynaza [Kumar
i in. 2000, Sheu i in. 2005, Norziah i in. 2009).in. znane s przykfady otrzymywania
zelatynowo-chitozanowych folii sggwczych sieciowanych za pompdransglutaminazy
[Kotodziejska i in. 2006]. Enzym ten katalizuje keg tworzenia wizan sieciupcych
pomkdzy grum karboksyamidow reszty glutaminy a pierwsz@@owymi grupami
aminowymi r@nych zwizkéw, w tym biatek i chitozanu. Wykorzystanie enzun jako
katalizatoréw reakcji sieciowania wymaga jednakcpegjnego kontrolowania warunkow
prowadzenia reakcji, zwlaszcza pH, temperaturyhi ginowej, ktore uzalenione g od
aktywnaci danego enzymu, a tak czsto nie pozwala w petni kontrolowantasciwosci
otrzymanych materiatow. Ze wzglu na wiele czynnikow limitacych wykorzystanie wiej
wyszczegolnionych metod sieciowania chemicznegaale stposzukuje si nhowych
alternatywnych metod. Mate gsteczki sieciyjce dodawane bezgednio do dyspersji
polimerowych g jednak w dalszym ggu najbardziej pmgdanymi czynnikami sieciggymi,
ze wzgkdu na najwgksz kontrok wtasciwosci otrzymywanych biomateriatow.

W przeciwiéistwie do metod wytwarzania membran hyaiowych, wytworzenie
struktur gbczastych wymaga wykorzystania dodatkowej infrdstny, za pérednictwem

ktorej nasgpuje usungcie wykorzystanego rozpuszczalnika. Najbardziej gg@ehne metody
wytwarzania takich struktur obejmuj procesy suszenia sublimacyjnego wicie)
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zamrazonych roztwordw tych biopolimerowatz techniki elektroprgdzenia [Jayakumar i in.
2011, Zahedi i in, 2010].830 stosunkowo proste, niedrogie i wydajne metogywarzania.
W metodzie suszenia sublimacyjnego rozpuszczaksikvany jest z wczaiej wymrazonego
roztworu polimerow, w obabnej temperaturze i pod zmniejszonymsn@niem, co
dodatkowo umgliwia suszenie produktéw termolabilnych, podczasy gdechniki
elektroprzdzenia polegajna otrzymywaniu nanowtdkien ze stopionych polimetab z ich
roztworéw za pomag pola elektrycznego. Metody te prowaddo uzyskania materiatow
gabczastych fdz widknistych, o wysokoporowatej strukturze, gkiiczemu takie materiaty
zdolne g do wizania znacznie wkszych ilgci cieczy (czsto w ilcsci przekraczajcej
dwudziestokrotng@ wagi takich materiatéw). Jest to wysoce zgatana whciwosé
materiatdw wykorzystywanych jako materialy opatrowe, zwlaszcza w terapiach leczenia
ran wysoko gczacych se. Przy jej wykorzystaniu otrzymano m.ingliki chitozanowe [Seol

i in. 2004], agbki z wczdniej przygotowanego hydzelu chitozanowego w obecim
fosforanu wapnia [Lee i in. 2000], aloki chitozanowo-kolagenowe wykorzystane w
regeneracji ubytku kostnego [Arpornmaekiong i 03], a take gbki chitozanowo-
kolagenowe z inkorporowarlizostafyry, jako materialtem opatrunkowym wykorzystanym w
leczeniu infekcji szczepami gronkowca ztocistegai[Cin. 2011].

Nieco inrg metod otrzymywania wysoko porowatych struktugbgzastych na bazie
chitozanu, a tate innych biopolimeréw, zaproponowata Dehghani i é¥gp wykorzystugc
do tego celu ditlenek ggla w stanie nadkrytycznym (sc@dJdi i in. 2011, Chengdong i in.
2011, Annabi i in. 2009, Annabi i in. 2009a, Annabi. 2010]. Materialty z wykorzystaniem
tej technologii otrzymywanegsna drodze spieniania wcxeej przygotowanych dyspersji
polimerowych w lub bez obecfm czynnika siecigcego, po uprzednim nasyceniu dyspersji
scCQ. Spienienie nagpuje na drodze kontrolowanej dekompresji reaktosa,jakim
przeprowadzany jest proces, co skutkuje gwattownywolnieniem rozpuszczonego w
dyspersji polimeréw ditlenku ggla w postaci gazowej. W wyniku tego procesu twosie
liczne mcherzyki gazu, ktére na skutek rozszczelnienia diklavydostaj sie z dyspersji
polimeru pozostawiag such porowag struktue [Goel iin. 1994].

2.2.5.1. Wykorzystanie genipiny w procesach wytwarzania matéatéw na bazie
chitozanu, kolagenu izelatyny.

W ostatnich latach wiele uwagi g econo wykorzystaniu natgcej do tzw. matych
czgsteczek siecigcych, genipinie. W przeciwistwie do pozostatych, powszechnie
wykorzystywanych zwizkdw ze swojej klasy, jest to zywek pochodzenia naturalnego,
otrzymywany w procesie enzymatycznej hydrolizy gemydu. Oba te zwrki s3 dobrze
znane w kulturze chgkiej i 9 ekstrahowane m.in. z owocdBardenia jasminoidescosidgse
w ktérych stzenie genipiny waha siw granicach od 3 do 6% [Cao i in. 2001]. Wzory
strukturalne obu zwikdéw przedstawikysunek 2
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Rysunek 2.Wzory strukturalne genipinyP@nel B) i genipozydu Panel A).

Ze wzgkdu na naturalne pochodzenie genipiny, materiahci®ane przy jej
wykorzystaniu wykazuj bardzo mat cytotoksyczné¢, mniejsz od tych sieciowanych
aldehydem glutarowym, a taé innymi syntetycznymi zwrkami siecigcymi [Mi i in.
2001, Mi i in. 2002]. Doniesienia literaturowe wegki@ nawet na 10000-krotnie mniejsz
cytotoksyczné¢ genipiny w stosunku do aldehydu glutarowego, waein mysich komérek
fibroblastow NIH3T3, a dawk LDsg przy doustnym podaniu myszom wyznaczono na
poziomie 382 mg/kg masy ciata [Jin i in. 2004]. &aharakterystyka jest odpowiedzialna za
obserwowane die zainteresowanie wykorzystaniem genipiny w prodesatrzymywania
materiatébw do celéw medycznych [Muzzarelli 2009].

Mechanizm reakcji sieciowania polimeréw naturalnyzhwieragcych wolne grupy
aminowe, za pomacgenipiny zostat doktadnie zbadany i zrozumianyt[@&ui in. 2003].
Wykazano,ze do powstania petnego potenia pomidzy dwiema resztami aminowymi
sieciowanych polimeréw prowaglzdwie oddzielne reakcje chemiczne. Pierwsza i zraz
najszybsza z nich, to reakcja, podczas ktOrejcpagt atak pierwszoezlowej grupy
aminowej chitozanu, dalz zasadowych reszt aminokwasowych obecnych w biktkacatom
wegla C3 genipiny, co skutkuje utworzeniem heterocyklego zwiazku (Rysunek 3, Panel
A). Druga, wolniejsza, to reakcja substytucji nukileavej, podczas ktérej nagtuje atak
wolnej grupy aminowej chitozanwd biatek, na atom wgla grupy karbonylowej genipiny,
z utworzeniem trwatego wzania amidowego i uwolnieniem gsteczki metanoluRysunek
3, Panel B.
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Rysunek 3.Mechanizm reakcji sieciowania polimeroéw zawiecgch wolrg grupe aminowy.
Reakcja z utworzeniem heterocyklicznegoaaki (Panel A), reakcja substytucji nukleofilowej z utworzeniem
wigzania amidowegoRanel B).

Pocatkowo uwaano, ze do efektywnego przebiegu wskazanych reakcji gehzd
jest kataliza kwasowa, o0 czym wnioskowano na pedstamniejszonej szybkoi reakcji
prowadzonej w wodzie deuterowanej. Dalsze badaniawvadzone przez inmn grup
wykazaty,ze mechanizm sieciowania przyyeiu genipiny jest zalsy od pHsrodowiska, w
jakim prowadzona jest reakcja sieciowania [Mi i @005]. W kwadnym i neutralnym
srodowisku reakcja biegnie zgodnie z opisanym meigha@m - genipina dziala jak
dialdehydy, z 4 tylko réznica, ze jej produkty kondensacjhsznacznie bardziej stabilne w
poréwnaniu do patzen uzyskiwanych na drodze reakcji z aldehydem glutgmo. W
srodowisku zasadowym reakcja otwarcia heterocykbggnpiegcienia genipiny nagpuje w
wyniku nukleofilowego ataku jonéw hydroksylowychzpuszczalnika, jakim jest woda, a nie
jak w poprzednio opisanym ataku grupy aminowej isiganych polimerow. W wyniku
nukleofilowego ataku jonu hydroksylowego powstajedukt pégredni z grup aldehydowy,

z ktory reagug grupy aminowe sieciowanych polimeréw z utworzengsady Schiffa.

Opisanej reakcji sieciowania towarzyszy powstawamiebieskiego barwnika,
0 rosncej intensywnéci, w zalenaosci od wytego s¢zenia genipiny. Wykazanage reakcje
odpowiedzialne za to zabarwienie przebiegapwnoczeénie z reakcjami sieciggymi
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i zwigzane g z indukowan tlenem polimeryzagjrodnikowg genipiny [Park i in. 2002], w
zwigzku z czym, materialy otrzymywane na drodze chendgp sieciowania genign
zawsze bda charakteryzowaly giniebieskawym zabarwieniem.

2.3. Metody aktywacji przeciwdrobnoustrojowej materiatbw medycznych
0 potencjalnym zastosowaniu w leczeniu ran skornych

Dotychczasowe badania $ccone projektowaniu nowoczesnych materiatdw
o aktywndci przeciwdrobnoustrojowej obejmuprzede wszystkim wykorzystaniezréeego
rodzaju zwizkéw o tym charakterze. Trwaty kontakt czynnikayakiego z uszkodzan
tkanky, konieczny do zahamowania infekcji i zachowanigst®ci mikrobiologicznej rany,
zapewniany jest przez unieruchomienie czynnika oaigrzchni matrycy materiatualz
poprzez zapewnienie kontrolowanego profilu uwali@an jego wetrza. Ze wzgjdu na
wykorzystanie dgo wyzszych szen precyzyjnie dostarczanych beZpsdnio w miejsce
zranienia, miejscowe stosowanie czynnikéw przeadldoustrojowych stanowi ogrorpn
przewag w stosunku do zastosowasystemowych. Ma to szczegdllne znaczenie przy
ksztattowaniu s mechanizméw oporsoi drobnoustrojow wystawionych na dlugotrwate
dziatanie uytego czynnika przeciwdrobnoustrojowego. zZBuranorodndé¢ i sukces
dostpnych na rynku chemoterapeutykéw nie budzi jednajego entuzjazmu ze wzglu na
pojawianie s} coraz to nowszych drobnoustrojow opornych na nigaady z nich.

Alternatywnym sposobem aktywacji przeciwdrobnoystn@j réznego rodzaju
materiatdw jest wykorzystanie do ich produkcji tdkisurowcow, ktére same wykazuj
aktywna¢ przeciwdrobnoustrojosv Ten typ aktywacji budzi jednak #o mniejsze
zainteresowanie ze wzglu na bardzo ograniczony zakres wyboru takich scéow W
praktyce wykorzystuje esijedynie chitozan, ktérego aktywéto przeciwdrobnoustrojogv
opisano we wczZmiejszej czsci niniejszej rozprawy doktorskiey\(prowadzenie 2.2.4.1

Tymczasowe podawanie czynnika przeciwdrobnoustregmy dostarczanie go w
scisle okr&lonym czasie §dz w statych dawkach przez pewien okres czasu jesidaoy
cechy materiatdw wykorzystywanych w zdego typu praktykach medycznych. Dokonany
przeghd literatury sugeruje, ze gtdwnymi typami opatrunkédw medycznych,
wykorzystywanych do tego celug 85znego rodzaju polimeroweghki oraz hydraele [Jones
i in. 2005, Stojadinovic i in. 2008, Stashak i BD04]. Wiedza na temat mechanizméw
kontroli uwalniania inkorporowanego we wreu matrycy zwazku jest wec niezigdna przy
projektowaniu odpowiedniego systemu. Generalnie Iniamie zwhzku 2z matrycy
biodegradowalnego materiatu jest kontrolowane pprezesy dyfuzyjne i/lub przez kinetyk
degradacji samej matrycy. W praktyce oba te meanayniodgrywaj istotry role. Ten, ktory
bedzie dominowat zaley od wiaciwosci inkorporowanej czsteczki, nénika i innych
fizykochemicznych wiéciwosci. Uwalnianie matych csteczek kontrolowane jest przede
wszystkim na drodze proceséw dyfuzyjnych. Natompasfil uwalniania makrocgteczek,
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takich jak peptydy i biatka jest bardziej zémy i zaleny w wiekszaci przypadkéw od
szybkdaci degradacji matrycy [Makoto i in. 1998].

2.3.1.Mechanizm uwalniania czynnika aktywnego z polimerowj matrycy.

W systemach, w ktorych profil uwalniania inkorpomvego zwjzku zaleny jest od
proceséw dyfuzyjnych, raik (polimerowa matryca) zachowuje zwykle integmthswojej
struktury przez caly okres stosowania. W takichteaypach szybkid dyfuzji kontrolowana
jest poprzez nagpujace czynniki: rozpuszczal§d zwigzku w otaczajcym srodowisku
(zarbwno w wodzie, jak i w roztworze polimeru twgeego matrye), gradientu stzenia
dostarczanego zwaku, ilosci zawartego zwezku w matrycy, morfologii matrycy
(porowatdci, powierzchni wiéciwej, ksztattu), hydrofilowéci/hydrofobowdci matrycy,
oddziatywa chemicznych pomgdzy inkorporowanym zvgzkiem a matryg, wiasciwosci
uzytego polimeru tworgcego matrye oraz zewantrznych czynnikowsrodowiskowych (pH,
sita jonowa, aktywn@ termiczna i/lub enzymatyczna) [Li i in. 2006]. $kps¢ dyfuzji
Zz biodegradowalnych matryc o zich rozmiarach mae by bardzo wolna, natomiast
z systemow, w ktoérych matrycstanowi koloidalna zawiesina polimeru o bardzaeju
powierzchni wiaciwej, bardzo szybka, ze wzglu na znacznie krétgszrog; dyfuzji.

R&nice w profilu uwalniania danego zygku mazna uzyské poprzez kontral
powierzchni wiaciwej matrycy, wykorzystac w jednym materiale frakcje o mdej
morfologii. Tego typu mechanizm spowalniania uwahia zwazku aktywnego
wykorzystano m.in. w konstrukcji porowatych matkwa chitozanowych, do wtrza
ktorych wprowadzono chitozanowe mikrosfery z jedngntzynnikow wzrostu [Kim i in.
2003], a take przy wytwarzaniu materiatbw kolagenowych z inlkaygavanymi
chitozanowymi mikrosferami zawiesgiymi kwas galusowy na potrzeby leczenia trudno
gojacych sg ran [Wary i in. 2014]. Drugim niezwykle vmaym czynnikiem wptywajcym na
tempo uwalniania inkorporowanego zwku jest zdolné¢ i1 sita jego oddziatywania
z polimerows matryg. Ma to szczegOlne znaczenie zwlaszcza w przypauidriatywa
jonowych dla matryc zbudowanych 2z polimerow o ligam wolnych grupach
karboksylowych. W przypadku zgakow o charakterze kwasowymydi neutralnym mae
dojs¢ do sytuacji, w ktorej w wyniku stabych oddziatywgonowych z wolnymi grupami
karboksylowymi lgdzie miato miejsce wydcanie zwizku w postaci krysztatkbw we wtizu
matrycy [Makoto i in. 1998]. Mdiwos¢ sterowania szybkaia procesow dyfuzyjnych za
pomog réznic w masie cgsteczkowej polimerow aytych do otrzymywania matrycy ioej
oferuje take bardzo atrakcyj opcg przy projektowaniu systemu ze zmodyfikowanym
profilem uwalniania. Zwykle obserwuje¢sprawidtowaé¢, w ktérej zastosowanie polimeru
0 wyzszej masie cteczkowej prowadzi do uzyskania materiatu gkaze] porowatéci
I nieco gorszych parametrach wytrzymiiowych. Uwalnianie z takich systemow jest
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zazwyczaj gwattowne, co oznacza, wiecksza¢ zawartego w nich zwzku uwalnia sj juz w
pierwszych godzinach stosowania [Li i in. 2006].

Procesy degradacji matrycy zbudowanej z polimeréatunalnych, a wic
w wiekszaci matryc biodegradowalnych, rama podziek na dwie gtdwne grupy: procesy
zZwigzane z jej rozpuszczaniem (erzjoraz degradagjna skutek dziatania czynnikéw
zewretrznych, gtdwnie biodegradacji. Erozja oznaczatgtraasy ladz wyjsciowej struktury
danego materialu na skutek oddziatywhizycznych, gtébwnie zwgzanych z procesami
rozpuszczania. Natomiast biodegradacja odnesisichemicznego rozrywaniaygen, przez
to skracania dtugmi tancuchow polimerowych, spowodowanego reakcjami hythadnymi
badZz enzymatycznymi. Polimery biodegradowalne zwykldatoe § na trzy typy degradaciji.
Typ pierwszy to degradacja zygana z rozpadem gtdwnegondéacha polimeru. Rozpad
wigzan pomkdzy monomerami prowadzi do utratyagiosci tancucha. B grupe stanowi
wigkszas¢ polimeréw liniowych. Jdi na bazie rozpuszczalnego w wodzie polimeru
utworzono materiat w niej nierozpuszczalny, np. mmodze chemicznego abz
enzymatycznego sieciowania, jego degradacjazemamasipi¢c na skutek rozerwania tych
wigzan. Tego typu degradacja stanowi typ drugi. Typ trzdejmuje degradagjtancuchow
bocznych, jéli takowe wystpuja. Poza wyszczegolnionymi trzema typami degradaciji,
mozliwa jest kada kombinacja dwoch typow daj w konsekwencji mieszany mechanizm
degradacji. W kadym kydz razie degradacja materiatdw na bazie polimerowraitych
moze by kontrolowana poprzez modyfikgcpastpujacych czynnikdéw: budowy chemicznej
I sktadu matrycy, masy ggteczkowej uaytego polimeru, jego &tenia;
hydrofobowdci/hydrofilowosci, wiasciwosci morfologicznych matrycy (ksztatt, wielké
i porowatd¢), obecnéci substancji pomocniczych; zewtrenych  czynnikéw
srodowiskowych (np. pH, sita jonowa), metody otrzymania matrycy, jak rownie
warunkoéw procesu sterylizacji [Li i in. 2006].

2.3.2.Charakterystyka wybranych grup czynnikdéw przeciwdrobnoustrojowych
wykorzystywanych w konstrukcji materialéw opatrunkowych.

2.3.2.1. Antybiotyki.

Od momentu wprowadzenia penicyliny w latach cztexstgych ubiegtego wieku,
antybiotyki g najcketniej i najczsciej wykorzystywan grupm zwigzkdéw, wsréd czynnikéw
przeciwdrobnoustrojowych w leczeniu zainfekowanyah skérnych. W przeciwistwie do
czynnikOw antyseptycznych posiaglaj reguty bardzo specyficzne cele molekularne ektef
terapeutyczny widoczny jest po dizym okresie stosowania. Pomimazejuréznorodndci
mechanizméw dziataniaTébela 2, zadna z ponad ginastu aktualnie daginych klas
antybiotykow nie oparta simechanizmom ksztalagym oporné¢ wsréd wystawionych na
ich dziatanie drobnoustrojow [Vogelsang 1951]. Reab ksztattowania opordoi nie jest
niczym nowym. Pierwsze penicylinooporne szcz8pgphylococcus aurewsyizolowano ju
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krotko po wprowadzeniu tego antybiotyku do praktykedycznej [Levy 2002]. Kolejne
przykiady opornéci pojawiaty s¢ wraz ze wzrostem e¢gtasci stosowania antybiotykow.
Gwalttowne i niekontrolowane dalsze ich wykorzystpvea doprowadzito w kacu do

rozpowszechnienia wygiowania wielolekoopornych szczepdéw bakteryjnych y&a000,

Larson 1995] i w konsekwencji do obecnej sytuawjiktorej wielu ekspertow z obaw
spoghda w przyszté¢ w poszukiwaniu alternatywnych metod leczenia.

Tabela 2.Gléwne typy powszechnie stosowanych antybiotykdstimechanizmy dziatania.

Mechanizm dziatania Grupy antybiotykow
Inhibicja syntezyciany penicyliny, cefalosporyny, karbapenemy,
komorkowe;. deptomycyny, monobaktamy, glikopeptydy

tetracykliny, aminoglikozydy, oksazolidony,
Inhibicja syntezy biatek. streptograminy, ketoidony, linkozamidy,
makroidy

Inhibicja syntezy DNA. chinolony
Inhibicja syntezy RNA. rifampicyny
Inhibicja kwasu sulfonamidy, trimetoprym
foliowego. Y Pry
Redukcja grup

nitrowych, prowadzca
do generowania
reaktywnych form tlenu.

metronidazol

Chat w praktyce chtniej wykorzystywano réznego rodzaju ptukanki roztworami
antybiotykow, znanegstakze materiaty przystosowane do kontrolowanego ichtatozania
bezpdrednio do miejsca zranienia. Niektore z doniedieeraturowych obejmuj fibrynowe
dyski o gbczastej strukturze, impregnowane tetracykljikumar i in. 2004], systemy na
bazie kwasu polihydroksymastowego z ofloksacySawada i in. 1994], kompozytowe
materiaty chitozanowo — poliuretanowe g@amone minocyklig [Aoyagi i in. 2007], gbki
chitozanowe, jako rsmiki amikacyny i wankomycyny [Noel i in. 2010], voevarstwowe
gabki zelatynowe jako néniki wankomycyny [Shukla i in.2012], a taik kolagenowe
materialy gbczaste oraz hyd#ele na bazie karboksymetylochitozanu z inkorporawan
gentamycyn przeznaczone do opatrywania zainfekowanych ramgké [Lipsky i in. 2012,
Wuiin. 2014].

2.3.2.2. Zwiazki srebra.

Wiasciwosci antyseptyczne srebra znang ad kilku tysecy lat. Niemniej jednak
dopiero konsekwencje zbyt gwaltownego, nieracjoegdn rozwoju antybiotykoterapii,
pozwolity na nowo dostrzec jego potencjal, jdkodka bakteriobdjczego. Aktualnie na rynku
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wyrobow medycznych dogina jest cala gama materialtdw opatrunkowych, zagigych
srebro, jako czynnik przeciwdrobnoustrojowy$hMé nich wyré@ni¢ mozna gazy, bande,
hydrazele, opatrunki poliuretanowe, czy hydrokoloidoweyigc materiaty przeznaczone do
opatrywania rany znajdagej st na wszystkich etapach procesu jej gojenia. Naegkut
kontaktu z wydobywagym sk z rany wystkiem, wymienione powkej materiaty uwalniaj
jony srebra bezpoednio do jej waetrza. Niezalenie od metody patzenia srebra
z materiatem opatrunkowym (pokrycie fagm czysto metaliczgy wykorzystanie
specyficznych  soli, czy wprowadzenie namgstek) uwalnianym  czynnikiem
antydrobnoustrojowym gskationy srebra [Percival i in. 2005]. Kationy tevatane § za
bardzo efektywny czynnik przeciwdrobnoustrojowy per®kim spektrum dziatania, w
stosunku do dotychczasowaywanych zwiyzkow [Russell i in. 1994, Lansdown i in. 1997].
W odr&nieniu od antybiotykdw, posiadagych zazwyczaj bardzo specyficzne cele
molekularne, jony srebra wykazugréznicowany, ztaony mechanizm dziatania [Rai i in.
2009, Lansdown i in. 2002]. Sfrod wielu udokumentowanych celow molekularnych,
najwaniejszym jest jednak btona komérkowa komorki patogg [Percival i in. 2005].
Interakcje jonéw srebra z powierzchkiomorki, powoduj gwattowny wyciek jondéw, a tale
sktadnikbw odywczych z wrtrza komorki, w wyniku czego dochodzi do zaburzesitg
protonomotorycznej i ostatecznie élmierci komorki [Rosenkranz in. 1972, Goddard in.
1989, Dibrov i in. 2002]. \&éd pozostatych celéw molekularnych jonéw srebrajduig sic
m.in. nukleofilowe grupy aminokwaséw wchagych w sktad biatek i peptydéw kluczowych
dla prawidtowego funkcjonowania komorki, w tym kjoych udziat w procesie replikacji
DNA oraz stanowjcych elementy k&cucha oddechowego [Percival i in. 2005,]. Wszystkie
cechy, a take stosunkowo niska toksyczéqoreparatow zawieragych srebro spowodowata,
ze obecnie dogpna jest szeroka gama materialdbw je zawdesah, a w tym materiaty
zawieragce siarczan srebra (np. Mepilex Ag), fosforan srelersodowo-wodoro-cyrkonowy
(np. Melgisorb Ag), srebro w formie metalicznej (njdedisorb Silver Pad). Tak da
popularng¢ stosowania mae budzé jednak wgtpliwosci, dotyczce maliwosci
wyksztalcenia oporrii przez drobnoustroje wystawione naagie jego dziatanie.
Wieloletnie badania pozwolity wyszczeganrdzne maliwe mechanizmy tej oporsoi
[Deshpande i in. 1994, Gupta i in. 1999, Silver Z00Niemniej jednak, do tej pory
czestotliwos¢ jej wysepowania byta niewielka, rzec ma sporadyczna [Silverin. 2006,
Loh iin. 2009]. Niepokajce jest jednak taze materialty zawierage srebro gjuz dostpne
nie tylko na rynku farmaceutycznym. Staty¢ sione powszechne w codziennym
wykorzystaniu, w produktach takich jak: szczotecazkb zbdéw, dezodoranty, wody
toaletowe, srodki ochrony sanitarnej, tkaniny, czy nawet wetzne powioki pralek
automatycznych. Niewsgiwym maze okaza si¢ ogoélne przéwiadczenie, ze skoro
mikroorganizmy byly i § wystawione na dziatanie srebra od ponad kilkuandw lat i, jak
do tej pory, nie wyksztalcity ogélnego mechaniznmomdci, to juz tego nie zrok.
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W dotychczasowej literaturze naukowej znanych jesle prob wykorzystania
zwigzkow srebra do aktywacji materiatdw zbudowanycholaggenu, chitozanu ielatyny.
Kwon i wspétpr. z wykorzystaniem technik elektrogizenia otrzymali wioknisty materiat
chitozanowy zawieragy nanoczsteczki srebra [Lee i in. 2014]. Technika ta zestalke
wykorzystana do przygotowania wiokietelatynowych i chitozanowegelatynowych
z inkorporowanymi nanogsteczkami srebra pod kierownictwem Park’a i Cher{geong
i in. 2014, Zhuangi in. 2010]. Z kolei Li i wspotpr. impregnowalizgsteczkami AgNG@
gabke chitozanow otrzyman technily suszenia sublimacyjnego, wykagijej przydatné¢
w leczeniu infekcji ran skérnych wzglem szczepdws. aureusE. coli i P. aeruginosa
[Li iin. 2011], a Suh i wspotpr. otrzymali impregnowasulfodiazym srebra membran
kolagenowy z naniesioa warstwy lamininy, glikoproteiny stanowcej gtowny skfadnik btony
komorkowej, petnicej wang role w oddziatlywaniach komorek nabtonkasiodbtonka
[Lee i. in. 2002].

2.3.2.3. Jod.

Jodyna, a tale inne preparaty zawiepge jod, znane gs w zastosowaniach
medycznych od ponad wieku. Jodopowidon jest obetajezsciej stosowanym preparatem
jodu. Jest to rozpuszczalny w wodzie kompleks jadwpoliwinylopirolidonem (PVP),
0 stzeniu jodu od 9,0% do 12,0%. Posiadaseta&osci bakteriobdjcze o szerokim spektrum
dziatania (gtébwnie przeciw gronkowcom, paciorkowcofak rownie prgtkom) oraz
wiasciwosci przeciwpierwotniakowe, przeciwgrzybicze i praegirusowe. Tak szerokie
spektrum aktywn&i mazliwe jest dzeki niespecyficznym oddziatywaniom z wieloma
niezlednymi do zycia sktadnikami cytoplazmatycznymi komoérki patogen[Kaye 2000,
Larson 1995]. Jodopowidon jest skiadnikiem wielustglanych opatrunkoéw medycznych
przeznaczonych do leczenia trudnoaggch s infekcji skornych. Jednym z przyktadow
stosowanych w praktyce medyczngjapatrunki z serii Inadine® (Johnson & Johnson)Ltd.
Sg to materialy na bazie glikolu polietylenowego imgnowane 10% jodopowidonem.
Kontakt z wysgkiem z rany powoduje uwolnienie czynnika aktywnegopolimerowej
matrycy bezpfrednio dosrodowiska rany, zapewnigj diugotrwaty efekt terapeutyczny.
O wysokim potencjale preparatéw jodu, stanowizéakrak doniesie nha temat ogdélnych
mechanizmdw oporriai wyksztatconych przez patogeny wystawione nadiziatanie [Khan
i in. 2006]. Obserwowanea snatomiast pojedyncze przypadki opaftiomikroorganizmow
wytwarzapcych biofilm na powierzchniach zdych materiatbw medycznych. Uwa sk
jednak,ze nie § one wynikiem wyksztatcenia specyficznych mechaidanoporndgci, lecz
trudnaci w pokonaniu bariery z glikokaliksu produkowaneg@a zewgtrz komorek
tworzacych biofilm [Brown i in. 1995]. Kontrowersje zgdane ze stosowaniem preparatow
jodu jako czynnikéw antyseptycznych, awane § z da¢ czesto pojawiagcym sk odczynem
alergicznym, miejscowymi podraieniami skory oraz toksyczécg [Spann i in. 2003].
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Ponadto d& dobrze udokumentowane jest wchianianie jodu pst&me i btony sluzowe,
dlatego te powinno uniké sie stosowania preparatbw go zawigggich

u noworodkéw, kobiet w gy, a take przez osoby posiadag zaburzenia pracy tarczycy
[Khan i in. 2006]. Pomimo dd duzej efektywndci jodu juz przy niewielkich sizeniach,
konieczne jest zapewnianie znacznieck®zego stzenia tego czynnika w w§giowym
materiale, ze wzgtu na ograniczan biodostpnas¢ uwalnianego jodu. Udowodnionage
nawet 80% wolnego jodu neutralizowane jest przatkbiosocza krwi [Abdullah i in. 1981].
Nie jest wec pewne, czy korzgi wynikajgce z przeciwbakteryjnych wdaiwosci jodu
przewyszap negatywne konsekwencje jego stosowania. Niemagygk nawet néyiezsze
doniesienia literaturowe dokumerguzalety zwizane z wykorzystaniem jodu [Vermeulen
i in. 2010], dlatego tejest on nadal zywany jako czynnik pierwszego wyboru w leczeniu
infekcji skornych.

Tak jak w przypadku dwéch omowionych &€y grup czynnikow
przeciwdrobnoustrojowych, tak i w przypadku prep@najodu, § one wykorzystywane do
aktywacji przeciwdrobnoustrojowej biomateriatow agtmywanych z chitozanu, kolagenu
i zelatyny. Doniesienia literaturowe w tym zakresigexinak znacznie rzadsze i obejmap.
konstrukcg gabczastych materiatdbw kolagenowych przeznaczonychedeneracji ubytkow
kostnych, otrzymanych na drodze impregnacji Woilg przygotowanej, w procesie suszenia
sublimacyjnego, gpki kolagenowej [Jiang i in. 2013], przygotowaniembran chitozanowo-
zelatynowych z dodatkiem emulsji chitozanowej z ktekpem jodu i poliwinylopirolidonu
(PVP) [Sai i in. 2015], a tale proby wytworzenia kompozytowych widkien chitozanu
z poli(alkoholem winylowym) z domiesgzkompleksu jodu i poliwinylopirolidonu, techrjk
elektroprzdzenia [Aytimur i in. 2013].

2.3.2.4. Mi6éd Manuka.

Miod Manuka i jego preparaty nale do najmtodszej grupy czynnikow
przeciwdrobnoustrojowych wykorzystywanych w leczentrudno gaicych s¢ ran.
W poréwnaniu z innymi czynnikami antyinfekcyjnymgharakteryzuyj sie one bardzo
szerokim spektrum dziatania, przy jednoczesnymibpkypadkow wyksztalconej oporu
[Moghazy i in. 2010]. Antybakteryjne dziatanie miogest wynikiem paiczenia dziatania
nadtlenku wodoru, ktéry powstaje pod wptywem zawgjant miodzie oksydazy glukozy oraz
metyloglioksalu [Molan 1992, Tonks i in. 2007]. Na bazie zawadiometyloglioksalu w
danym preparacie miodu opracowano parametr UMF k@my Czynnik Manuka), ktory
okresla jego aktywnéc, a przez to tate i przydatné¢ w zastosowaniach medycznych. Miéd
o aktywndci 1 UMF odznacza ei aktywndciag antyseptyczyp porownywalm z 1%
roztworem fenolu. W praktyce wykorzystuje gednak te, ktore charakteryzigic wartscia
tego parametru powgj 10 jednostek. Ponadto dodatkpralety wykorzystania mioddéw jest
bardzo dua zawarté¢ naturalnych zwjzkow przeciwutleniajcych [Ferreirra i in. 2009,
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Gheldof i in. 2002]. Czynniki te bigrudziat m.in. w neutralizowaniu wolnych rodnikow,
ktore, jak wykazano, spowalnigproces leczenia rany [Martin 1996, Gomathi i i602]. Na
rynku wyrobéw medycznych dagine g juz materialty opatrunkowe zawiegag miody
Manuka. Rekomendowane sne nie tylko do leczenia ran trudno ggjch s¢ w wyniku
infekcji réznymi drobnoustrojami wykazagymi opornd¢ na pozostate znane czynniki, lecz
takze w przypadku ran standardowych. Liderem na wsdoeeropejskim rynku materiatow
opatrunkowych z miodem Manuka jako czynnikiem arfgkcyjnym jest firma Kikgel
(Polska), ktéra wprowadzita seriproduktow z rodziny Activion Monuka. Jednym
z nich jest alginianowy opatrunek hydetowy nagczony miodem Manuka (UMF 12-14),
ktory w kontakcie z wilgoai przyjmuje forng migkkiego zelu, co stwarza wilgotne
srodowisko i utatwia uwalnianie gimiodu w miejscu zranienia. Pomimo stosunkowo kejptk
historii funkcjonowania tego typu materiatow, dgmsta jest ja catkiem znaczna liczba prac
wskazujca na bardzo diy potencjal miodu i opatrunkéw go zawig@jch w leczeniu
trudno gojcych s ran [Visavadiai in. 2008, Lusbyi in. 2002, Natarajanin. 2001, Cooper

i in. 2001, kedzia i in. 2014, Yusof i in. 2007]. M.in. Visavadmzedstawia dwa przypadki
pacjentéw z ranami zainfekowanymi szczepami MRSAre&kw wyniku terapii opatrunkami
z miodem Manuka zagoityesbez widocznych komplikacji [Visavadiain. 2008]. Jak dad
nie stwierdzono przeciwwskazaw zastosowaniu preparatow miodu. Niemniej jednak
niepokopca wydaje s by¢ dostpnas¢ zrodta pozyskiwania tego czynnika
przeciwdrobnoustrojowego [Mamat&2§07]. Utratazrédta pozyskiwania miodu mogtaby
skutecznie wyeliminowatego typu produkty z rynku wyroboéw medycznych. Kmane jest
wiec dysponowanie co najmniej kilkoma efektywnymi cajami
przeciwdrobnoustrojowymi, by nie dojmic do utraty skutecznych nadzi w walce

z wielolekoopornymi drobnoustrojami.

O rosmcym zainteresowaniu wykorzystaniem miodoéw w korgtjiu materiatow
chitozanowo-biatkowychiwiadcz takze liczne prace badawcze s@occone tej tematyce,
opublikowane zwitaszcza w okresie ostatnich kilkit l@pracowano m.in. hyd#elowy
membrag chitozanowozelatynowg z dodatkiem miodu z kwiatu stonecznika (przgzehiu
chitozanu,zelatyny i miodu odpowiednio na poziomie 0,5:20,0020, w/w), przeznaczan
do leczenia zainfekowanych ran oparzeniowych [Wang. 2012]. Autorzy tej pracy
wykazali wyrane synergistyczne dziatanie chitozanu i miodu, kaps znacznie wisz
aktywna¢ otrzymanych membran wzglem szczepdvs. aureus E. coli, w stosunku do
aktywnaci obu tych surowcédw oznaczanej oddzielnie. Z kdbsisikala i wspotpr. do
aktywacji cienkich filmow chitozanowych wykorzystainiod Manuka, uzyskgp takze
materiaty o duej aktywndaci wzgledem szczepowS. aureus E. coli[Sasikala i in. 2013].
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2.3.2.5. Peptydy przeciwdrobnoustrojowe.

We wspoiczesnej medycynie corazediej spotyka & zastosowania biologicznie
aktywnych makromolekut, daace integralp czscia materiatbw opatrunkowych
wykorzystywanych w leczeniu trudno goych s¢ ran m.in. owrzodze i ran
pooparzeniowych. Znaneg szastosowania peptydow i biatek zaklasyfikowany@koj
hormony, czynniki wzrostu, immunomodulatory, neumgkaniki, substraty bdz inhibitory
enzymow oraz peptydy przeciwdrobnoustrojowe [Majafain. 2007].Pomimo ogromnego
sukcesu tych ostatnich w przefteyspaywczym jako naturalne konserwantywnosci badz
sktadniki bioaktywnych opakowia (nizyna) [Cotter 2005], wyspuja tylko nieliczne
doniesienia ich wykorzystania jako sktadniki bigalhych materiatbw w leczeniu infekciji
ran skornych [Hancockin. 2006, Tylingo i in. 2008, Szweda i in. 2014]

Peptydy przeciwdrobnoustrojowe (AMPs — AntimicrdbiReptides) wyspuja
u wszystkichzyjacych gatunkow (wjczapc bakterie), stanowt wazny sktadnik odporndi
wrodzonej gospodarza [Boman 1995, Yeaman i in32@uani-Guerra i in. 2010tz lezg
u podstaw antagonistycznego oddziatywania mikragmmadéw  (bakteriocyny)
[Gwiazdowska i in. 2005]. Setki zdych opisanych do dziAMPs zostato sklasyfikowanych
pod wzgédem strukturalnym do czterech gtdwnych klaskartek, a-helis, gtl i peptydow
ztozonych, przy czym dwie pierwsze grupami najcgsciej spotykanymi w naturzéoniej
przedstawiono ligt najciekawszych i jednoc&eie dobrze przebadanych peptydéw
przeciwdrobnoustrojowych, zaréwno tych ozgilon potencjale aplikacyjnym, jak i tychzu
znajdugcych s¢ w trakcie badaklinicznych (Tabela 3.

Tabela 3. Zestawienie informacji na temat najciekawszych ypdftv 0 aktywnéci przeciwdrobnoustrojowej
(MW — masa cgsteczkowa, LA — liczba aminokwasow, NC — wypadkdagunek przy pH 7,0; w nawiasach
podanazrédio izolacji).

Struktura

(RCSB Protein Data Bank) Podstawowe informacje Status badai klinicznych

BiosynexusU.S.A.
www.biosynexus.com
Czynnik przeciwinfekcyjny ran
skérnych (zastosowanie
miejscowe)

Badania przedkliniczne.

Nizyna A
Q (Lactococcus lactis)
- ImmucCell,U.S.A.
-4 D Aktywnos¢: Grar www.immucell.com
[ > MW: 3,5 kD; NC: +5 Wi e. Out® ch.usteczki 0
- ‘ Zrédta: [Gwiazdowska i in. 1994 P

dziataniu profilaktycznym
przeciw mastitis
Doskpne na rynku.

E234 dodatek daywnaosci
(substancja konserwiga)
Dosgpna na rynku.
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Struktura
(RCSB Protein Data Bank)

Podstawowe informacje

Status badai klinicznych

Struktura przestrzenna
nieustalona

Lizostafyna
(Staphylococcus simulans
Aktywnos¢: Gram+

MW: 26,9 kD; NC: +11
Zrodia: [Szweda i in. 2005

Biosynexus, U.S.A.
www.biosynexus.com
Czynnik przeciwinfekcyjny ran
skérnych (zastosowanie
miejscowe Badania
przedkliniczne if vivo)

Laktoferryna B

(Homo sapiens, Bos tautus

MW: 86 kD; LA: 691 NC: +8,7
Dodatkowe znaczenie:

- udziat w transporcie jonéwelaza
- aktywna¢ przeciwutleniajca

Laktoferrycyna B
(Homo sapiens, Bos tautus
MW: 3,13; LA: 25 kD ; NC: +7,9

Pet King Brands, U.S.A.
www.petkingbrands.com
Sktadnik produktow leczniczych
weterynaryjnych o dziataniu
przeciwinfekcyjnym do
zastosowa miejscowych.
Dosgepny na runku.

AM-Pharma, Holandia
www.am-pharma.com

Human lactoferricin

(czynnik przeciw infekcyjny ran
skornych)

Aktywnosé: Gram+, Gram-, grzyby, Badania przedklinicznen( vivo).

wirusy, pasayty, kom. nowotworowe

Zrodta: [Jameson i in. 1998, Brock 2002, PATER Laboratorium, Polska

Farnaud i in. 2003]

www.pater-lab.com
VIVO-DENTAL zel
nawilzajacy, przeciwbakteryjny
do jamy ustnej.

Plectasin

(Pseudoplectania nigrel)a

Typ: defensyna

Aktywnos¢: Gram+,

MW: 4,4 kD; LA: 40; NC: +1 ++3
Zrédfa: [Mygind i in. 2005]

Novozymes, Dania
WWW.Novozymes.com
Czynnik przeciwinfekcyjny
(zastosowanie miejscowe)
Badania przedkliniczner( vivo)

Pexiganan (MSI-78)
(syntetyczny)

Typ: analog meganiny 2
Aktywnos¢: Gram+, Gram-
MW: 2,48 kD; LA: 22; NC: +10

Zrodta: [Shanmugam i in. 2005, Gottler

iin. 2009]

Genaera Corporation,
Wielka Brytania
WWW.genaera.com

H
N,

Y HOO
DS D
T

\/\/\/\/\WNH

HaN

CONH: O _NH
H

S

Daptomicin

(Streptomyces roseospojus
Typ: antybiotyk lipopeptydowy
Aktywnos¢: Gram+,

MW: 1,64 kD; LA: 14; NC: -3

Zrodta: [Micklefield i in. 2004, Nguyen

i in. 2006]

Cubist Pharmaceuticals, U.S.A.
www.cubicin.com

CUBICIN — roztwor do infuzji
(réznego typu infekcje skérne;
bakteriemia)

Doskpny na rynku.
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(RCSB Protein Data Bank)

Struktura

Podstawowe informacje Status badai klinicznych

Psoriazyna (S100A7)
(Homo sapiens
Aktywnos¢: Gram-, Gram+,
kom. nowotworowe

MW: 11,07 kD; LA: 100; NC: Uniwersytet Christiana-

- gtéwny sktadnik naturalnej www.uni-kiel.de/SFB617
ochrony skory Badania przedkliniczne dla
- whasciwosci chemotaktyczne dla  Peptydow z rodziny S100 (in
komoérek T i neutrofili vitro, in vivo)

Zrodta: [Regenhard i in. 2009, Schroder i

in. 2006]

Neova Technologies Inc, Kanada
www.neovatech.com
Inovapure (lizozym) — w formie
proszku, granulatu i roztworu
wodnego do rénych

Lizozym zastosowa. Dost. na rynku.

(Gallus domesticys

Aktywnosé: Gram+, Gram-, wirusy ~PATER Laboratorium, Polska

MW: 14,4 kD; LA:130; NC: +6,1 www.pater-lab.com

Zrodta: [Szymaski i in. 2007, VIVO-DENTAL zel

Dembczyiski i in. 2009] nawilzajacy, przeciwbakteryjny
do jamy ustnej.
Dosgepny na rynku

E 1105
(substancja konserwiga)

Dermicydyna 1 (DCD-1)
(Homo sapiens

Typ: Defensyna Uniwersytet Eberharda Karola
Aktywnos¢: Gram-, Gram+, grzyby W Tybindze, Niemcy

MW: 4,83 kD; LA: 47; NC: -5 www. uni-tuebingen.de
Dodatkowe znaczenie: Badania przedkliniczne

- gtéwny sktadnik przeciwbakteryjny (in vitro, in vivo).
w pocie ludzkim

Zrodta: [Schittek i in. 2001, Rieg i in.

2006]
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Struktura

(RCSB Protein Data Bank) Podstawowe informacje Status badai klinicznych

Human p-defensin 3 (hBD-3)
(Homo sapiens

Typ: Defensyna

Aktywnos¢: Gram+, Gram-, grzyby
MW: 5,17 kD; LA 45; NC: +11
Dodatkowe znaczenie:

- gléwny skiadnik naturalnej
ochrony skory

- whasciwosci chemotaktyczne dla
komarek T, monocytow

i komérek dendrytycznych

Zrodta: [Harder i in. 2001, Bohling
i in. 2006, Sassa i in. 2008, Spielmann

Harvard Medical School, U.S.A.
hms.harvard.edu

Uniwersytet w Hokkaido,
Japonia

www.hokudai.ac.jp

Badania nad wykorzystaniem
hBD-3 w terapii infekcji ran
skérnych.

i in. 2007]
LY Kolistyna (Polimyksyna E) Polfa Tarchomin S.A., Polska
Y y- | (Bacillus colistinuy COLISTIN TZF — antybiotyk
: 2\ I~ Tip. antybiotyk lipopeptydowy (zastosowanie miejscowe
N\ s Aktywnos¢: Gram-, domicéni doust |
S Tt MW 1,16 KD; LA: 12; NC: +5 Dostony N 1ynku dyine).
vt ’ " Zrédfa: [Lewis i in. 2004, Nasnas i in. :
2009] [Lewis i ' (produkt leczniczy generyczny).
Omiganan (MBI 226) MIGENIX Inc., Kanada
(syntetyczny) - Www.migenix.com
Struktura przestrzenna Tip. ana,l(’).g Indolicidin b OmigardTM — 1%el
nieustalona Aktywnosc: Gram+, Gram-, grzyby 6 ciwinfekeyjny

MW: 1,78 kD; LA: 12; NC: +5

Zrodia: [Sader i in. 2004, Rubinchik i in, (Z2Stosowanie miejscowe).

Badania kliniczne: Faza lll.

2009]
Iseganan (IB-367) IntraBiotics Pharmaceuticals,
(syntetyczny) U.S.A.
Typ: analog protegryny-1 www.intrabiotics.com
Struktura przestrzenna - .
nieus‘?talona Aktywnosé: Gram+, Gram- Sktadnik ptynu przeciw

MW: 1,90 kD; LA: 17; NC: +4,8 infekcyjnego (zapalenie btony
Zrédta: [Giacometti i in. 2003, Landaa i in§luzowej jamy ustnej).

2009] Badania kliniczne: Faza lll.
P-113 Demegen, U.S.A.
(syntetyczny) www.demegen.com

Typ: analog histatyny Sktadnik ptynu

Struktura przestrzenna

nieustalona Aktywnosé: grzyby; Gram+, Gram- przeciwinfekcyjnego (zapalenie

MW: 1,56 kD; LA: 12; NC: +6,3 btony sluzowej jamy ustnej;
Zrédta: [Rotshtein i in. 2001, Sajjan i in. kandydoza).
2001] Badania kliniczne: Faza Il.

Cechy charakterystyczn AMPs, niezalenie od pochodzenia peptydu, jest ich
kationowy charakter (zwykle od +2 do +5 w neutrainypH) oraz niewielkie rozmiary
(nieprzekraczare 100 reszt aminokwasowych). Stanowi tozadwalet w przypadku
konstruowania matryc polimerowych przeznaczonychctiouwalniania w miejscu infekcij,
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gdzie profil uwalniania peptydu z winza matrycy uzalaiony jest gtébwnie od procesow
dyfuzyjnych. Poza bezpmednip aktywndcig przeciw bakteriom Gram (+) i Gram (-),
peptydy te wykazuaj aktywna¢ przeciwko grzybom [Mohammad i in. 1995], pierweatkom
[Aley i in. 1994] i wirusom [Murakami i in. 1991] wartagsciami MIC (minimalne sfzenie
hamupce wzrost) na poziomie mikromolarnym i submikronnojem.

Jak doad doktadny mechanizm dziatania wszystkich znanyddPA nie zostat
poznany. Niemniej jednak zaakceptowany zostat model ktorym podstawowym
mechanizmem dziatania wielu z nich jest permalgjaabtony komérkowej komorki
patogennej [Toke 2005]. Zaproponowany mechaniznh yegiikiem mato specyficznych
oddziatywa i polega na odpowiednimgdzeniu s§ AMPs z btom komdrkowy, w wyniku
czego naspuje wyptyw istotnych sktadnikow wewtrzkomorkowych Rysunek 4. Te
niespecyficzne oddziatywania zZlg u podstaw szerokiego spektrum aktyweio wielu
przedstawicieli nalecych do tej grupy zwzkdéw. Do pierwszego kontaktu pogdiy
peptydem a komogkdochodzi w wyniku oddziatywaelektrostatycznych portzy dodatnio
natadowan, hydrofobows czastkg inhibitora a ujemnie natadowanymi fosfolipidami
znajdupcymi sie w btonie komorkowej. Mechanizm ten polega na twaia przejciowych
kompleksow poracyjnych oraz kanatow jonowych w [@okomorkowej. Powstawanie
poréw, a co za tym idzie utrataagtosci blony, powoduje bierny wyptyw jondw
fosforanowych i potasowych, a tak aminokwasow i ATP. Dochodzi do zaburzenia sity
protonomotorycznej lub co najmniej jednej z jej agldwych (gradient pH, potencjat
membranowy). Niska zawaddw komorce ATP oraz niedobor jonow i kofaktorow hgen
syntez makromolekut, do ktdrych nalg DNA, RNA, polisacharydy i biatka. Nienabwym
staje s¢ transport aktywny sktadnikow agwczych, w konsekwencji czego komorki nie
mog Sig rozwija¢ i umierap [Netz i in. 2002]. W zalenosci od budowy struktury
pierwszorzdowej danego peptydu wyidia st modyfikacje bezp@edniego oddziatywania
z btorg komérkowg komorki patogenne;.
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Rysunek 4. Mechanizm  dziatania  kationowych  peptydow
przeciwdrobnoustrojowych (A — wyplyw jonéw, ATP ikladnikéw
odzywczych; B — Jdrodowisko zewmtrzne; C — przestrze
wewngtrzkomérkowa) [Gorczyca i in. 2011].

Zdecydowana wksza¢ z opisanych w literaturze peptydéw naleych do grupy
AMPs dziata wedlug opisanego wg] mechanizmu. Sgodd pozostatych wyodbnione
zostaly take i te, ktdre zdolnegsdo inaktywacji komérek patogennych poprzez intejak
z rGznymi celami wewntrzkomorkowymi np. poprzez inhibicje produkcji gggicznych
enzymow dla prawidiowego funkcjonowania komorkippeez chelatowanie jondéw cynku
I zelaza Bdz bezpdrednio na drodze inhibicji kompetytywnej, czy,tpoprzez wjzanie
z DNA, RNA gospodarza, a taé& indukcg apoptozy [Carlsson i in. 1991, Moll i in. 1996,
Héchard i in. 2002]. Powszechne jest tgystpowanie mieszanych mechanizmow dziatania
na drodze jednoczesnej destabilizacji wieltngah funkcji komorki patogenne;.

Jednym z ogranicke  powszechnego wykorzystywania peptydow
przeciwdrobnoustrojowych w konstrukcji biomateriatfest ich stosunkowo niska stabifdp
przez co roztwory je zawiergje szybko trag swop wyjsciowa aktywnaé¢, a take dua
wrazliwos¢ na dziatanie réinych inhibitorow zewegtrznych. Badanian vivo (aplikacja w
postaci ptynu zawieragego peptyd bezpgeednio na zraniontkanlk) wykazaty szybk utrat
aktywnaici uzytego peptydu na skutek dziatania proteaz obecnychrodowisku rany
i niewielkich zmian pH. Ponadto wykazare, staty kontakt z peptydemad# zbyt due jego
stezenie w miejscu zranienia me wywota przewlekle zapalenie i w konsekwencji
uniemaliwi ¢/spowolnt  proces gojenia rany. Zjawisko to zaobserwowano w
eksperymentalnym leczeniu tuszczycy, z wykorzystiani endogennego peptydu

53



przeciwdrobnoustrojowego o0 szerokim spektrum aktden LL-37 [Ong i in. 2002].
Zaobserwowana prawidiow® nie jest jednak czynnikiem limitagym zastosowanie
peptyddw przeciwdrobnoustrojowych, ze walll na specyficzn efektywndé stosunkowo
niskich dawek wielu z nich. Dalsze wykorzystanie R81w leczeniu zainfekowanych ran
musi by wi¢c zwigzane z zastosowaniem odpowiedniej metody aplikad)y uchrond
aktywrg biologicznie makromolekgt przed degradagj enzymatycza i zapewné
kontrolowany profil jej uwalniania w dawkach miniingch potrzebnych do zahamowania
infekciji.

Dodatkowy zaletp wykorzystania peptydow przeciwdrobnoustrojowych st je
w wielu przypadkach brak aminokwaséw niebiatkowyctv ich sekwencjach
aminokwasowych, co stwarza aligvosci ich otrzymywania z wykorzystaniem technologii
rekombinowanego DNA w heterologicznych uktadactpeésyjnych o diej wydajngci.

2.3.2.6.1. Lizostafyna.

Lizostafyna jest zewgtrzkomorkows, cynkows metaloproteinagz wytwarzan przez
bakterie Staphylococcus simulans biovar staphylolyticuslasa c3zsteczkowa tego
monomerycznego biatka wynosi 26,9 kDa [Szweda ROO5]. Lizostafyna naky do biatek
0 dziataniu przeciwdrobnoustrojowym, przy czym gh@nej dziatanie polega na niszczeniu
peptydoglikanu sciany komorkowej u niemal wszystkich znanych mikgamizmow
z rodzaju StaphylococcusLizostafyna wykazuje aktywsé enzymatyczg endopeptydazy
glicylo-glicylowej, endop-N-acetylo glukozamidazy oraz N-acetylo-muramyl@anino
amidazy, przy czym optimum tej aktywdwd wyskepuje w temperaturze 40°C i przy pH 7,5
[Browder i in. 1965, Iversen i in. 1973]. Jako epdptydaza glicylo-glicylowa, lizostafyna
lizuje komorki Staphylococcuspoprzez hydroliz wigzan peptydowych w mostkach
poliglicynowych. Mostki te siecigjtancuchy glikopeptydowe wygpujace w peptydoglikanie
scian komorkowych w/w bakterii. Wysoki stogieisieciowaniaciany komorkowej bakterii
z rodzaju Staphylococcus aureusadaje jej nieporéwnywalnie wkszy wytrzymatcé
mechanicza w stosunku do innych gatunkow z tego rodzaju,na $amym sprawia teze g
one duo bardziej wraliwe na dziatanie lizostafyny. Peptydoglikan innyghonkowcow
zawiera wgksze ilgci seryny nk glicyny, co powodujeze $ one mniej podatne na jej
dziatanie. Ta wyjtkowa wigciwos¢ sciany komorkowejS. aureussprawia,ze lizostafyna
moze by wykorzystywana jakosrodek terapeutyczny w leczeniu antybiotykoopornych
infekcji wywotanych przez drobnoustrojf@. aureus Ponadto, lizostafyna umlowvia lize
zarowno komorek dzigtych se jak i niedziejcych, podczas gdy wksza¢ antybiotykow do
zachowania swojej aktywlo wymaga ranicujgcych s¢ komorek [Zygmunt i in. 1972].

Jak dogd przeprowadzono liczne badania, ktérych celem bglorawdzenie
mozliwosci wykorzystania tego enzymu jako czynnika chenageutycznego przeciw
infekcjom wywotanym przez bakterie z rodzaftaphylococcusW trakcie tych bada
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stwierdzonoze lizostafyna mogtaby ldybardzo skutecznym lekiem przeciwgronkowcowym.
Prace nad jej zastosowaniem rozgtcz juz w latach 70-tych XX wieku, kiedy
przeprowadzono pierwsze badania wykorzystelj lizostafyg w leczeniu infekcji
wywotanych przez drobnoustrojStaphylococcus aureusN kolejnych latach wykazano
aktywnas¢ lizostafyny w stosunku do szczepéw MRSA [Hubgeiin. 1989]. Huan i wsp.
zaproponowali madiwos¢ jej wykorzystania w leczeniu zaken, wywotanych przez szczepy
MRSA, u pacjentow z oparzeniami skéry [Huan i ir094]. Poza tym stwierdzono
synergistyczne oddziatywanie paguzy rekombinowasn lizostafyry, a niektorymi
antybiotykami tj. wankomycyy) gentamycys, tetracyklirp czy erytromycyn, co zwekszyto
skuteczné¢ zwalczania szczepow MRSA [Polak i in. 1993]. Badamykonane przez Kokai-
Kun i wspétpr. wykazaly,ze lizostafyna jest tale doskonatymsrodkiem leczniczym w
usuwaniu gronkowca ztocistego z krwi oraz nd@v wewrtrznych zainfekowanych myszy
[Kokai-Kun i in. 2007]. Ostatnie doniesienia wskpztakze na maliwos¢ jej wykorzystania
w konstrukcji chitozanowo-kolagenowych materiatdbwgbegastych o potencjalnym
zastosowaniu jako materiaty opatrunkowe [Cui i2011]. Autorzy tej pracy wykazalie
inkorporowana na etapie wytwarzania matryc lizgstaf nie traci swojej aktywroi podczas
procesu suszenia sublimacyjnego, a otrzymane zavjggorzystaniem materiatyaczaste
zdolne g do uwalniania wikszaci pocatkowo wprowadzonej jej ileci. Ponadto badania
cytotoksycznéci przeprowadzone metgdin vitro wzgledem ludzkich embrionalnych
komoérek ptuc (HLF), wykazaty znakomibiokompatybilné¢ wytworzonych biomateriatow,
na co wskazywat ponad dwukrotny wzrost tych komavetbecnéci badanego biomateriatu
w stosunku do préby kontrolnej, a przeprowadzondabi in vivo, z wykorzystaniem
modelu zainfekowanej komodrkami gronkowca ziocistegmy kroliczej, wskazaly na
znacznie szybsze tempo zmniejszania Edwierzchni rany w poréwnaniu z materiatem
chitozanowo-kolagenowym niezawiegeym lizostafyny.
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3. CEL PRACY

Celem bada prowadzonych w ramach pracy doktorskiej byta kaksja
i charakterystyka materialu zbudowanego z chitozdmlagenu izelatyny o strukturze
i whasciwosciach wymaganych od nowoczesnego materiatlu opatmego, stanovgcego
jednoczénie dogodyg matrye do inkorporacji zwjzkéw biologicznie czynnych, zwitaszcza
liozostafyny - dzgki czemu materiaty te bylyby skutecznyinodkiem w walce z zakaniami
ran skornych wywotanymi kolonizacgzczepdwStaphylococcus aureus

W szczegolngéci zaktadano:

skonstruowanie materiatu o strukturzgbkj z chitozanu, kolagenuzelatyny

W oparciu o postawian hipotez, ktora zaktadata,ze maliwe jest
rozpuszczenie chitozanu w wodzie uprzednio nasyogamowym ditlenkiem
wegla. Zakladanoze wskazana metoda wyeliminuje czaso- i energoclgtonn
proces kacowego ptukania materiatu uzyskiwanego w procesiditacji, w
celu usunjcia resztowej zawarfoi kwasOw organicznych, standardowo
wykorzystywanych do przygotowywania roztworow chaou. Ponadto
zakladano, ze wykorzystanie tej metody urdavitoby dodawanie
peptydow/biatek ja na etapie formulowania materialtbw 2z niego
wytworzonych, bez obawy o ich gxiowg utrat na skutek wymywania oraz
bez obawy o utratich aktywndci na skutek dziatania niskiego pH.

okreslenie wybranych wisciwosci fizykochemicznych w/w  materiatow,
a take wplywu stzenia genipiny, #iytej jako czynnika sieciggego na
wartas¢ oznaczanych parametrow.

okreslenie przydatnéci otrzymanych materiatow, jako matrycy do inkoragr
lizostafyny poprzez wyznaczenie profilu jej uwalme oraz aktywnri
przeciwdrobnoustrojowej wzgllem wzorcowego szczepd. aureus(ATCC
29213) w zalenosci od stzenia lizostafyny i szenia czynnika sieciggego.

okreslenie aktywndéci wybranych materiatow chitozanowo-biatkowych
aktywowanych lizostafyn wobec szerokiego zestawu szczep8w aureus
pochodzacych z r@énych populacji.

porownanie wybranych widaiwosci fizykochemicznych oraz aktywsa

przeciwdrobnoustrojowej wybranych materiatdw chéoawo-biatkowych
aktywowanych lizostafyn wzgledem komorekS. aureus,S. epidermidis
E. colii P. aeruginosa komercyjnie dogpnymi materiatami opatrunkowymi.

okreslenie wptywu rodzaju preparatu biopolimerowego {@hanu, zelatyny
badZz kolagenu) na wybrane wdl@wosci wytworzonych z nich materiatow
gabczastych przy wykorzystaniu standardowych proce@uzetwarzania
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chitozanu, majc na celu obiektywne wykazanie relacji peday tymi
czynnikami.

proke zwiekszenia skali wytwarzania lizostafyny, poprzez omjizacg jej
ekspresji w bioreaktorze o @bpsci roboczej 51, w wydajnym ukfadzie
ekspresyjnym E. coli TOP10F/pBAD2lys, przygotowanym i wcagej
opisanym przez pracownikow Katedry Technologii Lwkd Biochemii,
Wydziatlu Chemicznego Politechniki Gidkiej, w celu pozyskania wydajnego,
szybkiego i taniegarddia jej otrzymywania.
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4. MATERIALY | METODY

4.1. Materiaty podstawowe i aparatura.

4.1.1.0dczynniki i surowce stosowane podczas baddaboratoryjnych.

Tabela 4.Wykaz odczynnikéw i surowcow wykorzystywanych poalsbada laboratoryjnych

Nazwa odczynnika

Pochodzenie

1. Zelatyna z fososia atlantyckiegBglmo salay

2.  Kolagen z tososia atlantyckie¢®almo salay Surowce przygotowane
. A przez dr. Roberta Tylingo (Katedra

3. Zelat_yna Zsuma afrykakiego Chemii, Technologii
(Clarias gariepinu} T L .
Kolagen z suma afrvkakieqo i Blote_chnolognZywno_scL Wydziat

4, 9 o y 9 Chemiczny, Politechnika Gdsaka).
Clarias gariepinu¥

5.  Chitozan (MW 160,08+18,33 kDa, DA 83,6+3,0 %) cBmann-Kenko GmbH

6. Chitozan MMW Sigma-Aldrich

7.  Aldehyd glutarowy Sigma-Aldrich

8. Genipina Challenge Bioproducts

9. Kwas octowy, lodowaty POCH S.A.

10. Etanol POCH S.A.

11. Metanol POCH S.A.

12. Izopropanol Sigma-Aldrich

13. Dimetylosulfotlenek (DMSO) Sigma-Aldrich

14. Lizozym (70000 U/mg) Sigma-Aldrich

15. Lizostafyna (728 U/mg) (Suplement)

16. Surowica bydica (FBS) Sigma-Aldrich

17. Bufor fosforanowy w tabletkach (pH 7,4) SigmbAch

18. DPPH Sigma-Aldrich

19. ABTS Sigma-Aldrich

20. Nadsiarczan potasu Sigma-Aldrich

21. Ferrozyna Sigma-Aldrich

22. Ninhydryna Sigma-Aldrich

23. NaCl POCH S.A.

24. CaC} x2H,0 Sigma-Aldrich

25. FeC} Sigma-Aldrich

26. NaOH POCH S.A.

27. Chloramfenikol Sigma-Aldrich

28. Penicylina Sigma-Aldrich

29. Streptomycyna Sigma-Aldrich

30. Agaroza Emapol

31. MTT Sigma-Aldrich

32.  Odczynnik Bradford Fermentas

33. Woda demineralizowana Mili-Q Mili-Q

34. Linde Gaz Polska Sp. z 0.0.

CQ (gaz).

58



4.1.2 Aparatura stosowana podczas badalaboratoryjnych.

Tabela 5.Wykaz aparatury wykorzystywanej podczas lialdhoratoryjnych.

Nazwa Producent
1. Liofilizator CHRIST Alpha 1-4 LD Plus, CHRIST*
2. Mieszadto mechaniczne IKA RwW20*
3 Mieszadto mechaniczne specjalnej konstrukcji BIOMIX

" BMX 10s (z wydgzonym watem mieszadia)

4.  Waga elektroniczna, doktaditd),001g RADWAG

Urzadzenie do otrzymywania wody wysokiej .
S czystaci Mili-Q Milipore

Philips-FEI XL 30 ESEM (Katedra
6.  Skaningowy mikroskop elektronowy Inzynierii Materialowej, Wydziat
Mechaniczny, Politechnika Gfiska)

7.  Mikroskop optyczny TELAVAL 3 Carl Zeiss
8. Homogenizator Silent Crusher Heidolph*
9.  PH-metr (CP-315M) Elmetron
10. Elektroda Blueline 25 pH Schott
11. Cieplarka laboratoryjna NuAire
12. Inkubator powietrzny z wytgganiem Unitron Infors
13. Wiskozymetr Brookfield’a — model DV-III+ Brooield*
14. g/l;:sgzyna wytrzymakziowa Instron model Instron, KCTEZ*
15. Czytnik mikroptytek Hercules Bio-Rad
16. Spektrofotometr Victor Perkin Elmer Instrument
17. Sterylizator SP 32 E Wadem
18. Vortex WL-1 DHN

*aparatura stanowta wyposaenie Katedry Chemii, Technologii i Biotechnologiywnosci, Wydziat
Chemiczny, Politechnika Gdaka.

4.1.3.Podtoza bakteryjne stosowane podczas baddaboratoryjnych.

Tabela 6. Wykaz podiay bakteryjnych wykorzystywanych w badaniach laborgtych. Ilcsci
sktadnikéw na 1000 ml wody destylowanej.zipeki po przygotowaniu sterylizowano w autoklawie w
12(°C, przy cénieniu 1,5 atm. przez 30 minut. Dodatki dodawano serylnych paywek przed
przygotowaniem podia.

Nazwa podiaa Sktadniki
1. LB 10,0 g NaCl, 5,0 g ekstrakt darzowy, 10,0 g pepton K
2. LA 10,0 g NaCl, 5,0 g ekstrakt ciazrowy, 10,0 g pepton K, 15 g agar
3 Pseudomonas Agar  Poditae gotowe na plytkach jednokomorowych
' Cetrimide 90 mm (Emapol)
) 10,0 g hydrolizat kazeiny, 5,0 g ekstrakegmy, 1,0 g ekstrakt
4, Podize hodowlane drozdzowy, 12,0 g glicyna, 10,0 g pirogronian sodu, 5ghiprek litu,

Baird-Parker

Dulbeccds Modified
5. Eaglés Medium Sigma-Aldrich
(DMEM)

20,0 g agar (Emapol)




4.1.4 Komorki i szczepy bakteryjne stosowane podczas baddaboratoryjnych.

Tabela 7.Wykaz komorek i szczepOw bakteryjnych stosowanymticpas badalaboratoryjnych.

Oznaczenia linii

Nazwa Pochodzenie komorkowych i szczepéw
bakteryjnych
Linia komdrkowa
1. mysich embrionalnych ATCC NIH-3T3
fibroblastéw NIH-3T3
2. Staphylococcus aureus ATCC 29213 ATCC 29213
gruczot miekowy 7-19; 21-22; 24-47; 49-
Kolekcja Katedry bydta chorego na 13481108412819153110126
Technologii Lekow mastitis 190: 120° 123-126- 128
i Biochemii, Wydziat : - - e
Chemiczny, rany pooperacyjne 6SZ; 8SZ; 10SZ; 16SZ;
Politechnika Gdéska 1952; 3057; 3557, K8
(84 szczepy rany u pacjentéw ZGSZf 4982Z 54SZ:
p chorych na cukrzye
bydlecego). 7982
rany u pacjentow z ) . )
. : . ) 21SZ; 25SZ; 29SZ;
3 Staphylococcus aureus quekc!a Oddzmlu nlewydpln(mq 39S7: 41SZ. 5557 7SZ
Mikrobiologii naczyniovy
Klinicznej Szpitala w * odlezyny 18SZz; 68SZ; K6
Vaxjo, Szwecja (SZ, 32 owrzodzenia K1; K11; K2041
szczepy). 17SZ; 22S7: 40SZ:
. 52S7; 60SZ; 70SZ;
KolekcjaZaktadu rany innego typu 7757 K13: K16: K17:
Bakteriologii Szpitala K3 K9 ' '
Wojewddzkiego w _ R0 KIS KA KIS
Koszalinie (K, 27 wymazy z jamy ustnef = 5 =" ' '
$2CZ€pow) <rcze0v MRSA 59SZ; 7SZ; K2015;
Py K2041; K2102; K2136
Staphvlococcus Kolekcja Katedry Technologii Lekow
4. Aphyloc i Biochemii, Wydziat Chemiczny, S. epidermidis
epidermidis

Politechnika Gdaska
Kolekcja Katedry Technologii Lekow
5. Escherichia coli i Biochemii, Wydziat Chemiczny, E. coli
Politechnika Gdaska
Pseudomonas Ko]ekcja K.atedry Technolo_gii Lekow .
6. aeruginosa i Biochemii, Wydziat Chemiczny, P.aeruginosa
Politechnika Gdaska
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4.2. Metody stosowane podczas badadaboratoryjnych.

4.2.1.0trzymywanie biopolimerowych materiatow gabczastych, z wykorzystaniem
standardowych metod przetwarzania chitozanu.

Materialy gbczaste o rinym skiadzie biopolimerowym otrzymywano wedtug
standardowo wykorzystywanej procedury z dyspergjitozanu, kolagenu izelatyny
(wyizolowanych ze skér tososia atlantyckieggalmo salay i suma afrykaskiego Clarias
gariepinug. Chitozan oraz kolagen rozpuszczano w 0,5 M rozte kwasu octowego, £a
zelatyre w wodzie demineralizowanej, z wykorzystaniem méea mechanicznego
(predkos¢ obrotowa dostosowana zostata do legkazyskanej dyspersji), w temperaturze
dopasowanej do aytego biopolimeru. W przypadku materiatdw zoych z dwoch
polimeréw przygotowywano osobno dyspersje  zdexmo z nich,

a nasgpnie hczono obie mieszaniny. Po rozpuszczeniu preparatyeszczano w
cylindrycznych formach drednicy 25 mm i wysolk&i 20 mm, zamrzano w -20°C (24 h)

I poddawano suszeniu sublimacyjnemu (CHRIST Alphd 1D Plus) do momentu
wysuszenia (0,96 atm; temperatura prébki -21°Cptratura kondensatora -84°C). Uzyskane
struktury gbczaste przechowywano w szczelnie zartgeh pojemnikach w temperaturze
okoto 4°C do czasu ich charakterystyki. W celu ogrzenia rozpuszczal&a otrzymanych
struktur do kadej z przygotowywanych dyspersji dodawano roztwaldehydu glutarowego
w ilosci 1%, w/w wzgédem catkowitej masy biopolimeréw w dyspersiji.

4.2.2 Otrzymywanie i charakterystyka materiatdw chitozanovo-biatkowych,
z wykorzystaniem nowej technologii rozpuszczania ¢tozanu w wodzie.

Metoda otrzymywania chitozanowo-biatkowych maténat gagbczastych zostata
szczegO6towo przedstawiona na schemaciezepfiRysunek 5. Kazdy z trzech surowcow byt
preparowany oddzielnie. 1,2zglatyny z tososia atlantyckieg®&4lmo salay zawieszano w
20 ml wody destylowanej i pozostawiano w temperysokojowej na 2 h do ggznienia
(2.A.), po czym podgrzewano do temperatury ok. 6@&/Celu jej rozpuszczenia (3.A.).
Otrzymany roztworzelatyny schtadzano do temperatury 12°C i dodawamaidgo 0,6 g
kolagenu z tososia atlantyckiegdalmo sala), po czym caté poddawano homogenizacji do
momentu uzyskania jednorodnego roztworu polimergaikbwych (4.A.). 1,5 g chitozanu
rozpuszczano w 100 ml 0,1 M roztworu kwasu octowgdd.), po czym dodawano
stopniowo 0,5 M roztworu wodorotlenku sodu, przggegm mieszaniu i kontroli pH, do
momentu ogigniccia pH 7,5 (3.B.). Osad odseparowywano poprzezwdaroe (10000 rpm,
30 min), a nasgpnie trzykrotnie przemywano wedlestylowag i ponownie odwirowywano
(4.C.). Uzyskany osad zawieszano w wodzie demizenabnej w ilgci niezlednej do
uzyskania catkowitej masy 81,5 g, po czym mieszapoddawano homogenizacji w celu
uzyskania jednorodnego roztworu koloidalnego (5.C.)
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Materiat gjbczasty

Rysunek 5. Schemat otrzymywaniaggczastych materiatdw chitozanowo-biatkowych
z wykorzystaniem technologii rozpuszczania chitezarwodzie.

temperaturze pokojowej

lep&o nasycanego

roztw

Nastpnie tak otrzymany roztwér nasycano gazowym ditlemkwegla przez okres 3 h, w
z wykorzystaniem mieszadt&chanicznego z kodwky
wyposaong w odpowiedni spiek ceramiczny (6.C.). Std@piezpuszczenia chitozanu w

wodzie kontrolowano poprzez pomiar
wiskozymetru Brookfield'a — model DV-llI+. Do otrayanego w ten sposéb roztworu
chitozanu, kontrolyc, by temperatura nie przekroczyta 12°C, dodawatemoéowego

oru za pomoc

62



roztworu genipiny tak, by jej stenie wzgédem suchej masy polimeréw wynosito
0,5% w/w i mieszano przez 10 min. (7.C.). Npsie dodawano 20 ml wcage]
przygotowanego roztworu polimeréw biatkowych i kgmiowano mieszanie przez kolejne
10 min. (9.). Otrzymandyspers} polimerow wprowadzano do form o wymiarach 12,@201

x 0,4 cm (10.) i kondycjonowano przez 24 h w terapare 12°C (11.). Otrzymanel
chitozanowo-biatkowy zamfano w temperaturze -20°C przez okres 24 h (12.)czymn
poddawano suszeniu sublimacyjnemu (13.) (liofiiza€HRIST Alpha 1-4 LD Plus, 0,96
atm; temperatura probki -30°C, temperatura konderesa80°C). W wyniku procesu suszenia
uzyskiwano suche materiaty w postagbegk, ktére przed dalgzanalizz kondycjonowano w
temperaturze pokojowej przy wilgotiw powietrza 90% przez 3 h (14.). Otrzymane
materialy przechowywano w szczelnie zamgkygth pojemnikach do czasu ich
charakterystyki. Zgodnie z opispprocedug przygotowano materiaty sieciowane gengom
stezeniach 0,5; 1,0 i 2,0% w/w, wzglem suchej masyzytych biopolimeréw, a tate
materiaty bez dodatku czynnika siegitggo.

4.2.3.0trzymywanie materiatow chitozanowo-biatkowych aktywvowanych lizostafyr.

Materiaty chitozanowo-biatkowe aktywowane lizostafy byty otrzymywane w
sposob analogiczny do przedstawionego w punkéiteriaty i Metody 4.2.2, z f3 tylko
réznica, ze do wodnego roztworu chitozanu, uzyskiwanego apie6.C., Rysunek 5 poza
wodnym roztworem genipiny, dodawano roztworu liabgty, o aktywnéci 740 U/ml, w
objetosciach odpowiednich do uzyskania zadanej jej aktyyone koncowym materiale. W
ten sposob przygotowano siedem rodzajow materiaidmozanowo-biatkowych o édych
stezeniach genipiny i lizostafynyT@bela 8. W opisanym procesie wykorzystano roztwory
lizostafyny otrzymane zgodnie z metodolpgrzedstawion w punkcieMateriaty i Metody
9.3.1.,dla hodowli prowadzonej w optymalnych warunka€hl{ela 28 ,Glicerol 3g/l/h”).

Tabela 8. Sktad materiatdbw chitozanowo-biatkowych otrzymanyeh wykorzystaniem
technologii rozpuszczania chitozanu w wodzie p@nych stzeniach genipiny i lizostafyny.

NI Stezenie biopolimeréw Stezenie genipiny  llosé jednostgk Ii_zostafyny na
. w dyspersji [wiw, wzgledem ml dyspers;ji chitozanowo-
proby [%, wiw] masy polimeréw] biatkowej [U/ml]

1,25% chitozan

1. 1,0%:zelatyna 0,5 0,0
0,5% kolagen

2. bez zmian 0,5 10,0

3. bez zmian 0,5 20,0

4. bez zmian 0,5 30,0

5. bez zmian 0,0 10,0

6. bez zmian 1,0 10,0

7. bez zmian 2,0 10,0
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4.2.4 Charakterystyka biopolimerowych materiatdbw gabczastych.
4.2.4.1. Dokumentacja morfologii.

Morfologie otrzymanych struktur scharakteryzowano w oparciocere wizualm,
a take na podstawie z¢fj uzyskanych z wykorzystaniem skaningowej mikroskopi
elektronowej (SEM), przy ayciu srodowiskowego, skaningowego mikroskopu
elektronowego, Philips-FEI XL 30 ESEM (Environmdn&tanning Electron Microscope),
wyposaonego w wolframowe dziato elektronowe, w atmosfgraey wodnej (Tr) i napciu
w zakresie 12-15 kV. Dodatkowo dla materiatéw otnzyych z wykorzystaniem nowej
metody, wyznaczono porowato[Yangi in. 2010], zgodnie ze wzorem:

Ve

Wz6r (1): P(%) = - = S22 5 10096,

Vin m

gdzie Vi, to obgtos¢ badanej proby materiatu [éinV. to objtosé jej poréw [cr], Wo i Was
stanowy mag [g] badanej proby materiatu odpowiednio przed i2dd inkubacji w etanolu
(25°C), ap odpowiada gstaici etanolu (0,808 g/cth Za pomog narzdzi przetwarzania
obrazu pakietu graficznego Photoshop CS5 wyznactaiie powierzchrg przekroju porow
dla wszystkich otrzymanych materiatow.

4.2.4.2. Okreslanie chtonnaici / rozpuszczalndci.

Zdolnas¢ otrzymanych biomateriatdow do gziania cieczy oceniono z wykorzystaniem
wody demineralizowanej, wedtug polskiej normy PN-EI3726-1:2005. W tym celu
uprzednio zwzone préby materiatow (VY zanurzano w badanej cieczy (50 ml) i inkubowano
w temperaturze 37+1°C przez 24h. Nasie proby wyjmowano, usuwano powierzchniowo
zZwigzarg wode poprzez delikatne osuszanie biput wazono (W,). W celu oznaczenia
rozpuszczalnei préby zamraano w -20°C (24h), liofilizowano i powtornie wano ().
Wodochtonné¢ i rozpuszczaln@ [%] obliczano na podstawie wzoréw:

Wzor (2): Wodochtonnos¢ = % :
2
Wz0r (3): Rozpuszczalnos¢ = [1 — %} X 100%,

1

gdzie: W — masa préby przed badaniem [g]: Wmasa proby po inkubacji w wodzie [g]
W3 — masa proby po liofilizacji [g].

Podczas wyznaczania wodochtostiouwzgkdniano rozpuszczal§é préb. Dla wybranych
materialtdbw wyznaczano chtonitowzgledem roztworu o sktadzie jonowym zhdnym do
wysieku z rany wedtug polskiej normy PN-EN 13726-1:2@Q%cz A), uzyskanym poprzez
dodanie 0,368 g Cagk 2H,O i 8,0298 g NaCl do 991,6022 g wody demineralizosya
Kazdorazowo po przeprowadzeniusgoadczenia mierzono pH medium. Wynik podawano
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jako wart@¢ srednig uzyskam z trzech niezalewych pomiarow dla kalej z trzech prob
materiatu.

4.2.4.3. Wyznaczanie stopnia usieciowania.

Stopier usieciowania materiatdbw otrzymanych z wykorzystamiO,5%, 1,0% i 2,0%
genipiny oznaczano przy wykorzystaniu metody opare reakcg z odczynnikiem
ninhydrynowym [Yuan i in. 2007]. 2,5 mg badanegotenatu zawieszano w 1 ml
odczynnika ninhydrynowego (2% w-v) i ogrzewano gr2® minut w temperaturze 100°C.
Nastpnie roztwér schtadzano do temperatury pokojowegcieiczano 50% (v/v) izo-
propanolem i mierzono absorbgrzy diugdci fali 570 nm (UV-VIS Lambda Bio 20). Jako
kontrok wykorzystano materiat otrzymany bez dodatku czyarsieciujcego. Oznaczenia
dla kazdej z prob wykonano trzykrotnie.

4.2.4.4. Okreslanie parametrow profilu tekstury.

Mechaniczne wigciwosci  struktur gbczastych badano z  wykorzystaniem
uniwersalnej maszyny wytrzymaimowej Instron model 5543, sterowanej komputerowo z
pomoa programu ,Merlin” (Katedra Chemii, Technologii iid@echnologii Zywnosci,
Wydziat Chemiczny, Politechnika Giilska), zgodnie z powszechnie stosoyvaretodologi
[Hoyer i in. 2012, Bi i in. 2011]. Cylindryczne fory poddawano dwukrotnemnfgiskaniu do
50% odksztatcenia. Sitpowstajca w trakcie sciskania mierzono przy szybsw przesuwu
gtowicy 0,5 mm/s. W oparciu o uzyskane wyniki wygmano wartéci parametrow profilu
tekstury Rysunek 9: twarda¢ (maksimum pierwszego piku - MAX) oraz elastyc&ne
szybka¢ odzyskiwania ksztaltu péciskaniu (stosunek powierzchni od startu pierwszego
piku do jego maksimum oraz powierzchni od maksinmuierwszego piku do jego koa —
Al/A2). Kazda z podanych warfoi przedstawiasrednp wartags¢ uzyskam z pieciu
pomiarow. Wybrane materiaty, po wénejszej preinkubacji w wodzie destylowanej (24h),
poddano dodatkowo testom wytrzymadmwym, polegajcym na cyklicznymsciskaniu w
zdefiniowanych wyej warunkach testu (25 cykli).
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Rysunek 6. Sposdb wyznaczania parametrow profilu tekstury neattev
chitozanowo-biatkowych.

4.2.4.5. Badanie transmisji par wilgoci.

Przepuszczalriid par wilgoci WVTR (Water Vapor Transmission Rate)zqz
biopolimerowe materialy gpczaste byla oznaczana zgodnie z metd&TM E96-90, na
drodze monitorowania ubytku masy wody, jaka wypamata z naczynia pomiarowego,
zakrytego badanym materiatem. Naczynia pomiarowpeiyano wod w ilosci 20 g, po
czym na ich wylocie umieszczano proby badanych nadev o srednicy i grubdci
odpowiednio 2,5 i 0,5 cm. Zwane naczynia pomiarowe umieszczano w eksykatorze
wypetnionym nasyconym roztworem chlorku litu, copeaniato poziom wilgotndi
wewmgtrz eksykatora ok 20% i inkubowano w temperaturZ&C2 Wartgci WVTR
wyznaczano Ww zdefiniowanych odgach czasowych, zgodnie ze wzorem:

£4 - —_ m .
Wzor (4): WVTR = e

gdzie: m to masa [g] ubytku wody w oklenym czasieAt - czas [h], A - powierzchnia
materiatu, przez ktérprzenikata para wodna fin Dla kazdego z otrzymanych materiatéw
doswiadczenie przeprowadzano trzykrotnie.

4.2.4.6. Badanie degradacji enzymatycznej pod wptywem lizozgu.

Zwazone uprzednio proby biomateriatdw (W umieszczano w 20 ml buforu
fosforanowego (0,01 M, pH 7,4) zawiegeggo lizozym o catkowitej aktywsoi 4000 U/ml
i inkubowano w temperaturze 37£1°C wggit 7 dni. W celu zachowania aktyw#coenzymu,
medium wymieniano na nowe co 24 godziny.z#&go dnia wyjmowano po jednej prébie
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danego materiatu, zam#ano, liofilizowano i waono (W), w celu oznaczenia ubytku masy.
Roéwnoczénie przeprowadzano éwiadczenie w roztworze niezawiegaym lizozymu, by
wyeliminowa wptyw rozpuszczalni struktur w buforze fosforanowym. Stopidegradacii
enzymatycznej matrycy wyznaczano odejmujbytek masy gbki inkubowanej w medium
niezawieragcym lizozymu od ubytku masy dlaloki inkubowanej w medium z enzymem,
wedtug Wzoru nr 5. Do medium dodawano chloramfenikolu (34 pg/ml)y amikmg¢
zakaenia bakteryjnego. Kaly eksperyment powtarzano trzy razy.

Wo—W;
—(— x100%
Wo ( Wo )kontrolal

lizozym

Wzoér (5):  Degradacja enzymatyczna = I(Wo—Wt)

4.2.4.7. Oznaczanie zdolnéci do neutralizacji rodnikow — test DPPH.

Zdolnacs¢ otrzymanych materiatdw do neutralizacji wolnychdmkow tlenowych
zostata scharakteryzowana w oparciu o standardestyDPPH [Cullen i in. 2002]. W tym
celu probki o ranej masie materiatow testowych zawieszano w 5 nthnwowego roztworu
DPPH (2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl) oeteniu odpowiadacemu wartéci absorbcji (540
nm) rownej 1,00+0,01, a napnie inkubowano w ciemsoi w temperaturze 37°C przy
ciagglym delikatnym wytrgsaniu. Mierzono wartg absorbcji przy 540 nm co godzinw
ciggu széciu godzin. Stopik neutralizacji (SN) rodnikow DPPH wyznaczano kotaps ze
wzoru:

W2 (6): SNpppy = |1 — 22babadence] x 1009,

Akontrola

W oparciu o réwnanie regres;ji liniowej wyznaczanartes¢ ECso, jako masg proby materiatu
potrzebm do neutralizacji 50% rodnika zawartego w 1 ml womtu DPPH po 2 godzinach
inkubacji. Kontrot stanowit roztwér rodnika DPPH. Kkdy eksperyment powtarzano trzy
razy.

4.2.4.8. Oznaczanie zdolnéci do neutralizacji kationo-rodnikow ABTS.

Zdolnas¢ otrzymanych materiatdbw do neutralizacji kationohmikow ABTS badano
wedtug zmodyfikowanej metodologii zaproponowangegar Re [Re i in. 1999]. W tym celu
prébki o r&nej masie materialdw testowych zawieszano w 5 mygwtowanego uprzednio
roztworu ABTS, rozcigdczonego metanolem do wadtd absorbcji (734 nm) réwnej
1,00+£0,01, a nagpnie inkubowano w ciemsoi w temperaturze 37°C, przy agiym
delikatnym wytrasaniu. Roztwér ABTS przygotowywano poprzez rozpmene 3,48 g soli
ABTS i 0,66 g nadsiarczanu potasu w buforze fosfonaym (0,01 M, pH 7,4), a ngginie
inkubowano w ciemniei, przez 15h w temperaturze pokojowej. Mierzonateéé absorbciji
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przy 734 nm co godzén w ciggu szé&ciu godzin. Stopig neutralizacji (SN) kationo-rodnika
ABTS wyznaczano korzystgj ze wzoru:
WZOr (7): SNyprs = [1 - M] x 100%.

Akontrola
W oparciu o réwnanie regresji liniowej wyznaczanartes¢ EGso jako mag proby materiatu
potrzebm do neutralizacji 50% kationo-rodnika zawartego wml roztworu ABTS po

2 godzinach inkubacji. Kontrelstanowit roztwor kationo-rodnika ABTS. Kdy eksperyment
powtarzano trzy razy.

4.2.4.9. Oznaczanie zdolnéci do chelatowania jonéw F&",

Zdolnai¢ do chelatowania jonéw Eeprzez materialy chitozanowo-biatkowe zostata
wyznaczona w oparciu 0 metpdpisan przez Yen'a i wspotpr. [Yen i in. 2008]. W tym ael
probki o r&nej masie materiatow testowych zawieszano w 4 mtworu stanowjcego
kompleks ferrozyny z jonamielaza (ll), a nagpnie inkubowano w ciemsoi przez 60
minut, w temperaturze 37°C, przyaglym delikatnym wytrgsaniu. Roztwor ferrozyny
z jonami zelaza (Il) otrzymywano poprzez zmieszanie 3,7 mkamelu, 0,1 ml 2 mM
metanolowego roztworu FeCl 0,2 ml 5 mM wodnego roztworu ferrozyny, po czym
rozcieaczano go metanolem do waito absorbcji (540 nm) réwnej 1,00+0,01. Stapie
chelatowania (SC) jonéw Fewyznaczano korzystg ze wzoru:

W20 (8): SCp2e = |1 — Zribebedena] 10005,

Akontrola

W oparciu o réwnanie regresji liniowej wyznaczanartes¢ EGso jako mag proby materiatu
potrzebm do chelatowania 50% kationéw Fezawartych w 1 ml ich roztworu po 60
minutach inkubacji. Kontrel stanowit roztwér kompleksu jonéw Fez ferrozyn. Kazdy
eksperyment powtarzano trzy razy.

4.2.4.100kreslanie cytotoksyczndci wzgledem komorek NIH-3T3.

Cytotoksyczné¢ otrzymanych materiatdw chitozanowo-biatkowych daen
z wykorzystaniem testu MTT. Wszystkie badane malerprzed rozpogxiem testu byty
poddawane sterylizacji poprzez 30 minugownkubacg w 75% etanolu, a nagnie
picciokrotnemu ptukaniu jatowwody destylowan, w celu usuricia etanolu (czas trwania
jednego cyklu ptukania - 5 min). Préby badanych enatow o $rednicy i grubdci
odpowiednio 0,5 i 0,2 cm, umieszczano w 12-studaerej ptytce, po czym dodawano
pozywke hodowlan (2 ml) i komoérki NIH-3T3 w gstaici 2x10* komérek na studzierk Po
72h inkubacji (37C, atmosfera 5% C£ okreslano zywotnas¢é komorek oraz dokonywano
oceny ich morfologii. Zdjcia komorek kontrolnych, materialu badanego i kagkom
obecndci materialu byly wykonywane 2z wykorzystaniem migkopu optycznego
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TELAVAL 3 Carl Zeiss, Jena, Germany (p@kszenie x125)Zywotnas¢ komorek byta
wyznaczana z wykorzystaniem testu MTT. W tym cedkezdego uktadu dodawano 200 pl
roztworu MTT (4 mg/ml) i inkubowano przez 4 godzi®7°C, 5% CQ). Nastpnie usuwano
medium hodowlane z roztworem MTT, a krysztaty forawau zawieszano w 2 ml
dimetylosulfotlenku (DMSO), po czym phygkvytrzasano przez 30 min. W dalszej kolejono
200 pl roztworu z kalej studzienki przenoszono do 96-studzienkowej kptyt celu
dokonania pomiaru warfoi absorbcji przy diugei fali 540 nm (czytnik mikroptytek Bio-
Rad, Hercules, CA, USA). Wynik przedstawiano w postwart@ci sredniej z trzech
oddzielnych déwiadczé. Doswiadczenie wykonywano wykorzystg jedry kontrok
pozytywry, jakg stanowita hodowla komdérkowa bez obe@idadanego materiatu oraz dwie
kontrole negatywne: 1) pgwka hodowlana bez obecitd materiatu i komorek, 2) pgwka
hodowlana z badanym materiatem.

Komorki NIH-3T3 (linia komérkowa mysich embrionalkty fibroblastow) zostaty
zakupione z kolekcji ATCC (American Type Culture ligction). Komorki (wolne od
zakaenia mykoplazmg) utrzymywano w hodowli jednowarstwowej w 37°C wnasferze 5%
CO, z wykorzystaniem podia High Glucose Dulbecco’s modified Eagles’ medium
(DMEM) wzbogaconego 10% ptodawsurowia bydleca (FBS), zawierajcego 100 U/ml
penicyliny i 100 pg/ml streptomycyny (Sigma-Aldrjclst. Louise, CA, USA). W tych
warunkach czas podwojenia komérek wynosit 24 h.

4.2.4.110cena uwalniania lizostafyny z materiatdw chitozaneo-biatkowych.

Ocere uwalniania lizostafyny z materiatdbw chitozanowatkowych przeprowadzano
z wykorzystaniem metody dyfuzyjnej, w celu iderkgitji jej uwalniania w sposob
jakosciowy oraz z wykorzystaniem metody spektrofotometne] do wyznaczenia
ilosciowego profilu jej uwalniania. Metoda dyfuzyjnalegata na umieszczaniu ggkdw
badanych materiatéw érednicy i wysokéci odpowiednio 1,0 i 0,3 cm, w centrum szalki
Petriego (g 12 cm), na ktorej uprzednio wylano 2,p8ellaze agarozowe, a naghie
zwilzaniu ich buforem fosforanowym (0,01M, pH 7,4) i ufdacji w temperaturze 37°C w
czasie 18 h. Nagbnie na ptytki nanoszono 10 ml roztworu Bradfoidkubowano przez 30
min. Niebieska strefa wokoét badanej proby, widocpoausungciu odczynnika, wskazywata
na dyfuzg biatka z badanego materiatu. Kontretanowita préba materiatu niezawiexaggo
lizostafyny Tabela 8, proba nr ).

Oznaczanie profilu uwalniania lizostafyny zawartgj materiatach chitozanowo-
biatkowych, prowadzono z wykorzystaniem metodgrpdniej, poprzez pomiar aktywsm
roztworu do jakiego nagpowato jej uwalnianie. W tym celu préby materiat@asrednicy
I wysokasci odpowiednio 1,0 i 0,3 cm zanurzano w 1,5 ml bufitesforanowego (0,01 M, pH
7,4) i inkubowano w temperaturze 37°C przygbim wytrzgsaniu (spektrofotometr Victor
z komoy inkubacyjr, Perkin Elmer Instruments, USA). Ngshie, w dziesiciominutowych
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odstpach, pobierano po 150,0 pl roztworu, uzupedaiajktad § sany objetoscia buforu
fosforanowego. Diawiadczenie prowadzono z  wykorzystaniem  polistyreydw
dwunastostudzienkowych ptytek titracyjnych (BD FadL llos¢ uwolnionej lizostafyny w
jednostkach jej aktywrici wyznaczano za pomgc metody spektrofotometrycznej
(Materiaty i Metody 4.2.4.14). Oznaczenia dla kdego z badanych uktadéw wykonywano w
trzech powtorzeniach.

4.2.4.120znaczanie aktywndci materiatdw chitozanowo-biatkowych wzgédem
komorek szczepu wzorcoweg8taphylococcus aureus (ATCC 29213).

Bakteriolityczry aktywnag¢ materiatdw chitozanowo-biatkowych aktywowanych
lizostafyrg badano z wykorzystaniem metody dyfuzyjngzkiowej (metoda Kirba-Bauera)
oraz z wykorzystaniem metody spektrofotometrycznejzgledem komorek szczepu
wzorcowego Staphylococcus aureugATCC 29213). Metoda dyfuzyjna polegata na
umieszczaniu kzkéw badanych materiatdbw grednicy i wysokéci odpowiednio 1,0 i 0,3
cm, w centrum szalki Petriego (g 12 cm), na ktdm@jzednio wylano selektywne pod&
hodowlane Baid-Parker i dokonano posiewu powiermkego komorekStaphylococcus
aureus(ATCC 29213), a nagbnie zwikaniu ich buforem fosforanowym (0,01 M, pH 7,4)
i inkubacji w temperaturze 37°C w czasie 24 h. dmse ptytki hodowlane fotografowano
I mierzono rozmiary stref zahamowania wzrostu z evgistaniem nardzi do analizy
obrazu programu Adobe Photoshop CS5. Oznaczeni&adtblego z badanych materiatéw
wykonano w trzech powtoérzeniach. Kontrostanowita proba materiatu niezawieg
lizostafyny.

Ocere aktywnaci materiatow chitozanowo-biatkowych z wykorzysemi metody
spektrofotometrycznej prowadzono wedtug zmodyfikngjgprocedury pomiaru aktywsa
lizostafyny (Materialy i Metody 4.2.4.14. W tym celu do 3 ml preinkubowanej w
temperaturze 37°C (10 min) zawiesiny bakteryjnenpkoek Staphylococcus aureys\TCC
29213, uzyskanych z hodowli nocnej, paaioLB, 37°C) rozcigczonej za pomac0,1 M
buforu fosforanowego (pH 7,4) dogsicsci optycznej Oys=0,50 + 0,01, wprowadzano
probe materiatu stanowta potowe krazka osrednicy i wysokéci odpowiednio 0,4 i 0,3 cm
i mierzono warté ODsgs W 5-cio minutowych odgpach czasu. Pomiar prowadzono w
polistyrenowych, dwunastostudzienkowych ptytkactratyjnych, w temperaturze 37°C
i ciaglym wytrzgsaniu (spektrofotometr Victor z komprinkubacyjra, Perkin Elmer
Instruments, USA) do momentu, gdy wattdODsgs spadata do zera. Na czas oznaczania
gestasci optycznej, badane proby wyjmowano ze studzigriki titracyjnej. Oznaczenia dla
kazdego z badanych materiatébw wykonywano w trzech pmeniach.
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4.2.4.130znaczanie aktywndci materiatow chitozanowo-biatkowych wzgédem
komorek szczepdwStaphylococcus aureus pochodzcych z raznych populacii.

Aktywnos¢ materiatdw chitozanowo-biatkowych wezdlem szczepéw gronkowca
zlocistego pochodcych z ré&nych populacji mierzono z wykorzystaniem metody
spektrofotometrycznejMateriaty i Metody 4.2.4.12. Do badania wykorzystano materiat
sieciowany 0,5% genipin zawieragcy 10 U/ml lizostafyny Tabela 8 Préba nr 2).
Mierzono czas po jakimegtas¢ optyczna Olys spadata do zera. W badaniu wykorzystano
143 szczepy Tabela 7): 84 pochodzenia byetego, wyizolowane z gruczotu mlekowego
zwierzt chorych namastitis (kolekcja Katedry Technologii Lekoéw i Biochemii, \Wziatu
Chemicznego, Politechniki Gfiskiej); 32 wyizolowane z zakanych ran ludzkich (kolekcja
Department of Clinical Microbiology, Central HosgditVaxjo, Szwecja [Sjolund i in. 2008]),
otrzymane od doktora Jakuba Kwigskiego; 27 wyizolowanych tak z zakaonych ran
ludzkich (kolekcja Zaktadu Bakteriologii Szpitaladfgwodzkiego w Koszalinie), uzyskane
dzigki uprzejmdaci prof. Julianny Kurlenda. Sge badanych szczepéw naso do grupy
MRSA. Oznaczenia wzgllem kadego badanego szczepu wykonywano w trzech
powtorzeniach.

4.2.4.140znaczanie aktywndci specyficznej lizostafyny.

Aktywnos¢ specyficza lizostafyny oznaczano z wykorzystaniem metodologii
zaproponowanej przez Marova i Kovara [Marova i I893]. W tym celu do 6 ml
preinkubowanej w temperaturze 37°C (10 min) zawiesiomorekStaphylococcus aureus
ATCC 29213 (uzyskanych z hodowli nocnej), roaceonej za pomac 0,1 M buforu
fosforanowego (pH 7,4) doggtasci optycznej Ol = 0,25, dodawano roztwory lizostafyny
w roznych obgtosciach, po czym ponownie inkubowano w 37°C przez rhthut.
Po inkubacji probéwki przenoszono do lodu w cellharaowania reakcji enzymatycznej
i niezwtocznie dokonywano pomiaru absorbcji przygikci fali 610 nm. Prob odniesienia
stanowit bufor PBS. Jednostka aktywaoolitycznej [U] lizostafyny definiowana jest jako
ilos¢ enzymu powoduyfra spadek absorbcji od @g=0,25 do OR1=0,125 w 6 ml zawiesiny
gronkowca, w czasie 10 minut w temperaturze 37°%@.Kazdego z otrzymanych preparatow
aktywna¢ wyznaczana byta w trzech powtérzeniach, w opaocidwnanie regres;ji liniowej
dla funkcji wartéci OD wzgkdem obgtosci badanej proby. Przykladowa zates¢ zostata
przedstawiona na rysunku paej (Rysunek 7).
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Rysunek 7. Przykladowa zatnos¢ [ODgd=f(V) wykorzystywana
do wyznaczania aktywroi specyficznej lizostafyny.

4.2.4.15Poréwnanie wiaciwosci przeciwdrobnoustrojowych materiatow
chitozanowo-biatkowych otrzymanych z wykorzystanientechnologii
rozpuszczania chitozanu w wodzie z wybranymi dogbnymi na rynku
materiatami opatrunkowymi.

Aktywnos¢  przeciwdrobnoustrojogv  porownywanych materialtbw oznaczano
wzgledem czterech mikroorganizmovétaphylococcus aureuStaphylococcus epidermidgis
Escherichia colii Pseudomonas aerugingsaz wykorzystaniem metody dyfuzyjnej na
podiazu statym, poprzez pomiar wielkd stref zahamowania wzrostu oraz metody
ilosciowej, okrélajac spadek iléci komorek mikroorganizméw w czasie, w trakcie
dynamicznego kontaktu zawiesiny drobnoustrojow ztem@em opatrunkowym metad
seryjnych rozcigczen. Metodt dyfuzyjrg na podiau statym przeprowadzano zgodnie
z metodologi opisam w punkcieMaterialy i Metody 4.2.4.12 przy czym wykorzystywano
nastpujace podiaa hodowlane: 1) Pseudomonas Agar CertimRleagruginosg 2) podiae
LA (E.coli); 3) Baird Parker%. aureus, S epidermidis)

Spadek liczby komorek bakteryjnych w czasie badandrakcie dynamicznego
kontaktu zawiesiny drobnoustrojéw z pgomateriatu w wybranych odgiach czasu. W tym
celu kadorazowo przygotowywano zawiesiny bakteryjnegstgici optycznej Oes= 0,132
(0,5 w skali McFarlanda). Naginie 10 ml tak przygotowanych zawiesin bakteryjnych
umieszczano w probéwkach polipropylenowych ogti$gi 50 ml, po czym zawieszano w
nich proby materiatbw o wymiarach 10 x 10 mm, at¢@se cald¢ umieszczano w
inkubatorze powietrznym ze wsisaniem, w temperaturze 37 °C. Po uptywie 4 i 24 h
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pobierano préby, w ktorych oldlano liczley drobnoustrojow metadseryjnych rozcigczen.
Rozciexczenia wykonywano w roztworze soli fizjologiczne).9% roztwor NacCl). Na
selektywne podiza przenoszono po 0,1 ml odpowiednich rozczs (od O do 10)

i doktadnie rozprowadzano gtaszgzkWykonywano po trzy oznaczenia z zHago
rozcienczenia. Nasgpnie plytki inkubowano przez okres 24 h, w temp.°87 Dla kadego
materialu wykonywano trzy powtorzenia. Kontroktanowita zawiesina bez dodatku
materiatu. Liczk bakterii wyznaczano na podstawie wzoru:

Wzor (9): log(CFU/ml) = log(N X R X V),

gdzie: N- liczba kolonii na ptytce, R- rozéiezenie, z ktérego wykonano posiew, V- @bjé
posiewu (ml). Liczb komorek oznaczano za pomatarzdzi przetwarzania obrazu pakietu
graficznego Photoshop CS5.

4.2.4.16Analiza podobienstwa biopolimerowych materiatdbw gbczastych.

Analize podobigéstwa wykonano w oparciu o metodtownych sktadowych (PCA)
z wykorzystaniem oprogramowania dgstego w pakiecie Statistica 7.0.
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5. WYNIKI | DYSKUSJA
5.1. Zalozenia projektu badawczego

W  uprzemystowionych  spoteczgtwach  problem  zdrowotny  zyaany
z wystpowaniem i leczeniem ran wypuje u okoto 1-2% populacji przynajmniej
jednokrotnie, a koszty zgzane z leczeniem ran pochtani&-4% budetu pastw. Szacuje
si¢, ze problem ran przewlektych dotyka w Polsce 500 ¢g®b rocznie, z ktorych wkiszas¢
nie wymaga hospitalizacji. To pét miliona osob, fet@niesacami cierpg nie tylko z powodu
bolu, ale take spotecznej dysfunkcji. Niepokmym jest jednak faktze spdrod tej grupy,
okoto 10 tys. umiera, najegciej na skutek zakan wielolekoopornymi drobnoustrojami
[Fiedotow i in. 2006]. W ostatnich dwoch dekadadbserwuje si bardzo niepokage
zjawisko szybkiego uodparniana sirobnoustrojow na powszechnie stosowane antyhiotyk
m.in. pojawity s¢ wielolekooporne szczep$taphylococcus aureusvankomycynooporne
szczepyEnterococcus faecalis Pseudomonas aerugingsazy wielolekooporne szczepy
Candida albicans [White i in. 2001]. Ze wgd na szybkie uodparnianiegsna leki,
drobnoustroje te gs takie czsty przyczyry zakaen szpitalnych. Jedn z grup
mikroorganizmow, ktore najszybciej uodparnigje na stosowane zwiki terapeutyczne,ss
bakterie z rodzaj$taphylococcs, czynnik etiologiczny wielu schonzeztowieka i zwierat,
w tym przede wszystkim patogeny wywajcg infekcje skorne, a przy tym odpowiagta za
wickszag¢ zgonow pacjentdw borykgych s¢ z zakaonymi ranami. Zdaniem wielu
specjalistow sytuacja jest na tyle pawa, ze w niezbyt odlegtej przyszoi stosowane
obecnie leki mog okaz& si¢ zupetnie nieprzydatne w terapiach chorob infekggin
Pojawienie si szczepow opornych na wankomyeyantybiotyk glikopeptydowy stanowgy
do tej pory jedyny lek zawsze skuteczny, azéakierwsze doniesienia opokao na terapie
wykorzystugce r&ne formy srebra [Percivala i in. 2005] oraz wys&kiszt stosowanych
terapii fagowych, wymusza poszukiwania metod a#tgnwnych. Istnieje, wic pilna potrzeba
poszukiwania nowych substancji, ktére mogtyby ¢bystosowane jako leki
przeciwdrobnoustrojowe. Obieagj alternatyvd do walki z patogennymi mikroorganizmami
jest wykorzystanie rybosomalnie syntetyzowanych tymswv i bialek o aktywngci
przeciwdrobnoustrojowej. Wystuja one u wszystkichzyjacych gatunkéw jako wany
sktadnik odpornéci wrodzonej gospodarza [Yeaman i in. 2003jdd lezag u podstaw
antagonistycznego oddziatywania mikroorganizmowki@aocyny) [Gwiazdowska i in.
2005, Schroder i in. 2006]. Jedm najbardziej obiecaggych bakteriocyn jest lizostafyna -
zewntrzkomoérkowa, cynkowa metaloproteinaza wytwarzareep bakterieStaphylococcus
simulans biovar staphylolyticudlalezy ona do biatek o dziataniu przeciwdrobnoustrojowym
przy czym gtdbwne jej dziatanie polega na specyfjtamiszczeniu peptydoglikanéciany
komédrkowej u niemal wszystkich znanych mikroorgamimv z rodzajuStaphylococcus
Obecnie trwaj badania kliniczne mage na celu dopuszczenie jej stosowania w terapiach
skierowanych przeciwko zakaniom gronkowcowym. Pomimo wielu kozy i obiecujcych
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wynikow, lizostafyna, a tale inne peptydy/biatka o aktywsm przeciwdrobnoustrojowej,
nadal nie & powszechnie wykorzystywane w zastosowaniach typ&amercyjnych np.
materiatach opatrunkowych. d8d czynnikéw odpowiadagych za to ograniczenie znajduj
si¢ m.in. niewielka dogpnas¢ systemow przydatnych do ich inkorporacji, az@kvysokie
koszty produkcji. Systemy, o jakich mowa paey nie tylko powinny zapewnia
diugotrwate uwalnianie i utrzymanie stateg@zshia uwalnianej substancji wrodowisku
gojacej sk rany, lecz take powinny chrori peptyd/biatko przed przedwczesmtray
aktywndci, a ponadto powinny zapewkiaptymalne warunki dla procesu gojenia sany.

W ostatnich latach wiele uwagi §wiecono projektowaniu i konstrukcji systemow o tych
wiasciwosciach, wykorzystyc przy tym polimery naturalne. Ich wykorzystanie w
konstrukcji nowoczesnych materiatdw opatrunkowyteiosse mozliwe dzigki intensywnym
badaniom, ktore potwierdzity ich biokompatybitmraz umaliwity opanowanie technologii
ich masowego wytwarzania. Atrakcyféopolimeréw naturalnych uwarunkowana jest przede
wszystkim ich biokompatybilrizia (dotyczy to take produktéw ich degradaciji),
mozliwoscig wielu modyfikacji, co umgliwia tworzenie kompozytow, czy tesystemow do
kontrolowanego dostarczania czynnikow aktywnychigidzobecndci co najmniej jednej
grupy funkcyjnej), dodatkoyvrola w procesie odbudowy tkanek skory m.in. stargwi
dogodne miejsce do adhezji komoérek, stosunkowo gniskry, umazliwiajaca ich
wykorzystanie do produkcji wyrobow na maspskak. Wsrdd wielu wykorzystywanych w
konstrukcji materiatdbw opatrunkowych polimeréw mataych, chitozan, kolagenzelatyna
s3 polimerami wykorzystywanymi najegciej, a uzyskiwane na ich bazie biomateriaty
spetniaj najwaniejsze kryteria stawiane nowoczesnym zaawansowamgaterialom
opatrunkowym [Jayakumar i in. 2011, Hoyer i in. 20Tucci i in. 2001, Sai i in. 2000,
Muzzarelli 2009]. Wielokrotnie wykazywanae biomaterialy uzyskiwane na bazie tych
polimeréw posiadaj wtasciwosci zblizone do matrycy pozakomérkowej —gkikiej, mocnej

i elastycznej sieci zbudowanej z biatek, zapeworgjstabilné¢ mechaniczag i integralng¢
strukturalry tkanek i narzdéw ciala, a take posiadaj szereg dodatkowych wdewosci
funkcyjnych wpltywagcych pozytywnie na proces regeneracji rany, coatostzczegotowo
opisane wyej w Czs$ci teoretyczne.

Chitozan jest polimerem nierozpuszczalnym w wodziezpuszcza giw wodnych
roztworach kwasow organicznych lub nieorganicznyckiorych roztwory kwasu octowego
S3 najczsciej wykorzystywane. Przy zastosowaniu takich ramtiw otrzymywane $
réznego typu biomateriaty, w tym: membranybgi, widkna, mikrosfery oraz hydzele.
Zawartg¢ kwasu w tak przygotowanym materiale unietivda jego bezpérednie
wykorzystanie w zastosowaniach medycznych (ze ¢dzgha draniagce dziatanie kwasow
- spadek biokompatybildoi) i zmusza wytwore do prowadzenia dodatkowych proceséw
majcych na celu jego uswuie. Zwykle dzieje si to poprzez wyptukiwanie za pompc
wodnych hdz etanolowych roztworéw, a ngpnie powtorne suszenie. Takie pg&iwanie
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jest procesem czaso- i kosztochtonnym, a ponadtemailiwia inkorporacg zwigzkow
aktywnych na etapie wytwarzania takich materiatbayiem wyptukiwanie powoduje petne
badz czesciowe usungcie inkorporowanego zwkku aktywnego, a obeckbokwaséw mae
spowodowa utrat aktywndaci takiego czynnika zwtaszczaglejest nim preparat biatkowy.
Aby pomimg¢ ten etap, prowadzonych jest wiele badaagcych na celu wytworzenie
rozpuszczalnych w wodzie gteczek chitozanu, aswdd nich r@énego typu chemicznegtyz
enzymatyczne modyfikacje oraz fragmentowanigécd@ha. Oba podgia prowadz do
otrzymania rozpuszczalnych gsteczek chitozanu, niemniej jednak sposoby te réwni
posiadag szereg ogranichei wad. Otrzymywanie rozpuszczalnych w wodzie pabhah
chitozanu zwgzane jest z koniecz&cia wprowadzania dodatkowych, gsto wieloetapowych
procesow, ktore niejednokrotnie wykorzystuszkodliwe dla zdrowia isrodowiska
rozpuszczalniki, co tale zmusza wytwOkc do prowadzenia proceséw zmanych

Z usuwaniem ich pozostalm, a w konsekwencji otrzymywane sozpuszczalne w wodzie
pochodne chitozanu o zmniejszonej biokompatyidnowzgkdem wygciowego polimeru.
Z kolei fragmentacja feuchow chitozanu prowadzi do otrzymania chitozanu
0 najmniejszych masach gsteczkowych, a €sto wecz do jego oligomeréw, co znacznie
ogranicza mgiwe zastosowania takiego preparaiWprowadzenie 2.2.). Rozwhgzaniem
tego problemu mogtoby Byzatem zaproponowanie procesu pozwakgyo na rozpuszczenie
w wodzie, co nie tylko wyeliminowatoby proces usuaaresztowych kwaséw organicznych,
lecz take umaliwitoby dodawanie peptydéw/biatek juna etapie formutowania materiatow
Z niego wytworzonych.

Majac na uwadze wszystkie wskazane pogyypotrzeby, a zwilaszcza potrzeb
konstrukcji skutecznego materialu maoggo znalg¢ zastosowanie w terapiach leczenia ran
zakaonych szczepami gronkowca zlocistego, postanowiknswoj prae poswiece probie
opracowania materialu zbudowanego z chitozanu, geola i zelatyny, ktory poza
wiasciwosciami wymaganymi od nowoczesnego materiatu opatweigo bytby dogodn
matrya do inkorporacji lizostafyny. Wspne zatéenia projektowe skupitem wokot
obserwacji powszechnie znanego procesu produkoyjnggkim jest przygotowywanie
napojow gazowanych, co pozwolito mi na sformutoveamipotezy, ktéra stwierdzae
mozliwe jest rozpuszczenie chitozanu w wodzie uprzedmsyconej gazowym ditlenkiem
wegla i wykorzystanie tak przygotowanego roztworukdaostrukcji chitozanowo-biatkowego
materiatlu o strukturzeapki. Zanim jednak doszio do sformutowania paese] hipotezy
swoje prace pavigcitem analizie wptywu rodzaju preparatu biopolimeego (chitozanu,
zelatyny i kolagenu) na wybrane wWwosci wytworzonych z nich materialdw przy
wykorzystaniu standardowych procedur przetwarzahitozanu, majc na celu obiektywne
wykazanie relacji pomdzy tymi czynnikami. Podczas swojej pracy pgeln take proke
zwickszenia skali wytwarzania lizostafyny, poprzez aomlizacg jej ekspresji w
bioreaktorze o obkjosci roboczej 5 |, w ukladzie ekspresyjnym przygotowa

76



i weczesniej opisanym przez pracownikow Katedry Technolagikow i Biochemii, Wydziatu
Chemicznego Politechniki Gdskiej, w celu pozyskania wydajnego, szybkiego iigga

zrédta jej pozyskiwania (prace zyiane z tym wtkiem bada o charakterze
optymalizacyjnym przedstawitem w zazonym do rozprawy suplemencie).

5.2. Analiza wptywu rodzaju preparatu biopolimerowego (ditozanu, zelatyny
i kolagenu) na wybrane wi&ciwosci wytworzonych z nich materiatdw gbczastych.

Gabczaste materiaty chitozanowe, kolagenowelatynowe, a tate te zbudowane
z mieszanin owych biopolimeréw zostaty wielokrotrsieczegotowo scharakteryzowane w
dostpnej literaturze naukowej. Otrzymywang sne na ogot na drodze procesu suszenia
sublimacyjnego wczmiej zamraonych roztworow biopolimeréw golz z wykorzystaniem
technik elektroprgdzenia , przy czym do przygotowywania roztworowaganu i chitozanu
wykorzystywane @ rozpuszczalniki o charakterze kwasowym (ngjciej roztwory kwasu
octowego hdz mlekowego), natomiast biomateriaielatynowe otrzymywaneaswprost
z roztworow wodnych Wprowadzenie 2.2.3. Otrzymane struktury poddawane wielu
testom, ktorych dobdr uwarunkowany jest ich dekhamoym przeznaczeniem. Bez wedl
na wybrane zastosowanig sne w wekszaci przypadkéw charakteryzowane pogtém
kilku podstawowych parametréow: morfologii, zdofsdo do wigzania cieczy,
rozpuszczalnéei, parametrow profilu tekstury, czy podatob na biodegradaej S to
parametry istotne w konstrukcji biomateriatow wykgstywanych jako materiaty
opatrunkowe. Ze wzgtlu na régnice we wiaciwosciach wytych biopolimeréw, wyniki
oznaczé dla materiatdbw otrzymywanych wedlug tej samej rdetogii, nie g jednak
oczywiste. W przypadku omawianych biopolimerow wptynap takie ich parametry jak
masa czsteczkowa, stopiedeacetylacji (chitozan), czyadice w sktadzie aminokwasowym
(kolagen izelatyna), cgsto uwarunkowanerodiem ich izolacji. Z tego powodu wykazanie
wptywu rodzaju preparatu biopolimerowego (chitozamelatyny i kolagenu) na wybrane
wiasciwosci biopolimerowych materiatdbwatpczastych, otrzymanych i opisanych vemgch
grupach badawczych jest bardzo trudne. Przewodnba#a, ktdrych wyniki opisano w
niniejszej rozprawie doktorskiej, czyli otrzymanmwoczesnego biomateriatu na bazie
chitozanu, kolagenu ielatyny, przeznaczonego do leczenia trudngmyah se¢ ran skory,
zapewniggcego jednoczmie dogodne srodowisko do immobilizacji/inkorporacii
peptydowych zwjzkow aktywnych, wymagat zapoznanig ge standardowymi technikami
otrzymywania takich materiatdbw, dlatego zteprzy tej sposobrizi otrzymatem,
scharakteryzowatem i naghie poréwnatem biomaterialy na bazie chitozanulagenu
i zelatyny w jednorodnych warunkach i z wykorzystanigioh samych surowcow. Takie
podejcie dostarczyto jednoznacznych danych, na podstditdeych maliwe stato s¢
wykazanie wptywu rodzaju preparatu biopolimerowegowybrane wihciwosci gabczastych
biomateriatow, otrzymanych przy ich wykorzystarfuizedstawione porej wyniki obejmuj
opis 9 ukladoéw biopolimerowych Tabela 9) pod wzgtdem przywotanych waej
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parametréw, a tale zawieraj charakterystykich wiasciwosci przeciwutlenigjcych jako,ze
zapewnienie odpowiedniegoodowiska oksydo-redukcyjnego jest zakiednym z istotnych
wymaga stawianym nowoczesnym materiatom opatrunkowym.

Tabela 9.Sktad oraz warunki otrzymywania biopolimerowych emn&@tow gibczastych.

Nr Stezenie Temperatura
6b Oznaczenie Biopolimer biopolimeréw w Rozpuszczalnik rozpuszczania
proby dyspersji [%, wiw] [°cj
1 | 100% KOL LOSG kolagen 2,0 % 0,5M CHCOOH 50C
(foscs atlantycki)
kolagen
0, 0,
2 100% KOL SUM (sum afrykaski) 2,0% 0,5M CHCOOH 10°C
3 | 100%ZEL LOSGS zelatyna - 2,0 % HO 60°C *
(foscs atlantycki)
onr zelatyna o *
4 100%ZEL SUM (sum afrykaski) 2,0% HO 60°C
50% KOL £tOSG  chitozan; kolagen o100 0
5 50% CHITOZAN  (toscs atlantycki) 1.0%:1,0% 0,5M CECOOH >'C
50% KOL SUM  chitozan; kolagen or 1Mo
6 | 50% CHITOZAN  (sum afrykaski) ~~ +0%:1.0%  0.5MCsCOOH 10°C
7 50%ZEL SUM chitozan;zelatyna 10%: 10 % 0,5M CH,COOH; Temperatura
50% CHITOZAN  (sum afrykaski) 7 LD H,O pokojowa
8 50%ZEL LOSCS  chitozanzzelatyna 10%: 10 % 0,5M CH,COOH;  Temperatura
50% CHITOZAN  (toscs atlantycki) 7 LD H,O pokojowa
9 | 100% CHITOZAN chitozan 2,0% 0,5M GEOOH ng”k%?gf,‘\f;ra

*zelatyre poddano wspnemu spcznianiu w temperaturze pokojowej (20min),

a nasgpnie ogrzewano w 6 przez 1 minut

Wyniki przedstawione dla materiatdw otrzymanych @0% zzelatyn ydz w 100%

z kolagenow dla zmiennych (morfologia, chitoséo rozpuszczalng, tward@¢é oraz
elastyczné¢) uzyskane zostaty w ramach prac magisterskichzpkdaudic Kwiatkowsky
i Magdaler Flisikowslky [Kwiatkowska 2011, Flisikowska 2011] i stan@wintegralr czesé
zaplanowanego przeze mnie cyklu badawczeganiRé we widciwosciach biomateriatdw
otrzymanych na bazie preparatéw biatkowych (kolagetrelatyny wyizolowanych z tgych
zrédet), czsto mog wynikaé z r&nic w ich sktadzie aminokwasowym, dlatega tedczas
interpretacji uzyskanych wynikdw odn@gszsic do tych danych. WTabeli nr 10
przedstawitem sktady aminokwasowe dla preparatowizelgwanych ze skor tososia
atlantyckiego i suma afrykakiego, uzyskane przez dr Tylingo.
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Tabela 10.Sktad aminokwasowyelatyn wyizolowanych ze skor fososia
atlantyckiego i suma afrykakiego*.

Liczba reszt aminokwasowych/

Reszta aminokwasowa 1000 reszt aminokwasowych

Sum Losa

afrykanski atlantycki

Hydroksyprolina 70 65
Kwas asparaginowy 47 56
Treonina 29 20
Seryna 33 51
Kwas glutaminowy 78 72
Glicyna 322 371
Alanina 110 102
Cysteina 0 0
Walina 22 14
Metionina 14 17
Izoleucyna 12 10
Leucyna 28 21
Tyrozyna 6 2
Fenyloalanina 19 12
Lizyna 31 20
Histydyna 7 12
Arginina 49 56
Prolina 123 96
Hydroksylizyna 0
Tryptofan 0 0

*wyniki uzyskane przez dr. in Roberta Tylingo

5.2.1.Analiza wybranych wiasciwosci biopolimerowych materiatéw ggbczastych
otrzymanych z chitozanu, kolagenu gelatyny.

Otrzymane przeze mnie materialy niezmily sie w sposob istotny wygtem
zewregtrznym. Wszystkie byty biate i posiadaly ksztaltliogiryczny, nadany przezzyte
formy (Rysunek §. Profil tekstury silnie zalat od rodzaju zytego biopolimeru. Wyranie
twardsze materiaty uzyskano dlsbgk zawierajcych w swoim sktadzieelatyre. Wszystkie
materiaty byly spéjne i nie wykazywaly tendencji dozpadu podczas oceny wizualne;.
Analiza mikrostruktury za poma@cskaningowej mikroskopii elektronowej wykazatze
wszystkie otrzymane przeze mnie materiaty gndjarakter wysokoporowatyrRgsunek 9.
Materiaty otrzymane w 100% z chitozanu cechowadynsijimniejszymi porami, natomiast te
zbudowane z kolagenéw posiadaly ngjeize pory o w migrregularnej strukturze.

79



100% CHITOZAN 100% KOL SUM 100% KOL £tOSOS

50% ZEL SUM
50% CHITOZAN

100% ZEL SUM 100% ZEL £OSOS

50% ZEL £OSOS 50% KOL SUM 50% KOL £OSO S
50% CHITOZAN 50% CHITOZAN 50% CHITOZAN

Rysunek 8. Biopolimerowe materialy gbczaste otrzymane z roztworéw chitozanu, kolagensuma
afrykanskiego, zelatyny z suma afrykskiego, kolagenu z fososia atlantyckieggelatyny z lososia
atlantyckiego, chitozanu i kolagenu z suma affigkdego, chitozanuielatyny z suma afrykekiego, chitozanu
i kolagenu z tososia atlantyckiego oraz chitozamiatyny z tososia atlantyckiego.

Na morfologe materiatbw otrzymywanych z  wykorzystaniem suszenia
sublimacyjnego ma wplyw wiele czynnikow. Poza wpéyw zwpzanym z budowy
chemiczm poszczegolnych polimeréw, wptyw mapm.in.: stzenie polimeréw w dyspers;ji
przed zamrgeniem, stopig@ usieciowania, rodzaj wykorzystanego czynnika sigcego,

a take warunki samego procesu otrzymywania, poczynapd profilu temperatury
zamraania, kaczac na parametrach procesu suszenia. W warunkachapemmnego przeze
mnie ddwiadczenia, zmienrsd wynikajagca z tych czynnikdw zostata zminimalizowana
niemal do zera, ze waglu na brak hdz niewielks zmiennd¢ w procesie otrzymywania
wszystkich materiatdw, a tag& jednakowe gtenie polimerow w dyspersji oraz jednakowe
stezenie czynnika sieciggego. W zwizku z powyszym mana zatayc, ze przedstawione
réznice w morfologii zwigzane § wylacznie z budow chemiczg wykorzystanych
biopolimerow.
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100% CHITOZAN 100% KOL SUM 100% KOL £LOSO §

Rysunek 9.Zdjecia SEM wybranych biopolimerowych materiatéwbgzastych (oznaczenia materiatéw zgodne z etykietaimela 8).
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W celu poréwnania wiaiwosci otrzymanych uktadow gpczastych, wyznaczytem
i zestawitem ze sabwartasci dla dziewgciu parametrow: chtonré, rozpuszczalng,
twardas¢, elastycznéé, zdolngé do wymiatania rodnika DPPH, zdoktodo wymiatania
kationo-rodnika ABTS, zdolrié do chelatowania jonéw Feoraz wraliwosé na degradagj
enzymatyczg wzgledem lizozymu po 1 oraz 5 dniach ekspozydflaterialy i Metody
4.2.4. Analizz graficzry dla zmiennych citkowych przedstawitem na wspdlnym
zestawieniuRysunek 10,str. 89, rysunek rozktadany). Dla zkszenia czytelnai wynikow
zmienne pogrupowano w cztery panele tematyczne.

W warunkach przeprowadzonegosdoadczenia najwikszy zdolngcia do wigzania
wody charakteryzowaty siuktady zawierajce w swojej strukturze chitozan, najmniejZas
uktady otrzymane wykznie z polimeréw biatkowychRysunek 10, Panel A przy czym
dodatek polimeru biatkowego do dyspersji chitozaspowodowat spadek parametru
chtonnaci w stosunku do materiatow otrzymanych jedynieh#ozanusrednio o 30%. W
przypadku analizy rozpuszczaked otrzymanych biomateriatdow te otrzymane w 100%
z kolagenow, okazaty sby¢ najmniej rozpuszczalne, gt otrzymane zelatyn najbardziej.
Ubytek masy dla materiatéw chitozanowych wynosi¥d o stanowito trzykrotnie mniejgz
wartas¢ w stosunku do obu materiatoelatynowych, a dwukrotnie i ponad czterokrotnie
wyzszg wartas¢ w stosunku do materiatdbw otrzymanych z kolagenuizelgwanego
odpowiednio z tososia atlantyckiego i suma affygi@ego. Dla obu grup materiatdw
otrzymanych zzelatyn i kolagenow wyizolowanych z tych samych gatw ryb r@nica w
rozpuszczaln&ei wynosita odpowiednio 28% dla preparatow wyizodmych ze skor tososia
atlantyckiego i 30% dla tych wyizolowanych z sunfigykanskiego. Jakoze oba biatka nie
rézniag sic pod wzgédem skltadu aminokwasowego, wina r&nice w rozpuszczalioi
pomiedzy materiatami otrzymanymi zelatyn i kolagenéw wyizolowanych z tego samego
zrodha, leza u podstaw ich przestrzennej budowy. Kolagen jegkiem o charakterystycznej
strukturze potréjnej helisy, stabilizowanej licznyoadziatywaniami bliskiego zagiu w tym
takze wigzaniami wodorowymi porgdzy poszczegdllnymi grupami reszt aminokwasowych,
dzieki czemu jest biatkiem nierozpuszczalnym w wodzigvarunkach nienaruszajych jego
natywnej struktury \(Vprowadzenie 2.2.2. Natomiast zelatyna jest produktem
otrzymywanym w wyniku denaturacji kolagenu, czylopesu, podczas ktOrego ngmije
catkowite ladz czsciowe zniszczenie oddziatywatabilizupcych struktug biatka. W trakcie
denaturacji naspuje take czsciowa jego fragmentacja, w wyniku czego fragmenty
zdenaturowanego biatka wygptija w postaci kibka statystycznego, co powoduje,jest ono
rozpuszczalne w wodzie. Dodatek aldehydu glutarevd€gzynnika sieciwcego) do
otrzymywanych przeze mnie biomateriatdw ograniaogipuszczalng wszystkich struktur.
Bez jego dodatku materiatyelatynowe ulegtyby catkowitemu rozpuszczeniu. dapa
uwadze rozpuszczanie matycy, chitofinaharakteryzowanych materiatdw wyznaczylem
wzgledem masy materiatlu skorygowanej o ubytek masy maekktego procsuWzor 2).
Materiaty chitozanowo-kolagenowe i chitozanowsatynowe cechowaty sipaosrednimi
wartasciami obu mierzonych parametréw.
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Dalsza analiza uzyskanych wynikéw wskazuje na wygar&nice zarowno pod
wzgledem chionnéci, jak i rozpuszczalri@i materiatdbw otrzymanych z preparatow
biatkowych wyizolowanych z thmych ryb — dotyczy to tale materiatdbw chitozanowo-
biatkowych. Materialy gbczaste zawiergte w sobie Kkolagen abz zelatyre
z tososia atlantyckiego cechowahg snniejsz chtonndcia | wyzsz rozpuszczalnicia w
stosunku do gpek z kolagenu dulz zelatyny z suma afrykskiego. Widoczne tnice mog
wynika¢ m.in. z r@nic w skfadzie aminokwasowym obu preparatowek¥ta zawarta reszt
lizyny w preparacie wyizolowanym z suma afrgkkiego, 31/1000 reszt aminokwasowych w
stosunku do 20/1000 reszt aminokwasowych dla patparz tososia atlantyckiego
(Tabela 10, maze by przyczymn tego,ze materiaty z niego otrzymane mogty ulec bardziej
intensywnemu usieciowaniu aldehydem glutarowym.z8¥y poziom usieciowania me
tlumaczy¥ mniejsz rozpuszczaln& materialtbw otrzymanych z preparatbw z suma
afrykanskiego w stosunku do tych otrzymanych przgyaiu preparatow z tososia. W
przypadku materiatdw zawierggych w swojej strukturze kolagen, dodatkowy wpilya n
tempo procesu rozpuszczania gnpjocesy denaturacyjne, ktérych intensywnaalezy od
warunkéw prowadzonego élwiadczenia. Dynamika procesdw denaturacji dlanyéh
preparatébw kolagenu zalea jest od liczby oddziatywia stabilizupcych jego helikalg
struktug, co jest uwarunkowane zawait@ reszt hydroksyproliny. Wagza jej zawart@ w
preparacie wyizolowanym z suma afryik&iego, 70/1000 reszt aminokwasowych w stosunku
do 65/1000 reszt aminokwasowych dla preparatu astasatlantyckiegoTabela 10, maze
by¢ takze powodem mniejszej rozpuszczaciomaterialdw otrzymanych z wykorzystaniem
tego biopolimeru. Wisza zawartd reszt o charakterze hydrofilowym (lizyna,
hydroksylizyna, arginina, kwas asparaginowy, kwdsatagninowy, asparagina, seryna,
treonina), 278/1000 reszt aminokwasowych w stosudk267/1000 reszt aminokwasowych
dla preparatu z tososia atlantyckieg@ela 10, sprzyja wyszej chtonnéci dla materiatow
zawierajcych polimery biatkowe z tegorédta.

Wiasciwosci mechaniczne materiatow algczastych zostaty scharakteryzowane
zgodnie z metodyk przedstawiogm w punkcie Materiaty i Metody 4.2.4.4 Na podstawie
analizy parametrow profilu tekstury stwierdziteie, materiaty zawierage w swoim skladzie
zelatyre s3 twardsze od tych zawiegmgych kolagen i jednoczeie wolniej odzysku
pierwotny ksztalt pdcisni¢ciu (3 mniej elastyczne), bez wzglu nazrédto izolacji polimeru
biatkowego. Obserwacja ta dotyczy zaréwno matenat@budowanych wylcznie
z preparatéw biatkowych, jak i tych otrzymanychch pohkczenia z chitozanem. Materiaty
otrzymane w 100% z chitozanu okazaly ®iy¢ twardsze od materiatdw kolagenowych
srednio o 30% i ponad dwukrotnie mniej elastycznataxhiast w stosunku do materiatdw
zelatynowych cechowaly gimniejszymi wartéciami obu mierzonych parametré$sednio
0 40% i 30% Rysunek 10, Panel B).Wyrazne r&nice widoczne § takze pomedzy
materialami otrzymanymi z kolagendéw wyizolowanyehskor obu badanych gatunkow ryb.
Gabki zbudowane z kolagenu wyizolowanego z suma afiskiego cechowaly siwyzsz
twardacig i mniejsz elastycznécia w poréwnaniu do gpek zbudowanych z kolagenu
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z tososia atlantyckiego (odpowiednio o0 50% i 37Zaleznos¢ ta zaobserwowatem tak dla
materiatdbw chitozanowo-kolagenowych. W tym przypadkznice byly jednak mniejsze
(réznica w twardéci 36%, r&nica w elastyczriwi 25%). Warté¢ parametrow profilu
tekstury jest wypadkogvwielu czynnikéw. Poza wplywem zydanym z budow chemiczi
poszczegolnych polimeréw, wplyw maajtakze stopi@ usieciowania oraz morfologia
badanych preparatow (w szczeg@kiostruktura porow). Podczasciskania materiatow
porowatych znaczna ¢ odksztatcenia zwrana jest z odksztatcaniem porow wypetnionych
powietrzem, co decyduje 0 mniejsze] wacio sity pierwszego piku podczas testow
mechanicznych, okgtajacej twardé¢ materiatu. Widoczne na zgjach ze skaningowej
mikroskopii elektronowej rénice w strukturze poréw poszczegdllnych materiatéw
(Rysunek 9 mogy zatem ttumaczy czs¢ uzyskanych przeze mnie wynikow. sza
elastyczné¢ i mniejsza tward& materiatdbw kolagenowych w stosunku delatynowych

i chitozanowych mge by¢ tu najlepszym przyktadem. Ponadto, podobnie jagraypadku
réznic w wartgciach rozpuszczalsoi, roznice w parametrach profilu tekstury pauizy
materiatami kolagenowymizelatynowymi mog by¢ ttumaczone ranicami w strukturze obu
biopolimeréw. Jak wspomniano wgj, zelatyna wysipuje w postaci kibka statystycznego,
co zapewnia lepgz dostpnacs¢ wolnych grup aminowych reszt lizyny dla czynnika
sieciupcego, nk w przypadku regularnej struktury kolagenu, dlategianateriaty otrzymane

z tych preparatow wykazaljyzsz twardc¢. Elastyczné¢ natomiast zaley od rodzaju i sity
wigzan, jakie wystpuja pomkdzy tancuchami biatek budagymi ggbke. W kiebku
statystycznym zelatyny wys¢puja wigzania kowalencyjne o sztywnym charakterze.
W potrojnej helisie kolagenu dominugas oddziatywania elektrostatyczne, napta biatku
elastyczné¢, co ma odzwierciedlenie w vrgzych widciwosciach parametru opisigego
elestyczné¢ tych materiatdw. Rinice wystpujace pomé¢dzy materiatami otrzymanymi
z biatek wyizolowanych ze skor suma afrgkkiego i tososia atlantyckiego mpy¢ takze
ttumaczone rgnicami w ich sktadzie aminokwasowym. Wéga zawart& reszt lizyny
(moggca wpltywa na wyzszy stopié@ usieciowania) oraz wigza zawart& hydroksyproliny
(wptywajgcej na sk oddziatywa pomiedzy tancuchami helisy kolagenu) w preparatach
z suma afrykaskiego Tabela 10 maze ttumaczy dodatkowo wyszy twardad¢ materiatow
otrzymanych przy ich wykorzystaniu. Jake r@nice pom¢dzy materiatami zawierggymi

w swoim skladziezelatyny wyizolowane z edych zrédet g znacznie mniejsze od tych
zaobserwowanych dla materiatdbw kolagenowych, prggpram,ze r&nice wynikajce ze
struktury danego biatka mgjduzo wigkszy wpltyw niz te wynikajce z ich sktadow
aminokwasowych. Denaturacja i fragmentacja kolagerastpujagca podczas procesu
wytwarzania zelatyny powoduje przypie struktury kébka statystycznego, czyli jej
usrednienie, co mge minimalizow& wptyw tego czynnika na waroi parametrow profilu
tekstury.

Do oceny wilaciwosci przeciwutleniajcych otrzymanych przeze mnie uktadow
biopolimerowych wykorzystatem trzy powszechnie stwane testy: test DPPH, ABTS
i zdolnai¢ do chelatowania jonéw FEe (Materialy i Metody 4.2.4.7-9). Zdolng¢ do
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wymiatania wolnych rodnikow DPPH oparta jest o panzimiany absorbcji roztworu rodnika
DPPH o kolorze fioletowym. Zanik fioletowego zab&mia informuje o poziomie
neutralizacji zawartych w roztworze rodnikbw DPPM/ przypadku testu z kationo-
rodnikiem ABTS mechanizm jest identyczny, z tylko réznica, ze roztwor ten ma
zabarwienie zielone. Zdolké do chelatowania jonOwelaza obserwuje siz kolei poprzez
zanik réowej barwy roztworu, jaka jest wynikiem oddziahfwvgpnéw Fé* z ferrozyn.
Oddziatywanie to jest specyficzne wggem jondwzelaza (11). Silniejsze oddziatywanie tych
jonéw np. z chitozanemalz biatkiem powoduje niszczenie kompleksa@elazo-ferrozyna
i zanik r&zowego zabarwienia. O ile reakcje rodnikowe ppsgk z czasem, tzn.
obserwowany jest zanik zabarwienia w czasie, ktbregybkd¢ uzaleniona od sfzenia
badanego materiatu, o tyle zanik zabarwienia spoweady silniejszymi wiéciwosciami
kompleksugcymi badanych materiatbw w przypadku joné@elaza (Il) szybko osga stan
rownowagi (po dwoch godzinach trwaniasdtadczenia nie zaobserwowano dalszej zmiany
zabarwienia roztworow).

W celu porownania wkgziwosci przeciwutleniajcych wszystkich otrzymanych przeze
mnie biomateriatdw, wykorzystatem wyznaczone wanitdCsy dla wszystkich mierzonych
parametrow Rysunek 10, Panel ¢ Parametr E§ okresla mag préby materiatu, jaka
powoduje neutralizagjwolnego rodnika 40z chelatowanie jonéw Eé&w 50%, w czasie
2 godzin od momentu rozpagda testu. Wartei dla tego parametru wyznaczylem na
podstawie regresji liniowej wynikdw otrzymanych alenosci wartasci stopnia wymiatania
wolnych rodnikéw (bdz stopnia chelatowania jonéw g uzyskanych dla ehych nawaek
badanych materiatbwWzor (6-8). Wigksza warté¢ EGso wskazuje,ze dany materiat
wykazuje mniejsze zdoldoi do neutralizacji wolnych rodnikow,atiz chelatowania jonow
zelaza. W warunkach prowadzonychséd@dczér wykazatem,ze wszystkie otrzymane
materiaty posiadgj zdolng¢ do neutralizacji rodnikobw DPPH, kationo-rodnikOwBAS,

a take wykazuj zdolnag¢ do chelatowania jonéw Ee Materiaty zawierajce w swojej
strukturze kolageny wyizolowane z obu gatunkéw mxchuy sic wyraznie nizszymi
wartagsciami trzech mierzonych parametréow w stosunku dotenr@dow zawierajcych
zelatyre. Materiaty kolagenowe uzyskatyednio dwu-, cztero- i -trzykrotnie x8ze wartéci
ECso odpowiednio dla testéw DPPH, ABTS i¥ev stosunku do materiatéw zbudowanych
wytagcznie z zelatyny. Natomiast materialy otrzymane w 100% ztodsnu cechuj si¢
najwyzszymi wartdciami EGo dla wszystkich badanych parametrow. Stwierdzitem,
materiaty chitozanowe posiagdajrednio ponad cztero- i dwukrotniezezy zdolndcia do
wymiatania rodnikow DPPH oraz dziewio- i trzykrotnie nisz zdolng¢ do chelatowania
jonow zelaza (1) wzgédem materialtdw zbudowanych odpowiednio z kolagen@elatyn.
Wyjatek stanowi porownanie z materiatanelatynowymi dla zmiennej okékajacej zdolngé
do wymiatania kationo-rodnikéw ABTS, w ktorym maddy te osagnety zblizone wartdci
parametru E€ do materiatdw otrzymanychzzelatyny wyizolowanej z suma afrykskiego.
Natomiast wartéci tego parametru wzglem pozostatych materiatow egiety o 23%
nizsze wyniki w stosunku do materiatdw otrzymanyclietatyny z tososia atlantyckiego
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(wyzsza zdolné& do wymiatania kationo-rodnikbw ABTS) ordrednio o 70% wysze w
stosunku do obu preparatébw kolagenowychzdra zdolné¢ do wymiatania kationo-
rodnikow ABTS).

Mechanizmy leace u podstaw aktywsoi przeciwutleniajcej chitozandw,zelatyn
i kolagenéw, wyizolowanych z #@ych zrodet wskazane zostatyzuwczeniej i opisane w
czesci teoretycznej \Wprowadzenie 2.2.4.2 W dostpnej literaturze niewiele uwagi
poswiccono badaniu  wkkiwosci  przeciwutleniggcych  biomaterialtdw  gpczastych
wykonanych z wykorzystywanych surowcow. Uzyskaneepe mnie wyniki wskazyyj ze
materiaty te w postaci statej utrzymuytasciwosci przeciwutleniajce charakterystyczne dla
roztworow biopolimeréw, z jakich zostaty otrzymadek wskazano w egci teoretycznej na
wiasciwosci przeciwutleniajce polimerow naturalnych, zwlaszcza biatek, wplysmereg
czynnikéw, takich jak: budowa chemiczna, struktizaciorzdowa oraz masa ggteczkowa.
Wyraznie zaobserwowane z0ice pom¢dzy materialami otrzymanymi zelatyny i kolagenu
wyizolowanych z tego samedgoddia, nie § do kaica wyjanione. Oba preparaty niezrdia
sic w sposob istotny pod wzglem sktadu chemicznego. Rig sie natomiast struktar
przestrzenyp czsteczek sktadowych biopolimeréw, co o wplywa& na poziom
wyeksponowania grup funkcyjnych poszczegélnychncdahéw bocznych  reszt
aminokwasowych, a przez to nagsté¢ oddziatywa z czsteczkami rodnika DPPH czy
kationo-rodnika ABTS. Lepsze wdeiwosci przeciwutleniajce materiatdw zawierggych
kolagen mog wynika¢ takze z r&nic w procesach otrzymywania obu preparatow
biatkowych. Podczas otrzymywania kolagenu ma meegtap wybarwiania, podczas ktérego
rozdrobnione skoéry rybie poddawargedziataniu 3% roztworu nadtlenku wodoru przez okres
48 godzin. Podczas takiego procesu,zenadof¢ do zmian w grupach funkcyjnych
poszczegolnych aminokwaséw w wyniku ich utleniendowopowstate grupy mogty
cechowé sie wiekszy zdolndgcia do wymiatania wolnych rodnikéw, co w konsekwenciji
mogtoby ttumacz§ wyzsz aktywndé materiatdbw zbudowanych z kolagenu. Mechanizmy
lezace u podstaw aktywnoi przeciwutleniggcej chitozanu zwizane § z obecnécia
i aktywnascig grup hydroksylowych i aminowych, ktore mpgeutralizowa wolne rodniki
poprzez przekazanie atomu wodoru dgsteczki wolnego rodnika, np. reaktywnej formy
tlenu. Przeprowadzone testy wykazaty jednad, wiaciwosci przeciwutleniajce gbek
chitozanowych $ dwzo stabsze od tych, jakie wypuja dla materiatdbw otrzymanych
z kolagendow i zelatyn. Tak jak dla pozostatych badanych $etaosci materiatdw
gabczastych otrzymanych z preparatéw biatkowych, takv przypadku parametréw
opisupcych ich widciwosci przeciwutleniagce, zaobserwowatem wynae r&nice w
wartasciach tych parametrow dla materiatdw otrzymanydiatek wyizolowanych z rinych
gatunkéw ryb. Rénice te § wyraznie widoczne w przypadku materiatow otrzymywanych
z réznych zelatyn. Wartéci parametréw E dla testéw DPPH, ABTS i Bédla materiatéw
otrzymanych zelatyny z suma afrykeskiego § odpowiednio o 18%, 34% i 13%zsize, w
stosunku do wart@i wyznaczonych dla materiatbw otrzymanychzelatyny z tososia
atlantyckiego. Aleman i in., porowryg wiasciwosci przeciwutleniajce roztwordwzelatyn
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wyizolowanych z kalmara i soli, ttumaczy zaobsenaow rgnice, innym skiadem
aminokwasowym obu preparatow [Aleman i in. 2011].pvdcy tej sugerowanae wyzsza
zawart@¢ takich aminokwaséw jak: walina, alanina, leucyriapleucyna, histydyna,
metionina, prolina 1 hydroksyprolina, powinna spay zwiekszeniu WHACIWOSCI
przeciwutleniagcych (zdolné¢ do neutralizacji wolnych rodnikéw). Wsgza zawarta
wskazanych reszt aminokwasowych w preparacie pagbgoh z suma afrykeskiego,
mogtaby zatem ttumaczywyzsze wiaciwosci przeciwutleniajce otrzymanych przeze mnie
biomateriatow zawieragych biatko z tegozrodia (386/1000 reszt aminokwasowych w
stosunku do 337/1000 reszt aminokwasowych dla patpaz tososia atlantyckiego,
(Tabela 10. Z kolei badania przeprowadzone w grupie Saig&aasp, ze zdolndé
hydrolizatéw biatkowych do chelatowania jonéw metailzefgciowych wzrasta w raz ze
wzrostem zawartei takich aminokwasow jak histydyna, prolina i hgklsyprolina [Saiga
i in. 2003]. Wyssza zawart& tych reszt aminokwasowych w preparatach wyizolowan
ze skor suma afrykakiego mae zatem ttumaczywyzszy zdolngé do chelatowania jonow
Fe* otrzymanych z nich materiatéw (200/1000 reszt aivesowych w stosunku do
173/1000 reszt aminokwasowych dla preparatu z tasaantyckiegoTabela 10. Zdolnas¢
do chelatowania jonéwelaza (1) przez preparaty chitozanu nie zostatta@hca wyjaniona.
Znane g doniesienia literaturowe sugeqgog,ze jony metali dwuwarteiowych chelatowane
Sa poprzez oddziatywania z grginydroksylovs na atomie wgla C6 oraz z grupaminowy
na atomie C2 podjednostek chitozanu. Inne badaor@sk o zalenosci zwigzanej ze
stopniem deacetylacji chitozanu, wskazujna niemal catkowit redukcg zdolngci do
chelatowania dwuwargciowych jonéw metali w przypadku catkowicie N-adetyanych
preparatow chitozanu Wprowadzenie 2.2.4.2. Bez wzgtdu na mechanizm #gcy
u podstaw tych wikxiwosci, s3 one znacznie stabsze w poréwnaniu z mechanizmami
wystepujacymi dla materiatdbw otrzymanych z polimeréw biatkymh.

Zbior dziewkciu otrzymanych przeze mnie biopolimerowych matéweagabczastych
zostat take poddany badaniom maym na celu poréwnanie poda#eo na enzymatyczn
degradagj wynikajgca z dziatania lizozymuMaterialy i Metody 4.2.4.6). Podatné¢ taka
ma znaczenie praktyczne, bowiem informacje o kiteetyprocesu biodegradacji razem
z informacjami na temat rozpuszczania danych naésvi stanowj podstaw w
projektowaniu systemow do kontrolowanego profilualmania immobilizowanych dulz
inkorporowanych w nich zwzkow aktywnych. Lizozym jest jedynym enzymem obeunny
ludzkiej surowicy krwi, ktéry jest zdolny do depwieryzacji chitozanu [Oliveira i in. 2006,
Vande i in. 2002]. Enzym ten w sposéb wysoce spexyy hydrolizuje wizania
glikozydowe m.in. dczace ze sop podjednostki acetyloglukozaminy i glukozaminy bjade
tancuchy chitozanu. Brak tego typuagen w kolagenie izelatynie sugerujeze polimery te
nie powinny ulega hydrolizie pod wpltywem jego dziatania. Niemniefipak w dosipnej
literaturze znajduj si¢ prace, ktorych autorzy przeprowadgagharakterystyk otrzymanych
przeze siebie materiatéw biatkowych, wykagzigh podatné¢ na biodegradaejw oparciu
o test hydrolitycznej aktywrgi lizozymu [Ratanavarapomin. 2006]. Ubytek masy dla

87



badanych przeze mnie materiatbw odpowiednio powseym i patym dniu testu
przedstawitem na&ysunku 10, Panel D W warunkach przeprowadzonegosw@dczenia
widoczny jest brak biodegradacji materiatow otrzyiyzh z polimeréw biatkowych zaréwno
po pierwszym jak i ostatnim dniu prowadzenidwliadczenia. Rénic nie obserwuje sitakze

w przypadku materialtdbw chitozanowo-kolagenowychhitazanowozelatynowych. Na tej
podstawie mog stwierdzé, ze materiaty kolagenowezelatynowe nie ulegajbiodegradacji
pod wptywem hydrolitycznego dziatania lizozymu. Wvigzku z tym wydaje mi gi ze
wyniki przedstawione przez autoréw cytowanej praug wskazuj na biodegradagj
uzyskanych przez nich materiatow przez lizozymzleecog by¢ zwigzane z degradagi
matryc na skutek proceséw azmanych z ich rozpuszczaniem. W moich badaniachekbyt
masy dla materiatébw otrzymanych w 100% z chitozamtdst z okoto 3,5% po 24 godzinnej
ekspozycji na dziatanie lizozymu do ponad 8% pohl28zrost ubytku masy zaobserwowano
takze w przypadku gphek otrzymanych z dwoéch kopolimeréw chitozanu, zzdian

z wybranych polimerow biatkowych. Bez wzdu na rodzaj wykorzystanego biatka, az@k
na zrodto jego izolacji, ubytek masy wynosit odpowiedlr? i 6%. Podatrig matrycy na
degradag enzymatyczg maze mie istotne znaczenie podczas projektowania systenow d
kontrolowanego dostarczania agkdéw aktywnych, bowiem jest to dodatkowy mechanizm
obok proceséw erozyjnych zawianych z procesem rozpuszczania, jaki wpltywa natidg
uwalniania inkorporowanego w niej zgku aktywnego. W przypadku materiatow
chitozanowozelatynowych ubytek masy spowodowany aktyéaip lizozymu, w stosunku
do ubytku masy utraconej na skutek proceséw rozasia, wydaje gi by¢ na tyle
niewielki, by uzné ten mechanizm degradacji za nieistotny. Inaczdjjgdnak w przypadku
materialbw chitozanowo-kolagenowych, dla ktérychozgm na skutek hydrolitycznej
aktywndgci lizozymu stanowi okoto 40% ubytku masy zwanego z procesami
rozpuszczania. Nieuwzglnienie istotnego w tym przypadku parametru mogtbixy zatem
przyczyry rozbienosci w projektowanych wynikach kinetyki uwalniania @zakow
aktywnych.
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Panel C. Wiaiwosci przeciwutleniajace
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Rysunek 10.Zestawienie poszczegoélnych waktbparametrow biopolimerowych materialdwbgzastych otrzymanych z chitozanu, kolagepelatyny: chtonnéc / rozpuszczalni (Panel A), parametry profilu tekstury: twakdo elastyczné (Panel B),
wihasciwosci przeciwutleniagce Panel O, podatnéé na biodegradag¢jwzgledem lizozymu Panel D).
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5.2.2.Analiza podobieistwa biopolimerowych materiatdbw gbczastych otrzymanych
z chitozanu, kolagenu ielatyny - analiza gtdwnych sktadowych (PCA).

W celu porownania wszystkich otrzymanych ukladdéw opbiimerowych
wykorzystalem chemometrycznmetod analizy danych: anakz gtdbwnych sktadowych.
Przedmiotem analizy byla macierz danych zawieeajwartdci dziewkciu zmiennych
objasniajagcych okrglonych dla kadego z badanych obiektow (chtoaprozpuszczalni,
twardas¢, elastycznéc, zdolng¢é do wymiatania rodnika DPPH, zdokiodo wymiatania
kationo-rodnika ABTS, zdolig do chelatowania jonéw Eé wrazliwosé na degradagi
enzymatyczg wzgledem lizozymu po 1. dniu ekspozycji oraz wiaos¢ na degradag)
enzymatyczg wzgledem lizozymu po 5. dniu ekspozycji). Zmienne @hjajace poddatem
standaryzacji, aby uzyskajednakowy wptyw wszystkich zmiennych na wynik amal
poréwnawczej. Dla kalego parametru;xobliczylem sredng ogoélrg | oraz odchylenie
standardoweéredniej SI), po czym parametry poddatem normalizacji zgodeig/zorem:

Wz6 . Xi-p;

z0r (10): xp,; = ;"
gdziei jest numerem parametru, rmnumerem kolumny. Wynikiem tej transformacji jest
jednakowa dla wszystkich parametréw wéaétgrednia réwna 0 i jednakowe odchylenie
standardowe rowne 1. Dopiero tak przygotowane daoeldatem dalszej analizie
chemometrycznej. Wszystkie przedstawione pairanalizy przeprowadzitem wykorzysigj
procedury zawarte w pakiecie statystycznym Sta#sti

W Tabeli poniej (Tabela 1) zestawitem wartei wlasne kolejnych gtownych
skladowych, bdace jednoczénie ich wariancjami oraz procentowy udziat gtownych
skladowych w zmiennii zbioru danych (% ogétu wyaionej wariancji). Do zobrazowania
relacji wystpujacych pomedzy analizowanymi obiektami, za istotne uznatemedpierwsze
giébwne skladowe. Wyboru dokonatem na podstawie ekiyin maksymalnego zasobu
zmienndci (wartasci wiasnych wgkszych od 1 oraz maksymalnego skumulowanego
procentu uwzgidnionej zmienngci).

Tabela 11. Tablica z wartéciami i skumulowanymi wartziami wlasnymi giéwnych sktadowych oraz
procentami i skumulowanymi procentami sumy wariadlg analizowanych uktadéw.

Numer gk_jwnej Wartcsé % Og(.j.*u Skumulowana wartg wtasna Skum_ulov_\_/any %
skladowej (PC) wilasha wariancji [%0] wariancji [%0]
PC1 5,10 56,62 5,10 56,62
PC 2 2,72 30,18 7,81 86,80
PC3 0,77 8,58 8,58 95,38
PC4 0,21 2,37 8,80 97,75
PC5 0,10 1,13 8,90 98,88
PC6 0,09 0,96 8,99 99,84
PC7 0,01 0,16 9,00 99,99
PC 8 0,00 0,00 9,00 100,00
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Pierwsza gtdwna sktadowa zawiera odpowiednio pdi@@d zmiennéci zawartej w danych,
druga ponad 30%. Tak, yd dwie pierwsze skiadowe wyjaiaja ok. 87% informaciji
niesionej przez dziewt zmiennych wejciowych opiswcych analizowane obiekty. Ze
wzgledu na to,ze uwzgtdniagc jedynie dwie gtdwne sktadowe tracimy okoto 13%
informacji, uzasadnione bytoby zykiszenie liczby istotnych gtownych sktadowych daetia.
Zawarta bylaby wowczas zdecydowanaghksza¢ zmienndci (ponad 95%). Mag jednak na
uwadze,ze z kada kolejg gtdbwng sktadowg rosnie prawdopodobiestwo uwzgtdnienia
informacji zwgzanej z niepewnieia pomiarows, dalsz analiz przeprowadzitem uzngg za
istotne tylko te gtdwne sktadowe, ktérych wadiovtasne g wicksze od 1.

Tabela 12. Wartasci wspoétczynnikéw gtéwnych sktadowych (wastd
tadunkow czynnikowych) dla analizowanych uktadéwgmlimerowych.

Nazwa zmiennej objaiajacej PC1 PC2
Chtonna¢ -0,897565  -0,346841
Rozpuszczaln@ -0,302508 0,920771
EGoABTS -0,694237 0,639893
EC;c DPPH -0,830333  -0,053066
ECs Fe2+ -0,908885 0,107980
Twardasé¢ -0,220056 0,912240
Elastycznéé 0,818447 -0,190150
Degradacja enzymatyczna - | dzie -0,867554  -0,471434
Degradacja enzymatyczna - V dzie| -0,854659 -0,483144

W Tabeli nr 12 zestawitem wartei tzw. tadunkéw czynnikowych, na podstawie
ktorych zaproponowatem interpretacje uznanych #atns gtéwnych skladowych. tadunki
czynnikowe stanowi bowiem wspotczynniki korelacji liniowej powrdzy zmiennymi
wejsciowymi i gtownymi skiadowymi. Pogrubionym drukiemoznaczytem fadunki
0 najwikszych wartéciach bezwzgldnych. Na tej podstawie uznateug pierwsza gtébwna
sktadowa reprezentuje gkisza¢ informacji z ogolnej zmienrigi zbioru za wyjtkiem
informacji dotycacych twarddéci oraz rozpuszczalgdoi analizowanych obiektéw. Ponadto
druga gtéwna skladowa opisuje przyolng ilos¢ informacji na temat zdoldoi do
wymiatania kationo-rodnikow ABTS (B¢ ABTS) co pierwsza gtébwna skladowa.
Rozmieszczenie wektorow kierunkowych testéw w magmie pierwszej i drugiej gtdbwnej
sktadowej przedstawiono nRysunku nr 11, Panel B.Analiza gtdéwnych skiadowych
wykazata,ze analizowane zmienng ge soh w réznym stopniu skorelowane. Najugze
wspotczynniki korelacji (r ~ 0,99) wykazujzmienne opisage poziom biodegradacji po
pierwszym i patym dniu prowadzenia testu, a t@kpomedzy zmieng opisupca zdolng¢ do
wigzania cieczy (chtonrig), a obiema zmiennymi opisigymi poziom degradacji
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enzymatycznej (r ~ 0,95). Obie obserwacjeznaracjonalnie wyttumac#yodnoszc sk do
metodyki prowadzenia testu. Wysoki poziom korelgmmiedzy chtonndciag a poziomem
degradacji enzymatycznej jest awany z najzeniem ekspozycji badanej proby na lityczne
dziatanie lizozymu. W prowadzonymstée jedynie zewetrzna powierzchnia materiatow
byta w réwnym stopniu wystawiona na jego dziatanidznice wynikaly z poziomu
lizozymu, jaki byt wstanie wnikst do wretrza gibek, a to jest skorelowane z ich zddicig

do chtongcia cieczy.

Do analizy przestrzeni zgqiakow wykorzystalem macierz wspogdnych obiektow w
ptaszczynie dwodch pierwszych gtéwnych sktadowych. Dla zabrsania relaci
wystepujacych w badanym zestawie otrzymanych materiatGlcgastych, spogzlzitem
mapy liniowe, kdace rzutami peilnej dziewtiowymiarowej przestrzeni obiektow na
ptaszczyza dwéch pierwszych gtownych skladowychRysunek 11, Panel A
Przedstawiona mapa liniowa odtwaraaznie 87% ogolnej zmienka zawartej w danych
wejsciowych. Analiza podobiestwa, za pomacmetody gtownych sktadowych, materiatow
otrzymanych na bazie chitozanu, kolagenoielatyny, a take materiatdbw otrzymanych w
wyniku pohczenia chitozanu z preparatami biatkowymi, wykazagamateriaty otrzymane w
100% z kolagenéwzelatyn i chitozanu zostaly wytaie oddzielone na przedstawionej
ptaszczynie gtdbwnych sktadowych, co wskazuje na istotnenice pomédzy badanymi
materiatami. W celu wyeksponowania zalesci pomkdzy otrzymanymi materiatamirodki
obszarow charakterystycznych dla materiatdw otrayynh w 100% z danego biopolimeru,
pofaczytem prostymi tworgc trojkat zaleznosci. Czynnad¢ ta wykazata,ze materiaty
otrzymane w wyniku pagtzenia wybranych dwéch biopolimeréw, znajdsje w poblizu
wyznaczonych prostychydzacych obszary biomateriatdbw wykonanych wo#nie z jednego
z tych biopolimeréw. Obszar wygtowania materiatdw chitozanowo-kolagenowych znaduj
si¢ na prostej dczacej obszary wyspowania materiatdbw chitozanowych i kolagenowych
(podobnie jest dla materiatdw chitozanowalatynowych). Wynik powsszej analizy
wskazuje, ze kczc dane dwa polimery nmiemy uzyskd materiat
o wiaciwosciach stanowgcych wypadkow wiasciwosci dla materiatdw wykonanych
z kazdego z nich osobno.
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Rysunek 11.Rozmieszczenie wektoréw kierunkowych (B) dla zmigim chionné¢ (a), rozpuszczalé (b), EGo ABTS (c), EG, DPPH (d), EG, F€* (e), twardéé (f),
elastyczné¢ (g), degradacja enzymatyczna - | dzi¢h), degradacja enzymatyczna - V dzi@® oraz mapa liniowa obiektéw (A) w przestrzenemwvszej i drugiej gtéwnej
skladowej dla materiatdw otrzymanych z dyspersplagenu z fososia atlantyckiego (1), kolagenu z sumfrykaiskiego (2),zelatyny z lososia atlantyckiego (3),
zelatyny z suma afrylekiego (4), chitozanu i kolagenu z tososia atlakiggo (5), chitozanu i kolagenu z suma afydddego (6), chitozanuzelatyny z suma afrykeskiego
(7), chitozanu kelatyny z tososia atlantyckiego (8), chitozanu (9).
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5.3. Otrzymywanie i charakterystyka materiatdbw chitozanavo-biatkowych
z wykorzystaniem nowej technologii rozpuszczania ¢tozanu w wodzie.

Materiaty chitozanowo-biatkowe zostaty otrzymane odigie ze schematem
przedstawionym w eZci eksperymentalnejMateriaty i Metody 4.2.2). Majac na uwadze
wskazane wcamiej ograniczenia zwrzane z przygotowywaniem materialow zawigeggh
chitozan z wykorzystaniem jego roztworéw w kwasachanicznych, opracowatlem nowy
spos6b wytwarzania materiatdw chitozanowo-biatkdwyktéry zwhzany jest z technik
rozpuszczania chitozanu w wodzie bez jego \miEgszej chemiczne] derywatyzacjpds
fragmentacji tacucha. Proces rozpuszczania chitozanu w wodzie wepmetodzie polega
na nasycaniu wodnej zawiesiny tzw. chitozanu mikystalicznego, gazowym ditlenkiem
wegla [Gorczyca i in. 2013]. Ditlenekggla to tlenek kwasowy, ktory w wodzie przeksztatca
sic w stosunkowo staby i nietrwaty kwascglowy. Pozwala to jednak na spadek pH do
takiego poziomu, by tak przygotowany chitozan m@gies¢ do roztworu. Uzyskany w ten
spos6b roztwor chitozanu mieszatem gasie z dyspergj polimeréw biatkowych,
dodawatem czynnika siechgego, przelewatem do form, kondycjonowatem, zenatean
I poddawatem procesowi suszenia sublimacyjnego wu cetrzymania materiatu
o strukturze gpki [Gorczyca i in. 2014]. Do konstrukcji materiat@hitozanowo-biatkowych
wybratem biatka wyizolowane za skor rybich (sumeykdinskiego), ze wzgdu na: 1) brak
zagraenia ze strony zaken biatkami prionowymi; 2) stosunkowo niewiele metod
przetwarzania i wykorzystywania skor rybich w stdaw do skér wieprzowych, co czyni to
zrodio tanim w pozyskiwaniu; 3) stosunkowo fgtdostpnas¢ do duzej ich ilosci (roczny
Swiatowy potéw samych tylko ryb tososiowatych ocemnjigest na poziomie 4,5 min ton; 4)
pewne pagdane ranice we wiaciwosciach chemicznych w stosunku do surowcow
otrzymywanych z innychzrodet np. wysze widciwosci przeciwutleniajce Wyniki
i Dyskusja 5.2.1. Powodem, dla ktérego wykorzystalem jedndorezelatyre i kolagen,
byla che¢ optymalizacji materiatowego kosztu wytwarzania jektowanych materiatéw
chitozanowo-biatkowych, a tak maliwos¢ modyfikacji profilu  uwalniania
inkorporowanych w takich materiatach azkoéw aktywnych, poprzez zmianstosunku
stezenia zelatyny i kolagenuZelatyna jest surowcem fiszym od kolagenu, a tak jest
rozpuszczalna w roztworach wodnych, co zmowptym¢ na profil uwalniania
inkorporowanych zwjzkow aktywnych. Stosunek zawaitd chitozanu, kolagenuzelatyny
zostat zoptymalizowany, a materiaty uzyskane w cpao optymalg kompozycg (1,25%
w/w chitozan; 1% w/wzelatyna; 0,5% w/w kolagen) wybratem do dalszej akrystyki.
Optymalizacja polegata na subiektywne] ocenie pocelowania, a take subiektywne]
ocenie wiaciwosci koncowego materiatu gpczastego uzyskanego po procesie liofilizaciji.
Poszukiwatem wowczas kompozycji, ktéra zapewniatalmdpowiednd struktue
I wytrzymatci¢ takiego materiatu.

Zawartag¢ chitozanu w dyspersji polimeréw ograniczona bytalatkowo lepkécia
dyspersji chitozanu, otrzymanych w wyniku jego negzczenia poprzez nasycanie gazowym
ditlenkiem wegla. Wodne roztwory chitozanu ceséniu powyej 2% w/w charakteryzowaty
si¢ tak duzg lepkdicia, ze nie byto maliwe ich dalsze mieszanie, nawet przy wykorzystaniu
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mieszadta mechanicznego. Proces nasycania uznawaerakaczony w momencie, gdy
lepkas¢ roztworu chitozanu nie ulegata dalszym zmianoma Ripisanego w eZci
eksperymentalnej przyktadu roztworu chitozanu w med1,84%, w/w), stan réwnowagi
wzgledem wartdci lepkasci ustalat s po ok. 3h nasycania ditlenkiemegla. Czas ten
zmniejszyt s¢ do 2h, gdy nasycanie zintensyfikowalem poprzezad@hie do dyspers;ji
rozdrobnionych kawatkéw stalego @Cczyli tzw. suchego lodu. Warto nadmiénize
zaproponowana metoda rozpuszczania z wykorzystai@ém jest skuteczna jedynie dla
zawiesin chitozanu mikrokrystalicznego otrzymywamegediug metody zaproponowanej
przez Struszczyka [Struszczyk, 198 &ddcego sttem chitozanu z jego kwaego roztworu.
Pocatkowe proby wykorzystania CQdo rozpuszczenia komercyjnego chitozanu w postaci
proszku zawieszonego w wodzie, nie przyniostyzagganych rezultatbw. Wysoka
rozpuszczalng& chitozanu w srodowisku kwanym jest wynikiem tworzenia @i soli
pomiedzy natadowanymi dodatnio resztami aminowymi clatag, a obdarzonymi tadunkiem
ujemnym grupami kwasowymi. Kwaseglowy, jaki tworzyt s¢ w warunkach prowadzonego
doswiadczenia na skutek saturacji wody ditlenkiemgla, okazat si by¢ zbyt staby by
rozluzni¢ silng siet wigzan wodorowych w tacuchu chitozanu i porailzy jego casteczkami,
podczas gdy prébowatem rozpi¢ chitozan bezp@ednio w postaci proszku. Moa
przypuszczé ze wstpne przygotowanie chitozanu poprzez przeprowadzgoido postaci
mikrokrystalicznej, najprawdopodobnie] utatwito ailstywania pomgdzy sprotonowanymi
grupami aminowymi a anionami wodoreglanowymi i umaliwito jego rozpuszczenie w
wodzie w zaproponowanych warunkach.

Na kazdym z etapdw, w jakim przetwarzatlem kolagen, utrpyaem temperatgr
dyspersji poniej 12°C, co mialo zapobiec zniszczeniu jego trzecaowej struktury.
Temperatug ta wybratem biogc pod uwag temperatuy denaturacji dla wykorzystywanego
preparatu, wyizolowanego ze skér suma affigkiego (15°C), wyznacz@nw oparciu
0 badania reologiczne i mdicows kalorymetré skaningova w zespole dr. lih Roberta
Tylingo. Proces inkubacji otrzymanych hydeti (Rysunek 12, etap 1P byt etapem
koniecznym, zwjzanym z posjpowaniem reakcji sieciowania pogdey czsteczkami
biopolimeréw a genipin Wykorzystanie ditlenku wgla do rozpuszczenia chitozanu
pozwolito otrzyma& materialy niezawierage resztkowych kwasow organicznych (kwasu
octowego), co przede wszystkim pozwolito pogdietap wyptukiwania rozpuszczalnika z tak
przygotowanych materiatow. Etap tengsto prowadzit do utraty tréjwymiarowej struktury
otrzymanych biomateriatdw, a jego pomitie skutkowato utrat ich biokompatybilnéci
i zwickszory rozpuszczalniria. Brak zawartéci kwaséw w otrzymanych w ten sposob
materiatach potwierdzit brak zmiany pH medium, kigja dokonywatem charakterystyki
chtonngci i rozpuszczalngei.

Ze wzgkdu na wyranie mniejsz cytotoksyczné¢ materiatdw otrzymywanych przy
wykorzystaniu genipiny jako zwiku sieciujcego, w poréwnaniu do powszechnie
uzywanego aldehydu glutarowego [Muzzarelli 2009], tapewitem, ze wykorzystam g w
konstrukcji opracowywanych materiatdw chitozanowatfowych opartych o now
technolog¢ rozpuszczania chitozanu w wodzie.

95



5.3.1.Analiza wybranych wiasciwosci gabczastych materiatdw chitozanowo-biatkowych

otrzymanych z wykorzystaniem nowej technologii rozpszczania chitozanu
w wodzie.

5.3.1.1. Morfologia.

Otrzymany material nieusieciowany genipinbyt biaty, natomiast materiaty
otrzymane z zastosowaniem genipiny, jako czynnikecigacego wykazywaty szaro-
niebieskie zabarwienie, ktérego intensywhownzrastatla ze wzrostem egénia czynnika
sieciupcego Rysunek 12, Panel A)

A

0% Genipina 0,5% Genipina 1,0% Genipina 2,0% Genipina
| TPOTTUOTN BUTTTITCY D " PO ORI ARTITOT.

0,5% Genipina

Rysunek 12.Materiaty chitozanowo-biatkowe otrzymane z wykortzysgem nowej technologii
rozpuszczania chitozanu w wodzie, sieciowangnyi stzeniami genipiny (Panel A).
Zdjecia SEM w/w materiatéw (Panel B).
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Zmiana koloru materiatdw sieciowanych za poméego czynnika sieciggego jest
zjawiskiem naturalnym, wynikggym z wolnorodnikowej reakcji polimeryzacji gsteczek
genipiny, ktora przebiega réwnolegle do reakcjcigi@ania, a jej intensywré uzaleniona
jest od wykorzystanegocegenia [Butler i in. 2003]. Wszystkie uzyskane matiriposiadaty
wysoce porowat struktue (Rysunek 12, Panel B) co jest wynikiem procesu suszenia
sublimacyjnego. Zaobserwowalepe, wraz ze wzrastggym stzeniem czynnika sieciggego
wyraznie wzrastata powierzchnia przekroju poréw oraz op@taé otrzymywanych
materialtbw Tabela 13, Materialy i Metody 4.2.4.). Materiaty otrzymane bez
wykorzystania czynnika siecagego cechowaly ei ponad piciokrotnie mniejsz
powierzchmy przekroju poréw w stosunku do tych, otrzymanyclryp®,0%-wym jego
stezeniu (odpowiednio ok. 0,2 i 1,0 nfin

Tabela 13. Powierzchnia przekroju poréw oraz porowgto materiatdw

chitozanowo-biatkowych otrzymanych z wykorzystanigsohnologii rozpuszczania
chitozanu w wodzie, sieciowanychzriymi stzeniami genipiny.

Stezenie genipiny  Powierzchnia przekroju poréw  Porowatdé

[%, wiw] (] [%]
0,0 187,9 £101,0 25,75+ 1,47
0,5 274,6 £123,8 33,13+1,30
1,0 533,9 + 259,8 39,95+1,25
2,0 1066,4 + 396,7 44,75+ 1,50

Nie s to typowe obserwacje, jakich dokonuje¢ spodczas sieciowania materiatow
biopolimerowych. Na ogo6t wraz ze wzrostemzehia czynnika sieciggego zmniejsza si
wielkos¢ poréw sieciowanych materiatéw [Chen i in. 2009nYa@n. 2010]. Niemniej jednak
uzyskane przeze mnie wyniki ni@g svyjatkiem, gdy podobne obserwacje poczynili Bi
i wsp., podczas otrzymywania chitozanowo-kolagerdwymaterialdw gbczastych
z roztworOw kwasu octowego [Bi i in. 2011], nie p@gt jednak wyttumaczenia
obserwowanego zjawiska. Przypuszczam, uzyskany wynik mze by efektem reakcji
sieciowania dalekiego zagu, co mae nasgpowa gdy warunki przeprowadzanego
doswiadczenia faworyzyj reakcje polimeryzacji ggteczek genipiny [Mu i in. 2013]. W
takim srodowisku reakcje polimeryzacji czynnika siegiggo mogtyby by szybsze ri
oddziatywania z grupami aminowymi gsteczek polimerow, co w konsekwencji mogtoby
prowadz¢ do reakcji sieciowania pogudzy czsteczkami biopolimeréw, a gateczkami
genipiny o bardziej przestrzennej budowie. Uzumet@m powyszej obserwacji jest
przedstawiony ponej rozklad wielkdci poréw Rysunek 13, ktory take wskazuje na
wzrastajca ilos¢ wigkszych porow w materiatach sieciowanych corazsgym s¢zeniem
genipiny. Nieregularna struktura porow biomatemaldtrzymywanych w procesie liofilizacji
jest gtéwnie wynikiem sposobu przygotowania prékepr rozpocgciem suszenia, w tym
przede wszystkim temperaturowego profilu jej zararsa. Podczas procesu liofilizacji
dochodzi do sublimacji krysztatdbw wody, w wyniku egp uzyskiwany jest materiat
o strukturze poréw odpowiadagj ich wielkaci i ksztattom [Hu i in. 2010]. Wszystkie
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materiaty przygotowywatem jednocree i w tych samych warunkach, dlatega téznice
w ich strukturze porow wynikgjwytacznie ze stzenia czynnika sieciggego.
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Rysunek 13. Rozklad powierzchni przekroju poréw materiatdw oh@nowo-biatkowych otrzymanych
z wykorzystaniem nowej technologii rozpuszczanigozanu w wodzie, sieciowanych amymi stzeniami
genipiny: 0%, w/w Panel A; 0,5% w/w Panel B; 1,0%wlPanel C; 2,0% w/w Panel D.

5.3.1.2. Stopien usieciowania.

Przeprowadzone oznaczenia wykazatg, wraz z rosgrym stzeniem genipiny
wykorzystanej przy otrzymywaniu materiatdw chitoaaun-biatkowych, rost take stopi@é
ich usieciowaniaTabela 14, Materialy i Metody 4.2.4.3. Zaobserwowana tendencja jest
zgodna z oczekiwaniami, a tak innymi wynikami uzyskiwanymi przy sieciowaniu
materiatdw zbudowanych z chitozanu i kolagenu [Yam 2010]. Usieciowanie materiatow
biopolimerowych jest procesem koniecznym do utraymaich wi&ciwe] struktury,
wiasciwosci funkcjonalnych, a tate jest wykorzystywane przy modyfikowaniu profilu
uwalniania zwazkow aktywnych, jakie magby¢ w nich inkorporowane. Wplyw sieciowania
na  wybrane  wigciwosci materiatbw  chitozanowo-biatkowych  otrzymanych
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z wykorzystaniem technologii rozpuszczania chitozanwodzie, przedstawitem w punktach
Wyniki i Dyskusja 5.3.1)

Tabela 14. Stopiev usieciowania materialdw chitozanowo-
biatkowych otrzymanych z wykorzystaniem nowej teaogii
rozpuszczania chitozanu w wodzie, sieciowanychnymi
stezeniami genipiny.

Stgzenie genipiny Stopier usieciowania
[%, w/w] [%0]
0,0 kontrola
0,5 7,29+£1,43
1,0 13,29+1,94
2,0 27,64 + 2,20

5.3.1.3. Chtonnos¢ / rozpuszczalndg¢.
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Rysunek 14.Chtonng¢ materiatow chitozanowo-biatkowych otrzymanych zkeszystaniem
nowej technologii rozpuszczania chitozanu w wodmiezaleznosci od wytego s¢zenia czynnika

sieciugcego (Panel A). Poréwnanie chtosnbdla materiatu sieciowanego 0,5% genipin wodzie
i cieczy badawczej A (Panel B).

Chionna¢ oraz rozpuszczaldd otrzymanych materiatdw chitozanowo-biatkowych
wyznaczytem zgodnie z metodolggirzedstawiog w punkcieMateriaty i Metody 4.2.4.2
Uzyskane wyniki wskazaly na vw§zz zdolng¢é do wizania cieczy przez materiaty
otrzymane z wykorzystaniem czynnika siegogigo, w stosunku do materiatéw
niesieciowanych(Rysunek 14, Panel A) Materiaty bez jego dodatku w sposéb istotny
roznity sie od pozostatych wkgiwosciami mechanicznymi i nie byly w stanie utrzyna
swojej tréjwymiarowej struktury zaraz po wgju z badanego medium, co
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najprawdopodobniej stanowito przyczyrpoczynionej obserwacji. Wszystkie sieciowane
materiaty byly w stanie zwrat okoto 25 g Cieczy A, o skiadzie jonowym zianym do
wysiecku z rany, na 1 gram swojej masy, przy czym zaobseatlem spadek wartoi tego
parametru wraz ze wzrostemzytego sgzenia genipiny. Jest to klasyczna sytuacja
obserwowana podczas sieciowania materiatow biomowbmych, gdzie na skutek wzrostu
stopnia usieciowania maleje §flowolnych grup hydrofilowych, zdolnych do oddziatywa

z czysteczkami wody. Na zdol§é do wigzania cieczy, poza cechami samego badanego
materiatu, wptyw maj wiasciwosci medium, w jakim przeprowadzane jestswi@dczenie,

a w przypadku biomateriatdw zwtaszcza jego skiambyoy. Wigksza¢ grup badawczych do
charakterystyki chtonrigi materiatéw, o deklarowanym zastosowaniu w regggjeubytkow
skornych, wykorzystuje wadbadz bufor fosforanowy [Lin i in. 2009, Yang i in. 20[L@ba
media nie zawiergjjednak istotnych sktadnikbw obecnych w wysi z rany, jakie mog
wptywa¢ na zdolné¢ do wigzania cieczy badanych materiatdw, zwlaszcza kationé
poliwalentnych. Przeprowadzone przeze mnie porowenahtonndci gabek chitozanowo-
biatkowych sieciowanych za pomgpgenipiny w s¢zeniu 0,5%, w/w wzgidem Cieczy A,

a wody destylowan, wskazuje na ponad dwukrotne ograniczenie zdolndo wigzania
cieczy gdy s w niej obecne kationy dwuwadtowe Rysunek 14, Panel B Ciecz A jest to
bowiem medium o skfadzie jonowym znym do wyssku wydobywagcego s¢ z rany,
przy czym zawiera ona jony wapnia wz&niu 3,3 mM (PN-EN 13726-1: 2005). Mechanizm
odpowiadajcy za ograniczenie chionfm biomateriatbw w obecrici kationow
dwuwartgciowych zostat poznany i zwdany jest z oddziatywaniami prowagymi do
sieciowania jonowego [Sadeghi i in. 2010]. Prze@drone poréwnanie podkta znaczenie
doboru widgciwego medium badawczego dla wybranego zastosowad@nac¢ do wigzania
cieczy jest bardzo waym parametrem shgcym ocenie przydatdoi matryc
wykorzystywanych w igynierii tkankowej. Wykazano m.in.ze dobra ich chionrig
wspomaga proces regeneracji rany, poprzez utrzyanaigotnegosrodowiska rany [Jones

i in. 2001]. Ponadto materiaty o wszych widciwosciach sorpcyjnych magbyé¢ zmieniane
rzadziej, co mee przyczyné sie do obnkenia kosztéw leczenia. Opisane w tym punkcie
materiaty chitozanowo-biatkowe cechowaty porownywalm zdolngciag do wigzania wody
do materiatdw otrzymanych i scharakteryzowanych wnkgie Wyniki i Dyskusja 5.2.1,
Rysunek 1Q cha otrzymalem je wowczas wedlug standardowych procedu
z wykorzystaniem aldehydu glutarowego jako czynsileiupcego.

Zaawansowane materiaty wykorzystywane w regeneraaji skérnych poza
zdolnaicig do utrzymywania wilgotnegérodowiska i ranymi wiasciwosciami funkcyjnymi,
powinny sprawowa takze pierwotn funkcje okrywapca, a to z kolei wymaga od takich
materialtbw by zachowywaly swpj struktue i integralné¢ w trakcie okresu ich
wykorzystywania. Degradacja matryc biopolimerowyeWwlaszcza na skutek rozpuszczania,
jest gtdbwnym procesem, jaki m® doprowadz do utraty ich wyjciowe] struktury. Ubytek
masy materiatdbw chitozanowo-biatkowych sieciowanyébnymi stzeniami genipiny na
skutek degradacji zachagtz] podczas dwudziestoczterogodzinnej inkubacji wcgy A,
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przedstawitem n&ysunkul5, Panel A Zgodnie z oczekiwaniami wraz ze wzrosteigtago
stezenia czynnika sieciggego otrzymywatem materiaty o coraz mniejszej rezpaalnéci.
Uzyskane wyniki & bezpdrednim skutkiem wzrastggego stopnia ich usieciowania
(Tabela 14. W przeciwigéstwie do materiatow niezawieggjych genipiny, dodatek czynnika
sieciupcego spowodowalze materialy te byly w stanie utrzydawop trojwymiarowg
struktug oraz integralng zaraz po wyjciu z badanego medium. Dodatek genipiny na
poziomie 2,0%, w/w wzgdem suchej masy biopolimeréw, ograniczyt rozpusincga
materialtbw chitozanowo-biatkowych niemal o potgww stosunku do materiatdw
niesieciowanych (odpowiednio 15,5 i 28,4%). Profizpuszczania, wyznaczony w trakcie
picciodniowego testu wskazat natomiast, zarowno materiaty sieciowane 0,5 jak i 2,0%-
wym stzeniem genipiny uzyskiwaty maksymalmozpuszczaln@ po okoto 72h godzinach
(Rysunek 15, Panel B
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Rysunek 15. Rozpuszczalni@ materiatldw chitozanowo-biatkowych otrzymanych zkeszystaniem nowej
technologii rozpuszczania chitozanu w wodzie, wezakci od wytego sgzenia czynnika sieciafego
(Panel A). Profil rozpuszczania dla materiatow ise@nych 0,5% i 2,0%-wym steniem genipiny (Panel B).

Chitozan i kolagen gs polimerami, ktore nie rozpuszczagic wodzie. W zwazku
z tym ubytek masy otrzymywanych przeze mnie matekiachitozanowo-biatkowych
spowodowany jest gtdwnie rozpuszczaniem zawartejolvzelatyny. Mae na to wskazywa
porébwnywalna wart&€ ubytku masy po osgnicciu stanu roéwnowagi materiatow
sieciowanych 0,5% genipinz iloscig zawartej w tych materiatackelatyny (32,3 i 36%,
w/w). W warunkach prowadzonego sldadczenia mogto jednak dochodzio denaturacji
kolagenu, gdy temperatura medium w jakim prowadzitem test, utrgywana byla na
poziomie 37C. Kolagen mégt wic czsciowo tracé swop trzeciorzdowy struktue i by¢ w
ten sposob bardziej podatny na rozpuszczanie. ddatiez mechanizm rozpuszczania
otrzymanych przeze mnie materiatdbw chitozanowokioialych, zwjzany jest gtdwnie
z rozpuszczaniem zawartych w nich biatek.
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5.3.1.4. Transmisja par wilgoci.

Zapewnienie wigciwego, promujcego proces regeneracji rany, wilgotnego
srodowiska wymaga od idealnego materiatu opatrunkmweie tylko daej zdolndgci do
wigzania wydobywajcego st z niej wyseku, lecz take utrzymania odpowiedniej
przepuszczalnei par wilgoci. Normalne tempo utraty wody przedgkjest rowne okoto
200 g/nf dziennie i rénie przy jej uszkodzeniu nawet do poziomu poejy5000 g/m
[Mi iin. 2001]. Przeprowadzone przeze mnie oznasz@rzepuszczalgoi dla pary wodnej
materiatbw chitozanowo-biatkowych wykazataze wszystkie otrzymane materiatys s
przepuszczalne wzglem par wilgoci i cechajsiec wartdciag tego parametru na poziomie 400
g/m’ (Tabela 15, Materialy i Metody 4.2.4.5. Otrzymane materiaty nie wptywazatem na
normalne tempo utraty wody przez skdxie zaobserwowatem wptywu stopnia usieciowania
na warté¢ mierzonego parametru.

Tabela 15. Transmisja par wilgoci (WVTR) materiatow
chitozanowo-biatkowych otrzymanych z wykorzystaniem
technologii rozpuszczania chitozanu w wodzie, sieinych
réznymi stzeniami genipiny.

Stgzenie genipiny WVTR
[%, w/w] [gl(h x nf)]
0,0 17,52 + 0,54
0,5 17,83 0,76
1,0 16,95 + 0,55
2,0 17,02 + 0,89

5.3.1.5. Profil tekstury.

Wiasciwosci mechaniczne materiatow algczastych scharakteryzowatem zgodnie
z metodyly przedstawiog w czsci eksperymentalnej w oparciu o waxtd dwdch
parametréw profilu tekstury: twaréid oraz elastyczriwi (Materiaty i Metody 4.2.4.4).
Wartas¢ sity niezkedna doscisniecia otrzymanych materiatdw chitozanowo-biatkowyah d
potowy ich wysokéci, opisupca zarazem parametr twadgp wzrastata wraz ze wzrostem
uzytego s¢zenia genipiny, odpowiednio z poziomu 12,11 kPa 8d. 2 kPa dla materiatow
niesieciowanych i sieciowanych 2,0% genipifRysunek 16, Panel A Jednocz@ie
obserwowatem spadek elastycgciobadanych materiatowRfysunek 16, Panel B Wzrost
twardagci | spadek elastyczdoi powinien by tlumaczony rosstg gestcscig wigzan
chemicznych pomgdzy grupami aminowymi wykorzystanych biopolimeréwa skutek
bardziej intensywnych reakcji sieciowania. Uzyskamynik ktoci sk jednak z wynikami
z oceny morfologii badanych materiatéw, gdzie wykam,ze wraz z rosgcym stzeniem
genipiny rosta ich porowaé, a take wielkas¢ porow Rysunek 13. Podczasiciskania
materialdbw porowatych znacznaeéz odksztatlcenia zwrzana jest z odksztatcaniem poréw
wypetnionych powietrzem, co decyduje o mniejszejtoéai sity niezlgdnej do odksztatcenia
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Twardosé [kPa]

Twardosé [kPa]

materiatbw o wgkszej porowatéci. Profil tekstury materiatbw porowatych jest jedin
wypadkowy dziatania dwéch gtdbwnych czynnikéw: porowsdin ktdrej wzrost wywotuje
ujemny wptyw na wart& twardgci oraz wptywagcego pozytywnie stopnia usieciowania
[Bi i in. 2011]. W przypadku otrzymanych przeze re@ie materiatbw wptyw porowagoi
musiat by zatem stabszy niwptyw stopnia usieciowania, co m® ttumaczy uzyskane
wyniki. Z kolei pomiar parametréw profilu tekstutja tych samych materiatéw po inkubacji
w cieczy badawczej A wskazake tym razem materialy niesieciowane wykazywaty
najwyzszy twardag¢ i jednoczénie najnisz elastyczné¢ (Rysunek 16, Panel C i
Odwrécenie zalenosci pomigdzy mierzonymi parametrami profilu tekstury, a sti@m
usieciowania tych materiatbw nagito na skutek zmiany warunkdéw kondycjonowania
probek. W nowych warunkach pory materialtbw wypehaiczostalty wogl tworzc zwart
hydrokoloidowg struktue, w ktorej to tym razem porowaid musiata wywierd dominupcy
wptyw na wartgci parametréw profilu tekstury.
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Rysunek 16. Wartcsci parametrow profilu tekstury materiatdw chitozamsbiatkowych otrzymanych
z wykorzystaniem nowej technologii rozpuszczaniatozanu w wodzie, sieciowanych afym stzeniem
genipiny; twardéc¢ elastyczné¢ dla préb suchych (Panel A i B) i mokrych (Panel).
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W celu okrélenia wytrzymaldci otrzymanych materiatbw w warunkach ich
docelowego wykorzystywania, przeprowadzitem dodatko test, polegacy na
dwudziestopjciokrotnym $ciskaniu materiatbw, po preinkubacji w wodnym roatae
Cieczy A, do potowy ich wysokei (Rysunek 17).Wszystkie badane materiaty utrzymywaty
na statym poziomie wargé sity niezlgdnej do ich odksztatcania, przy niewielkim spadku
obserwowanym po pierwszych killkgisni¢cciach. Materialy sieciowane zachowaty swvop
przestrzens struktue, tragc jedynie okoto 6% zwgzanej pocgtkowo cieczy A, podczas gdy
ubytek masy dla materiatdw niesieciowanych wyniogbto 40%. Poniewa materiaty
niesieciowane utracity tak potow swojej pierwotnej wysolkii uznatem,ze to wignie
materialy sieciowane genipincechuy sie odpowiedm wytrzymatccia dla wybranego
zastosowania.
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Rysunek 17.Wynik testu wytrzymatéciowego dla materiatéw chitozanowo-biatkowych otrmnych
z wykorzystaniem nowej technologii rozpuszczanidozanu w wodzie, sieciowanychzmym stzeniem
genipiny (materiaty po 24 h inkubaciji w cieczy A).

5.3.1.6. Degradacja enzymatyczna — lizozym.

Do dalszej oceny wiaiwosci materiatdw chitozanowo-biatkowych otrzymanych
z wykorzystaniem technologii rozpuszczania chitozan wodzie wybralem materiat
0 subiektywnie najlepszych wedtug mnie $diavosciach chtonnéci, rozpuszczania i profilu
tekstury wzgtdem wybranego zastosowania. Materiatlem tym bybkg chitozanowo-
biatkowa sieciowana za pomp@enipiny w s¢zeniu 0,5%, w/w wzgldem suchej masy
biopolimeréw. Bylo to najrisze s¢zenie genipiny, przy jakim materiaty utrzymywaty gwo
integraly struktug, zarobwno w czasie przechowywania jak i po gaaniu maksymalnej
ilosci cieczy, zapewnigf jednoczénie najwyszy chionng¢ i rozpuszczalng, a take
najmniej intensywny odcfeniebieskiego zabarwienia — co meoby¢ istotne dla kacowego
uzytkownika takiego materiatu. Zmiarubytku masy dla badanego materiatu podczas testu
trwajacego pé¢ dni, zarbwno w obecroi lizozymu, jak i bez jego dodatku, przedstawitem
naRysunku 18.
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Rysunek 18.Wptyw aktywndici hydrolitycznej lizozymu na ubytek masy matenatéhitozanowo-
biatkowych, otrzymanych z wykorzystaniem nowej tealogii rozpuszczania chitozanu w wodzie,
sieciowanych 0,5% (w/w) genipin

Wartasci w tabeli przedstawiaj natomiast wart@ utraty masy spowodowan
wytacznie aktywnécig hydrolityczry wykorzystanego enzymu. Dobor étéwego s¢zenia
lizozymu jest kluczowym elementem w ocenie zachosvamatrycy w warunkach jej
wykorzystania. Wielu autorow projektqj tazsame déwiadczenie, powotuje sina stzenie
lizozymu znajdycego st w osoczu ludzkiej krwi, niemniej jednakzaden
Z nich nie odnosi gido jego aktywngci specyficznej, a to ten wdaie parametr odpowiada za
wiasciwg aktywnagé¢ kazdego z enzyméw. W przeprowadzonym swi@dczeniu
wykorzystalem dane zawarte w pracy Hasmann’a, wek#eiutor wyznaczyt aktywrié wielu
preparatéw lizozymu wyizolowanych zzamgego rodzaju ran skornyclrédnio na poziomie
4000 jednostek/ml) [Hasmann i in. 2011], co powinmolepszy sposéb odzwierciedla
rzeczywiste warunki wykorzystywania materiatow. @wiadczenia wynikaze obecnét
lizozymu w sposob istotny nie wphyta na utrat masy badanych materiatdbw w pierwszych
dniach prowadzenia testu. Istgtroznice zaobserwowatem natomiast patgm i siodmym
dniu, po ktérych materiaty utracity odpowiednio oK. i 6% swojej masy na skutek
hydrolitycznej aktywnéci lizozymu. Weksza wraliwo$¢ na dziatanie enzymatyczne »eo
by¢ uwarunkowana wksz rozpuszczalnizia materiatu, w wyniku ktorej enzym fatwiej
dyfundowat do jego wgtrza. Uzyskane wynikigsporéwnywalne z poziomem biodegradacji
materiatdw chitozanowo-biatkowych, jakie otrzymatemediug standardowej procedury w
celu okrdlenia wptywu rodzaju zytego biopolimeru na wybrane wtawosci materiatdw
chitozanowo-biatkowychRysunek 10, Panel ¢

Wydtuzenie czasu ekspozycji na dziatanie lizozymu mogtsppwodowa dalszy
ubytek masy, co wykazali wc@de] Tangsadthakun i in. poréwnagj wiasciwosci
porowatych materiatdbw chitozanowo-kolagenowych ytranych wedtug standardowych
procedur, sieciowanych za pomoprocesu dehydratacji termicznej [Tangsadthakun.i i
2006]. Otrzymane woéwczas, w wyniku patenia 0,5% roztworu kolagenu (typ |, skora
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wieprzowa) i 0,5% roztworu chitozanu, materiatytochanowo-kolagenowe utracity okoto
20% swojej masy na skutek dwudziestosiedmiodniankgjbaciji w buforze fosforanowym
zawierajcym lizozym w s§zeniu 1,6pg/ml.

5.3.1.7. Whasciwosci przeciwutleniajace.

Do oceny przeciwutleniggych wigciwosci materiatdbw chitozanowo-biatkowych,
otrzymanych z wykorzystaniem technologii rozpusmiéza chitozanu w wodzie,
wykorzystatem trzy powszechnie stosowane testyt @BPH, ABTS i zdoln& do
chelatowania jonéw Eé& (Materialy i Metody 4.2.4.7-9. Mechanizm wybranych testéw
przedstawitem wczmiej, dokonugc analizy wptywu rodzaju biopolimeru na aktywto
przeciwutleniajcg otrzymanych z nich materialtdw chitozanowo-biatkawy przy czym
materiaty te otrzymatem wykorzystigjwowczas standardawrocedug (Wyniki i Dyskusja
5.2.7). Ocenie poddatem materiaty chitozanowo-biatkowkeciowane genipiprzy stzeniu
0,5%, w/w wzgédem suchej masy biopolimeré®Rysunek 19,Panele A1-A3 przedstawiaj
zaleznos¢ wartasci mierzonych parametrow, odpowiednio dla stopniamiatania rodnika
DPPH, stopnia wymiatania kationo-rodnika ABTS ostapnia chelatowania jonéw £ed
masy badanego materiatu. Przeprowadzonavidolczenia wykazatyze wybrany materiat
chitozanowo-biatkowy mge efektywnie neutralizowtawolne rodniki DPPH, kationo-rodniki
ABTS, jak rownie chelatowa dwuwart@ciowe jonyzelaza. We wszystkich trzech testach
uzyskatem liniowy odpowied mierzonego parametru wobegz&nia materialu w badanym
roztworze. Wyniki te wykorzystatem do wyznaczenaagmetrow Eg (Rysunek 19, panel
B), okreslajgcych mag préby materiatu, jaka powoduje neutralizacyolnego rodnika,
kationo-rodnika bdz chelatowanie jonéw F& w 50% w czasie 2 godzin od momentu
rozpoczcia testow. Ten sposOb reprezentacji wynikow poanal na bezgoednie
poréwnania pomidzy r&znymi materialami. W rezultacie materiaty otrzymawvedtug nowe;j
procedury cechowaty siwartagsciami EGy na poziomies,45 mg/ml, 0,79 mg/ml oraz 4,67
mg/ml odpowiednio dla zdolgoi do wymiatania rodnika DPPH oraz kationo-rodni&TS
i stopnia chelatownaia jonéw £eWartdici te & poréwnywalne z wynikami uzyskanymi dla
materialtbw chitozanowo-biatkowych otrzymanych wegdtustandardowej procedury
(Rysunek 10, Panel ¢ Mog, wiec stwierdzé, ze zaproponowana nowa metoda
otrzymywania materiatdbw chitozanowo-biatkowych mwptywa w sposdb znagey na ich
wiasciwosci przeciwutleniggce. Dokonujc charakterystyki omawianej cechy wykazatem
takze, ze stopi@ wymiatania wolnych rodnikow DPPH, jak réwanikationo-rodnikow ABTS
dla badanych materiatdw (przy zadanej nawed jest zaleny od czasu prowadzenia
doswiadczenia Rysunek 20, przy czym w przypadku testu DPPH wskazanazpak ma
charakter logarytmiczny, a w przypadku testu ABBShserwowatem zataos¢ zblizong do
liniowej. Tozsany obserwag poczynita Lisek, badag wiasciwosci przeciwutlenigice
materiatdbw chitozanowo-biatkowych ozmej zawartéci uzytych biopolimeréw, w ramach
wykonywanej pod majopieky pracy magisterskiej [Lisek, 2013].

106



100 1 A 100 1 B

90 - S 90 -

S3 80 S0 80 -

&I S@ 70 -
=0 8 <

€a E 2 601

=9 =2 50
g © ‘5%

g 5 © 40 4

S5 29 30 -
n Q 0 s

EZO-

10 -

2 4 5 6 10 14 18 0,5 1,0 1,5 2,0
stezenie materiatu [mg/ml] stezenie materiatu [mg/ml]
100 1~ 8 -
C = D
90 ~ = 7 6,45
©
2 80 - £
3 ~ 6
= 70 1 &
o =
T & 60 - w5
T
c L 50 4 4
© =
5 g 40 1 3
S= 30 -
) 2
20 A 0,79
10 - 1
0 - 0
25 38 50 6,3 7,5 8,810,0 DPPH ABTS Fe2+

stezenie materiatu [mg/ml]

Rysunek 19.0cena stopnia wymiatania wolnych rodnikéw DPPH @), kationo-rodnikéw ABTS
(Panel B) oraz stopnia chelatowania jonévi*F@anel A), dla materialéw chitozanowo-biatkowych,
otrzymanych z wykorzystaniem technologii rozpusn@ahitozanu w wodzie, sieciowanych genipin
w stezeniu 0,5% (w/w). Wartéci ECso dla poszczegoblnych testéw (Panel D).

Rola wolnych rodnikéw i wptyw substancji przeciweniagcych na proces leczenia
rany jest jednym z najbardziej aktualnych tematowwyznaczaniu nowych strategii leczenia
[Fitzmaurice i in. 2011]. Spodod wielu czynnikow wptywajcych na opénienia w procesie
regeneracji ubytku skornego te, zZmane z wysfpowaniem i skutkami stresu oksydacyjnego
okazaly st mie¢ dwe znaczenie. Z tego powodu uwa&ase, ze nowoczesny materiat
opatrunkowy poza funkcjami typowymi dla materiatérdycyjnych, powinien zapewriia
odpowiedni rOwnowag@ pomidzy sitami utlenigjcymi a sitami przeciwutleniagymi.
Wykazano bowiemze zarowno nadmiar wolnych rodnikow, jak i ich catki@ neutralizacja
prowadzi do zaburzenia prawidtowego przebiegu gajeany [Royi in. 2006, Sen 2003].
Otrzymane przeze mnie materialy charakteryzi zdolncgcig do neutralizacji rodnikow
DPPH i kationo-rodnikbw ABTS, na da nizszym poziomie w stosunku do
niskoczsteczkowych zwizkéw przeciwutleniajcych takich jak glutation, witamina E,
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witamina C i flawonoidy, dla ktérych wada ECsy zawarte ¢ na poziomie pg/ml. To czy
materiaty chitozanowo-biatkowe otrzymane z wykotapseem zaproponowanej metodologii,
bedg w stanie zapewniodpowiedniesrodowisko oksydo-redukcyjne dla weawego procesu
regeneracji ran, wymaga jednak przeprowadzeniaydistestow, z wykorzystaniem bada
na zwierztach kdz przeprowadzenia stosownych oznacmea etapie badaklinicznych.

¥ 90,0 -
80,0 1 —o— Stopiei wymiatania
70.0 - ABTS
60,0 - —&— Stopieh wymiatania
50,0 - DPPH
400 - —a— Stopie1 chelatowania
' jonéw Fe2+
30,0 -
20,0 - —
10,0 A
0,0 T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6
Czas [h]

Rysunek 20.Zaleznos¢ stopnia wymiatania wolnych rodnikéw DPPH, katiawahikow ABTS
oraz stopnia chelatowania jonéw Fe2+ od czasu pipem@a déwiadczenia, dla materiatdw
chitozanowo-biatkowych, otrzymanych z wykorzystamienowej technologii rozpuszczania
chitozanu w wodzie, sieciowanych genipim stzeniu 0,5% (w/w) (nawgka 5 mg /5 ml).

5.3.1.8. Cytotoksycznaié¢ wzgledem komorek NIH-3T3.

Cytotoksyczny efekt zwzany z dziataniem otrzymanych materiatow chitozamow
biatkowych  okréliem  wzgledem mysich  komorek fibroblastow  (NIH-3T3)
z wykorzystaniem testu MTTMateriaty i Metody 4.2.4.10. Jest to standardowa metoda
in vitro, ktéra opiera gina pomiarze aktywrsgi mitochondrialnegywych komérek [Pariente
i in. 2001]. Przeprowadzone @uwiadczenie wykazatoze obecné¢ badanego materiatu nie
wplyngta w sposbb znagey na zywotnas¢ komorek w czasie 72 godzin prowadzenia
doswiadczenia Rysunek 21, Panel A Na podstawie analizy mikroskopowej stwierdzitem,
ze materiat chitozanowo-biatkowy nie wphintakze na morfologi wzrastajcych komaorek
(Rysunek 21, Panel B przy czym te wzrastaty rownomiernie zaréwno wgoh materiatu,
jak i w podtzu dookota niego. Tym samym wykazaterne zaproponowana metoda
otrzymywania materiatdbw chitozanowo-biatkowych, wealzi do otrzymania materiatow
o braku cytotoksyczrioi wzgledem mysich komorek fibroblastow bez koniecaio
prowadzenia etapu ich ptukania w celu ugaoiai resztowej zawar§oi kwasu octowego.
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Rysunek 21 Wyniki testu MTT dla materiatu chitozanowo-bia¥kego, otrzymanego z wykorzystaniem
nowej technologii rozpuszczania chitozanu w wodgiegiowanych genipinw stzeniu 0,5% (w/w) (Panel
A). Zdjecia mikroskopowe (powkszenie x150), komoérek bez obeécio materiatu (kontrola komérki
NIH3T3), materiatu bez obectm komérek (kontrola biomateriat) oraz komoérek wsteggcych w obecngi
badanego materiatu (komérki + biomateriat) (Panel B

5.4. Wykorzystanie materiatow chitozanowo-biatkowych jalo matrycy do inkorporaciji
lizostafyny.

W celu wykazania przydatéo zaproponowanej metody rozpuszczania chitozaahu, |
i samych materiatdw chitozanowo-biatkowych jako mey do inkorporacji lizostafyny,
przygotowatem szereg uktadéw ozngj jej zawartéci i réznym stopniu usieciowania
(Materiaty i Metody 4.2.3). Lizostafyna dodawana byta do wodnego roztworitozhnu,
uzyskiwanego na etap&cC., Rysunek 5
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5.4.1.0cena uwalniania lizostafyny z materiatéw chitozanwo-biatkowych.

Oceny uwalniania lizostafyny z materialtdw chitozanebiatkowych dokonatem
z wykorzystaniem metody dyfuzyjnej oraz metody s$pe#ktometrycznej Nateriaty
I Metody 4.2.4.1). Na Rysunku 22 przedstawitem wynik dla wybranegioswiadczenia
ukazupcego dyfuz¢ enzymu z materiatu sieciowanego 0,5% geniprawieragcego 10
U/ml lizostafyny [Tabela 8 proba nr 2) umieszczonego na 2%-wym pogioagarozowym
(Panel A). Wyrazna strefa o niebieskim zabarwieniggdigca wynikiem barwienia podia po
24h inkubacji w 37C roztworem Bradford, w odniesieniu do proby kolmtep (materiatu
niezawierajcego enzymuPanel B) wskazujeze w zaproponowanych warunkach doszto do
dyfuzji lizostafyny z badanego materiatu. Intensgwriebieskie zabarwienie w miejscu styku
obu badanych materiatdw chitozanowo-biatkowych diggem agarozowym jest wynikiem
dyfuzji biatek kpdacych elementami matrycy chitozanowo-biatkowsglatyny i kolagenu).
W warunkach prowadzonego @gadczenia, na skutek zwédnia materiatbw buforem
fosforanowym, dochodzito do ¢xiowego rozpuszczania matrycy i w zeku z tym dyfuzji
biatek o r@nych masach gsteczkowych. Niewielka strefa niebieskiego zabam@evokot
materiatu kontrolnego wskazujee w wyniku tego procesu do pod& przedostawaty si
niewielkie ilosci biatek matrycy chitozanowo-biatkowej o przypusainie wyszej masie
czagsteczkowej i masa cgsteczkowa lizostafyny. Szczegotgwharakterystyk uwalniania
enzymu ze wszystkich otrzymanych materiatdbw z wyietaniem metody dyfuzyjnej
przeprowadzitem badgg ich aktywnd¢ wzgledem szczepuStaphylococcus aureus
(ATCC 29213).

Rysunek 22.Dyfuzja lizostafyny z materiatu chitozanowo-biatkego sieciowanego 0,5% w/w genipin
zawierajcego lizostafyn w ilosci 10 U/ml wzgtdem roztworu polimeréwRanel A). Kontrola —
materiat niezawieragy lizostafyny Panel B).

Do ilosciowej oceny uwalniania lizostafyny z materiatowitchanowo-biatkowych
wyznaczytem profile jej uwalniania z wykorzystaniemetody spektrofotometrycznej
(Materiaty i Metody 4.2.4.11). Zaproponowana metoda jest metqadsredny polegajca na
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pomiarze aktywngci bakteriolitycznej wzgldem szczepuStaphylococcus aureu@ATCC
29213), pobieranych w réwnych o¢sach czasu prob medium, do jakiego gastivato
uwalnianie lizostafyny. Mierzytem tym samymdéoenzymu w jednostkach jego aktyvéod
W daswiadczeniu nie mogtem wykorzystdezpdrednich metod oznaczanig&tnia biatka,
ze wzgtdu na obecni@& biatek tla (kolagenu izelatyny) uwalnianych réwnocgeie

z badanych matryc na skutek ich rozpuszczania. Badarzeprowadzitem dla materiatow
0 rGznej zawartéci enzymu i genipiny zytej przy ich sieciowaniu, dzigt je na dwie grupy:
1) materialy otrzymane przy statyme¢zniu lizostafyny (10 U/ml) a gdym stzeniu
genipiny (0,0%, 0,5%, 1,0% i 2,0%, w/w wgdeém masy biopolimerow)Rysunek 23; 2)
materialy otrzymane przy statym eseéniu genipiny (0,5%, w/w wzgllem masy
biopolimeréw), a rénej zawartéci lizostafyny (0, 10, 20 i 30 U/mIRysunek 23, Panel R
Uzyskane wyniki wykazatyze zaproponowana metoda otrzymywania matryc chimaan
biatkowych z inkorporowan lizostafyry pozwala utrzyma aktywna¢ biologiczry
lizostafyny, przy czym w warunkach otrzymywania rmdechodzito do catkowitego jej
unieruchomienia, a kinetyka jej uwalniania zale byta zarowno od gtenia wytej do
sieciowania genipiny, jak rowniepoczitkowego s¢zenia enzymu. W przypadku materiatu
niesieciowanego Tabela 8 préba nr 5) uwolnieniu ulegto prawie 90% zawartej w
materiatach lizostafyny, wggu 90 minut od rozpoezia oznaczé Wzrost s§zenia czynnika
sieciupcego spowodowatl wyfae ograniczenie tego zjawiska do pozioméw 50, 80%
odpowiednio dla materiatow sieciowanych 0,5, 1200% genipig (Rysunek 23 Tabela §
préby nr 2,6,7). Zaobserwowany wzrost retencji czynnika aktywnegoaz ze wzrostem
stezenia genipiny, jest wypadkowym wynikiem dzialanadth zjawisk: 1). rozpuszczania
matrycy chitozanowo-biatkowej oraz 2). stopnia wméhomienia enzymu w strukturze
materiatu. Przeprowadzone wéme&j badania rozpuszczakw materialdbw chitozanowo-
biatkowych wykazaty,ze wraz ze wzrostem ¢genia genipiny rozpuszczalfio badanych
materiatbw malata, a #ica w ubytku masy dla materiatdw sieciowanych pskygeniu
genipiny réwnym 0,5 i 2,0% wynosita ok. 10% po 2dkubacji Wyniki i Dyskusja 5.3.1.3
Rysunek 15. Wieksza rozpuszczaldé matrycy powodujeze zawarty czynnik aktywny w
rozpuszczanym jej fragmencie przedostaje dd roztworu szybciej, niby to wynikato
wytacznie z kinetyki procesow dyfuzyjnych. Drugi mectzam retencji zwizany jest
z mazliwoscig trwatego unieruchomienia enzymu z marya pdrednictwem cgsteczek
genipiny, na skutek reakcji siecigych. Lizostafyna zawiera w swojej strukturze 3%zte
lizyny (ok. 7,5% z caléci) [Szweda i in. 2005], ktérych wolne grupy amirewnog by¢
dostpne w procesie ich wzajemnego sieciowania z grupaminowymi polimeréw
budupcych szkielet materiatdw (chitozanem, kolagenemelatyrs). Wraz ze wzrostem
stezenia czynnika sieciggego wzrastato zatem prawdopoddisigvo zwekszenia cgstasci
zdarzé prowadacych do utworzenia kowalencyjnych amen pomidzy czsteczkami
lizostafyny a tacuchami polimeréw, co bezgednio prowadzito do zwkszenia stopnia jej
unieruchomienia i zmniejszenia puli dgstej do uwalniania. Zasugerowane mechanizmy
zwigzane z retengjlizostafyny mog potwierdza wysokie wspoétczynniki korelacji liniowej
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pomidzy iloscig lizostafyny uwolnionej po 90 minutach prowadzonedoéwiadczenia
a stopniem rozpuszczenia materiatu chitozanowddwatgo i stopniem usieciowania tych
materiatow (odpowiednio 0,96 i 0,94) dla material$i@ciowanych genipinw zakresie 0,5-
2,0%, w/w wzgtdem masy polimeréw. Ocena profilu uwalniania enzymunateriatow
otrzymanych przy rinej jego zawart@i wykazata, ze wraz ze wzrostem zawastd
lizostafyny uwalnianiu ulegat coraz mniejszy jejopent Rysunek 23 Panel A).
Przypuszczam,ze wicksza zawart& lizostafyny w roztworze polimerow na etapie
otrzymywania materiatdw chitozanowo-biatkowych ggazjej unieruchamianiu w wyniku
reakcji z genipin. Bez wzgédu na szenie uytej genipiny, a take pocatkows ilosé
lizostafyny, charakter uzyskanego profilu uwalngamnvskazat,ze wigkszags¢ niezwihzanej

z matryg lizostafyny zostata uwolniona w agu pierwszych 30 minut prowadzenia
doswiadczenia. W literaturze zjawisko to nazwane zZostdektem gwattownego uwalniania
(ang. ,burst release’), jaki obserwowany jest w przypadku préb unieructzania r&nych
zwigzkébw w biopolimerowych matrycach, tak dla matryc chitozanowo-kolagenowych.
W konstrukcji materiatow opatrunkowych o aktywnob przeciwdrobnoustrojowej jest to
efekt paadany pod warunkiem,zze materiat po uwolnieniu niezgaanego czynnika
aktywnego bdzie nadal wykazywat dziatanie przeciwdrobnoustigo Zadaniem pierwszej
~-gwaltownie uwolnionej” dawki jest unieczynnieniedmowiadagcych za zakzenie rany
mikroorganizmow, natomiast pozostata aktywhmaterialbw ma chrodiprzed jej wtornym
zakaeniem.
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Rysunek 23. Profil uwalniania lizostafyny w czasie, z materigt@hitozanowo-biatkowych sieciowanych
réznym stzeniem genipiny, zawierggych jednakow ilos¢ lizostafyny (10 U/ml) Panel A). Liczba jednostek
lizostafyny uwolnionych z badanych materiatéw po@idutach prowadzenia éwiadczenia Panel B).
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Rysunek 24. Profil uwalniania lizostafyny w czasie, z materisi&hitozanowo-biatkowych o idbej jej
zawartdci (sieciowanych genipinw stzeniu 0,5% w/w) Panel A). Liczba jednostek lizostafyny uwolnionych
z badanych materiatéw po 90 minutach prowadzendaidalczenia Panel B).

5.4.2 Charakterystyka aktywnosci materiatdw chitozanowo-biatkowych wzgédem
komorek szczepowStaphylococcus aureus pochodzcych z rGznych populacii.

W celu oceny przydatdoi otrzymanych materiatdw chitozanowo-biatkowych w
zwalczaniu zaksen wywotanych przez rne szczepyS. aureus oznaczytem aktywrio
wybranego materiatu (10U/ml lizostafyny wegdém dyspersji polimerow; 0,5% w/w —
stezenie genipinyTabela 8 préba nr 2) w stosunku do 143 szczepow bakteryjnych, gdzie
59 wyizolowano z zakenych ran ludzkich (w tym 6 MRSA), a 84 pochodztgruczotu
mlekowego zwiergt chorych namastitis (Tabela 7). Oznaczenia przeprowadzitem wedtug
procedury opisanej w punkci®aterialty i Metody 4.2.4.13, przy czym parametrem
wykorzystanym do poréwnywania aktywsod bakteriolitycznej byt czas, po jakimegtas¢
optyczna Olgys zawiesiny komorelS. aureusspadta do zera w wyniku jej dynamicznego
kontaktu z materiatem chitozanowo-biatkowym zawjgrgm lizostafyr. Przeprowadzone
dodwiadczenie wykazatoze badane materiatyy saktywne wzgidem wszystkich badanych
szczepOw, a czas po jakinesos¢ optyczna ich zawiesin spadata do zera zawietasi
przedziale od 10 do 95 minuTiekawg obserwag 53 roznice we wraliwosci na dziatanie
zawartej w materiale lizostafyny pogdizy szczepami wyizolowanymi z adych zrodet.
W warunkach przeprowadzonego sdeadczenia szczepami, ktorych komorki ulegty
catkowitej lizie, w najkrotszym czasie okazaly dby¢ te pochodzenia byegtego. W
przypadku 56 szczepow z tej populacji (60,2%) czmasjakim nasipit spadek gstdsci
optycznej z Olgys = 0,5 do Olgys = 0,0 byt krotszy i 30 minut, natomiast tylko dla
4 szczepow (4,3%) przekroczyt 65 minut.
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Rysunek 25.Poréwnanie aktywniei materiatu chitozanowo-biatkowego wzdem 141 szczepO8. aureuspochodzacych z rénych populacji (metoda
spektrofotometryczna) otrzymanego przez dodanie /mOUizostafyny (sieciowanie genipinw skzeniu 0,5% w/w). Jako parametr klasyfikey
wykorzystano czas, po jakimegfas¢ optyczna wyjciowej zawiesiny drobnoustrojéw spadnie do zera yniwu dynamicznego kontaktu z badanym

materiatem
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Redukcja gstasci optycznej dla szczepow wyizolowanych z ran ludakv czasie do
30 minut nasipita jedynie w przypadku 6 szczepdw (11,5%). Komévickszaci szczepow
z tej populacji ulegaty lizie w przedziale od 30 @@ minut (42 szczepy). Natomiast tylko 11
wymagato do tego nieco diszego okresu inkubacji z badanym materiatem. Welobr
populacji komérek wyizolowanych z ran ludzkich podmcych z ré@nych arodkéw,
bardziej wraliwymi szczepami okazaty siby¢ te pochodgce od pacjentéw ze szpitala w
Koszalinie. Tylko 11% z nich wymagato czasuzdizego ni 55 minut do catkowitej redukcji
gestasci optycznej zawiesiny komorkowej, podczas gdy dleczepow otrzymanych ze
szpitala w Vaxjo wskazanwartas¢ przekroczyto 37,5% z badanych szczepdw.zilfa
informacp uzyskam w wyniku przeprowadzonego geiadczenia jest tale brak opornéri
na dziatanie lizostafyny szczepdéw z grupy MRSA. Kokintych szczepow nie wygdialy sk
takze na tle badanego zbioru czasem, po ktérymepasiata catkowita ich liza na skutek
kontaktu z badanym materiatem chitozanowo-biatkowgéh7 min. dla szczepu K2041; 41,7
min. dla szczepu K2015 i ok 50 min. dla szczepo &2 K2136 i 59SZ.

Przeprowadzone badanie ujawni#, zaden z badanych szczep&yv aureusw tym
takze z grupy MRSA, nie wykazat oporim wzglkdem inkorporowanej w materiale
chitozanowo-biatkowym lizostafyny. Opor§tona bakteriolityczne dziatanie tego enzymu jest
niezwykle rzadkim zjawiskiem, natomiast znicowana wraliwos¢, bedaca wyrazem
wykazanych rénic w kinetyce bakteriolizy jest juobserwacj powszechs wyskepujaca
takze dla innych czynnikow przeciwdrobnoustrojowychy@da i in. 2014, Climo i in. 1998].
W przypadku lizostafyny tiice we wraliwosci szczepow wynikaj z budowy sciany
komodrkowej poszczegolnych szczepow, a w szczegdlawigzane § z dos¢gpem do wizan
peptydowych w mostkach poliglicynowych siegmych tacuchy glikopeptydowe
wystepujace w peptydoglikaniécian komoérkowych w/w bakterii,dolagce jednoczénie celem
molekularnym dla lizostafyny [Zygmunt i in. 1972)zyskane przeze mnie wyniki mpgyc
zatem jednym z kolejnych uzasadnila préby komercyjnego jej wykorzystania w terapia
przeciwgronkowcowych.
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5.5. Pordéwnanie wybranych wi&ciwosci materiatéw chitozanowo-biatkowych
otrzymanych z wykorzystaniem technologii rozpuszczaa chitozanu w wodzie
z wybranymi dostepnymi na rynku materiatami opatrunkowymi.

Ostatnie kilkangcie lat to okres gwaltownego rozwoju wszystkich tejosych
technologii. W tym czasie procesom transformaaigaly take metody leczenia ran, a wraz
Z nimi technologie zwizane z wytwarzaniem materiatdw opatrunkowych. Rragiatrunki
bawetniane wykorzystywane patkowo do leczenia wszystkich typow ran nazdkgm ich
etapie gojenia, stopniowo zostawaly zpsivane bardziej zaawansowanymi materiatami,
cz¢sto o widciwosciach dedykowanych nie tylko konkretnym urazomgzléakze wiasnie
poszczegoOlnym etapom ich leczenia. Dzisiejszy ryneMeriatdbw opatrunkowych to ju
ponad 2500 produktow wytwarzanych zmgch surowcédw i przy wykorzystaniu najbardziej
aktualnej wiedzy z pogranicza wielu dyscyplin nauioh [Uzun i in. 2013]. Przy tak wielu
mozliwosciach wyboru coraz trudniejszym staje siobdr tego wisciwego. W literaturze
naukowej dospnych jest szereg publikacji fw@ieconych porownywaniu wybranych
wiasciwosci w warunkachin vitro, a take skutecznéci materiatdw opatrunkowych w
badaniachin vivo, ktére pozwalaj na ich kategoryzagj Ze wzgtdu na mnog&
wykorzystywanych metodologii, bardzo trudne jestpmérednie obiektywne poréwnanie
wybranych widciwosci materiatbw opisanych przez arte grupy badawcze. Dotyczy to
szczegoOlnie takich wiaiwosci jak aktywnad¢ przeciwdrobnoustrojowa, czy badanie
cytotoksycznéci, gdzie zmiennych wptywagych na jaké¢ wyniku jest znacznie wcej niz
w przypadku relatywnie prostych oznagzeviasciwosci fizykochemicznych. W celu
poréwnania wiéciwosci opracowanego przeze mnie materialu chitozanoaldwego
0 potencjalnym zastosowaniu w terapiach leczenig veybratem grup 15 materiatdw
opatrunkowych dogpnych na polskim rynku wyrobow medycznych. Opis veytych
materiatdbw przedstawitem Wabeli nr 16. W grupie tej znalazty siopatrunki zbudowane
zarowno z polimeréw naturalnych (kolagenu, karbokstylocelulozy, soli kwasu
alginowego, bawelny), jak i opatrunki syntetyczpeliuretanowe i z poliwinylopirolidonu),
materiaty nalegce do grupy opatrunkéw hydrelowych, hydrokoloidowych, widknistych,
gabczastych, a tale opatrunki o wisciwosciach przeciwdrobnoustrojowych. Wszystkie
wybrane materialy poréwnatem pod gtém takich wiaciwosci jak: chlonng¢,
rozpuszczaln@&, wplyw na zmian pH, cytotoksyczn& wzgledem mysich komorek
fibroblastéw (NIH-3T3), whéciwosci przeciwutleniajce. Ponadto materialy o deklarowanej
aktywnaici przeciwdrobnoustrojowej (Bactigras, Inadine, dfstd Silver Pad, Melgisorb Ag,
Mepilex Ag, Algivon, Silvercell, Aquacel Ag) porowatem dodatkowo pod wzglem ich
aktywnasci wobec komorelStaphylococcus aureuStaphylococcus epidermigisscherichia
coli i Pseudomonas aerugingsavykorzystugc do tego celu meted dyfuzyjrg oraz
oznaczenie liczby drobnoustrojow po aodfomych czasach inkubacji materiatow
z zawiesinami drobnoustrojéwWigateriaty i Metody 4.2.4.1R).
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Tabela 16.Charakterystyka materiatlow opatrunkowych wykorzygtén w poréwnaniu z wigiwosciami
materiatu chitozanowo-biatkowego otrzymanego wedtagej technologii rozpuszczania chitozanu w wodzie

Nazwa materiatu

Producent Podstawowe informacje
opatrunkowego
. . Opatrunek z widkniny bawelnianej nagony macia parafinovy
Bactigras Smith & Nephew z octanem chlorheksydyny weseniu 0,5% wiw.
Opatrunek z dzianiny wiskozowej nagonej jodopowidonem
Inadine Johnson&Johnson | (rozpuszczalnym w wodzie kompleksem jodu
z poliwinylopirolidonem w stzeniu od 9 do 12%, w/w).
Matopat Silver Opatrunek z  widkniny  bawelnianej  pokryty siategzk
TZMO S.A. .
Pad z zaadsorbowanym srebrem metalicznym.
Opatrunek  widkninowy na  bazie  alginianu  wapnia
Melaisorb A Molnlycke i karboksymetylocelulozy, o zawagm srebra 0,8 mg/cm
9 9 Health Care w postaci fosforanu srebrowo-sodowo-wodorowo-cyrkonaweg
(ulotka producenta).
Mebilex A Molnlycke Health | Opatrunek z ghki poliuretanowej z wglem aktywnym i siarczanem
P 9 Care srebra o stzeniu 1,2 mg/crh(ulotka producenta).
. . Opatrunek z widkninowy na bazie alginianu wapnia,acasny
Algivon Kikgel miodem Manuka (minimum UMF® 12+).
Opatrunek widkninowy zbudowany z widkien alginianu wiapn
. i karboksymetylocelulozy oraz widkien nylonu pokrstysrebrem
Silvercell Johnson&Johnson metalicznym; zawarté  jonéw  srebra  111mg/113cm2
[Parsons i in. 2005].
Nietkany opatrunek hydrowtéknisty zbudowany z widkien
Aquacel Ag Convatec karboksymetylocelulozy sodowej z dodatkiem 1,2% rsreb
koloidalnego (8,3mg/100cm?2) [Aramwit i in. 2010].
Opatrunek hydrowtoknisty zbudowany z widkien
Aquacel Convatec karboksymetylocelulozy sodowej.
CS/KOL/LYZ Politechnika Materiat gsbczasty zbudowany z chitozanu, kolagenselatyny,
Gdaiska zawierajcy lizostafyre. Opracowany w ramach pracy doktorskiej.
Opatrunek hydrokoloidowy zbudowany z warstwy
Hydrocoll Paul Hartmann z karboksymetylocelulozy, warstwy adhezyjnej i wasstw
z poliuretanu (zewgtrznej).
Opatrunek hydrokoloidowy zbudowany z: karboksymetslolozy,
Granuflex Convatec pektyny izelatyny.
Lohman & . .
Suprasorb C Rauscher Opatrunek z ghki kolagenowej, kolagen wotowy typ I.
Fabricoll Plus | Johnson&Johnson | Opatrunek z ghki zbudowanej z kolagenu i alginianu wapnia.
Opatrunek hydrzelowy zbudowany z usieciowanej za pompoc
Aquagel Kikgel strumienia elektronéw dyspersji poliwinylopirolidonuglikolu
polietylenowego i agaru.
Kaltostat Convatec Opatrunek wiékninowy zbudowany z widkien alginianu sodu

i wapnia.

Uzyskane wyniki

porownatem z tymi

dla materialu tohanowo-biatkowego

z inkorporowan lizostafyry o sktadzie uznanym za optymalny (10U/ml lizostgfyn
wzgledem dyspersji polimerow; 0,5% w/w -¢s¢nie genipinyTabela 8 préba nr 2).

5.5.1.Poréwnanie wiaciwosci przeciwdrobnoustrojowych.

w

ramach
przeciwdrobnoustrojowej

badania
siedmiu

mgjego na  celu poréwnanie  aktywseo
materiatbw opatamich o deklarowanej tej

wiasciwosci, a take materialu chitozanowo-biatkowego z inkorporowalizostafyry
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dokonatem oznaczenia wobec dwdch szczepéw Gram $Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidisaz dwoch szczepow Gram (Bscherichia coli Pseudomonas
aeruginosanalezagcych do grupy drobnoustrojéw najéziej wywotujagcych zakaenia ran.
Ocere aktywnaci przeciwdrobnoustrojowej przeprowadzitem z wyk@taniem metody
dyfuzyjnej, poprzez pomiar wielkoi stref zahamowania wzrostu oraz oznaczenia liczby
drobnoustrojow, jaka pozostata po begpdnim kontakcie zawiesiny komorek
drobnoustrojow z badanymi materiatami po @glorym czasie ekspozycji 4 i 24 godzin
(Materiaty i Metody 4.2.4.15. W obkbie wybranej grupy materiatbw opatrunkowych
znalazty st te, ktorych aktywn& uwarunkowana jest obeciug roznych zwpzkdéw
aktywnych, w tym: chlorheksydyny (Bactigras); jod@pdonu (Inadine); miodu Manuka
(Algivon) oraz zwjzkdéw srebra w czterechzdych postaciach: fosforanu srebrowo-sodowo-
wodorowo-cyrkonowego (Melgisorb Ag), siarczanu saefMepilex Ag), srebra koloidalnego
(Aquacel Ag) oraz srebra metalicznego (Matopat e3ili?ad, Silvercell). Ze wzgdu na
specyficz aktywna¢ lizostafyny, wykorzystanej w konstrukcji materiatachitozanowo-
biatkowych, oznaczenia dla tego materiatu przepdzayem wyhcznie wzgtdem komorek
S. aureus

llos¢ zywych komoérek drobnoustrojéw, jaka pozostala po emet
i dwudziestoczterogodzinnej inkubacji z badanymitariatami przedstawitem na dwdch
kolejnych Rysunkach nr 26 i 27w postaci logarytmu dziegnego z liczby bakterii,
okreslonej metod seryjnych rozcigczen, log(cfu/ml). Materiaty opatrunkowe Mepilex Ag
i Inadine, a take opracowany przeze ze mnie materiat chitozanowatktivy zawierajcy
lizostafyre okazaty st by¢ najbardziej aktywnymi wobec komorek wzorcowegozspu S.
aureus redukujc liczbe komorek bakteryjnych do poziomu peej progu oznaczalioi, juz
po czterogodzinnym kontakcie z ich zawigs(Rysunek 26, Panel A Opatrunki Mepilex
Ag i Inadine byly take jedynymi materiatami, ktére w tym samym czasiedakowaty do
zera liczle komorek S. epidermidis(Rysunek 26, Panel B Opatrunki Melgisorb Ag,
Aquacel Ag i Silvercell take wykazaty wysok aktywnad¢ wobec badanych szczepdw
S. aureus S. epidermidigedukujc liczbe komorek o 4 do 5 ezlow logarytmicznych po
czterogodzinnej inkubacji. Wydhenie czasu ekspozycji zawiesiny drobnoustrojow na
dziatanie tych materialtbw o dalsze dwadeia godzin doprowadzito do spadku liczby
zywych komorek o kolejne 1-2 ¢dy, jednak nie spowodowato spadku ich liczby gepi
progu oznaczalsoi. W warunkach prowadzonego soadczenia opatrunki Algivon
i Matopat Silver Pad wykazaty najsiza aktywna¢ powodujc spadek liczby drobnoustrojow
jedynie o dwa rady logarytmiczne, przy czym Algivon okazat $y¢ nieznacznie bardziej
aktywny wzgkdem komorekS aureusi nieznacznie mniej aktywny wzaglem koméreksS.
epidermidis Natomiast opatrunek Bactigras nie wykazat istotaktywnasci wzgledem
komorek obu gatunkow bakterii Gram (+). Oznaczejaide wykonatlem wzgidem komérek
gatunkéw bakterii Gram (-) wykazatye do grupy materiatow redukigych liczke zywych
komoérek zaréwnde. coli, jak i P. aeruginosado poziomu poriej progu oznaczalioi po
dwudziestoczterogodzinnej ekspozycji na ich dziatamalea takze materiaty Mepilex Ag
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i Inadine Rysunek 27, Panel A i B. W przypadku testéw wykonanych wzdeém komérek
E. coli grup; tg uzupetnity opatrunki Aquacel Ag i Silvercell, nat@st wzgédem komorek
P. aeruginosa- Aquacel Ag. Opatrunek Silvercell wykazak siieco niszy aktywndcia
wzgledem komorekP. aeruginosaredukujc liczbe komoérek w zawiesinie o 5,5 gdu
logarytmicznego. Fwednig aktywndcig wzgledem obu bakterii Gram (-) wykazatesi
opatrunek Melgisorb Ag, powodyg spadek liczby drobnoustrojéw w obu przypadka&tda
0 okoto 5 jednostek logarytmicznych. Opatrunki Atgn, Bactigras i Matopad Silver Pad, tak
jak w przypadku testow wykonanych wedém bakterii Gram (+), okazatyesby¢ najmniej
aktywnymi materiatami, powodag redukcg liczby bakterii jedynie o dwa ¢dy
logarytmiczne.

Przeprowadzone dwiadczenie wykazato,ze spadrod wszystkich badanych
materiatdw jedynie opatrunki Mepilex Ag i Inadineykazaly najwyszy skutecznél
wzgledem wszystkich czterech wybranych szczepow baktgch, redukujc liczbe bakterii
do poziomu poriiej progu oznaczalgoi. Opracowany przeze mnie materiat chitozanowo-
biatkowy aktywowany lizostafyn takze spowodowat catkowgt redukcg liczby komorek
S. aureusw czasie pierwszych czterech godzin od momentudktatz zawiesiq bakteryjn.
Wynik ten byt spodziewanym rezultatem ze wgi na przeprowadzone wGenee)
doswiadczenia  aktywngwi  przeciwdrobnoustrojowej z  wykorzystaniem  metody
turbidometrycznej wobec 143 szczepéw tego gaturmddrie catkowity spadek egtasci
optycznej obserwowatem w czasie nieprzekragzap 90 minut \\Wyniki i Dyskusja 5.4.2).
Obserwacje prowadzone podczas trwania eksperymakia sugerowatyze do catkowitej
redukcji liczby drobnoustrojow, przez materiat oaginowo-biatkowy, mogto d&j znacznie
szybciej, na co wskazywata niemal catkowita redakgjstasci optycznej zawiesiny jipo
pierwszych 30 minutach od naaania kontaktu. Wykorzystanie znacznie prostszeybszej
metody turbidometrycznej do poréwnania wybranychtemialéw opatrunkowych nie byto
mozliwe ze wzgédu na to,ze zawarte w nich inne czynniki aktywne nie powadspadku
gestosci optycznej zawiesin badanych szczepow bakteryjnyZatem do okridenia
efektywndci tych materiatébw konieczne byto zastosowanie mhe&eryjnych rozcigczer, w
celu zliczenia komoérek, jakie pragy kontakt z badanymi materiatami.
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Rysunek 26. Poréwnanie aktywri@i przeciwdrobnoustrojowej wybranych materialdw tpakowych
wzgledem komorekS. aureus(Panel A) i S. epidermidis(Panel B). Oznaczenie liczbyywych komodrek
drobnoustrojow, jaka pozostata po begpdnim kontakcie zawiesiny komoérek drobnoustrojovbadanymi
materiatami po okrdonym czasie 4 i 24 godzin.
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wzgledem komérekE. coli (Panel A) i P. aeruginosa(Panel B). Oznaczenie liczbyzywych komorek
drobnoustrojow jaka pozostata po beggonim kontakcie zawiesiny komdrek drobnoustrojovbadanymi
materiatami po okrdonym czasie 4 i 24 godzin.
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Test pomiaru spadku liczby drobnoustrojow w czadsistarczyt ciekawych informacji
na temat rénic w dziataniu opatrunkéw srebrowych. Pomimanié w zawartéci srebra w
wybranych materiatach T@bela 16, nie zaobserwowatlem korelacji pamzy tym
parametrem, a oznaczpn aktywngcia przeciwdrobnoustrojogv wobec badanych
mikroorganizméw. Podobne wyniki zaobserwowano isapd ju wcze&niej w wielu
publikacjach [Uzun i in. 2013, Thomas i in. 2008Y. pracach tych zwrécono uwagze
wszystkie dotychczas stosowane metody pomiaru ze$garsrebra pozwalgjjedynie na
okreslenie catkowitej jego zawarfoi zarébwno w jego aktywnej jonowej formie Agak i tej
nieaktywnej AJ. Natomiast aktywn@ danego materialu zawiesapgo srebro jest
uwarunkowana od efektywsd (ilosci i szybkaci) uwalniania srebra w formie jonowej, a to
jest juz zalezne od budowy zwazkdéw wykorzystanych do aktywacji materiatéw, azalod
budowy i charakteru samej matrycy opatrunku. Zayvertmateriale Melgisorb Ag fosforan
srebrowo-sodowo-wodorowo-cyrkonowy jest trudnigjposzczala sob niz siarczan srebra
uzyty w opatrunku Mepilex Ag, co przy zbbnej zawartéci srebra dla obu materiatow oe
stanow¢ jedrg z przyczyn warunkgpych zaobserwowane idice w ich skuteczriwi.
Matopat Silver Pad okazatesby¢ najmniej skutecznym materiatem zawiecym srebro w
warunkach prowadzonego &wadczenia wzgldem wszystkich badanych szczepow
bakteryjnych. Tak niska redukcja liczby bakteriizaavynika& bezpgrednio z jego budowy.
Jest on bowiem opatrunkiem dwuwarstwowym, zbudowany warstwy wiokniny
bawetnianej i siateczki pokrytej metalicznym srebreZe wzgédu na czysto metaliczn
posta&, kationy srebra prawdopodobnie uwalniang w dwo mniejszej iléci niz
Z pozostatych materiatow, co m®by¢ przyczyry duzo stabszych rezultatow.

Badanie aktywn&i przeciwdrobnoustrojowej z wykorzystaniem metatifuzyjnej
potwierdzito, ze wszystkie badane materialy byty aktywne wobec ragpch szczepow,
0 czym swiadcz zaobserwowane mniejszeadd wigksze strefy zahamowania wzrostu
(Tabela 17.

Najwicksze wartéci tego parametru w przypadku obu szczepow bak@m@m (+)
odnotowatem dla materiatdw Mepilex Ag, Melgisorb Agaz opatrunku Algivon. Mepilex
Ag i Melgisorb Ag pozostaly tale najbardziej aktywne wzglem obu szczepow Gram (-).
Ciekawg obserwag s3 roznice w aktywnéciach niektérych materiatdbw oznaczone za
pomo@ obu metod. Opatrunek Inadine, ktory wazej naleat do grupy opatrunkow
0 najwyszej aktywnéci wzgldem wszystkich badanych mikroorganizmow, w tym
przypadku okazat ei by¢ jednym 2z materiatdbw powodigych najmniejsze strefy
zahamowania wzrostu. Podobny wynik uzyskatem dlaersu chitozanowo-biatkowego
aktywowanego lizostafyn wobec komorekS. aureus W badaniu za poma@c metody
dyfuzyjnej materiat ten wywotat strefnhibicji o najmniejszefrednicy. Natomiast opatrunek
Algivon, ktory powodowat spadek liczby drobnousémj podczas testu isciowego jedynie
o0 1-2 jednostki logarytmiczne, okazal¢ shaleze¢ do najskuteczniejszych materiatdw
wzgledem komoérek bakterii Gram (+), gdy kryterium por@wtzym byta wielké¢ strefy
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zahamowania wzrostu. Uzyskane wyniki maratem wskazyw@ ze przy porownywaniu
aktywndici réznych materiatow istotny jest dobor metody jej oz@ata.

Tabela 17. Poréwnanie sredniej wielk@ci stref zahamowania wzrostu dookota wybranych nattev
o aktywndgci przeciwdrobnoustrojowej oraz materiatu chitozaanebiatkowego aktywowanego lizostagyn

S. aureus S. epidermidis E. coli P. aeruginosa

Z0l odch.std, ZOl odch.std, ZOl odch.std! ZOl odch.std.

[mm] [mm] [mm] [mm] [mm] [mm] [mm] [mm]
Bactigras 15,1 0,6 16,4 1,2 13,4 1,5 12,4 0,6
Inadine 16,1 0,5 14,6 1,3 15,3 0,5 16,9 1,2
Matopat 15,6 0,9 15,5 0,4 13,9 0,5 16,6 0,7
Silver Pad
Melgisorb Ag 211 0,9 20,9 0,5 16,7 1,8 19,4 1,4
Mepilex Ag 20,9 16 20,4 1,0 20,3 0,5 18,2 05
Algivon 20,5 1,6 19,1 0,5 15,2 1,6 14,0 0,4
Aquacel Ag 16,7 1,0 16,2 1,0 17,1 0,6 17,2 0,4
Silvercell 16,1 0,5 16,0 0,7 17,7 1,2 17,8 0,6
CS/KOL/LYZ 14,4 0,3 nie oznaczono nie oznaczono nie oznaczono

Brak korelacji pomgdzy wynikami uzyskanymi obiema wykorzystanymi metinl
zaobserwowat juwczeniej Gallant, porownuagc aktywna¢ siedmiu opatrunkéw srebrowych
wzgledem 17 szczepdw bakteryjnych Behm [Gallant-Behmn.i 2005]. W pracy tej
szczegOtowo zostaly opisane wady i zalety obu wyrh testéw aktywnii oraz powody,
dla ktérych doktadna ocena skutecgriomateriatdw opatrunkowych, zawiegaych r@ne
czynniki aktywne, a zwtaszczaae formy srebra, nie powinna opiérsic na pojedynczym
tescie dyfuzyjno-kazkowym. Brak korelacji pomidzy wynikami uzyskanymi obiema
metodami wynika take z r&nic w budowie chemicznej samych zwkow aktywnych,
a zwlaszcza ich masy gsteczkowej czy charakteru jonowego. Ma to szczegalmaczenie
dla zjawiska dyfuzji, jakie jest jednym z czynnikévptywajagcych na wielké¢ uzyskiwanych
stref zahamowania wzrostu. Takie uzasadnienigenttumaczy duzo nizsze wyniki dla
opatrunku Inadine i materialu chitozanowo-biatkowegzawieragcego lizostafyn,
poréwnupc wyniki testu dyfuzyjnego i iliciowego. Oba zawarte w nich zmki aktywne g
polimerami o duo wyzszej masie awsteczkowej w stosunku do pozostatych czynnikow
aktywnych, co mge powodowd, ze szybkd&¢ ich dyfuzji w podidu staltym mae by
wolniejsza nt w przypadku pozostatych badanych czynnikow aktystmyZ kolei wysoka
aktywna¢ opatrunku Algivon oznaczona za pomauetody dyfuzyjnej na podio statym
I jednoczénie niska aktywn& oznaczona na podstawie testuséiowego, mae wynika
z dziatania nieco odmiennych mechanizméw w przypadku pozostatych, zawartych w
badanych materiatach, czynnikbw aktywnych. Waask, ze mechanizm zwrany
z aktywndcia przeciwdrobnoustrojogvtego materiatu zvgzany jest z dziataniem nadtlenku
wodoru, jaki powstaje pod wptywem zawartej w miadzoksydazy glukozy oraz
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metyloglioksalu. Trzecim czynnikiem jaki mogt wyvetzistotny wptyw na wielkéc¢ strefy
zahamowania wzrostu, wywotanej przez ten matepatrankowy, jest dia ilos¢ cukru, jaka
uwalniana jest dagrodowiska, w wyniku kontaktu z materiatem. Wysokigzenie cukru
moze wywoltywa szok osmotyczny, co dodatkowo (w sposob mechapjczedukuje
znajdupce s¢ w jego obebie komorki drobnoustrojow, wptywagg tym samym na wielksd
strefy zahamowania wzrostu. Wniosek ten zmopotwierdz& zaobserwowana strefa
przej&nienia, ze zmniejszan gestascia mikroorganizmdéw dookota widaiwej strefy
zahamowania wzrostu, obecna dla wszystkich cztebeatanych szczepow bakteryjnych.
Wplyw dziatania tego mechanizmu, jak i aktywoionadtlenku wodoru, wydajsic miec
istotne znaczenie jedynie podczas béppiniego kontaktu materiatu z mikroorganizmami,
co tltumaczytoby rénice w wynikach uzyskanych za pomaubu metod badania aktywsw.
Charakter podiza ptynnego, w jakim przeprowadzane byto oznaczeeaukcji liczby
komorek bakteryjnych w ich zawiesinie powodowag stzenie cukru bardzo szybko
rozkladato sj na cag jej objgtos¢, natomiast generowany nadtlenek wodoru mogt wmaki
srodowisku bardzo szybko zostanaktywowany zanim nagpit kontakt z docelowymi
komorkami.

Poréwnujc wielkasci stref inhibicji wzrostu dla opatrunkéw srebrovyazgkdem
wszystkich badanych szczepow, tak jak w przypadktody ilcsciowej, tak i tym razem nie
zaobserwowatem korelacji pogdizy tym parametrem a zawait®y srebra w badanych
materiatach. Niemniej jednak opatrunek Mepilex Atfiry zawierat najwiksz ilos¢ srebra
przypadajca na jednost&k powierzchni nalezat do tych materiatdw, ktére wywotywaty
najwicksze strefy zahamowania wzrostu wazgm wszystkich badanych szczepow.
Uzyskany przeze mnie wynik jest jednak sprzeczngpmblikowanymi wynikami przez
Bradshaw’a, ktéry wykorzystgg podobl metodologt nie zaobserwowat wokét tego
materiatu stref zahamowania wzrostu wzgm zadnego ze szczepO®. coli, S. aureus
i P. aeruginosa[Bradshaw 2011], uzasadrjaj to brakiem mgliwosci zjonizowania
zawartego w nim siarczanu srebra w warunkach prewrz@ho déwiadczenia. Majc jednak
na uwadze wysakaktywna¢ opatrunku Mepilex Ag w przeprowadzonym przeze nieieie
ilosciowym, a take innymi doniesieniami literaturowymi potwierdzeymi skuteczng tego
materiatu [Barrett 2009], megizn&, ze uzyskane przeze mnie wyniki nig@zypadkowe.

5.5.2.Poréwnanie cytotoksycznéci wzgledem komérek NIH-3T3.

Rysunek 28 przedstawia zestawienie wynikdw uzyskanych podchbaslania
cytotoksycznéci szesnastu #mych materialtdw opatrunkowych, w tym dla materiatu
chitozanowo-biatkowego aktywowanego lizostafyBadanie zostatlo wykonane w oparciu
o test MTT wzgtdem mysich komorek fibroblastow, NIH-3T3, po 72 godej inkubacii
Z materiatami testowymiMateriaty i Metody 4.2.4.10. Uzyskane wyniki wskazuj ze
zaden z badanych materiatdw opatrunkowych nie wgbtgorzystnie na poziom proliferacji
fibroblastéw, powodujc w mniejszym hdz w wiekszym stopniu redukej zywotngici
komorek, w stosunku do proby kontrolnej. Jedynietemaly chitozanowo-biatkowe,
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otrzymane przeze mnie na drodze opisanej w teypratodologii, nieznacznie stymulowaty
wzrost fibroblastéw, osgajac tym samym najlepszy wynik w grupie wybranych matéw
(wzrost komorek na poziomie 103 + 9% i 98 + 8% awligainio da materiatéw bez dodatku
lizostafyny i materiatow g zawieragcych). Wsrod materiatdbw powodyggych najmniejsze
zahamowanie wzrostu komoérek znalazky siateriaty Fabracoll Plus, Suprasorb C, Matopat
Silver Pad oraz Hydrocoll, dla ktorych ggnicto wzrost komorek w zakresie od okoto 90 do
70% wzgtdem préby kontrolnej. Natomiast opatrunki InadiMelgisorb Ag, Aquacel Ag
oraz Bactigras doprowadzity nienmaldo catkowitego zahamowania ich wzrostu.

Zywotnosé komaérek NIH-3T3 po 72 h [%]
0 20 40 60 80 100 120
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Matopat Silver Pad
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Rysunek 28. Poréwnanie cytotoksyczeo wybranych materialéw opatrunkowych
z materiatem chitozanowo-biatkowym aktywowanym $itafyry, wzgkdem mysich
komorek fibroblastow (NIH-3T3), test MTT.

Wysoka cytotoksyczrié jaka wykazaly materialy zawiergje r&ne zwhzki
przeciwdrobnoustrojowe, nie jest wynikiem zaska&uin, bowiem byta ona wskazywana ju
wczesniej przez rane grupy badawcze, z czego naéj uwagi péwiecono porownaniom
opatrunkéw zawieragych r&ne formy srebra [Kempf i in. 2011, Van Den Plas.i 2008,
Paddle-Ledinek i in. 2006]. Jak wykazatlem wesck paswieconej porownaniu aktywrsoi
przeciwdrobnoustrojowej, srebro jest niezwykle &fekiym czynnikiem bakteriobdjczym
0 szerokim spektrum dziatania. Gtowny mechanizno jeggtywndci polega na interakcji
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z biatkami bton komérkowych prowaglzej do zaburzenia jej gytosci i wycieku jonow,
a take skladnikow odywczych z witrza komérki. Ze wzgidu na niespecyficzny charakter
tej aktywndci, srebro dziata w ten sam sposdb zar6éwno na kkintbobnoustrojow, jak

i komorki ssacze [Lansdown 2010], co jest zapewrayqzyry zaobserwowanej wysokiej
cytotoksycznéci opatrunkow je zawieragych wzgédem komorek fibroblastéw. W postaci
metalicznej jest ono jednak stosunkowo inertnetedia te opatrunek Matopat Silver Pad,
ktory w swojej strukturze zawiera siate¢zgokryty metalicznym srebrem, uzyskat jeden
Z najstabszych wynikéw w poréwnaniu aktywsnbprzeciwdrobnoustrojowej oraz okazag si
materiatem o stosunkowo najeiej cytotoksyczrimi, utrzymupc zywotnas¢ komorek
fibroblastéw na poziomie 72 + 16%. W sposob bémxini, cytotoksyczne dziatanie jondw
srebra widoczne jest ta& w poréwnaniu wynikéw testu MTT dla dwoch hydroldstych
opatrunkéw zbudowanych z widkien karboksymetylolwetyr Aquacel i Aquacel Ag,
z ktérych tylko jeden zostat impregnowany srebrestoiklalnym. Aktywnad¢ jonow srebra
zawartych w opatrunku Aquacel Ag doprowadzita denmalze catkowitej redukcjizywych
komoédrek, w warunkach prowadzonego $sw@dczenia, podczas gdy materiat go
niezawierajcy spowodowat spadek liczby komoérek jedynie o 40%tesunku do kontroli.
Tak jak w przypadku badania aktywico przeciwdrobnoustrojowej, tak podczas tego
oznaczenia nie zaobserwowatem korelacji polny zawartéciag srebra a stopniem redukcji
zywotnasci wzgledem badanych komorek. Wysoka cytotoksyéZnmateriatow Bactigras
i Inadine, ktére obok niektorych materiatdbw srebyotv catkowicie zahamowaty wzrost
fibroblastéw, take byla raportowana ju wcze&niej i wynika z niespecyficznych
mechanizméw dziatania zawartych w nich gzkidéw: chlorheksydyny i jodopowidonu, a w
przypadku tego ostatniego cytotoksyczny efekigzeuy jest take z jego silnym dziataniem
utleniapcym [Kempf i in. 2011, Leaper i in. 2008]. Przepemzone poréwnanie jest tak
zgodne z doniesieniami wskazcymi na nisz cytotoksyczné¢ opatrunkéw, ktérych
aktywna¢ przeciwdrobnoustrojowa uwarunkowana jest obécgomiodu, w stosunku do
opatrunkéw srebrowych [Toit i in. 2009]. Nie zmianio jednak faktuze w warunkach
prowadzonego dwiadczenia opatrunek Algivon spowodowat niemal
pie¢dziesecioprocentowy redukcg zywotncsci fibroblastéw. Najmniejszy uzyskany efekt
cytotoksyczny, obok materiatdw chitozanowo-biatkawyla opatrunkow Fabricoll Plus oraz
Suprasorb C, zwrany jest najprawdopodobniej z wykorzystaniem db konstrukcji
kolagenu - surowca o dobrze udokumentowanej biokaytndnacsci, a nawet dziataniu
stymulupcym  proliferacg wielu r&nych komoérek w  warunkach in  vitro

I przyspieszenie procesu regeneracji rany w warunkach vivo. Niemniej jednak
zaobserwowany nieznaczny efekt cytotoksyczny wdmgh komérek fibroblastow, me
wynika¢ z obecnéci i dzialania zawartych w tych materiatach kwas@wganicznych,
najprawdopodobniej kwasu mlekowego, wykorzystywaneg etapie ich produkcjiahz
izolacji kolagenu, jaki nie zostat doktadnie ustiyiz wyrobu gotowego. Obecfiozwigzkdw

o charakterze kwasowym uwalnianych z tych matengidtwierdza obriione pH medium,
jakie wykorzystatem do oznaazenaksymalnej chtonrigi dla obu materiatéwl{abela 18.
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Wykazany przeze mnie negatywny wpltyw na wzrost kako fibroblastow
wszystkich wybranych w poréwnaniu komercyjnie @psatych materiatbw opatrunkowych,
nie podwaa zasadnai ich dotychczasowego wykorzystywania. Regeneraszkodzonej
tkanki jest procesem skiadaym st z wielu etapow i faz, na ktore wptyw ma szereg
kompleksowych czynnikéw. Dobér wdewego materiatu opatrunkowego wymageasia
kompromisu pongdzy niezlgdnymi wiasciwosciami, zalenymi od aktualnego stanu rany.
Dotyczy to w szczegolrioi sytuacji zwizanych z zakseniami mikrobiologicznymi, w
ktérych priorytetem jest uzyskanie wolnego od pataiyv sSrodowiska gojenia rany, nawet
kosztem chwilowego wprowadzenia dodatkowego czymnikamugcego procesy jej
regeneracji. Pomimae wybrana przeze mnie metoda jest gedmajprostszych opisanych w
literaturze, a warunki, jakie zapewnialsardzo odlegte od wdaiwegosrodowiska gajcej sk
rany, przeprowadzone badanie dostarcza istotnyfrniacji na temat relacji pordzy
roznymi materialami o rinej konstrukcji i rénym przeznaczeniu. Razem z pozostatymi
przedstawionymi w tym rozdziale wynikami dla por@manych widciwosci, a take
licznymi badaniami klinicznymi przeprowadzonymi ddazdego z nich, mie przyczynt sig
nie tylko do bardziejswiadomego wyboru tego wdaiwego materialu opatrunkowego
dokonywanego przez personel medyczny, alezetallo konstrukcji kolejnych nowych
materialdbw, o wigciwosciach coraz bardziej odpowiadeaych idealnemu opatrunkowi
medycznemu. Opracowany przeze mnie material chimza-biatkowy z inkorporowan
lizostafyrg okazat st by¢ jedynym materiatem cechygym st jednoczénie bardzo dig
aktywnaicia przeciwko szczepom gronkowca ziocistego i niemalbrakiem efektu
cytotoksycznego wzgtlem badanych komorek fibroblastéw. Brak cytotoksggo dziatania
lizostafyny wykazat take Hang, uzyskar prawie dwukrotnie wiszy poziom proliferaciji
embrionalnych fibroblastéw ptuca ludzkiego wzragtggh w medium wystawionym na
dziatanie otrzymanego w jego zespole materiatuozhitowo-kolagenowego aktywowanego
lizostafyrg [Cui i in. 2011]. Zaréwno ten, jak i uzyskany preemnie wynik sugerujeze
wykorzystanie czynnikow aktywnych, takich jak litafyna, o wysoce specyficznych
mechanizmach aktywiol, maze doprowadz do konstrukcji materialu opatrunkowego,
ktory nie wprowadzatby dérodowiska zakzonej rany dodatkowego czynnika negatywnie
oddziatywupcego na proces jej regeneracji.

5.5.3.Poréwnanie wybranych wiaciwosci fizykochemicznych.

Wyniki oznaczé czterech wybranych wdaiwosci fizyko-chemicznych dla szesnastu
poréwnywanych materiatdw opatrunkowych przedstawile Tabeli nr 18. Oznaczeniom
zostaly poddane nagglujace wiaciwosci: chtonngé, rozpuszczalnig, wptyw na zmiag pH
oraz widciwosci przeciwutleniaggce mierzone jako zdoldé do wymiatania wolnych
rodnikdw DPPH, kationo-rodnikdw ABTS oraz zdoddao chelatowania jonowelaza (I1).

Przeprowadzone dwiadczenie wykazato,ze spadrod wszystkich badanych
materialtdbw najwysza zdolncciag do wigzania cieczy charakteryzuje¢sotrzymany przeze
mnie materiat chitozanowo-biatkowy, jaki w warunkatego déwiadczenia byt w stanie
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zZwigzat okoto 27 g cieczy A, o sktadzie jonowym zibhym do wystku z rany, na kaly
gram swojej masy. Opatrunki Aquacel, Aquacel Ag|dorb Ag, Kaltostat, Silvercell oraz
Fabricoll Plus uzyskaty nieznacznieszy wynik, wizac w ciggu 24 godzin ok. 20 g cieczy
A na 1 g swoich mas. Wszystkie wymienionezejydostpne komercyjnie materiaty zostaty
zaprojektowane jako opatrunki wysokochtonne, coruwkowane jest zarobwno postadch
matrycy (gbka lub wiokno), jak i budowchemiczig. Widkna kadego z nich zbudowang s
bowiem z silnie hydrofilowych polimeréw takich jaélginian sodu/wapnia (Silvercell,
Fabricoll Plus, Kaltostat), karboksymetylocelulo@quacel, Aquacel Ag, Silvercell) oraz
kolagen (Fabricoll Plus). Dwa pozostate opatrutdéize deklarowane przez ich producentow,
jako materiaty o diych wiaciwosciach absorpcyjnych wzglem wysgku z rany: Mepilex
Ag oraz Matopat Silver Pad uzyskaty nagre wartéci tego parametru, odpowiednio 12,9
i 8,9 g/g swojej masy. Stosunkowo niska chitaiénapatrunku Algivon (ok. 3,0 g/g), pomimo
tego, ze jest on take zbudowany z witokien alginianu sodu/wapnia, spamaha jest jego
pierwotry impregnacj miodem Manuka, co znacznie obyldb jego maliwosci sorpcyjne
wynikajace z charakteru wiokien alginianowych, na skuteks@nwego ich nasycenia.
Opatrunki hydrokoloidowe (Hydrocoll, Granuflex) arbydrazelowy Aquagel cechowaty si
dwzo nizszy zdolngcia do wigzania cieczy, absorbig ja w ilosci od ok. 1,5 do 3,0 graméw
cieczy badawczej A na gram swojej masy. Natomigetranki Bactigras i Inadine nie
wykazaly zdolnéci absorbcyjnych. Oba te materiaty zbudowanez scieniutkiej siateczki
wiskozowej ladz bawetnianej i nie zostaly opracowane zc@l zapewniania im takiej
wiasciwosci. Suprasorb C byt jedynym materiatem, ktéry w wdwach prowadzonego
doswiadczenia ulegt catkowitemu rozpuszczeniu, dlatégonie byto maliwe okreslenie
jego zdolndci sorpcyjnych. Pomimo tegae na zdoln& do absorbowania cieczy przez
materiaty opatrunkowe ma wptyw wiele parametrowyskane przeze mnie wyniki i relacje
pomiedzy poszczegllnymi materiatamia godne z tymi, dla ktérych degine g dane
prezentowane w dotychczasowej literaturze [Uzunni 2013, Parsons i in. 2005,
Parikh i.in. 2011].

Wedtug wytycznych farmakopealnych opatrunki dzsi na dwie grupy: opatrunki
0 wysokiej chtonnéci zdolne do pochtogcia powyej 6 g cieczy na 1 gram swojej masy
(albo powyej 12 g cieczy na 100 érswojej powierzchni) oraz opatrunki o niskiej
chtonnaci absorbujce ciecz w iléci poniej wskazanego kryterium. Zgodnie z tymi
wytycznymi opracowany przeze mnie materiat chitamem-biatkowy spetnia kryteria dla
opatrunkéw wysokochtonnych, podobnie jak Aquacejuécel Ag, Melgisorb Ag, Kaltostat,
Silvercell, Fabricoll Plus, Mepilex Ag oraz Matopd&ilver Pad. Wysoka chiongod
materiatdw opatrunkowych jest jedrz gtdwnych cech, jak powinien posiada idealny
material opatrunkowy, nie tylko ze wzdl na konieczni@ zapewnienia wilgotnego
srodowiska dla procesu regeneracji uszkodzonej tkakérnej. Jest ona wtz pazgdary
cechy w leczeniu wszystkich urazow, w ktérych pojawia wiysiek i szczegdlnie istotna w
przypadku ran zakanych, bowiem stwarza on idealne warunki dla wzrost
mikroorganizmow.

128



Tabela 18. Poréwnanie wybranych wdaiwosci fizykochemicznych pitnastu materiatow opatrunkowych oraz materialu oz@howo-biatkowego
aktywowanego lizostafyn
Chtonnosé Rozpuszczalnéé pH DPPH ECy ABTS ECs Fe** EC50

Nazwa materiatu

[a/a] odch.std % odch.std, odch.std|[mg/ml] odch.std|{[mg/ml] odch.std|[mg/ml] odch.std.
CS/KOL/LYZ 27,62 0,98 25,60 0,64 6,19 0,10 6,45 0,29 0,79 0,03 4,67 0,20
Agquacel 21,97 0,35 24,51 1,87 5,11 0,10 b.a. 0,38 0,01 b.a.
Aguacel Ag 21,86 091 29,40 1,82 5,18 0,16 b.a. b.a. b.a.
Melgisorb Ag 20,66 0,35 24,88 2,6 5,61 0,15 b.a. b.a. b.a.
Kaltostat 19,53 2,26 31,25 2,25 4,44 0,04 b.a. b.a. b.a.
Silvercell 18,48 0,85 21,00 0,19 5,85 0,04 24,16 0,91 b.a. b.a.
Fabricoll Plus 17,91 2,71 31,64 1,97 4,74 0,19 b.a. 0,3 0,01 0,17 0,03
Mepilex Ag 12,89 011 7,94 0,98 5,78 0,01 9,24 0,54 0,54 0,05 25,77 0,57
Matopat Silver Pa 8,85 112 3,25 0,28 5,85 0,34 20,89 0,54 3,89 0,21 b.a.
Algivon 3,14 0,98 ** 5,52 0,09 7,20 0,51 1,29 0,09 b.a.
Hydrocoll 2,82 0,82 b 6,15 0,17 66,93 6,87 15,42 2,06 b.a.
Granuflex 1,58 0,01 ** 4,34 0,06 16,69 0,58 5,37 0,39 b.a.
Aquagel 1,45 0,07 ** 5,81 0,10 426,48 18,42 141,01 6,09 41,71 7,21
Inadine 0,14 0,04 ** 4,89 0,04 3,56 0,14 0,74 0,04 b.a.
Bactigras 0,12 0,02 b 5,48 0,11 b.a. 34,94 6,05 b.a.
Suprasorb C * 100,00 0,00 5,40 0,10 8,88 0,44 0,42 0,02 26,42 2,50

* wartos¢ niemazliwa do wyznaczenia ze wzglu na 100% rozpuszczenie materialu,
** wynik niemozliwy do oszacowania wedtug przygj metodologii,

‘b.a.’, oznacza brak aktyws§oi w warunkach prowadzonegoddadczenia.

129



Opatrunki o wysokiej chtonrgai i jednoczénie aktywndci przeciwdrobnoustrojowej mag
zatem szybko odizolowazakaong ciecz i dokoné jej inaktywacji juz poza widciwym
srodowiskiem rany.

Badanie stopnia rozpuszczasobwybranych materiatow opatrunkowych wskazéie,
Wyzszg rozpuszczalnicia cechowaly si wszystkie materiaty wykonane z polimeréw
naturalnych, tragc na skutek 24 godzinnej inkubacji w roztworze zjeé od okoto 20 do
30% swojej wyjciowej masy. Degradacja materiatdw na skutek p@ee®zpuszczania w
wickszym ladz mniejszym stopniu jest zjawiskiem naturalnie tayamcym wszystkim
biomateriatom i nie budzi ztpliwosci. Niemniej jednak ciekawsé powinno wzbudz
catkowite rozpuszczenie materialu opatrunkowego r&qb C, dla ktérego producent
deklaruje, ze jest on materiatem wysokochtonnym, przy czym wezwsci od ilosci
wydobywapcego s¢ z rany wysgku rekomenduje jego zmiapo 5-7 dniach od rozpoezia
kuracji, a to sugerujee w tym czasie nie powinno déjdo zaistniatej obserwacji. Suprasorb
C jest opatrunkiem zbudowanym w 100% z kolagenudogdio produkowanym w procesie
suszenia sublimacyjnego. Ze wedli na nisk rozpuszczalni& kolagenu w wodnych
roztworach o pH okoto 6,3 nie powinno €tojdo catkowitego rozpuszczenia materiatu
z niego wykonanego. Spadek wafopH roztworu zaraz po zakozeniu testu dla
chtonngci/rozpuszczalngai do poziomu 5,4 wskazake z badanego materiatu doszto do
uwolnienia zwjzkow o charakterze kwasowym, najprawdopodobniejskwalekowego dz
octowego, jaki zostat wykorzystany przez producewtaprocesie formulacji materiatu.
Spadek pH do tego poziomu i stosunkowo dlugotrwakspozycja w warunkach
maksymalnego wysycenia spowodowada,po 24 godzinach inkubacji doszto do catkowitej
dezintegracji tego materiatu. Z kolei otrzymanyga mnie materiat chitozanowo-biatkowy
utracit okoto ¥4 swojej poatkowej masy i tym samym nie 40it si¢ pod tym wzgédem od
pozostatych opatrunkéw zbudowanych z polimerdw radtych. Ze wzgldu na trudnéc w
wyznaczeniu parametru 3WVzoér (3), wynikajgca z wybranej metodologii i charakteru
badanych materiatéw, ubytku masy nie wyznaczytem rdhteriatébw nalecych do grupy
opatrunkéw hydrokoloidowych, hydrelowego Aquagel oraz opatrunkow Inadine
i Bactigras.

Przeprowadzone oznaczenia pH roztworéw, jakie pakos po badaniu
chtonngci/rozpuszczalnai wykazaly, ze jedynie dwa materiaty nie wywotaty istotnego
wptywu na warté¢ mierzonego parametru: otrzymany w ramach ninigjszprawy materiat
chitozanowo-biatkowy oraz opatrunek Hydrocoll. Pstaée czterngie mazna podziek na
trzy grupy: 1) materiaty powodage spadek pH o nie waej niz 0,5 jednostki (Matopat Silver
Pad, Silvercell, Aquagel, Mepilex Ag); 2) materiglgwodugce spadek pH w zakresie 0,5 do
1,0 jednostki (Melgisorb Ag, Algivon, Bactigras, Basorb C) oraz 3) materiaty powogitg
spadek pH w zakresie od 1,0 do 2,0 jednostek (Agjuaquacel Ag, Inadine, Fabricoll,
Kaltostat i Granuflex), przy czym najygkiszy spadek pH zaobserwowatem dla materiatow
Granuflex i Kaltostat, odpowiednio do poziomu rowoet,4. W praktyce medycznej panuje
przekonanie,ze odczynsrodowiska rany odgrywa istagnrole w procesie jej gojenia,
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a odpowiednie nim sterowanie @@ pomoc w kontroli czysfoi mikrobiologicznej,
gospodarce tlenowej, aktywsm metaloproteinaz, procesu angiogenezy, aeak redukcji
toksycznego wptywu produktow przemiany materii ylonikrobiologicznej kolonizujcej jej
powierzchng¢ [Basavraj i in. 2015]. Badania odczynu uszkodzbnik@anek skory wykazaty,
ze odczynsrodowiska wgkszasci z nich zawiera giw okolicach pH = 7, natomiast ran
trudnogogcych wykazuje lekko zasadowy charakter w zakresleod 7,15 do 8,9 [Wilson
i in. 1979, Tsukada i in. 1992, Shukla i in. 2000bserwacje wskazayjtakze, ze wraz
z postpem ich gojenia pHrodowiska stopniowo spada, przeswgagke w strore wartasci
kwasnych, charakterystycznych dla zdrowej tkanki [Getl@007]. Inne z kolei donosz
0 zmniejszonym tempie gojenia ran o stosunkowo wiysaodczynie, w stosunku do ran
o odczynie kwénym. Wysokie pH sprzyja aktywla metaloproteinaz, ktore mgdoyc
produkowane zarowno przez komorki gospodarza, jhlakterie kolonizujce srodowisko
rany, redukujc szybkd¢ procesu gojenia, na skutek degradacji biatek mgtry
miedzykomoérkowej. Uwaa sk, ze idealny materiat opatrunkowy nie powinien wphpwaa
rownowag kwasowo-zasadoy skory zdrowej, a kale odchylenie zarowno w stron
bardziej kwanego hdz bardziej zasadowego odczynu iaopowodowa jej podranienia.
Niemniej jednak w terapiach leczenia ran przewlekiykorzystna jest zdoldé do
redukowania odczynu pH i jego utrzymywania na pozeneutralnym #dz lekko kwa&nym.
Otrzymany przeze mnie materiat chitozanowo-biatkomg spetnia tak sprecyzowanego
kryterium idealnego opatrunku medycznego przeznaago w terapiach ran trudnogoych.
Nie oznacza to jednak jego nieprzyddtiave wskazanym zakresie, bowiem terapie leczenia
ran przewleklych ogsto g terapiami kombinowanymi, gdzie poza doborem odpdwich
opatrunkéw uwzgldnia s¢ jej przemywanie rozcigzonymi roztworami kwasow [Basavraj
iin. 2015].

Ocere whasciwosci przeciwutleniggcych wybranych materiatébw przeprowadzitem na
drodze analizy wartgi parametrow E€ wzgledem roztworéw wolnych rodnikéw DPPH,
kationo-rodnikéw ABTS oraz jonéw Fe kazdorazowo wyznaczag mas dla danego
materiatu, ktdra powodowata 50% redukcpbsorbancji roztworu zawiesgego wolne
rodniki bgdz jony zelaza w okréonym czasie. Przeprowadzone porownanie wskazao,
cz¢$¢ z wybranych materiatbw nie wykazata aktywoo w zadnym z trzech
przeprowadzonych oznaazeDo grupy tej naley opatrunki Melgisorb Ag, Aquacel Ag oraz
Kaltostat. Wréd materiatdw o najwiszej zdolnéci do inaktywacji wolnych rodnikéw DPPH
znalazty s¢ opatrunki Inadine, Algivon, Suprasorb, Mepilex Agtalke otrzymany przeze
mnie materiat chitozanowo-biatkowy, dla ktérych te&é parametru EE oznaczytem na
poziomie poniej 10 mg/ml. Drug grupe stanowity trzy opatrunki o ponad dwukrotnie
nizszej aktywnéci: Granuflex, Matopat Silver Pad oraz SilvercdNatomiast trzea
najmniej aktywm grupe utworzyly Hydrocoll oraz Aquagel, dla ktérych waid
wyznaczanego parametru byta odpowiednio 10-cio-ci6ekrotnie wysza (a aktywna& w
konsekwencji nisza) w stosunku do porownywanego materiatu chitozarbiatkowego.
Trzy wymienione wyej, a take Fabricoll Plus, Aquacel i Bactigras nie wykazadiplncci
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do wymiatania wolnych rodnikbw DPPH. Z kolei w gmipmateriatdw o0 najwiszej
zdolngci do wymiatania kationo-rodnikbw ABTS obok tychmsach materiatdéw, jakie
najefektywniej wymiataty rodniki DPPH, znalazty siodatkowo opatrunki Fabricoll Plus
oraz Aquacel, ktérych masa niezlma do osigniccia wartgci odpowiadajcej parametrowi
ECsp 0znaczona zostata na poziomie niezsgym ni 1,29 mg/ml. Opatrunki Hydrocoll,
Aquagel i Bactigras tale podczas tego oznaczenia cechowaiyngjwyzszymi wartdciami
parametru EG i w konsekwencji najiiszg zdolndciag do neutralizacji roztworu kationo-
rodnikébw (wart@ci odpowiednio rowne 15,42; 141,01 oraz 34,94 mp/mdpatrunek
Silvercell dohczyt do materiatow, ktére w warunkach prowadzonegéwiadczenia byty
obogtne wzgtdem obecnych w roztworze kationo-rodnikow ABTS. dfiaiast zdolné¢ do
chelatowania jonéw Eé wykazalty jedynie cztery dagine komercyjnie opatrunki: Mepilex
Ag, Suprasorb C, Aquagel, Fabricoll Plus oraz niaterhitozanowo-biatkowy, z ktorych
najwyzsze dziatanie wykazaly dwa ostatnie wymienione nate (wartéd¢ EGso
odpowiednio na poziomie 0,17 i 4,67 mg/ml). Rolatenatéw wykazujcych aktywnéé
przeciwutleniajcg w procesie regeneracji ran zostata przeze mnieegbtowo omowiona
podczas charakterystyki otrzymanych w ramach rem@jj rozprawy rznych materiatow
zbudowanych z kolagenuselatyny, chitozanu, a tak we wprowadzeniu teoretycznym
(Wprowadzenie 2.2.4.2 Wyniki i Dyskusja 5.2.1, 5.3.1.J. W przeciwiéstwie do
wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowych, zaprezentowane pordiengest jednym z niewielu
dostpnych w literaturze doniesieopisupcych wiaciwosci przeciwutleniajce komercyjnie
dostpnych materialtbw opatrunkowych i najprawdopodobnigierwszym, jakie w
jednorodnych warunkach ukazuje relacje pgimy tak rG@norodry grupm materiatow.
Pomimo wskazanej #diorodndci, w zestawionych wynikach trzech testowzma doszuka
si¢ pewnych prawidtowsgci. Materiaty zbudowane w 100% z witokien alginissadu/wapnia
(Melgisorb Ag, Kaltostat, Silvercell) wykazaty w wekach prowadzonego él@iadczenia
najnizszg aktywna¢ badz nie wykazaty jej wcale wobec roztworow DPPH, ABT®now
zelaza (l). Natomiast wwéd materiatdbw o najwsszym charakterze przeciwutlerjaym
znalazty s materialy zawierage w swojej matrycy kolagen (Fabricoll, Suprasorlor@z
otrzymany przeze mnie materiat chitozanowo-biatkpwi/yniki aktywnaci uzyskane dla
materiatdbw alginianowych nie m@gpotwierdzenia w znanych doniesieniach literaturchyy
bowiem juw kilkukrotnie wykazano zarowno aktywéio wzgledem rodnikbw DPPH, jak
i zdolncs¢ do wigzania/chelatowania jonow metaliggkich w tym zelaza, przez roztwory
alginianéw sodu o thej masie cgsteczkowej [Berner i in. 1983, Papageorgiou i iD0&,
Sen2011, Sellimi i in. 2015]. Przedstawione doniesaeskupiag sic jednak na oznaczeniach
aktywndaci alginian6w w postaci ich roztworéw, a nie w @astmateriatow widknistych, co
moze by przyczyry dokonanych obserwacji. Opatrunki Algivon oraz limag impregnowane
zwigzkami o dobrze scharakteryzowanych setevosciach przeciwutlenigpych [Al-Kaisy

i in. 2005, Bertoncelj i in. 2007, Ferreira i iMD@)], nalealy takze do materiatéw, ktore w
przeprowadzonym dwiadczeniu wykazaty bardzo dobre rezultaty wdgm pozostatych
materiatow (testy DPPH i ABTS), aczkolwiek nie wykéy zdolndci do chelatowania jonéw
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zelaza (Il). WhHdciwosci przeciwutleniggce zwihzkow i otrzymanych z nich materiatdw
stanowi wypadkowg bardzo wielu mechanizmow. Nale mie¢ na uwadzeze wybrane
przeze mnie testy pozwadapa okrélenie jedynie cgsci z nich, dlatego brakadz niskie
wyniki oznaczone dla niektorych poréwnywanych miatéw opatrunkowych nie musgz
wskazywa o catkowitym braku ich aktywrsoi przeciwutleniggcych.
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6.

PODSUMOWANIE

Badania przeprowadzone w ramach pracy doktorskigjalvadzity do:

1.

Zaproponowania nowej metody otrzymywania materiak@abazie chitozanu, kolagenu
i zelatyny, charakteryzagej st tym, ze chitozan rozpuszczany jest w wodzie na skutek
saturacji gazowym ditlenkiem qgla wodnej zawiesiny chitozanu mikrokrystalicznego,
a nie jak w dotychczas znanych pmstwaniach w wodnych roztworach kwaséw
organicznych,

a nasgpnie tak otrzymany wodny roztwor chitozanu mieszgst z wodg zawiesin
kolagenu w roztworzeelatyny, dodatkami funkcyjnymi, kondycjonowany, zasany

i poddawany suszeniu sublimacyjnemu w celu uzyskaarowatej struktury. Nowa
metoda pozwolita na wyeliminowanie czaso- i enehgfmanych etapdéw zwrzanych

z wyptukiwaniem resztkowe] zawakm kwaséw i powtornym suszeniem, cO W
konsekwencji umdiwito jej wykorzystanie do otrzymywania materiatéetitozanowo-
biatkowych z inkorporowanlizostafyry, ktora mae by wprowadzana do uktaduzuna
etapie formutowania matrycy chitozanowo-biatkoweglobawy o jej cgciows utrat

na skutek procesow towarzysych przemywaniu 4z bez obawy o ggciows utrat jej
aktywndaci, na skutek wprowadzenia jej do roztworu o kmyan odczynie.

Otrzymania szeregu materiatdw chitozanowo-biatkdwycwykorzystaniem w/w nowej
technologii, przy réonym stzeniu genipiny, #@ytej jako czynnika sieciggego, ktore
nastpnie poddano szczegotowej charakterystyce:

zaobserwowano liniogv zaleznos¢ pomidzy stzeniem wprowadzane] do uktadu
biopolimeréw genipiny, a stopniem usieciowania yimanych materiatdw chitozanowo-
biatkowych, uzyskuyc wartgci stopnia usieciowania w zakresie od 7,3 do 27,6%
odpowiednio dla gtenia genipiny w zakresie od 0,5 do 2,0%, w/w wdgm suchej
masy biopolimerow.

wykazanoze wbrew oczekiwaniom wraz ze wzrostegrehia dodawanej genipiny rosta
porowatd¢ otrzymanych w zaproponowanym ukladzie materialdwitozanowo-
biatkowych;

wykazanoze wszystkie otrzymane materiaty cechowatydiza zdolngcia do wigzania
cieczy, uzyskujc sredng wartas¢ na poziomie 25 g/g swojej masy wedgm Cieczy A,
o sktadzie jonowym zbionym do wyssku z rany, przy czym wraz ze wzrosterwshia
genipiny warté¢ tego parametru nieznacznie malata. Otrzymane ragtespetniaj
zatem wytyczne farmakopei europejskiej dla matéwat opatrunkowych
wysokochtonnychX 6,0 g/g). Wykazano tak, ze chtonné¢ tych materiatow jest ponad
dwukrotnie wysza, gdy oznaczenie prowadzone jest w wodzie adegdyle).

zgodnie z oczekiwaniami wraz ze wzrostemytago s¢zenia czynnika sieciggego
otrzymywano materiaty o coraz mniejszej rozpusauxal, przy czym ubytek masy na
skutek 24 godzinnej inkubacji w roztworze CieczywAnosit od 28,4 do 15,5% wi/w.
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Profil rozpuszczania, wyznaczony w trakciegiddniowego testu wskazatg zaréwno
materiaty sieciowane 0,5 i 2,0%-wyme¢&tniem genipiny uzyskiwaty maksymaln
rozpuszczaln&& po okoto 72 godzinach od momentu rozpo@a testu (31,4 i 22,5%
w/w). Zasugerowano, zé mechanizm rozpuszczania otrzymanych materiatdw
chitozanowo-biatkowych, zwrany jest gidbwnie z rozpuszczaniem zawartej w nich
zelatyny.

wykazano,ze wszystkie otrzymane materiaty przepuszczalne wzglem par wilgoci

i cechuj sic wartcicia tego parametru na poziomie 400 §/gp nie wplywa na normalne
tempo utraty wody przez skor Natomiast nie zaobserwowano wplywu stopnia
usieciowania na warfoé tego parametru.

wykazano, ze wraz ze wzrostem stopnia usieciowania rosta twarda malata
elastyczné¢ otrzymanych materialtdbw. Wszystkie materiaty chétoawo-biatkowe za
wyjatkiem materiatdbw niezawierggych genipiny pozytywnie ukmzyly test
wytrzymaltdciowy polegagcy na dwudziestopciokrotnym éciskaniu materiatow po ich
uprzedniej preinkubacji w wodnym roztworze Cieczy @0 potowy ich wysoksxi.
Materiaty sieciowane zachowaty swagprzestrzens struktue, tragc jedynie okoto 6%
zwigzanej pocatkowo cieczy, podczas gdy ubytek masy dla matesiatiesieciowanych
wyniost okoto 40%.

oznaczenie ubytku masy na skutek hydrolitycznejyvakosci lizozymu, w tracie
siedmiodniowego testu, w stosunku do materiatuyatemego przy 0,5%-wym ¢teniu
genipiny, wykazato niewietlkjego podatn@& na wskazane dziatanie po pierwszych 24 h
(1,05%, w/w). Warté& ta wzrosta do 5,78%, w/w na koniec eksperymentu.
Zasugerowano,ze w warunkach docelowegozyikowania materiatdow, ten rodzaj
mechanizmu degradacji matrycy, niedhie wywierat istotnego wptywu na profil
uwalniania inkorporowanych w takich matrycach gziidw aktywnych.

wykazanoze wybrany materiat chitozanowo-biatkowy, sieciow@an$% genipin, maze
efektywnie neutralizow@ wolne rodniki DPPH, kationo-rodniki ABTS, jak rovea
chelatowa dwuwartgciowe jonyzelaza. We wszystkich trzech testach uzyskano lipiow
odpowied mierzonego parametru od masy materiatu, co pofwala wyznaczenie
wartasci parametrow E€, odpowiednio na poziomie rownym: Efpppu= 6,45 mg/ml,
ECs0 agTs= 0,79 mg/ml oraz E£g re2+= 4,67 mg/ml

badanie cytotoksyczdoi wzgledem mysich komoérek fibroblastow (NIH-3T3),
przeprowadzone za pompctestu MTT, nie wykazaly negatywnego wplywu na
zywotnas¢ i morfologie komorek, ktére wzrastaty w obecmo materiatow chitozanowo-
biatkowych sieciowanych 0,5% genipinWynik na poziomie 102,99 + 9,25%.

. Otrzymania szeregu materiatdw chitozanowo-biatkdwycinkorporowas lizostafyry
o r&znym stzeniu lizostafyny i genipiny, ktdre ngphnie poddano analizie poditkm
aktywndasci wzgledem komoreks. aureusoraz profilu uwalniania lizostafyny:
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wykazano,ze zaproponowana metoda otrzymywania matryc chitmzarbiatkowych

z inkorporowag lizostafyry pozwala utrzyma aktywnaé biologiczry lizostafyny, jaka
wprowadzana byta do ukiladuzuwa etapie jego formulacji, przy czym w warunkach
otrzymywania nie dochodzito do catkowitego jej unighomienia, a kinetyka jej
uwalniania zalena byta zaréwno od gtenia wytej do sieciowania genipiny, jak rowgie
pocztkowego szenia enzymu. W  przypadku materialu  niesieciowanego,
0 pocatkowym stzeniu wytej lizostafyny réwnej 10 U/ml dyspersji polimerpw
uwolnieniu ulegto prawie 90% zawartej w materiatdizbstafyny, w cigu 90 minut od
rozpoczcia oznacze Wzrost sgzenia czynnika sieciggego spowodowat wyrae
ograniczenie tego zjawiska do pozioméw 50, 40 i 308powiednio dla materiatow
sieciowanych 0,5, 1,0 i 2,0% genipirOcena profilu uwalniania enzymu z materiatdw
otrzymanych przy rinej jego zawart@i wykazata,ze wraz ze wzrostem zawastd
lizostafyny uwalnianiu ulegat coraz mniejszy jejopent. Zasugerowanage wicksza
zawart@¢ lizostafyny w roztworze polimerow na etapie otrzymania materiatdw
chitozanowo-biatkowych sprzyja jej unieruchamiamiuwyniku reakcji z genipip Bez
wzgledu na szenie wytej genipiny, a take pocatkows ilos¢ lizostafyny, charakter
uzyskanego profilu uwalniania wskazag, wigcksza¢ niezwgzanej z matryg lizostafyny
zostata uwolniona w ggu pierwszych 30 minut prowadzeniasdioadczenia.

wykazanoze zaden ze 143 szczep®v aureugpochodzacych z rénych populacji, gdzie
59 wyizolowano z zakanych ran ludzkich (w tym 6 MRSA), a 84 pochodzito
z gruczotlu mlekowego zwiegz chorych namastitis nie jest oporny na dziatanie
aktywowanych lizostafymwybranych materiatow chitozanowo-biatkowych. Ozzeata
przeprowadzono z wykorzystaniem metody spektrofetoyeznej poprzez wyznaczenie
czasu, po jakim gstas¢ optyczna Olys zawiesiny komoérelS. aureusspadta do zera w
wyniku jej dynamicznego kontaktu z materialem chatoowo-biatkowym zawierggym
lizostafyre. Wykazano,ze czas ten zawieratesiv przedziale od 10 do 95 minut, przy
czym ciekaw obserwagj stanowity ré@nice we wraliwosci na dziatanie zawartej w
materiale lizostafyny porailzy szczepami wyizolowanymi z adych zZrodet.
W warunkach przeprowadzonego sadtadczenia szczepami, ktérych komorki ulegty
catkowitej lizie w najkrotszym czasie okazatye sby¢ te pochodzenia byettego.
W obrbie populacji komorek wyizolowanych z ran ludzkiggchodzcych z rGnych
osrodkow, bardziej wrdiwymi szczepami okazaly siby¢ te pochodgce od pacjentow
ze szpitala w Koszalinie hite otrzymane ze szpitala w Vaxjo. ¥Wa informacp
uzyskam w wyniku przeprowadzonego €lwiadczenia jest tale brak oporn€ci na
dziatanie lizostafyny szczepdw z grupy MRSA.

Poréwnania  wybranych  wdaeiwosci  fizykochemicznych  oraz  aktywsoi
przeciwdrobnoustrojowej wybranych materiatow chaioawo-biatkowych
aktywowanych lizostafyn z pktnastoma komercyjnie degnymi materiatami
opatrunkowymi, wrod ktérych znalazty giopatrunki zbudowane zaréwno z polimeréw
naturalnych (kolagenu, karboksymetylocelulozy, soliasu alginowego, bawetny), jak
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I opatrunki syntetyczne (poliuretanowe i z poliwlogirolidonu); materiaty nalece do
grupy opatrunkow hydeelowych, hydrokoloidowych, wtbknistychalgczastych, a tale
opatrunki o whaciwosciach przeciwdrobnoustrojowych:

wykazano, ze wsrod dzieweciu materiatbw o0 deklarowane]  aktywdod
przeciwdrobnoustrojowej (Bactigras, Inadine, MatbpS8ilver Pad, Melgisorb Ag,
Mepilex Ag, Algivon, Silvercell, Aquacel Ag), jedign Mepilex Ag i Inadine, a tale
opracowany materiat chitozanowo-biatkowy zawigegjlizostafyre, zredukowaty liczb
komoérek S. aureusdo poziomu poriej progu oznaczalgoi, juz po czterogodzinnym
kontakcie z ich zawiesin natomiast opatrunki Algivon i Matopat Silver Paglkazaty
najnizszg aktywna¢ powodujc spadek liczby drobnoustrojow jedynie o dwadsz
logarytmiczne (metoda ifciowa polegajca na okréleniu spadku iléci komorek
mikroorganizmow w czasie, w trakcie dynamicznegontkitu ich zawiesiny
z materiatem opatrunkowym, metpderyjnych rozcigczen). Opatrunki Mepilex Ag
i Inadine wykazaly take najwysz skuteczné wzgledem pozostatych trzech badanych
szczepOows. epidermidisk. colii P. aeruginosa

wykazano istotne tnice w aktywnéci opatrunkéw srebrowych (Matopad Silver Pad,
Melgisorb Ag, Mepilex Ag, Aquacel Ag), przy czymenizaobserwowano korelacji
pomidzy  deklarowam zawart@cia  srebra, a oznaczen aktywnacia
przeciwdrobnoustrojogvwobec badanych mikroorganizmow.

badanie aktywn&i przeciwdrobnoustrojowej z wykorzystaniem metodyfuzyjnej
potwierdzito,ze wszystkie badane materiaty byty aktywne wobecramtch szczepow,
0 czymswiadcz zaobserwowane mniejszeda wicksze strefy zahamowania wzrostu.

wykazano brak korelacji wynikow aktywfm przeciwdrobnoustrojowej dla niektérych
materiatbw  oznaczonych za pomoc obu metod badania aktywsw
przeciwdrobnoustrojowej. Opatrunek Inadine, ktérglemat do grupy opatrunkéw
0 najwikszej aktywnéci wzgledem wszystkich badanych mikroorganizméw w
oznaczeniu iléciowym, w przypadku metody dyfuzyjnej na padiostatym okazat si
by¢ jednym z materialbw powodigych najmniejsze strefy zahamowania wzrostu.
Podobny wynik uzyskano dla materiatu chitozanowaddomwego aktywowanego
lizostafyrg wobec komoérelS. aureus Natomiast opatrunek Algivon, ktéry powodowat
spadek liczby drobnoustrojéw podczas testuscimvego jedynie o 1-2 jednostki
logarytmiczne, okazat @i nalee¢ do materiatdw, wokoét ktorych zaobserwowano
najwicksze strefy zahamowania wzrostu wrgim obu komorek bakterii Gram (+).
Zasugerowanoze brak korelacji pongdzy wynikami uzyskanymi obiema metodami
moze wynika& zaréwno z rénic w budowie chemicznej wykorzystanych zakow
aktywnych, a take z r@&nic w metodologiach dla obu wykorzystanych metod.

poréwnanie cytotoksyczdoi wzgledem komorek NIH-3T3 wykazatoze zaden
z komercyjnie dogpnych materialtdw opatrunkowych nie wp#yrkorzystnie na poziom
proliferacji fibroblastéw, powodgf w mniejszym bdz w wigkszym stopniu redukej
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zywotnaosci komorek, w stosunku do préby kontrolnej. Jedymiateriaty chitozanowo-
biatkowe, otrzymane na drodze opisanej w tej prangtodologii, nieznacznie
stymulowaty wzrost fibroblastéw, cgjajgc tym samym najlepszy wynik w grupie
wybranych materiatéw, wzrost komorek na poziomi& 39% i 98 + 8% odpowiednio
dla materiatéw bez dodatku lizostafyny i materiajgwawieragcych. Wsrod materiatow
powodupcych najmniejsze zahamowanie wzrostu komorek zhalaz materiaty
Fibracoll Plus, Suprasorb C, Matopat Silver Padzd#ydrocoll, dla ktérych osgnicto
wzrost komorek w zakresie od okoto 90 do 70% wdem proby kontrolnej. Zgodnie
z oczekiwaniami wykazano,ze wsréd opatrunkow powodggych najweksze
zahamowanie wzrostu fibroblastéw, znajdowaky miateriaty o najwyszej aktywnéci
przeciwdrobnoustrojowej, co uzasadniono niespeegfimi mechanizmami aktywiol
zawartych w nich zwizkéw aktywnych. Zasugerowange wykorzystanie czynnikow
aktywnych, takich jak lizostafyna, o wysoce spezfiych mechanizmach aktywdud
mogtoby doprowadzido konstrukcji materiatu opatrunkowego, ktory niprowadzatby
do srodowiska zakzonej rany dodatkowego czynnika negatywnie oddziajyeego na
proces jej regeneracji, zachoweljprzy tym wysok aktywndgé wzgledem komorek
patogennych.

poréwnanie wybranych widaiwosci fizykochemicznych wykazato,ze otrzymany
z wykorzystaniem nowej technologii materiat chitoaao-biatkowy cechuje i
najwickszy zdolndcig do pochfaniania cieczy i razem z opatrunkami: AgliaAquacel
Ag, Melgisorb Ag, Kaltostat, Silvercell, Fabricdllus, Mepilex Ag oraz Matopat Silver
Pad spetnia farmakopealne kryteria dla materiat@sokochtonnych.

badanie stopnia rozpuszczaloowybranych materiatdw opatrunkowych wykazake,
wyzszg rozpuszczalrieia cechowaly si wszystkie materialy wykonane z polimerow
naturalnych, tragc na skutek 24 godzinnej inkubacji w roztworze @yeé od okoto 20
do 100% swojej wyciowe] masy.

przeprowadzone oznaczenia pH roztwordw, jakie paips po badaniu
chtonnagci/rozpuszczalnai wykazaty,ze jedynie dwa materiaty nie wywotaty istotnego
wplywu na warté¢ mierzonego parametru: otrzymany w ramach ninig¢jsaeprawy
materiat chitozanowo-biatkowy oraz opatrunek HyaibcPozostate czterdeie mana
podziel¢ na trzy grupy: 1) materiaty powodoe spadek pH o nie wiej niz 0,5
jednostki (Matopat Silver Pad, Silvercell, AquagdVepilex Ag); 2) materiaty
powodupce spadek pH w zakresie 0,5 do 1,0 jednostki (Meltp Ag, Algivon,
Bactigras, Suprasorb C) oraz 3) materiaty powgthijspadek pH w zakresie od 1,0 do
2,0 jednostek (Aquacel, Aquacel Ag, Inadine, FallkicKaltostat i Granuflex), przy
czym najwekszy spadek pH zaobserwowano dla materialtdw Graxuifl Kaltostat,
odpowiednio do poziomu pH réwnego 4,4.

wykazanoze materiaty zbudowane w 100% z widkien alginiandugeapnia (Melgisorb
Ag, Kaltostat, Silvercell) wykazywaty w warunkachropvadzonego daviadczenia
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najnizszg aktywna¢ badz nie wykazywaly jej wcale, wobec roztworéw DPPH, B

i jonéw zelaza (Il). Natomiast %woéd materiatbw o0 najwiszym charakterze
przeciwutleniagcym znalazty si materialy zawierace w swojej matrycy kolagen
(Fibracoll, Suprasorb C oraz otrzymany przeze mmaéeriat chitozanowo-biatkowy).

. Wskazania zalsosci pomkdzy rodzajem preparatu biopolimerowego (chitozanu,
zelatyny ladz kolagenu), a wybranymi wdaiwosciami wytworzonych z nich materiatow
gabczastych przy wykorzystaniu standardowych proceguretwarzania chitozanu
(rozpuszczanie w wodnym roztworze kwasu octowego):

analiza wartéci czgstkowych zmiennych (chton&é, rozpuszczalrg, twardae,
elastyczné¢, zdolng¢ do wymiatania rodnika DPPH, zdokéodo wymiatania kationo-
rodnika ABTS, zdoln& do chelatowania jonéw Eée wrazliwos¢ na degradag;
enzymatyczg wzgledem lizozymu po 1 dniu ekspozycji, whavos¢ na degradag]
enzymatyczg wzgledem lizozymu po 5 dniach ekspozycji) oraz analindgbieistwa,
za pomog metody gtdwnych sktadowych, materialtdw otrzymanyehbazie chitozanu,
kolagenow izelatyny, a take materiatow otrzymanych w wyniku pokenia chitozanu
z preparatami biatkowymi, wykazatla wyre ré&nice pomgdzy materialami
otrzymanymi w 100% z kolagendwelatyn i chitozanu. Wynik przeprowadzonej analizy
wskazuje take, ze lagczac dane dwa polimery w tej samejdtd mozliwe jest uzyskanie
materialu o wiéciwosciach stanowgcych wypadkow wiasciwosci dla materiatdw
wykonanych z obu polimerow.

wykazano,ze najwtksz zdolngciag do wigzania cieczy charakteryzowatye siktady
zawierajce w swojej strukturze chitozan, najmnigjszas uklady otrzymane wyktznie

z polimerow biatkowych. Badanie rozpuszczdbiowykazato, ze w warunkach
prowadzonego dwiadczenia najmniejszy ubytek masy zaobserwowaaarditeriatow
otrzymanych w 100% z kolagendw, szaajwickszy dla materiatow zelatynowych.
Ubytek masy dla materialu otrzymanego w 100% zochibu stanowit natomiast
trzykrotnie mniejsgz wartgs¢ w stosunku do obu materiatowelatynowych i ponad
dwukrotnie wyszz wartas¢ w stosunku do materiatdw kolagenowych. Materiaty
zawierajce w swoim skfadzieelatyre okazaty st by¢ twardsze i jednocZaie wolniej
odzyskiwaly ksztalt poscisnieciu, niz te zawierajce kolagen. Z kolei materiaty
otrzymane w 100% z chitozanu okazaty Bi¢ twardsze od materiatdbw kolagenowych
srednio o 30% i ponad dwukrotnie mniej elastyczneatdsiast w stosunku do
materiatow zelatynowych cechowaly i mniejszymi wartéciami obu mierzonych
parametrowérednio o 40 i 30%.

wykazano, ze wszystkie otrzymane materiaty posiadgdolng¢é do neutralizacji
rodnikbw DPPH, kationo-rodnikbw ABTS, a takwykazuy zdolnag¢ do chelatowania
jonéw Fé*, przy czym materiaty zawiergje w swojej strukturze kolageny wyizolowane
z obu gatunkéw ryb cechyjsic wyraznie nizszymi wartdciami trzech mierzonych
parametréw w stosunku do materiatdbw zawigrggh zelatyre. Uzyskane wyniki
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wskazaty,ze materiaty chitozanowe posiagldjednio ponad cztero- i dwukrotniezer
zdolnag¢ do wymiatania rodnikdw DPPH oraz dziewipb- i trzykrotnie nksz zdolngé

do chelatowania jonowelaza (1) wzgtdem materiatbw zbudowanych odpowiednio
z kolagendw kelatyn.

analiza uzyskanych wynikow wykazata wima ré&nice we widciwosciach materiatdw
otrzymanych z preparatow biatkowych wyizolowanychr@&nych gatunkow ryb —
dotyczy to take materiatdw chitozanowo-biatkowych. Wykazane materiaty gbczaste
zawierajce w sobie kolagen ghdz zelatyre z tososia atlantyckiego cechowatye si
mniejsa chlonndcia, wyzszz rozpuszczalnia, nizszz twardGcia, Wwyzsz
elastycznécia, w stosunku do materiatéw otrzymanych z kolagesuf belatyny z suma
afrykanskiego, a take r&nity si¢ wartagsciami parametrow okiétajacych wiaciwosci
przeciwutleniajce. Zasugerowanoze zaobserwowane iBice mog by¢ wynikiem
réznic w skfadzie aminokwasowym obu preparatow, odygotsi do uzyskanych przez
dr. Tylingo wynikow oznaczesktadéw aminokwasowych.

zgodnie z oczekiwaniami wykazanag jedynie materiaty zawiergje w swoim skfadzie
chitozan podatneasna hydrolityczne dziatanie lizozymu, przy czym tdky masy
zwigzany z tym mechanizmem degradacji matrycyckazyt st z poziomu 3,6 do 8,4%,
dla materiatéw otrzymanych w 100% z tego biopolimetasugerowanag ubytek masy
spowodowany aktywrigia lizozymu w przypadku materiatdw chitozanowo-
kolagenowych, w stosunku do ubytku masy utracoaejkutek procesow rozpuszczania,
moze mie€ dwo wicksze znaczenie w projektowaniu systemow do konitratego
uwalniania zwazkow aktywnych, ni w przypadku materialtbw chitozanowo-
zelatynowych.

. Zwig¢kszenia skali wytwarzania lizostafyny, poprzez omjizacg procesu jej ekspresji,
w uktadzieE. coli TOP10F’/pBAD2lys, w bioreaktorze o a@bpsci roboczej 5 | (prace
zwigzane z tym wtkiem badawczym przedstawiono w g#onym do rozprawy
suplemencie):

wykazano, ze optymalnymi warunkami dla wskazanego procesgu czestotliwosé
obrotow mieszadta mechanicznego 400 rpm, pH 6r@péeatura 37°C oraz czas 8h od
momentu indukcji, dla ktorych uzyskano ngmtjgce wartdci parametrow procesu
ekspres;ji lizostafyny: mokra masa osadu komoéreldrgiych 5,65+1,04 g/l, wydajsé
ekspresji biatka 18,39+0,92 mg/l, aktywsdospecyficzna lizostafyny 639+62 U/mg,
liczba jednostek lizostafyny uzyskiwana z jednegoa | hodowli 11787+1701 U/I.
Wykazano,ze w tak zdefiniowanych warunkach ahiwve jest uzyskanie odpowiednio
o 377 1 28% wysze wartéci dla wydajndci specyficznej ekspresji i aktywso
specyficznej enzymu w stosunku do procesu prowadzgm wczeniej w kolbach
laboratoryjnych w tym samym ukladzie ekspresyjnyep Szweeli wspotpr.

wykazano,ze modyfikacja sktadu pywki hodowlanej oraz warunkéw prowadzenia
hodowli komorkowej, dla procesu prowadzonego w wkaech uznanych za optymalne,
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moze prowadzt do dalszego zwkszenia wydajn&i ekspresji lizostafyny w uktadzie
E. coli TOP10F/pBAD2lys. Wykazano bowienze wykorzystigc jako medium

hodowlane wzbogacagnpozywke LB z suplementagj glicerolem w nagzeniu 3g/l/h,

mozna uzyské wydajnag¢ ekspresji lizostafyny na poziomie 35,6 mg/l oramzyen

0 aktywndci specyficznej 728 U/mg i w konsekwencji wydaja@specyficzg procesu

ekspresji na poziomie 26000 U/l prowadzonej hodowl stanowi wynik ponad
osmiokrotnie wyszy w stosunku do wydajga jaka uzyskali Szweda i wspotpr.
prowadac proces w kolbach laboratoryjnych (3125 U/I).

Badania w ramach przedstawionej rozprawy doktoysiieansowane zostaty w ramach
projektu VENTURES Fundaciji na rzecz Nauki Polskiggpotfinansowanego zZeodkow
Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego w rarRaogramu Operacyjnego
Innowacyjna Gospodarka. Umowa nr: VENTURES/201Q0-5/2

INNOWACYJNA FNP UNIA EUROPEJSKA [IRNERE

EUROPEJSKI FUNDUSZ * *
GOS PODARKA ROZWOJU REGIONALNEGO RO

. 2 Fundacja na rzecz Nauki Polskiej
NARODOWA STRATEGIA SPOJNOSCI
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9. SUPLEMENT

9.1. Optymalizacja ekspresiji lizostafyny w uktadzieEscherichia coli
TOP10F/pBAD2lys prowadzonej w bioreaktorze.

W literaturze dospnych jest kilka donieste zwigzanych z opracowywaniem
wydajnych systemow heterologicznej ekspresji liabsty, niemniej jednak ich
wykorzystanie kaczy st zwykle na badaniach w skali laboratoryjnej [Szweéda. 2005,
Szweda i in. 2007, Liu i in. 2011, Mierau i in. Z)OMierau i in. 2005a]. Rodd
przywotanych prac najbardziej zaawansowane wyd® by¢ te prowadzone w zespole
badawczym Mierau [Mierau i in. 2005]. Jego czionk®wykorzystali nizynowy system
ekspresji gendwlLactococcus lactisuzyskugc wydajng¢ otrzymywania lizostafyny na
poziomie 40 mg/l hodowli prowadzonej w bioreakto@enbgtosci 3000 litrow. Ta sama
grupa badawcza opublikowata t@kwyniki prac, w ktdrych przy wykorzystaniu tegorssgo
systemu ekspresyjnego, zkszono wydajn& otrzymywania lizostafyny do poziomu 300
mg/l. Tym razem wykorzystano jednak bioreaktor getasci 1 | [Mierau i in. 2005a].
Réwnolegle prowadzone byly prace w zespole Szwedyktorych przy wykorzystaniu
systeméw ekspresyjnych pBADLys i pETLys w komdrka€hlcherichia coliuzyskano
najwyzszy znarny do tej pory wydajn& specyficzip ekspresji lizostafyny (odpowiednio 3125
i 13687 U/l). Jako,ze zaproponowana przez Mierau metoda otrzymywanignaga
wykorzystania nizynowego systemu ekspresyjniegctococcus lactisktory jest mniej znany
i bardziej pracochtonny aiwickszaci systemOwE. coli stosowanych do produkcji biatek
heterologicznych, postanowitem kontynudwgprace zapocgkowane przez Szwed
i wspotpracownikow i pod bezpredng opielky dr. Szwedy dokortaoptymalizacii ekspresiji
lizostafyny w bioreaktorze o ofipsci trzech litrébw. Pozyskanie wydajnego, taniego
i szybkiegozrédia lizostafyny byto ponadto niegiine do przeprowadzenia zaplanowanych
przeze mnie prac, mggych na celu unieruchamianie lizostafyny w opraceatyych
biopolimerowych materiatachggczastych\(Vyniki i Dyskusja 5.4).

W celu wyznaczenia optymalnych warunkow ekspregfiostafyny, hodowd
bakteryjry prowadzitem z wykorzystaniem bioreaktora BIOSTAT € obgtosci roboczej 5,
firmy B. Braun Biotech International zgodnie z nudtoglh opisam W Czsci
eksperymentalngjMateriaty i Metody 9.3). Do ekspres;ji lizostafyny wykorzystatem uktad
pBAD2lys w komorkachEscherichia coliTOP10F’, opracowany przez Szwedwspotpr.
[Szweda i in. 2007]. Powodem, dla ktérego nie wykstatem wspomnianego wgj uktadu
PETLYys, jest jego znacznie gkisza wraliwos¢ wzgledem szeregu parametréw, jakie mog
wptyna¢ na wydajné¢ ekspresji biatka, w tym m.in. moment indukcji, cmperatura
prowadzenia hodowli po indukcji. Optymalizacji padlein nasfpujace parametry ekspresji
biatka: pH, temperatgr intensywné¢ procesu mieszania ppwki hodowlanej. Dla
zidentyfikowanych optymalnych warunkow hodowli wymzytem wplyw czasu jej
prowadzenia na mierzone parametry. Basie poprzez modyfikacje sktadu zyavki
hodowlanej i parametrow prowadzenia hodowli probewa zwikszy wydajnagé
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otrzymywanego biatka. W celu porownania prowadzénybodowli kadorazowo
wyznaczatem nagbpujace parametry: mogrmag osadu komorek (MMO) [g/l], wydajré
ekspresji biatka wzgtlem masy otrzymanej lizostafyny [mg/l], masiatka przypadaca na

g mokrej masy osadu [mg/g], aktywdo specyficzig lizostafyny [U/mg], wydajn&t
specyficzn, stanowaca liczbe jednostek uzyskiwanz jednego litra hodowli bakteryjnej [U/1]
oraz liczlkz jednostek lizostafyny przypadaj na 1 gram mokrej masy osadu komérek [U/g].
Rekombinoway lizostafyre obeca w przygotowanym lizacie komérkowym oczyszczatlem
za pomog chromatografii metalopowinowactwa, co byto iie dzicki obecndci na
C-koncu lizostafyny domeny oligohistydynoweylateriaty i Metody 9.3.3). Wyniki procesu
oczyszczania sprawdzatem za pometektroforezy wzelu poliakrylamidowym, poréwnag
obecnd¢ biatka w poszczegolnych frakcjach, uzyskanych ppemywaniu ztaa w kolumnie
buforami o rosacym stzeniu imidazolu Materiaty i Metody 9.3.4). Preparaty otrzymane
z frakcji uzyskanych za pomgachromatografii metalopowinowactwa poddawatem diel
(Materiaty i Metody 9.3.5). Nastpnie oznaczatem gtenie zawartego w nich enzymu przy
uzyciu metody Bradford Materiaty i Metody 9.3.6) i dokonywatem pomiaru aktywsoi
specyficznej Materiaty i Metody 4.2.4.14).

9.2. Materialy podstawowe i aparatura.

9.2.1.0dczynniki, surowce, aparatura, szczepy i podia mikrobiologiczne stosowane
podczas optymalizacji ekspres;ji lizostafyny w bioraktorze.

Tabela 19.Wykaz odczynnikéw i surowcow wykorzystywanych poaleoptymalizacii ekspres;ji
lizostafyny w bioreaktorze (Suplement).

Nazwa odczynnika Pochodzenie

1. Arabinoza Sigma-Aldrich

2.  Glukoza Sigma-Aldrich

3.  Marker biatkowy - (116; 66,2; 45; 35; 25; 18,4;4.kDa) Fermentas

- . i o . Serva Feinbiochemica

4.  Blona dializacyjna, Visking Dialysis Tubing 22/32 5 kDa GmBH&Co

5. Odczynnik Bradford Fermentas

6.  Surowicza albumina wotowa, BSA Sigma-Aldrich
7.  Bufor fosforanowy w tabletkach, pH 7,4 Sigma-Adt

8.  Tris-HCI Sigma-Aldrich

9. NacCl POCH S.A.

10. NiCh Sigma-Aldrich
11. EDTA Sigma-Aldrich
12. Imidazol Sigma-Aldrich
13. Metanol POCH S.A.

14. Kwas octowy, lodowaty POCH S.A.
15. Glicyna Sigma-Aldrich
16. 2-merkaptometanol Sigma-Aldrich
17. SDS Sigma-Aldrich
18. Bkkit kumazyny Sigma-Aldrich
19. Akryloamid Sigma-Aldrich
20. Bisakryloamid Sigma-Aldrich
21. Nadsiarczan amonu Sig_;ma-AIdrich
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Tabela 20.Wykaz buforéw i roztworéw wykorzystywanych podczagymalizacji ekspresji lizostafyny

w bioreaktorze (Suplement). #a sktadnikéw na 1000 ml wody destylowane;j.

Nazwa odczynnika Pochodzenie

Oczyszczanie biatka rekombinantowego:

1. BuforA pH7,5 4,48 g Tris-HCI, 17,55 g NaCl
2. Bufor W20, pH 7,5 4,48 g TridCl, 17,55 g NacCl, 1,36 g imidazol
3. Bufor W40, pH 7,5 4,48 g TridCl, 17,55 g NacCl, 2,72 g imidazol
4. Bufor W80, pH 7,5 4,48 g TridCl, 17,55 g NacCl, 5,44 g imidazol
5. Bufor W100, pH 7,5 4,48 g Tri8€l, 17,55 g NaCl, 6,80 g imidazol
6. Bufor W500, pH 7,5 4,48 g Trid€l, 17,55 g NaCl, 34,0g imidazol
7. 0,2MEDTA, pH 8,0 74,45 g EDTA
8. 0,5% NiC} 52,63 g NiC}
Bufory i roztwory do elektroforezy SDS-PAGE:
Bufor do elektroforezy . .
9. SDS-PAGE Tris-glicyna, pH 8,3 3,0 g TrisHCI, 14,4 g glicyna, 1,0 g SDS
L 6,0 g Tris-HCI, 4,0 g 2-merkaptometanol, 20,0 g SDS
10. Bufor lizujacy 1,0 g bkkit bromofenolowy, 100,0 ml glicerol
. . 0,25 g Bekit kumazyny R-25, 10,0 ml lodowaty kwas
11. Roztwor barwgcy octowy, 50,0 ml metanol
12. Roztwér odbarwiajcy 100,0 ml lodowaty kwas octowy, 200,0 ml metanol
13. Roztwér A 292,0 g akryloamid, 80,0 g bisakryloamid
14. Roztwor B 750,0 ml Tris-HCI (2 M, pH 8,8), 40,0 8IDS (10%)
15. Roztwér C 500,0 m.I Tris-HCI (1 M, pH 6,8), 40,0 ml SDS (10%})
ml nadsiarczan amonu (1%)
16. Bufor do dializy 2,45 g Tris-HCI, 11,7 g NaCl

Tabela 21.Wykaz aparatury wykorzystywanej podczas optymajizdcpresji lizostafyny

w bioreaktorze (Suplement).

Nazwa

Producent

Bioreaktor BIOSTAT CT

Sterylizator SP 32 E

Inkubator powietrzny z wytgsaniem Unitron
Kolumna chromatograficzna

Dezintegrator ultraavickowy

Aparat do elektroforezy biatkowej
Spektrofotometr UV-VIS Lambda Bio 20
Waga elektroniczna, dokfadita),001g
Urzadzenie do otrzymywania wody wysokiej
czystaci Mili-Q

© NGO~ Dd P

B. Braun Biotach
International
Wadem
Infors HT
Ni-NTA His Bind Resin
Sonifier W — 250D
DNA Gitkk
Lambda Bio
RADWAG

Milipore
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Tabela 22. Wykaz podiay bakteryjnych stosowanych podczas optymalizacgpedsiji lizostafyny
w bioreaktorze (Suplement). Ho sktadnikbw na 1000 ml wody destylowanej. zipoki po
przygotowaniu sterylizowano w autoklawie w 220 przy cénieniu 1,5 atm. przez 30 minut. Dodatki
dodawano do sterylnych ppwek przed przygotowaniem podin

Nazwa podiaa Sktadniki

1. LB 10,0 g NaCl, 5,0 g ekstrakt darzowy, 10,0 g pepton K

10,0 g glukoza, 2,0 g ekstrakt ddaowy, 10,0 g KHPQ,, 1,4 g
MgSQ, x 7H,0, 3,5 g sél morska

Medium

3. suplementacyjne 700,0 g glukoza, 40,0 g MgQ®@ 7H,0, 40,0 g ekstrakt dedlzowy

2. Medium HCDC

9.3. Metody stosowane podczas optymalizacji ekspresjizibstafyny w bioreaktorze.
9.3.1.0pis sposobu prowadzenia hodowli bakteryjnej w bioeaktorze.

Wszystkie przeprowadzone eksperymenty aemjna celu wyznaczenie optymalnych
warunkéw hodowli prowadzono z wykorzystaniem biGteea wedlug schematu
przedstawionego na rysunkach p@pi(Rysunek 29-30). Prace zwjzane z wykorzystaniem
bioreaktora prowadzone byty pod opieldr. inz. Pawta Filipkowskiego (Katedra Chemii
Technologii i BiotechnologiZywnosci, Wydziat Chemiczny, Politechnika Gikka) oraz dr.
inz. Piotra Szwedy (Katedra Technologii Lekéw i Bioche Wydziat Chemiczny,
Politechnika Gdaska). Komorki Escherichia coli TOP10F' transformowane plazmidem
pBAD2Lys zostaty przygotowane przez dr. Szyjedgodnie z wczaniej zaproponowan
metodology [Szweda i in. 2007].

Hodowk bakteryjy prowadzono z wykorzystaniem bioreaktora BIOSTAT CT
(B. Braun Biotech International). Etap hodowli kamld poprzedzato przygotowanie
bioreaktora do pracy. W tym celu Adorazowo wykonywano kolejno naptijace po sobie
czynngci:

= montowano i kalibrowano elektrody; elektroienowy kalibrowano poprzez zanurzenie
w roztworze tiosiarczanu sodu (0% tlenu); elekérgoH-metryczi kalibrowano
poprzez zanurzenie w roztworach wzorcowych,

= uruchamiano wytwornigcpary (zamknjte zawory A i B),

=  montowano filtr wchodgcy i zamykano metalogvpokrywe,

= wprowadzano do zbiornika bioreaktora 2,7 | niejappazywki LB,

= sterylizowano paywke; w tym celu wprowadzano do ptaszcza zbiornika daétora
par wodmg, proces sterylizacji prowadzono przez 20 minuzyptemp. 80-90°C
i cisnieniu 1,1bar,

= sterylizowano uktad do pobierania,

» wylgczano wytworni¢ pary po zakaczeniu sterylizacii,

= chtodzono bioreaktor do temp. 20-30°C,

= otwierano uktad napowietrzania,

= otwierano dosip do jednostki steragej,

= otwierano chtodni¢ zwrotr,

= odpowietrzano termostat,
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» ustawiano grzanie i mieszanie wedtugzgoanych parametrow (tryb CONTROL
LOOPS jednostki steragej),

= kalibrowano elektrog tlenowy na 100% tlenu (poprzez ustawienie maksymalnego
przeptywu powietrza na manometrze, przy maksymangbrotach mieszadta, tryb
CALIBRATION jednostki sterujce)j),

» zmniejszano przeptyw powietrza oraz szyikobrotows mieszadta mechanicznego do
400 rpm,

= ustawiano pracpompek w trybie AUTO.

Do tak przygotowanego bioreaktora wprowadzano 30takulum, hodow¢ nocry
E. coli TOP10F/pBAD2lys. Inokulum otrzymywano poprzez zaepienie 300 ml jatowego
ptynnego podiga LB kolong E.coli TOP10F/pBAD2lys i inkubagj we wstrasarce
powietrznej w temperaturze 37°C przez 12 h. Po kayisl odpowiedniej gstasci hodowli
bakteryjnej (ORyo = 0,3), wprowadzano induktor do naczynia fermerjtego (L(+)
arabinoz, do stzenia kacowego 0,5 g/l hodowli). Proces hodowlany prowade@nzez
8 h od momentu indukcji, kontrolg parametry procesu na pulpicie jednostki sterjj (w
trybie PROCES VALUES). Podczas trwania hodowli godino probki bezpoednio przed
indukcg oraz po uptywie 2, 4, 6 i 8 h po jej rozpecwi. Po zakaczeniu procesu
hodowlanego odprowadzano hodeowlakteryjry, a bioreaktor ptukano. Uzyskamodowk
bakteryjra wirowano przy 5000 obr./min przez 20 minut w tengparze 12°C. Osad wano
i zamra:ano (-20C) do dalszych analiz. Bioreaktor doktadnie mytazpkarczeniu hodowli.

9.3.2 Hodowla bakteryjna z wykorzystaniem medium o zmieronym skfadzie.

Hodowle bakteryjne prowadzono zgodnie z opisem dstzavionym w punkcie
(Materiaty i Metody 9.3.1), przy wykorzystaniu wzbogaconej yovki LB oraz medium
HCDC [Liu i in. 2011], prowadg proces w sposob okresowy z zasilaniem. W przypadk
eksperymentow wykorzystagych wzbogacanpozywke LB, ekspresj biatka indukowano w
ten sam sposéb jak w przypadku poprzednichwibmiczér prowadzonych w pgwce LB
(przy ODsgo= 0,3). Natomiast w przypadku hodowli z medium HCDr@lukcja odbywata i
po dwunastu godzinach prowadzenia hodowli baktejyjW przypadku hodowli ze
wzbogacon pozywka LB wykorzystano trzy réne strategie uzupetniania sktadnikow
odzywczych: dodatek glicerolu przy raeniu przeptywu 3 g/l/h (hodowla ,Glicerol 3 g/l/h”)
dodatek glicerolu przy nateniu przeptywu 9 g/l’/h (hodowla ,Glicerol 9 g/l/htraz dodatek
glicerolu zawiergjcego dodatkow ilos¢ induktora przy nateniu przeptywu 9 g/l/h
(hodowla ,Glicerol 9 g/l/h + 100% ARA”"). Hodowla twowa HCDC zasilana byta
z wykorzystaniem medium uzupetrjeggo przy natzeniu przeptywu 3 ml/min. Wszystkie
hodowle prowadzono przez okres 8 godzin od momerdpoczcia indukciji.
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E. coli

TP10F/pBAD
v
.LBI.3OC?ng i Inkubacja ze wstesaniem
(ampicylina 100ug/ml) ——— (370 24h, 200 ron
LB 2700 ml v _
(ampicylina100pg/ml) ——| Hodowla w bioreaktorze
(warunki Materialy i Metody 9.3.1)
v
Arabinoza ;
> Hodowla w bioreaktorze
(0,5 g/l) (zadane warunki: pH, T i rpm)
v
Wirowanie
PBS50ml  —— (5000 obr/min, 12C, 20
v
Sonikacja
(6 min, cykl 30 s, amplitudg
30%, w lodzie)
v
Wirowanie
(12000 obr/min, 4C, 20
v
Naniesienie lizatu na kolumn
do chromatografii
metalopowinowadztwa
20 mM imidazol w PBS, _+
pH 7,5; 50 ml Ptukanie kolumny
. v
40 mgAH'r?'ggéglr\:]\’l PBS, Ptukanie kolumny
v
80 mMH”;“gaégl WIPBS’ Ptukanie kolumny
pR /7,5, 950 m >
v
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Rysunek 29.Schemat pospowania przy optymalizacji ekspresji lizostafynyuktadzie

&

Escherichia coliTOP10F/pBAD2lys.

—»

Supernatant

Osad

Eluat

Eluat

Eluat

Eluat
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w Buforze A, 4 x po 5 ml
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NIE

obecngjest we Eluatt
frakcji? SIS-PAGE,
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4000ml, woreczek dializacyjnyy—>]
( v 4c 12
Probéwki typu Y
Eppendorf 2 ml _ Porcjowanie
A
v y v
Oznaczanie stenia Oznaczanie aktywrigi Zamraanie
biatka enzymatyczne;j (ciekly azot)
v
Przechowywanie
-80°C

Rysunek 30.Schemat pogpowania przy optymalizacji ekspres;ji lizostafynyuktadzieEscherichia coli
TOP10F'/pBAD2lys (cig dalszy).

9.3.3.0czyszczanie biatka rekombinantowego — chromatograf metalopowinowactwa.

Proces oczyszczania lizostafyny prowadzono zgodniewczeniej opracowas
metodologi [Szweda i in. 2005]. Osad komdrkowy z hodowli zesziano w ok. 50 ml buforu
A i mieszano, a do uzyskania jednolitej zawiesiny komorkowej, payra komorki
znajdugce s¢ w otrzymanej zawiesinie poddawano dezintegracji ppemog sonikacji
(warunki: 30% amplitudy, 20-30 sek., 4 powtorzeniaachowaniem 30 sek. przerwegzy
cyklami). Caly proces prowadzono wzia lodowej. Mieszani@ po dezintegracji wirowano
(12 000 rpm, 20 min., 4°C), w celu oddzielenia eldgti bezkomorkowego od statych
elementow komorkowych. Otrzymywany ekstrakt bezkdio@y nanoszono na
zregenerowane i zrownowane ztaze kolumny chromatograficznej Ni-NTA His Bind Resin
(Novagen). Koluma przemywano za pomggoztworow o wzrastagym stzeniu imidazolu:
20 mM, 40 mM, 80 mM, 100 mM (odpowiednio bufory WRD100), w celu wymycia ze
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ztoza biatek niezwgzanych. Elugj lizostafyny wykonywano za pomgduforu z 500 mM
imidazolem (W500). W celu regeneracji z&po procesie oczyszczania, uUsgid z niego
pozostatéci unieruchomionych jonow i innych biatek niezavaigcych domeny fuzyjnej, na
kolumre nanoszono kolejno roztwory 0,2 M EDTA (pét efogci kolumny) oraz 1% SDS
(jedna obgtos¢ kolumny) i ka&dorazowo inkubowano przez 5 minut. Zéo nasgpnie
przemywano wogl destylowan (trzy obgtosci kolumny). Po regeneracji kolumny, z&
pozostawiano w 20% roztworze etanolu i przechowywar’C do czasu kolejnegazycia.

9.3.4.Elektroforeza biatek w zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych —
SDS-PAGE.

Elektroforez biatek w warunkach denatuggych SDS-PAGE prowadzono zyciem
aparatu firmy DNA-Gdask, w 15%zelu rozwijagcym i 5%zelu zagszczagcym, w buforze
Tris-glicynowym (pH 8,3), przy nagiiu 15 V/cm [Laemmlil970]. Analizowane prébki
kolejnych frakcji uzyskanych po oczyszczaniu miesza buforem lizyjcym w stosunku 1:4,
inkubowano w 95°C przez 5 minut, ngstie schtadzano i nanoszono do studzienelk
poliakrylamidowego. Separacglektroforetycza prowadzono do momentu ggniecia przez
linie barwnika kdca zelu. Po zakaczeniu rozdziatu,zel inkubowano w roztworze
barwigcym w 40°C przez 2 godziny, a ngstie przenoszono go do roztworu odbargéago
I inkubowano do odbarwienia tfa.

9.3.5Dializa.

Frakcje zawierace lizostafyg, uzyskane po oczyszczaniu na zzto
chromatograficznym, poddawano dializie w celu ustiai pozostatéci imidazolu i jonéw
metali. Do woreczka dializacyjnego odpowiedniej agci wlewano roztwor biatka,
woreczki umieszczano w 4000 ml buforu do dializpkubowano w 4°C przez 12 godzin.
Nastpnie roztwor z woreczkdéw przenoszono do jatowyabbpiwek. Probowki zam#gano w
ciektym azocie i przechowywano w -80°C.

9.3.6.0znaczanie s¢zenia biatka - metoda Bradforda.

Stgzenie biatka oznaczano metp8radforda [Bradford 1976] w formacie mikroptytki
titracyjnej. Do studzienek 96-studzienkowej ptytitracyjnej zawierajcej po 250 pl
odczynnika Bradforda dodawano po 5 pl odpowiedoizienczonej prébki roztworu enzymu
badZz biatka wzorcowego i mieszano z wykorzystaniem @kahatowej pipety automatycznej.
Po 5 minutach wykonywano pomiar absorbcji préb padhygasci fali 595 nm wzgidem
proby odniesienia zawietggej 250 ul odczynnika Bradforda i 5 pl buforu PBSmiary
wykonywano w trzech powtorzeniach z wykorzystaniegeytnika mikroptytek
(spektrofotometr UV-VIS Lambda Bio 20).¢Sénia biatka w probach okilano odnoszc
uzyskane wartei absorbancji do krzywej wzorcowej spaizonej na bazie roztworow
surowiczej albuminy wotoweRysunek 3J.
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Rysunek 31 Krzywa wzorcowa Ags=f(Cigsy) dla surowiczej albuminy wotowe;.

9.4. Wyniki i dyskusja dotyczace optymalizacji ekspresji lizostafyny w uktadzie
Escherichia coli TOP10F/pBAD2lys prowadzonej w bioreaktorze.

9.4.1 Wptyw intensywnosci mieszania na parametry procesu produkcji lizosteyny w
komorkach E. coli.

W celu identyfikacji optymalnej intensywfm mieszania pioywki hodowlanej,
przeprowadzitem trzy niezalee ddwiadczenia, przy statych wadmach pH (7,0)
I temperatury (37°C), w ktorych zmian w intensywetiomieszania dokonywatem poprzez
zmiare szybkdci obrotébw mieszadta dolagcego na wyposaniu wytego bioreaktora,
odpowiednio 400, 600 i 800 rpnfTabela 23. Intensywné¢ mieszania wywierata
bezpdredni wptyw na stopie natlenienia pgywki hodowlanej. Najniszy wzrost biomasy
uzyskatlem przy najuszej szybkéci obrotowej mieszadta mechanicznego, prawie 4|2 g/
(P1). Co ciekawe dla tej szykdad zanotowatem tate najwyszy poziom ekspresji enzymu —
odpowiednio 3 i 4,5 razy wgzy w stosunku do szyb&a obrotowych 600 i 800 rpm (P2).
Wyraznie nizsze wartéci uzyskanej masy lizostafyny przy szyldkbmieszadta 800 rpm,
mog by¢ spowodowane diymi sitami scinajgcymi powstagcymi przy intensywnym ruchu
wirowym wywotanym przez szybkie obroty mieszadtachrnicznego. Nie zaobserwowatem
natomiast istotnego wptywu optymalizowanego parameta aktywné specyficzn
uzyskiwanego biatka (P4). Kdorazowo uzyskatlem enzym o aktywoo specyficznej
zblizonej do 330 U/mg. Ze wzglu na najwysz wydajna¢ ekspresji (P2), przy
jednoczénie najniszej ilasci uzyskanej mokrej masy osadu (P1) i braku isjotéinicy w
aktywnaici specyficznej uzyskanej lizostafyny (P4), waétgozostatych wyznaczanych
przeze mnie parametrow byta napgya dla ukladu mieszanego z sz\ukp mieszadta 400
rpm. Wartd¢ tg uznatem zatem za optymaldla prowadzonego przeze mnie procesu.
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Tabela 23. Wplyw intensywndci mieszania na parametry procesu produkcji liZgsta
prowadzonej w bioreaktorze (3L) z wykorzystaniem tadk Escherichia coli
TOP10F' / pBAD2lys (T=37°C, pH 7,0).

Szybkd¢ obrotowa

Nr | Parametry hodowli komérkowej mieszadta [rpm]
400 600 800
P1 | Mokra masa osadu (MMO) [g/1] 4,20 8,90 6,95
P2 | Wydajné¢ ekspres;ji biatka [mg/l] | 16,81 5,47 3,62

P3 | Wydajné¢ ekspresji wzgidem MMO [mg/g] 4,00 0,61 0,52
P4 | Aktywna¢ specyficzna biatka [U/mg] 369 326 330

P5 | Wydajnéc¢ specyficzna ekspresji biatka [U/1] 6203 1782 1194

Wydajna¢ specyficzna ekspresji wzglem
MMO [U/g]

Wydajna¢ specyficzna na godzrtrwania
procesu [U/L-h]

Wydajnai¢ ekspres;ji biatka na godzirtrwania
procesu [mg/L-h]

P6 3692,5 500,5 403,7

P7 689,2 198,0 132,6

P8 1,87 0,61 0,40

9.4.2 Wptyw pH pozywki hodowlanej na parametry procesu produkcji biaka w
komorkach E. cali.

W celu identyfikacji optymalnej warfoi pH paywki hodowlanej, przeprowadzitem
pie¢ niezalenych déwiadcze, przy statych wartiach temperatury (37°C) i szybia
obrotowej mieszadta bioreaktora uznanej woig za optymala (400 rpm), odpowiednio dla
pH pazywki hodowlanej: 5,0; 5,5; 6,0; 7,0 i 8,%5dbela 24. Przeprowadzone dwiadczenie
wykazato, ze poziom sfzenia jonéw wodorowych nie tylko wptgh na wzrost komorek
Escherichia coli ale take na wynik ekspresji lizostafyny i jej aktywdgo specyficza.
Ekspresja biatka zachodzita na napsgym poziomie przy zastosowaniwzgaki hodowlanej
o pH = 55 (P2). W tych warunkach poziom eksprésji srednio o 40% wyszy w
poréwnaniu z procesami prowadzonymi wzpekach o innych wart@iach pH. Wzrost pH
pozywki hodowlanej do wartwi 8,5 doprowadzit do catkowitego zahamowania wiaros
komorek. Z kolei przy pH 6 komorki wzrastaly najiglp o czym swiadczy najwysza
uzyskana ilé¢ biomasy (P1l). Przy tej samej waito pH uzyskalem tate najwysz
aktywnas¢ specyficzi lizostafyny na poziomie 695 U/mg - prawie dwukietwyzszy niz w
pozywce o0 pH=7 (P4).

176



Tabela 24. Wplyw pH paywki hodowlanej na parametry procesu produkcji diadyny prowadzonej w
bioreaktorze (3L) z wykorzystaniem uktaBscherichia coliTOP10F' / pBAD2lys (T=37°C, rpm 400).

H
Nr | Parametry hodowli komorkowej s
5,0 5,5 6,0 7,0 8,5
P1|Mokra masa osadu (MMO) [g/]] 4,47 5,6k 6,43 4,2 -
P2 [ Wydajnai¢ ekspres;ji biatka [mg/l] | 17,49 28,33 19,32 16,81 -

P3 [Wydajnai¢ ekspresji wzgidem MMO [mg/g]l 3,92 5,01 3,00 4,00 -
P4 [ Aktywnos¢ specyficzna biatka [U/mg] 573 429 695 369 -

P5 | Wydajna¢ specyficzna ekspresji biatka [Uf] 10030 12155 28B4 6203 -

Wydajndi¢ specyficzna ekspresji wzglem
MMO [U/g]

Wydajnai¢ specyficzna na godarirwania
procesu [U/L-h]

Wydajna¢ ekspresji biatka na godzin
trwania procesu [mg/L- h]

P6 5726,1 5481,1 5279  3692,5 -

P7 1114,4 1350,5 1491,8 689,2 -

P8 1,94 3,15 2,15 1,87 -

Parametr P6 (wydajdé specyficzna ekspresji wzglem MMO) okréla liczbe
przypadajcych jednostek lizostafyny na 1 g mokre] masy osadpozwala uzyska
odpowied na pytanie: jak mag osadu komorek pohodowlanychedzie trzeba podda
procesom dezintegracji, aby uzyékaadan liczbe jednostek lizostafyny? Im wgza jego
wartas¢, tym mniej czasochtonny powinien dyproces otrzymywania w odniesieniu
chociaby do czasu trwania procesu oczyszczania. Wyniipitrwszych trzech wada pH
nie r&niag sic w sposob istotny od siebie (chmbserwowana jest tendencja mada)).
Wartasé tego parametru spadta o ok. 30%, gdyckazytem pH paywki do 7,0. Najwysz
wydajna¢ specyficzig lizostafyny uzyskatem przy wadc pH pazywki rownej 6,0, co
stanowito warté¢ wyzszy o 25, 9,5 i 54% odpowiednio dla hodowli prowadzcmnyw
pozywkach o pH 5,0; 5,51 7,0 (P5). Maj na uwadzeze parametry P5 i P3 nalkedo
najwaniejszych parametrow wptywgjych na ekonomgi procesu otrzymywania enzymow,
uznatem za optymajnwartas¢ pH pazywki hodowlanej réwn 6,0. Przy tej wartai pH
uzyskatem: najwiszy liczbe jednostek lizostafyny z 11 hodowli (13427 U/l), zgm
0 najwyszej aktywnéci specyficznej (695 U/mg), niemniej jednak przyjdhazszym
procesie izolacji lizostafyny z jednej partii prédyjnej, ze wzgldu na najwyszy ilosc
uzyskanej biomasy (6,43 g/l).

9.4.3.Wptyw temperatury pozywki hodowlanej na parametry procesu produkcji biaka
w komorkach E. coli.

W celu identyfikacji optymalnej temperatury ekspirésatka w uktadzieEscherichia
coli TOP10F/pBAD2lys, przeprowadzitem dwa dodatkowe&vdadczenia, przy uznanych
jak dogd optymalnych warteiach pH (6,0) i szyblki obrotowej mieszadta (400 rpm), dla
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temperatur 25 i 30°ClT@abela 29. Najnizsza temperatura okazatg biy¢ najdogodniejszdla
wzrostu hodowanych komorek. Przy jej wddiouzyskatem o 70 i 20% wksz ilos¢
biomasy w stosunku do hodowli prowadzonych odponi@dv temperaturach 30 i 37°C
(Suplement 9.4.2 (P1). Hodowla bakteryjna prowadzona wzszych temperaturach
doprowadzita take do uzyskania prob lizostafyny o #sygej aktywnéci specyficznej (P4),
niemniej jednak uzyskatem wowczas wymee nizsze poziomy ekspresji biatka (P2). Wzrost
temperatury o 12°C spowodowat wzrost wydamoprocesu ekspresji o 250% i w
konsekwencji przy tej temperaturze uzyskatem napmy wydajna¢ specyficza ekspresji
biatka na poziomie 13427 U/l (P5). Majna uwadze ten wynik, a tak to,ze temperatura
37°C jest optymalptemperatuy wzrostu dla komorekEscherichia coliuznatem g takze za
optymalry dla procesu ekspresji lizostafyny w uktadzie pBAB2

Tabela 25.Wplyw temperatury poywki hodowlanej na parametry procesu produkcji stadyny
prowadzonej w bioreaktorze (3L) z wykorzystaniem fadk Escherichia coli
TOP10F' / pBAD2lys (400 rpm, pH 6,0).

Temperatura [°C
Nr Parametry hodowli komérkowej P [€]
25,0 30,0 37,0
P1 |[Mokra masa osadu (MMO) [g/l] 7,61 4,49 6,43
P2 |[Wydajna¢ ekspres;ji biatka [mg/l] | 7,9 13,14 19,32
p3 Wydajnai¢ ekspresji wzgidem MMO 1.04 2903 3.00
[ma/g]
P4 | Aktywnos¢ specyficzna biatka [U/mg]| 863 914 695
P5 Eﬁ/}//l?ajncﬁc’ specyficzna ekspresji biath 6813 12014 13427
Wydajna¢ specyficzna ekspresiji
P6 wzgledem MMO [U/g] 2077,6  7095,5 5279
p7 Wyda'Jn(x!c’ specyficzna na godzn 756.9 1334.8 1491.8
trwania procesu [U/L-h]
P8 Wyda_jn(x!c’ ekspres;ji biatka na godzin 0.88 1.46 215
trwania procesu [mg/L-h]

9.4.4 Wybor optymalnych parametrow (pH, temperatury, rpm) procesu produkcji
biatka w komérkach E. coli.

Na podstawie szeregu przeprowadzonych p@yvyeksperymentow, za optymalne
warunki ekspresji lizostafyny w komérkadtscherichia coliTOP10F'/pBAD2lys uznatem
odpowiednio: cgstotliwos¢ obrotdw mieszadta mechanicznego 400 rpm, pH 6ér@peratug
37°C. Dla wybranych warunkéw hodawbakteryjra powtérzytem dodatkowo monitokg
zmiany mierzonych parametrow procesu w cza3iab¢la 26. W trakcie prowadzenia
hodowli pobieratem préby o ofipsci 100 ml, przed indukgj oraz po dwoch, czterech,
sz&ciu i adémiu godzinach od momentu indukcji, w celu wyznadagrarametréw procesu
ekspresji. W prezentowanej tabeli udtiéem dodatkowo warkei dla parametrow Og
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i pO2 [%] odnoszce sé odpowiednio do ¢stasci optycznej oraz stopnia natlenienia medium
hodowlanego. Wykazatenye optymalnym czasem prowadzenia procesu jest c@asuo
godzin od momentu indukcji (odpowiednio 9 h od mamme zaszczepienia ppwki
hodowlanej komérkamiEscherichia col. Wydtuzenie tego czasu powodowato spadek
aktywndasci  specyficznej uzyskiwanego biatka (P4). Podobngnik, wptywu czasu
prowadzenia hodowli na aktywfo specyficzm enzymu, uzyskat Szweda w poprzednich
doswiadczeniach prowadzonych w kolbach laboratoryjnjgtweda i in. 2005].

Tabela 26. Wplyw czasu prowadzenia hodowli bakteryjnej na peay procesu produkcji lizostafyny

prowadzonej w bioreaktorze (3L) z wykorzystaniemtadk Escherichia coli TOP10F / pBAD2lys
(400 rpm, pH 6,0, T 37°C).

Czas od momentu indukgji [h]
Nr | Parametry hodowli komorkowej
0,0 2,0 4,0 6,0 8,0
P' | ODegoo 0,3 0,9 1,0 1,0 1,0
P" | pO2 [%] 77,5 59,0 69,0 68,2 80,6
P1 | Mokra masa osadu (MMO) [g/1] 5,52 6,1 6,22 6,41
P2 | Wydajna¢ ekspresji biatka [mg/1] 8,13 12,41 16,23 19,71
P3 Wydajna¢ ekspresji wzgildem MMO
[mg/g] 1,47 2,03 2,61 3,07
P4 | Aktywnosé¢ specyficzna biatka [U/mg] 590 630 680 641
p5 Wydajnai¢ specyficzna ekspres;ji biatka
[un 4797 7818 11036 12634
P6 Wydajna¢ specyficzna ekspresiji
wzglgdem MMO [U/g] 869 1281,7 1774,3 19710
p7 Wydajno’;é specyficzna na godzin
trwania procesu [U/L-h] 1491,8 1598,9 1563,7 1576,6 1403,8
P8 Wyda_jnoéé ekspres;ji biatka na godzin
trwania procesu [mg/L-h] 2,15 2,71 2,48 2,32 2,19

W optymalnych warunkach prowadzenia hodowli baktelyprzeprowadzitem dodatkowo
dwa eksperymenty, dla ktorych waito parametrow procesu ekspresji przedstawia
Tabela 27 W wyniku przeprowadzonych eksperymentow optynaalyych uzyskatem
nastpujace wartdci parametrow procesu ekspresji lizostafyny (wanitosrednie wraz
z odchyleniem standardowym): mokra masa osadu kelrdmkteryjnych 5,65+1,04 g/l (P1),
wydajnas¢ ekspresji biatka 18,39+0,92 mg/l (P2), aktywispecyficzna lizostafyny 639162
U/mg (P4), liczba jednostek lizostafyny uzyskiwangdnego litra hodowli 11787+1701 U/
(P5). Na tym etapie optymalizacji warunkéw prowadae ekspresji lizostafyny w
bioreaktorze w ukfadzi&scherichia coliTOP10F’ / pBAD2lys, uzyskatem wigze wartéci
dla wydajndci specyficzne] ekspresji i aktywba specyficznej enzymu w stosunku do
procesu prowadzanego przez Szgedwsp. w kolbach laboratoryjnych w tym samym
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ukitadzie ekspresyjnym (odpowiednio o 377 i 28%, hydgm wartéci: 3125 U/l i 498U/mgQ)
[Szweda i in. 2005].
Tabela 27. Wyniki dla trzech powtérae procesu produkcji lizostafyny prowadzonej w

bioreaktorze (3L) z wykorzystaniem uktadischerichia coli TOP10F / pBAD2lys
(warunki optymaine).

Powtorzenie

Nr | Parametry hodowli komorkowej

1 2 3
pP1 | Mokra masa osadu (MMO) [g/1] 6,43 4,47 6,04
p2 | Wydajnas¢ ekspresji biatka [mg/1] 19,32 17,49 18,37
p3 Wydajna¢ ekspresji wzgildem MMO [mg/g] 3,00 3,92 3,04
P4 Aktywnos¢ specyficzna biatka [U/mg] 695 573 648
P5 Wydajnai¢ specyficzna ekspres;ji biatka [U/]] 13427 10030 Q49

Wydajna¢ specyficzna ekspresji wzglem
P6 | MMO [U/qg]

Wydajnai¢ specyficzna na godazjrirwania
P7 [procesu [U/L-h]

Wydajna¢ ekspresji biatka na godzin

P8 | trwania procesu [mg/L-h]

5279 5726,1 4887,6

1491,8 1114,4  1583,3

2,15 1,94 2,41

9.4.5.Intensyfikacja wydajnosci produkcji lizostafyny poprzez zmiare sktadu pazywki
hodowlanej.

Dalsze préby zwikszenia wydajnéci ekspresji biatka prowadzonej w wybranym
ukitadzie opartem o zmigrsktadu paywki hodowlanej. W dogpnej literaturze wielokrotnie
wykazywano, ze tego typu strategie optymalizacyjne rpogrowadzé do uzyskiwania
hodowli o duych gestasciach komérkowych (hodowle HCDC - High Cel Dengtyltures),

a w przypadku komérekscherichia colimozliwe jest uzyskanie biomasy nawet przekraczaj
50 g suchej masy komorek na litr hodowli, co opisawn pracy przegldowej dotyczcej
dostpnych strategii prowadzenia hodowli HCDC dla konk6Ee coli [Choi i in. 2006].
Skuteczne prowadzenie hodowli w warunkach HCDC,térykh uzyskiwana jest wysoka
wydajna¢ biomasy oraz wysoki poziom ekspresji biatka, uwanwane jest wikxiwym
doborem skitadnikbw pywki hodowlanej, a tale wyborem strategii uzupetniania
sktadnikébw odywczych, co uzaleione jest od typu prowadzonej hodowli (stacjonprne
ciggtej, dolewowej lub z retengjkomodrek). Proste zwkszenie ildci sktadnikow paywki
czesto nie prowadzi do padanego wyniku, ze wzgllu na hamujcy wptyw niektorych

z tych sktadnikédw na wzrost komorek, przy przekestga ich granicznych warfoi stzenia.
Wzrost komorekE. coli hamowany jest m.in. po przekroczenigzsh dla nasgpujacych
sktadnikéw: dla glukozy 50 g/l, amoniaku 3 g#laza 1,15 g/l, magnezu 8,7 g/l, cynku 0,038
g/l [Lee 1996]. Innym wznym problemem zvgzanym z hodowlamie. coli o0 dwej gestasci
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jest produkcja jonéw octanowych, ktora pojawia gwykle w warunkach ograniczonego
natlenienia lub nadmiaru glukozy. Nadmiar glukoowpduje,ze bakterie produkajkwas
octowy, nawet w warunkach tlenowych, na skutek wgsya cyklu kwasoéw
trikarboksylowych. Przekroczenieesenia jonéw octanowych powgj 5 g/l w medium
hodowlanym o pH = 7,0 hamuje wzrost komotek coli, na skutekblokady fosforylacii
oksydacyjnej i w konsekwencji zahamowania replikattpnskrypcji i translacji. W celu
oceny maliwosci zwickszenia wydajn&ci ekspresiji lizostafyny w komaorkadBscherichia
coli TOP10F/pBAD2lys przeprowadzitem cztery eksperytgenvykorzystupc dwa
dodatkowe media: wzbogacppazywke LB oraz paywke HCDC, prowadzc hodowle w
trybie okresowym z zasilaniem — przy statym uzuetiu pazywki hodowlanej. Oba media
hodowlane cechowalysiwyzszy zawartdciag zwigzkow bedacych zrodtami wegla i azotu w
stosunku do standardowej ayavki LB, roznity sie takze zawartéciag soli mineralnych
i sposobem uzupetniania sktadnikowzgdczych Suplement 9.2.1, Tabela 22 Zmiana
sktadnikébw paywki hodowlanej doprowadzita do niemal dwukrotnegovickszenia
wydajnaici ekspresji lizostafyny (P2), przy braku spadkugktywnasci specyficznej (P4),
podczas gdy hodowlprowadzitem z wykorzystaniem wzbogaconepywki LB przy jej
statym suplementowaniu glicerolem z ¢ra@niem przeptywu 3g/lI/h. Wynik dla tego uktadu
byt takze wyzszy w stosunku do dwdéch pozostatych modyfikacjisgim suplementowania
glicerolem, odpowiednio o0 2,6 i 8,4 razy wadgm uktadow Glicerol 9g/I/h i Glicerol 9g/l/h
+ 100% ARA. Wyiszy poziom ekspresji biatka dla uktadu GlicerollBgiwzgledem hodowli
wykorzystugce] niemodyfikowane podie LB, jest bezpgednim wynikiem intensyfikacji
ilosci uzyskanej biomasy (P1). Trzykrotne zl8zenie natzenia przeptywu glicerolu (uktady
Glicerol 9g/l/h, Glicerol 9g/l/h + 100% ARA), dops@adzito co prawda do zekszenia
biomasy o odpowiednio 63 i 34%, jednak wyree spowolnito wydajng ekspresji biatka.
Zgodnie z oczekiwaniami, hodogvb najwyzszej gstasci uzyskatem wykorzystag medium
HCDC zaproponowane przez Liu [Liu i in. 2011]. Wellywarunkach il& biomasy byta
wyzszasrednio o 300% w stosunku do pozostatych uktadéwhyo podyktowane znacznie
wickszg zawartdcig tatwiej przyswajalnegozrodta wegla (glukozy). Dla tego ukiadu
hodowlanego uzyskatem tak najnzszy poziom ekspresji biatka, przy jednogze znacznie
nizszej aktywnéci specyficznej enzymu. Wynik ten jest rowhiegodny z moimi
oczekiwaniami, jakoze glukoza jest skutecznym inhibitorem arabinozowexystemu
ekspresyjnego. Celem tegosdeadczenia byto jednak uzyskanie odpowiedzi namgtaczy
wykorzystanie hodowli w medium HCDC doprowadzi adensyfikacji biomasy komorek
Escherichia colitransformowanych plazmidem pBAD2Lys, co redy¢ wykorzystywane w
dalszych pracach prowadzonych przez Szwedspotpr.

Na podstawie przeprowadzonych eksperymentéw stwiterd, ze najbardziej
optymalnymi warunkami ekspresji lizostafyny w korkech Escherichia coli TOP10F’
transformowanych plazmidem pBAD2Lys zapewnia ukiagkorzystupcy jako medium
hodowlane wzbogacanpozywke LB z suplementagjglicerolem w natzeniu 3g/l/h, przy
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zachowaniu wartwi pH, temperatury i szybkoi obrotowej mieszadta mechanicznego
reaktora BIOSTAT CT odpowiednio na poziomie: 6,2Gi 400 rpm.
Tabela 28. Wplyw sktadu medium hodowlanego i sposobu prowadzdrodowli na parametry procesu

produkcji lizostafyny prowadzonej w bioreaktorzd Y& wykorzystaniem uktad&Escherichia coliTOP10F /
pBAD2lys (400 rpm, pH 6,0, T 37°C).

Modyfikacje medium hodowlanego

Glicerol
Nr | Parametry hodowli komorkowej Glicerol 9g/l/h  Glicerol
LB ogmh  +100% 3gh HEPC
ARA

P1|Mokra masa osadu (MMO) [g/l] 6,43 10,47 8,59 10,7 29,12
P2 | Wydajnas¢ ekspresji biatka [mg/l] 19,32 13,26 4,22 35,61 1,89
P3 Wydajna¢ ekspresji wzgidem MMO

[mg/q] 3 1,27 0,49 3,33 0,06

P4 | Aktywnos¢ specyficzna biatka [U/mg] 695 379 241 798 3577
Wydajna¢ specyficzna ekspresji

P51 piatka [U/1] 13427 5026 3129 25923 676
P6 Wydajna¢ specyficzna ekspresji

wzgledem MMO [U/g] 5279 1776,1 1328,8 7486,8 54,5
P7|Czas prowadzenia procesu [h] 9 9 25,5 9 22
P8 Wydajna¢ specyficzna na godzin

trwania procesu [U/L-h] 1491,8 558,5 122,7 2880,330,7
P9 Wydajna¢ ekspresji biatka na godzin

trwania procesu [mg/L- h] 2,15 1,47 0,17 3,96 0,09

W takich warunkach uzyskatlem wydagdcekspresji biatka rown35,6 mg/l, enzym
0 aktywndci specyficznej 728 U/mg i w konsekwencji wydajaospecyficzg procesu
ekspresji na poziomie 26 tysy jednostek lizostafyny na litr prowadzonej hodoydo
stanowito odpowiednio ponad 80000 U z jednej pgradukcyjnej). Uzyskana przeze mnie
wydajnai¢ specyficzna ekspresji lizostafyny jest ponacimkrotnie wysza w stosunku do
wydajnaici, jaka uzyskali Szweda i wspotpr. prowagzproces w kolbach laboratoryjnych
(3125 U/l). W zaproponowanych warunkach uzyskataekie enzym o wyszej aktywnéci
specyficznej (o 46%, wzgllem 498 U/mg), co ma znaczenie zarowno przy ekormmgch
aspektach dla proceséw immobilizacji lizostafyny naznych materiatach (niwosé
wykorzystania mniejszej ikei lizostafyny przy wyszej aktywnéci), a take dla procesu
przechowywania i zwgzanego z nim spadku aktywdmd enzymu w czasie. Mg na uwadze
powyzsze wyniki, mog stwierdze, ze proces optymalizacji ekspresiji lizostafyny w uldie
Escherichia coli TOP10F/pBAD2Lys zostat przeprowadzony z sukceseRuonadto
uzyskatem wydajni@ ekspresji lizostafyny na poréwnywalnym poziomie goocesu
prowadzonego w skali przemystowe] przez Mierau @@, przy fermentacji w reaktorze
3000 1), wykorzystujc jednak duo bardziej powszechny i mniej pracochtonny uktad
ekspresyjny.

182



Analiza kosztéw surowcowych procesu ekspres;ji tiafymy w uktadzie uznanym za
optymalny wykazataze catkowity koszt surowcowy pojedynczego eksperymnénapcego
na celu otrzymanie lizostafyny z 3l hodowli prowadej w bioreaktorze w komoérkach
Escherichia coliTOP10F/pBAD2lys, rowny jest 266,56 PLN, a jedeyklcotrzymywania
zajmuje 23,5 roboczogodziny. Uwzdhiajgc wydajnaé¢ specyficzig analizowanego procesu
na poziomie 80100 U z jednej partii produkcyjnejskt przygotowania 1000 U tego enzymu
wyniost 3,33 PLN. Lizostafyna jest enzymem komemgyj dos¢gpnym. Enzym ten jest
podstawowym elementem gkiszasici komercyjnie dosgpnych zestawdw do izolacji DNA
z bakterii rodzajuStaphylococcusMozna p zatem nab§ jako odczynnik laboratoryjny
u wigkszaci dostawcow magych w swoim portfolio produkty biotechnologiczne cgnie
ok. 400,0 PLN za 1000 U (DNA Gfisk, Sigma Aldrich, PROSPEC, AMBI PRODUCTS),
przy czym zwykle jest ona sprzedawana w posta@aredu, o szeniu 1 mg/ml i aktywngi
zblizonej do 400 U/mg. Tak wysoka cena zmostanowd problem nawet przy jej
wykorzystywaniu w pracach badawczych. Natomiadt jjgskompletnie nieakceptowalna w
zastosowaniach przemystu ggwczego, czy w konstrukcji aktywowanychgninateriatow
opatrunkowych. Zakilada§, ze techniczny koszt wytworzenia dla produktéw
biotechnologicznych obecnych w sprzeglatanowi 40-50% ceny sprzega wykorzystanie
zaproponowanego przez nas ukfadu hodowlanegee nubniy¢ koszty jej wytwarzania
przynajmniej 10-ciokrotnie. Ponadto opisany2@yproces wytwarzania lizostafyny by
tatwo wdrazony w niemal kadym badawczym ddz przemystowym laboratorium
biotechnologicznym, co przy wykorzystaniu metodyehiu jest ja czynndgcig znacznie
trudniejsz [Mierau i in. 2005]. Zaprezentowane w tym rozdeialvyniki zostaty
opublikowane [Szweda i in. 2014].
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