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Biopolimery w konstrukcji nowoczesnych materialow medycznych
o aktywnosci antydrobnoustrojowej

Cz. II. METODY AKTYWAC]JI ANTYDROBNOUSTROJOWE]
MATERIALOW MEDYCZNYCH™

Streszczenie — Artykut stanowi Cz. Il publikacji poswigconej konstrukcji nowoczesnych materia-
t6w medycznych o aktywnosci antydrobnoustrojowej. Przedstawiono strategie nadawania wtasci-
wosci antydrobnoustrojowych biopolimerowym materiatom medycznym. Omoéwiono wykorzys-
tanie réznych, aktualnie stosowanych czynnikéw antydrobnoustrojowych oraz mechanizmy od-
powiadajace za kontrolowane ich dostarczanie w miejscu zranienia. Szczegdlng uwage poswieco-
no peptydom o aktywnosci antydrobnoustrojowej (tabela 1, rys. 1), jako nowej grupie czynnikéw
znajdujacych sie na etapie zaawansowanych badan klinicznych. Uzasadniono wybor chitozanu —
jedynego, handlowo dostepnego biopolimeru cechujacego si¢ aktywnoscig antydrobnoustrojowa
— jako potencjalnej matrycy w nowych zaawansowanych materiatach medycznych przeznaczo-
nych do kontrolowanego uwalniania czynnika aktywnego.

Stowa kluczowe: biomateriaty, chitozan, czynniki antydrobnoustrojowe, peptydy antydrobno-
ustrojowe, infekcje skorne.

NATURAL POLYMERS IN DESIGNING MODERN MEDICAL MATERIALS WITH ANTI-
MICROBIAL PROPERTIES. Part II. ANTIMICROBIAL ACTIVATION METHODS FOR MEDICAL
MATERIALS

Summary — Strategies for imparting antibacterial activity to biopolymer medical materials have
been presented. Various currently used antimicrobial agents and the mechanisms responsible for
their controlled release at the site of wound were described. The emphasis was put on antimicro-
bial peptides as a new group of agents that are the subject of advanced clinical trials (Table 1,
Fig. 1). The choice of chitosan — the only commercially available biopolymer with antimicrobial
activity — as a possible matrix for advanced medical materials designed for the controlled delivery
of active agent (Table 2), has been justified.
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WPROWADZENIE

Dotychczas prowadzone badania poswigcone projekto-
waniu nowoczesnych materialow o aktywnosci antydrob-
noustrojowej obejmuja przede wszystkim wykorzystanie
roéznego rodzaju czynnikéw antydrobnoustrojowych [1].
Trwaty kontakt czynnika aktywnego z uszkodzong tkanka,
konieczny do zahamowania infekgji i zachowania czystosci
mikrobiologicznej rany, jest zapewniany w wyniku unieru-
chomienia tego czynnika na powierzchni matrycy materia-
tu badz zapewnienia kontrolowanego profilu uwalniania
substancji aktywnej z jego wnetrza. Miejscowe stosowanie
czynnikdw antydrobnoustrojowych ma ogromna przewa-
ge nad zastosowaniami systemowymi ze wzgledu na moz-
liwo$¢ wykorzystania w takim przypadku duzo wiek-
szych stezen, precyzyjnie dostarczanych bezposrednio
w miejsce zranienia. Ma to znaczenie zwlaszcza w aspekcie
ksztaltowania si¢ mechanizméw opornosci drobnoustro-
jow wystawionych na dlugotrwale dziatanie uzytego
czynnika antydrobnoustrojowego.

Odmiennym sposobem aktywacji antydrobnoustrojo-
wej roznego rodzaju materialow jest wykorzystanie do
ich produkcji substancji wykazujacych antydrobnoustro-
jowa aktywnosc¢. Ta metoda budzi jednak duzo mniejsze
zainteresowanie, ze wzgledu na bardzo niewielki wybor
odpowiednich surowcéw, ograniczajacy sie jedynie do
chitozanu — biopolimeru, ktérego aktywno$¢ antydrob-
noustrojowa jest uwarunkowana obecnoscia licznych
sprotonowanych grup aminowych [2].

WYKORZYSTANIE CZYNNIKOW
O AKTYWNOSCI ANTYDROBNOUSTROJOWE]

Zdolnos¢ do tymczasowego podawania czynnika anty-
drobnoustrojowego, dostarczania go w $cisle okreslonym
czasie badz cyklicznie, w statych dawkach jest pozadana
cecha materiatéw stosowanych w réznego typu praktykach
medycznych [3]. Wiedza na temat mechanizméw kontroli
uwalniania unieruchomionego we wnetrzu matrycy zwiaz-
ku jest wigc niezbedna w projektowaniu odpowiedniego sys-
temu. Uwalnianie zwigzku z matrycy biodegradowalnego
materiatu jest kontrolowane przez procesy dyfuzyjne i/lub
przez kinetyke degradadji samej matrycy. W praktyce oba te
mechanizmy odgrywaja istotna role. To, ktory bedzie domi-
nowat, zalezy od wlasciwosci zaréwno unieruchomionej
czasteczki, jak i nosnika oraz ich cech fizykochemicznych.
Uwalnianie matych czasteczek jest kontrolowane przede
wszystkim na drodze procesow dyfuzyjnych. Natomiast
profil uwalniania makroczasteczek, takich jak peptydy
i biatka jest bardziej ztozony i zalezny w wigkszosci przypad-
kéw od szybkosci degradacji matrycy [4].

Mechanizmy uwalniania czynnika aktywnego
z polimerowych matryc

W systemach, w ktorych profil uwalniania unierucho-
mionego zwiazku zalezy od procesow dyfuzyjnych, nos-

nik (polimerowa matryca) zachowuje zwykle integral-
nosc¢ swojej struktury przez caty okres stosowania. W ta-
kich systemach szybkos¢ dyfuzji jest kontrolowana po-
przez nastepujace czynniki: rozpuszczalnos¢ czynnika
aktywnego w otaczajacym srodowisku (zaréowno w wo-
dzie, jak i w roztworze polimeru tworzacego matryce);
gradient stezenia uwalnianego zwiazku; ilo$¢ substangji
aktywnej zawartej w matrycy; morfologie matrycy (poro-
watos¢, powierzchnie witasciwa i ksztatt); hydrofilo-
wos¢/hydrofobowos¢ matrycy; oddziatywania chemicz-
ne pomiedzy unieruchomionym zwiazkiem a matryca
nosng; wiasciwosci uzytego polimeru tworzacego matry-
ce oraz zewnetrzne czynniki srodowiskowe (pH, sita
jonowa, aktywnos¢ termiczna i/lub enzymatyczna) [4].
Wielko$¢ zaréwno samej matrycy, jak i unieruchomione-
go czynnika jest jednym z najwazniejszych parametrow
wptywajacych na szybko$¢ jego uwalniania. Szybkos¢
dyfuzji z biodegradowalnych systeméw o duzych wy-
miarach moze by¢ bardzo mata, natomiast z systemodw,
w ktorych matryce stanowi koloidalna zawiesina polime-
ru o bardzo duzej powierzchni wtasciwej — bardzo duza
(duzo krotsza droga dyfuzji). R6znice w profilu uwalnia-
nia unieruchomionego czynnika aktywnego mozna wiec
uzyska¢ w wyniku modyfikacji powierzchni wtasciwej
matrycy, np. mieszajac ze soba frakcje o réznym ksztatcie.
Niezwykle wazna jest takze zdolno$¢ i sita oddzialywa-
nia zwigzku z polimerowa matryca. Ma to istotne znacze-
nie zwlaszcza w odniesieniu do oddziatywan jonowych
zudzialem matryc zbudowanych z polimerow o licznych
wolnych grupach karboksylowych. W przypadku zwiaz-
kéw o charakterze kwasowym badz neutralnym moze
dojs¢ do sytuacji, w ktérej, w wyniku stabych oddziaty-
wan jonowych z wolnymi grupami karboksylowymi, be-
dzie miato miejsce stracenie w postaci krysztatkdw unie-
ruchomionego we wnetrzu matrycy zwigzku [5]. Mozli-
wosc¢ sterowania szybkoscig proceséw dyfuzyjnych na
drodze réznicowania cigzaréw czasteczkowych polime-
réw, z ktorych jest wykonana matryca no$na, wykorzys-
tuje si¢ takze w projektowanych systemach ze zmodyfi-
kowanym profilem uwalniania. Zwykle wystepujaca
prawidlowoscia jest to, ze zastosowanie polimeru o
mniejszym cigzarze czasteczkowym prowadzi do uzys-
kania materiatu o wiekszej porowatosci i nieco gorszej
wytrzymatosci. Uwalnianie z takich systemow substancji
aktywnych jest zazwyczaj gwaltowne, wiekszos¢ bo-
wiem zawartego w nich zwigzku uwalnia sie juz w pier-
wszych godzinach stosowania [4].

Procesy degradacji matrycy zbudowanej z polimeréw
naturalnych, a wigc wigkszosci matryc biodegradowal-
nych, mozna podzieli¢ na: procesy zwiazane z jej roz-
puszczaniem (erozja) oraz procesy degradacji przebiega-
jace na skutek dziatania czynnikow zewnetrznych (gtow-
nie biodegradacji) [4]. Erozja powoduje badz utrate masy,
badz wyjsciowej struktury danego materiatu. Biodegra-
dacja natomiast prowadzi do chemicznego rozrywania
wigzan, a wiec do skracania dtugosci tancuchow polime-
rowych, w wyniku reakgji hydrolitycznych lub enzyma-
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tycznych. Polimery biodegradowalne zwykle sa podatne
na trzy typy degradacji. Typ pierwszy to degradacja
zwiazana z rozpadem gloéwnego lancucha polimeru.
Rozpad wigzan pomiedzy monomerami prowadzi do
utraty ciaglosci tancucha. Temu rodzajowi degradacji
ulega wigkszo$¢ polimerow liniowych. Z kolei materiat
nierozpuszczalny w wodzie, ale wytworzony na bazie
rozpuszczalnego w wodzie polimeru, np. na drodze che-
micznego badz enzymatycznego sieciowania, moze ule-
gac¢ degradacji drugiego typu na skutek rozerwania tych
sieciujacych wigzan. Typ trzeci natomiast obejmuje zmia-
ny w obrebie tancuchéw bocznych, jedli takie wystepuja.
Degradacja materialdéw otrzymanych na bazie polime-
réw naturalnych moze by¢ sterowana poprzez modyfi-
kacje nastepujacych czynnikéow: budowy chemicznej
i skladu polimerowej matrycy, ciezaru czasteczkowego
uzytego polimeru, jego stezenia, hydrofobowosci badz
hydrofilowosci, wtasciwosci morfologicznych matrycy
(ksztattu, wielkosci i porowatosci), obecnosci w ukladzie
substancji pomocniczych, zewnetrznych czynnikéw sro-
dowiskowych (np. pH, sily jonowej, temperatury), meto-
dy otrzymywania matrycy, warunkow procesu steryliza-
¢ji wytworzonego materiatu. W przypadku wykorzysta-
nia matryc biodegradowalnych, uwalnianie aktywnego
sktadnika unieruchomionego w ich wnetrzu, nastepuje
na drodze degradacji przebiegajacej wg wyszczegdlnio-
nych wyzej mechanizmow.

Czynniki antydrobnoustrojowe

W ostatnich latach na rynku wyrobéw medycznych
pojawily sie materiaty opatrunkowe przystosowane do
uwalniania czynnika antydrobnoustrojowego na po-
wierzchni rany. Szerokie i niekontrolowane wrecz wyko-
rzystywanie antybiotykoterapii doprowadzito do po-
wszechnego wystepowania wielolekoopornych szcze-
pow bakteryjnych, co zmusito grupy badawcze do po-
szukiwania innego rodzaju aktywnych czynnikéw, prze-
ciwko ktéorym prawdopodobienstwo wyksztatcenia
opornosci bytoby znacznie mniejsze [6—8]. W konse-
kwencji wzrosto zainteresowanie czynnikami, takimi jak
srebro, preparaty jodu i miodu, a takze nowa grupa czyn-
nikow antydrobnoustrojowych, mianowicie peptydami
antydrobnoustrojowymi. W odréznieniu od antybioty-
koéw, majacych zazwyczaj bardzo okreslone i specyficzne
cele czasteczkowe, wspomniane czynniki peptydowe
wykazuja zréznicowane, zlozone mechanizmy dziatania
[9—15], utrudniajace drobnoustrojom wyksztatcenie
skutecznych mechanizméw obrony [16—18]. Dodatko-
wo cechy, takie jak: mata toksycznos¢, szerokie spektrum
aktywnosci oraz stosunkowo niewielkie wartosci MIC
(minimalne stezenie hamujace wzrost drobnoustrojow)
wplynely na to, ze wigkszo$¢ z wymienionych czynni-
kow antydrobnoustrojowych jest handlowo dostepna
w réznego rodzaju materiatach medycznych.

W przypadku materiatow zawierajacych srebro réz-
nej postaci, uwalnianym czynnikiem antydrobnoustrojo-

wym sa zawsze kationy srebra [19]. Uwaza sie je za bar-
dzo efektywny czynnik antydrobnoustrojowy o szero-
kim spektrum dziatania [20, 21]. Co prawda, wieloletnie
badania pozwolily na wyszczegdlnienie r6znych mozli-
wych mechanizmoéw nabywania przez drobnoustroje
specyficznej opornosci na srebro [22—24], czestotliwos¢
jej wystepowania byla jednak sporadyczna [25, 26], uzna-
no wiec srebro za niezwykle obiecujacy czynnik anty-
drobnoustrojowy.

Jodopowidon to obecnie najczesciej stosowany prepa-
rat jodu, wchodzacy w sktad wielu dostepnych opatrun-
kéw medycznych przeznaczonych do leczenia trudno
gojacych sie infekcji skérnych. Jest to rozpuszczalny
w wodzie kompleks jodu z poliwinylopirolidonem
(PVP), o stezeniu jodu 9,0—12,0 %. Przykladem tego
typu materiatow wykorzystywanych w praktyce me-
dycznej sa opatrunki z serii Inadine® (Johnsons & John-
sons Ltd.) otrzymywane na bazie glikolu polietylenowe-
go [poli(tlenku etylenu)] impregnowane 10-proc. jodopo-
widonem.

Antybakteryjna aktywnos$¢ miodu wynika z synergii
dziatania nadtlenku wodoru, powstajacego pod wpty-
wem zawartej w miodzie oksydazy glukozy oraz metylo-
glioksalu [14, 27]. Na podstawie zawartosci metylogli-
oksalu w danym preparacie miodu opracowano para-
metr UMF (Unikalny Czynnik Manuka), okreslajacy
aktywnos$¢ preparatu, a zatem przydatnosc¢ w zastosowa-
niach medycznych. Midd oznaczony parametrem 1 UMF
wykazuje aktywnosc¢ antyseptyczna poréwnywalna
z aktywnoscia 1-proc. roztworu fenolu. Dodatkowq zale-
ta wykorzystania miodow jest bardzo duza zawartos¢
w nich naturalnych zwiazkéw przeciwutleniajacych [28,
29]. Czynniki te biorg udziat, m.in. w neutralizowaniu
wolnych rodnikéw, ktore jak wykazano, spowalniaja
proces leczenia rany [30, 31]. Czotowym produktem
z udziatem miodu na polskim rynku wyrobéw medycz-
nych jest alginianowy opatrunek hydrozelowy (Activion
Monuka, Kickgel®) nasaczony miodem Manuka (UMF
12—14). W kontakcie z wilgocig opatrunek przyjmuje
forme miekkiego zelu, co stwarza wilgotne srodowisko
i utatwia uwalnianie aktywnego skladnika w miejscu
zranienia. Materialy tego typu funkcjonuja na rynku od
niedawna, z tego wzgledu dostepna jest niewielka liczba
prac poswieconych efektywnosci ich dziatania. Dostepna
literatura wskazuje jednak na bardzo duzy potencjat
miodu i opatrunkéw z jego udziatem w leczeniu trudno
gojacych sig ran [32—36].

Obecnie jedna z najnowszych a zarazem najbardziej
interesujacych grup czynnikow antydrobnoustrojowych
sa peptydy antydrobnoustrojowe (AMP — antimicrobial
peptides). Wystepuja one u bardzo wielu gatunkow drob-
noustrojow, roslin, grzybow i zwierzat, stanowiac wazny
sktadnik odpornosci wrodzonej organizmoéow wyzszych
[37—40], badz element antagonistycznego oddziatywa-
nia mikroorganizmow (bakteriocyny) [41]. Tabela 1
przedstawia najciekawsze i jednoczesnie dobrze prze-
badane peptydy antydrobnoustrojowe, zaréwno te
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Tabela 1. Charakterystyka peptydow o aktywnosci antydrobnoustrojowej (MW — ciezar czasteczkowy, LA — liczba reszt amino-

kwasowych, NC — tadunek wypadkowy w srodowisku o pH 7)

Table 1. Characteristics of antimicrobial peptides (MW — molecular weight, LA — number of amino acid residues, NC — net charge

at pH 7,0)
Charakterystyka peptydu Producent, zastosowanie, status badan klinicznych
Biosynexus, U.S.A., www.biosynexus.com
Nizyna A [42] — czynnik antyinfekcyjny ran skérnych (zastosowanie miejscowe),

(Lactococcus lactis)
Typ: bakteriocyna
MW: 3 500; NC: +5
Aktywnos¢: Gram*

badania przedkliniczne (in vivo)
ImmucCell, U.S.A., www.immucell.com

— Wipe Out® chusteczki o dziataniu profilaktycznym przeciw mastitis,
dostepne na rynku

— E234 dodatek do zywnosci (substancja konserwujaca), dostepna na
rynku

Lizostafyna [43]
(Staphylococcus simulans)
Typ: bakteriocyna
Aktywnos¢: Gram*
MW: 26 900; NC: +11

Biosynexus, U.S.A., www.biosynexus.com

— czynnik przeciwinfekcyjny ran skérnych (zastosowanie miejscowe),
badania przedkliniczne (in vivo)

Laktoferryna B

(Homo sapiens, Bos taurus)

MW: 8 600; LA: 691; NC: +8,7
Dodatkowe znaczenie:

— udzial w transporcie jonow zelaza,
— aktywnos¢ przeciwutleniajaca
Laktoferrycyna B [44 —48]

(Homo sapiens, Bos taurus)

MW: 3 130; LA: 25; NC: +7,9

Aktywnos¢: Gram*, Gram, grzyby, wirusy, pasozyty,
komorki nowotworowe

Pet King Brands, U.S.A., www.petkingbrands.com

— skladnik leczniczych produktéw weterynaryjnych o dziataniu
przeciwinfekcyjnym do zastosowan miejscowych, dostepny na rynku

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

— Human lactoferricin — (czynnik przeciwinfekcyjny ran skdrnych),
badania przedkliniczne (in vivo)

PATER Laboratorium, Polska, www.pater-lab.com

— VIVO-DENTAL — zel nawilzajacy, przeciwbakteryjny do jamy
ustnej

Plectasin [49]

(Pseudoplectania nigrella)

Typ: defensyna

Aktywnos¢: Gram*

MW: 4 400; LA: 40; NC: +1— +3

Novozymes, Dania, www.novozymes.com

— czynnik przeciwinfekcyjny (zastosowanie miejscowe), badania
przedkliniczne (in vivo)

Pexiganan (MSI-78) [50, 51]
Typ: syntetyczny

Typ: analog meganiny 2
Aktywnos¢: Gram*, Gram~
MW: 2 480; LA: 22; NC: +10

Genaera Corporation, Wielka Brytania, www.genaera.com

— Locilex 1 % — krem przeciwinfekcyjny (zastosowanie miejscowe),
badania kliniczne: Faza III (brak zgody FDA, konieczne dalsze badania)

Psoriazyna (S100A7) [52, 53]

(Homo sapiens)

Aktywnos¢: Gram, Gram®, komorki nowotworowe
MW: 11 070; LA: 100

Dodatkowe znaczenie:

— glowny skladnik naturalnej ochrony skory,

— wiasciwosci chemotaktyczne wobec komoérek T i neutrofili

Uniwersytet Christiana-Albrechta w Kilonii, Niemcy,
www.uni-kiel.de/SFB617

— badania przedkliniczne peptyddw z rodziny S100 (in vitro, in vivo)

Lizozym [54, 55]

(Gallus domesticus)

Aktywnos¢: Gram*, Gram-, wirusy
MW: 14 400; LA:130; NC: +6,1

Neova Technologies Inc, Kanada, www.neovatech.com

— Inovapure (lizozym) — w postaci proszku, granulatu lub roztworu
wodnego do réznych zastosowan, dostepny na rynku

PATER Laboratorium, Polska, www.pater-lab.com

— VIVO-DENTAL — zel nawilzajacy, przeciwbakteryjny do jamy
ustnej, dostepny na rynku

— E 1105 — (substancja konserwujaca), dostepna na rynku
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Charakterystyka peptydu

Producent, zastosowanie, status badan klinicznych

Dermicydyna 1 (DCD-1) [56, 57] (Homo sapiens)
Typ: defensyna

Aktywnosc¢: Gram-, Gram*, grzyby

MW: 4 830; LA: 47, NC: -5

Dodatkowe znaczenie:

— glowny skladnik przeciwbakteryjny w pocie ludzkim

Uniwersytet Eberharda Karola w Tybindze, Niemcy,
www.uni-tuebingen.de

— badania przedkliniczne (in vitro, in vivo)

Human B-defensin 3 (hBD-3) [58 —63] (Homo sapiens)
Typ: defensyna

Aktywnos¢: Gram*, Gram™, grzyby

MW:5170; LA: 45; NC: +11

Dodatkowe znaczenie:

— gtéwny sktadnik naturalnej ochrony skéry

— wiasciwosci chemotaktyczne wobec komorek T,
monocytéw i komoérek dendrytycznych

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 skdrnych

Daptomicin [64, 65]
(Streptomyces roseosporus)

Typ: antybiotyk lipopeptydowy
Aktywnos¢: Gram*

MW: 1 640; LA: 14; NC: -3

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

— CUBICIN — roztwor do infuzji (réznego typu infekcje skérne;
bakteriemia), dostepny na rynku

Kolistyna (Polimyksyna E) [66, 67]
(Bacillus colistinus)

Typ: antybiotyk lipopeptydowy
Aktywnos¢: Gram~

Polfa Tarchomin S.A., Polska

— COLISTIN TZF — antybiotyk (zastosowanie miejscowe,
domiegsniowe, doustne, dozylne), dostepny na rynku (produkt leczniczy
generyczny)

MW:1160; LA: 12; NC: +5

Omiganan (MBI 226) [68, 69]

Typ: syntetyczny analog indolicydyny
Aktywnos¢: Gram*, Gram-, grzyby
MW:1780; LA: 12; NC: +5

MIGENIX Inc., Kanada, www.migenix.com

— Omigard™ — 1 % zel przeciwinfekcyjny (zastosowanie miejscowe),
badania kliniczne: Faza III

Iseganan (IB-367) [70—74]

Typ: syntetyczny analog protegryny-1
Aktywnosc¢: Gram®, Gram~
MW:1900; LA: 17; NC: +4,8

IntraBiotics Pharmaceuticals, U.S.A., www.intrabiotics.com

— skladnik ptynu przeciwinfekcyjnego (zapalenie btony sluzowej jamy
ustnej), badania kliniczne: Faza III

P-113 [75, 76]

Typ: syntetyczny analog histatyny
Aktywnos¢: grzyby; Gram*, Gram~
MW:1560; LA: 12; NC: +6,3

Demegen, U.S.A., www.demegen.com

— sktadnik ptynu przeciwinfekcyjnego (zapalenie blony sluzowej jamy
ustnej; kandydoza), badania kliniczne: Faza Il

o duzym potencjale aplikacyjnym, jak i te juz znajdujace
sie na etapie badan klinicznych.

Mechanizmy dziatania wszystkich znanych AMP nie
zostaly dotychczas zbadane [77]. Sposréd wielu propo-
nowanych modeli zaakceptowano ten, w ktdrym podsta-
wowym mechanizmem jest permeabilizacja btony ko-
morkowej patogennej komorki [78]. Do pierwszego kon-
taktu pomiedzy peptydem a komoérka wrazliwg docho-
dzi w wyniku oddzialywan elektrostatycznych pomie-
dzy dodatnio natadowanym, hydrofobowym fragmen-
tem peptydu a ujemnie naladowanymi fosfolipidami
znajdujacymi si¢ w btonie komorkowej [rys. 1 (1)].

Zaproponowany mechanizm polega na tworzeniu
przejsciowych komplekséw poracyjnych oraz kanatéw
jonowych w blonie komdrkowej, czego nastepstwem jest
bierny wyplyw jonéw fosforanowych i potasowych,
a takze aminokwasow i ATP [rys. 1 (2)]. Mata zawartos¢

) c

Rys. 1. Mechanizm dziatania kationowych peptyddéw antydrob-
noustrojowych (A — wyplyw jonow, ATP i sktadnikéw odzyw-
czych; B — srodowisko zewnetrzne; C — przestrzen wew-
nqtrzkomorkowa)

Fig. 1. Mechanism of action of cationic antimicrobial peptides.
(A — outflow of ions, ATP and nutrients; B — external envi-
ronment; C — intracellular space)




796

POLIMERY 2011, 56, nr 11—12

ATP w komorce oraz niedobdr jonéw i kofaktorow ha-
muje synteze makroczasteczek, takich jak: DNA, RNA,
polisacharydy i biatka. Niemozliwym staje si¢ aktywny
transport sktadnikow odzywczych, w konsekwencji ko-
morki nie moga sie rozwijac i umieraja [79]. W zaleznosci
od sekwencji aminokwasowej danego peptydu obserwu-
je sie réznice w bezposrednim oddziatywaniu z btona ko-
morkowa. Innym mechanizmem dziatania charakteryzu-
ja sie, tzw. peptydy penetrujace, ktore wnikaja do wne-
trza komorek i sa zdolne do ich inaktywacji w wyniku in-
terakcji z roznymi celami wewnatrzkomorkowymi [rys. 1
(3)] [80, 81]. Konsekwencja takich oddzialtywan moze
by¢, np. zahamowanie aktywnosci enzyméw kluczo-
wych dla prawidlowego funkcjonowania komorki. Inne
mozliwosci to wigzanie z DNA lub RNA gospodarza, jak
réwniez indukcja apoptozy [82—84]. Obydwa przedsta-
wione mechanizmy wnikania peptydu do wnetrza ko-
morki obejmuja zaréwno wykorzystanie utworzonych
przejsciowych kompleksow poracyjnych, jak i mecha-
nizm flip-flop [rys. 1 (1)]. Ten ostatni jest oparty na zdol-
nosci flipaz do przerzucania fosfolipidow miedzy warst-
wami btony komoérkowej [85].

Pomimo ogromnego sukcesu w zastosowaniach pep-
tydow antydrobnoustrojowych w przemysle spozyw-
czym jako naturalnych konserwantéw zywnosci badz
sktadnikow opakowan bioaktywnych oraz w praktykach
weterynaryjnych (nizyna) [86, 87], mozna znalez¢ tylko
nieliczne doniesienia na temat ich uzycia w charakterze
sktadnikéw bioaktywnych materialéw opatrunkowych
[88—90]. Niemniej jednak, wiele z nich znajduje si¢ w za-
awansowanej fazie badan klinicznych (por. tabela 1), co
w najblizszej przysztosci powinno skutkowac pojawie-
niem si¢ materialdéw medycznych impregnowanych pep-
tydami antydrobnoustrojowymi.

CHITOZAN W MATERIALACH
O AKTYWNOSCI ANTYDROBNOUSTROJOWE]

Chitozan jest kationowym polimerem uzyskiwanym
z chityny na drodze jej czgsciowej N-deacetylacji, zbudo-
wanym z podjednostek D-glukozaminy i N-acety-
lo-D-glukozaminy potaczonych wigzaniami (1 — 4) gli-
kozydowymi [91]. W przyrodzie chitozan wystepuje
rzadko; jest np. sktadnikiem s$ciany komodrkowej grzy-
boéw Mucor rouxii. Chityna natomiast, to powszechnie
wystepujacy naturalny polisacharyd, stanowiacy budu-
lec egzoszkieletu skorupiakéw i owadow, znajdujacy sie
takze w Scianie komdrkowej wielu gatunkow grzybow.
Ze wzgledu na swoje interesujace wtasciwosci, chitozan
zostat doceniony zarowno w zastosowaniach inzynierii
tkankowej, jak i w systemach dostarczania lekow
[92—94]. Liczne badania dowiodty biodegradowalnosci,
biokompatybilnosci, braku wiasciwosci antygenowych,
braku toksycznosci a takze biofunkcjonalnosci materia-
16w wykonanych z chitozanu [95]. Dawka LD5, (dawka
$miertelna dla 50 % badanych osobnikow), przy doust-
nym podawaniu myszom, wynosila 16 g/dzienn na kg

masy ciala, co przewyzsza dawke okreslona dla sacharo-
zy [96]. Swoje unikatowe wiasciwosci chitozan zawdzie-
cza liniowej strukturze polimeru o duzej gestosci tadun-
ku dodatniego oraz niezwyklym mozliwosciom miedzy-
czasteczkowego oddziatywania z innymi strukturami.

Whasciwoscia szczegdlnie przydatng w projektowa-
niu systeméw kontrolowanego uwalniania czynnikow
unieruchomionych we wnetrzu polimerowego materiatu
jest zdolnos¢ chitozanu do ulegania biodegradacji [97].
Chitozan jest podatny na degradacje enzymatyczna kata-
lizowana przez lizozymy, chitynazy, celulazy, hemicelu-
lazy, proteazy, lipazy oraz p-1,3-1,4-glukanazy [98 —100].
Ulega takze hydrolizie pod dziataniem specyficznej gru-
py enzymow zaliczanych do chitozanaz, a nieaktywnych
wzgledem chityny [101, 102]. Podatnos¢ na biodegrada-
cje oraz dobrane odpowiednie parametry fizykochemicz-
ne chitozanu sa uwzgledniane w projektowaniu syste-
mow o kontrolowanym profilu uwalniania czynnika ak-
tywnego.

Wrhasciwosci chitozanu sa modyfikowane, m.in. na
drodze kowalencyjnego sieciowania. Najczesciej uzywa-
nymi do tego celu czynnikami sg zwiazki z grupy dialde-
hydow, takie jak glioksal [103] i aldehyd glutarowy [104].
W wyniku reakcji wolnych grup aminowych z grupami
aldehydowymi czynnika sieciujacego powstaje silne
wiazanie kowalencyjne (wiazanie iminowe). Uzycie
wspomnianych dialdehydéw pozwala na sieciowanie
w tagodnych warunkach roztworéw wodnych. Zwieksza
sie jednak liczba réznych doniesien literaturowych doty-
czacych spadku biokompatybilnosci materiatow usiecio-
wanych za pomoca dialdehyddw, dlatego tez prowadzi
si¢ badania nad rynkowym zastosowaniem naturalnych
czynnikOw sieciujacych o znacznie zmniejszonej toksycz-
nosci, takich jak, np. genipina [105].

Najnowsze kierunki badan chitozanu skupiaja si¢ na
jego unikatowej aktywnosci antydrobnoustrojowej
[106 —109]. Zainteresowanie tego rodzaju wlasciwoscia-
mi wynika z rosnacej potrzeby racjonalizacji wykorzys-
tywania $rodkéw chemicznych w przemysle spozyw-
czym oraz farmaceutycznym. Skuteczno$¢ chitozanu,
jako srodka przeciwdrobnoustrojowego, wykazano,
m.in. w czasie trwajacego 28 dni testu, w szeregu formu-
lagji farmaceutycznych. Wykazano takze synergistyczne
oddziatywanie chitozanu z powszechnie uzywanymi
srodkami konserwujacymi, takimi jak: alkohol fenyloety-
lowy lub kwas benzoesowy [110]. Spektrum aktywnosci
antydrobnoustrojowej chitozanu obejmuje grzyby, droz-
dzaki oraz bakterie, przy czym wigksza aktywnosc¢
stwierdzono wobec bakterii Gramdodatnich niz wobec
Gramujemnych [99, 108, 111]. Wykazano takze, iz anty-
bakteryjna aktywno$¢ chitozanu przejawia si¢ w bardziej
bakteriostatycznym niz bakteriobdjczym dziataniu [110].
Ze wzgledu na ogromna liczbe zmiennych parametréw
oraz brak standaryzowanych protokotow, bardzo trud-
ne, a czasem niemozliwe jest poréwnanie wynikow uzys-
kanych przez rézne grupy badawcze, zajmujace sie anty-
bakteryjnymi wtasciwosciami chitozanu. Szereg publika-
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¢ji poswiecono ocenie wptywu ciezaru czasteczkowego
chitozanu na jego aktywno$¢ antydrobnoustrojowa.
Cze$¢ z nich wykazuje prawidlowos¢, zgodnie z ktora im
mniejszy stopien polimeryzacji chitozanu, czyli im
mniejszy jego ciezar czasteczkowy, tym wigksza jest jego
aktywnos$¢ [108, 111]. Inne prace dokumentuja wigksza
aktywno$¢ materialow wykonanych z chitozanu o wyz-
szym stopniu deacetylacji w poréwnaniu do aktywnosci
tych wytworzonych z chitozanu o nizszym stopniu dea-
cetylacji [112, 113]. Inne badania skupiajg sie na zaleznos-
ci aktywnosci chitozanu od rodzaju kwasu uzytego do
jego rozpuszczenia oraz pH, temperatury i sity jonowej
$rodowiska, w jakim jest przeprowadzany test antydrob-
noustrojowy [108, 114, 115]. Wykazano rowniez, ze ze
wzgledu na tworzenie sie komplekséw koordynacyjnych
grup aminowych z jonami metali dwuwartosciowych,
obecnos¢ tych ostatnich w istotny sposob zmniejsza ak-
tywnos¢ biologiczng preparatow chitozanu [114, 116].
Jak dotad, pomimo wielu przeprowadzonych badan,
wlasciwy mechanizm antydrobnoustrojowego dziatania
chitozanu nie zostal poznany. Zdjecia komorek wysta-
wionych na dziatanie chitozanu, uzyskane za pomoca
mikroskopii elektronowej wskazuja, iz gtowny cel czas-
teczkowy chitozanu stanowi powierzchnia patogennej
komorki [107, 109, 117]. Powszechnie uznano zatem, ze
polikationowa budowa chitozanu moze by¢ odpowie-
dzialna za oddziatywanie z obdarzong ujemnym tadun-
kiem powierzchnig komdrki. Oddziatywanie to powodu-
je lokalne zmiany w jej strukturze, prowadzac do wycie-
ku substancji wewnatrzkomérkowych [118—120]. Za-
proponowany mechanizm zostal poparty szeregiem ar-
gumentéw zebranych i przedstawionych w publikacji
przegladowejna temat antybakteryjnej aktywnosci chito-
zanu [110], mianowicie: chitozan w srodowisku o pH >
7.0 traci swojg aktywno$¢ antydrobnoustrojowa [113,
121], zalezno$¢ pomiedzy stopniem deacetylacji chitoza-
nu a aktywnoscia antydrobnoustrojowa jest proporcjo-

nalna [113, 122], aktywno$¢ grzybostatyczna oligomerow
chitozanu ustaje po jego N-acetylacji [123], mutanty Sal-
monella typhimurium ze znacznie zmniejszona gestoscia
fadunku ujemnego na powierzchni zewnatrzkomarko-
wej wykazuja zwigkszona opornos¢ na chitozan [118].
Ogolny mechanizm dziatania chitozanu jest zatem zbli-
zony do mechanizmu dzialania innych kationowych
czynnikow antydrobnoustrojowych, takich jak jony sreb-
ra badz peptydy antydrobnoustrojowe. W przypadku
aktywnosci bakteriostatycznej, prawdopodobnie jednak
nie decyduja o niej niespecyficzne oddziatywania z ujem-
nie natadowanymi fosfolipidami btony komoérkowej, lecz
bardziej specyficzne oddzialywania elektrostatyczne
z ujemnie natadowanymi fragmentami kwasu tejchojo-
wego [117]. Hipoteze te ma potwierdza¢ duzo nizsza ak-
tywnos¢ chitozanu wobec bakterii Gramujemnych oraz
symulacje zachowania liposomoéow w kontakcie z polika-
tionowymi makroczasteczkami chitozanu [116]. W sy-
mulacjach nie obserwowano wycieku zamknietego we
wnetrzu liposoméw matoczasteczkowego markera pod
wplywem dziatania chitozanu, co wyklucza mozliwos¢
tworzenia kanatéow oraz komplekséw poracyjnych btony
komorkowej komorek patogendw, a potwierdza mozli-
wos¢ oddzialywania z innymi strukturami natadowany-
mi ujemnie.

Wyszczegolnione powyzej wlasciwosci chitozanu, jak
rowniez jego zdolno$¢ do przyspieszenia procesu koagu-
lacji krwi [124] sprawily, Zze stal si¢ materialem czesto
wykorzystywanym w projektowanych materiatach opa-
trunkowych [93]. Wang i wspolpr., dzieki wprowadzeniu
faricuchow chitozanu pomiedzy widkna materialu zbu-
dowanego z polipropylenu, kwasu akrylowego i po-
li(kwasu glutaminowego), nadali mu specyficzng aktyw-
nos¢ antybakteryjna [125]. Wykazano takze, Ze chitozan
zwigksza aktywno$¢ polimorfonuklearnych leukocytéw,
makrofagoéw i fibroblastow w $rodowisku rany, co w re-
zultacie pozytywnie wptywa na proces odbudowy usz-

Tabela 2. Charakterystyka wybranych materialdéw medycznych na bazie chitozanu przeznaczonych do kontrolowanego dostarcza-

nia peptydow, bialek i genéw, w réznych zastosowaniach inzynierii tkankowej

Table 2. Characteristics of selected chitosan-based medical materials for controlled delivery of peptides, proteins and genes in va-

rious tissue engineering applications

Struktura (typ materiatu) Rodzaj unieruchomionej bioczasteczki/komorki Zastosowanie Model Zrédto
(miejsce) zZwierzecy
Chitozan (hydrozel) hEGF (human epidermal growth factor) (ops;li‘(zn(;?ﬁa) szczur [126]
Chitozan (gabka) PDGEF (platelet-derived growth factor) kos¢ szczur [127]
Chitozan/chityna (struktura EGF (epidermal growth factor)/mysie nerwowe regeneracja
. N . . — [128]

w ksztalcie tabularnym) komorki macierzyste nerwow
Chitozan (hydrozel) FGE-2 (fibroblast growth factor-2) skora mysz [129]

. TGEF-B1 plazmid (transforming growth iy .
Chitozan/kolagen (gabka) factor-B1)/ludzkie komorki wiezadta przyzebia kos¢ przyzebia mysz [133]
Chitozan (mikrosfery
immobilizowane TGF-B1 (transforming growth factor-f1)/chondrocyty chrzastka — [134]
w chitozanowej gabce)
Chitozan/heparyna FGF-2 (fibroblast growth factor-2) HUVEC (Human naczynia - [135]
(hydrozel do iniekgji) umbilical vein endothelial cells) krwionosne y
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kodzonej tkanki skérnej [126]. Z licznych doniesien lite-
raturowych wiadomo, ze rany opatrywane materiatem
na bazie chitozanu goily sie szybciej niz w probie kon-
trolnej [126 —128]. W tabeli 2 zestawiono niektdre wazne
zastosowania materialéw na bazie chitozanu w inzynie-
rii tkankowej i do kontrolowanego dostarczania szero-
kiego spektrum czynnikdw aktywnych. Na uwage zastu-
guja bardzo korzystne parametry kontrolowanego uwal-
niania czynnikéw wzrostu unieruchomionych w matry-
cy hydrozelu chitozanowego [119, 130]. Szczegolowe
informacje dotyczace chemii chitozanu, mechanizmow
jego aktywnosci antybakteryjnej oraz materialow me-
dycznych wytwarzanych z jego udziatem mozna znalez¢
w publikacjach przegladowych [110, 131, 132].

PODSUMOWANIE

Sita napedowa rozwoju badan w dziedzinie projekto-
wania nowych funkcjonalnych wyrobow medycznych
jest obecnie obawa przed brakiem odpowiednich narze-
dzi do walki z wielolekoopornymi szczepami mikroorga-
nizméw. Wiadomo, ze wigkszos¢ zakazen prowadzi do
zatrzymania procesu gojenia rany a w najgorszym razie
do $mierci pacjenta, stad tez zapewnienie czystosci mi-
krobiologicznej jest najwazniejszym aspektem w lecze-
niu kazdego typu rany. Do tego celu sq wykorzystywane
roznego rodzaju czynniki antyinfekcyjne, ktére immobi-
lizowane na powierzchni, badz wewnatrz matrycy mate-
riatu medycznego zapewniaja skuteczng ochrone przed
kolonizacja patogennych mikroorganizmdéw. Wiekszo$¢
z omowionych czynnikdéw cechuje sie niespecyficznymi
mechanizmami dziatania, co zmniejsza szanse wy-
ksztalcenia mechanizmoéw opornosci wséroéd drobnous-
trojow. Wazne jednak jest unikanie naduzywania i nie-
wlasciwego stosowania aktywnych substancji, by nie
zostaly powtdrzone btedy popetnione we wczesnej fazie
rozwoju antybiotykoterapii. Nadal prowadzi si¢ syste-
matyczne badania zaréwno nad nowymi czynnikami an-
tydrobnoustrojowymi (peptydy antydrobnoustrojowe),
jak i nad wykorzystaniem chitozanu w konstrukcji mate-
riatow medycznych, co daje nadzieje na skuteczng walke
z patogennymi mikroorganizmami.

Publikacja jest czegsciq projektu realizowanego w ramach prog-
ramu VENTURES Fundacji na rzecz Nauki Polskiej, wspot-
finansowanego ze srodkéw Europejskiego Funduszu Rozwoju
Regionalnego w ramach Programu Operacyjnego Innowacyjna
Gospodarka.
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