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Wykaz skrétow i oznaczen

A549

AMPK
ATCC
CAERR

CD14

CFU
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ChbM-s
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chit2

CMC
COS
COX-2
cP
CR3

DD
ECM
ET AAS
EtOH
FDA
FT-IR

GAG
GIcN
GIcNAC
GPC/SEC

(ang. human basal epithelial adenocarcinoma cells); linia ludzkich komoérek
nabtonka podstawnego gruczolakoraka

(ang. 5'AMP-activated protein kinase); kinaza aktywowana 5'AMP
(ang. American Type Culture Collection); kolekcja kultur typu amerykanskiego

(ang. Pierce High-Capacity Endotoxin Removal Resin); komercyjna zywica do
oczyszczania biatek z endotoksyn

(ang. Cluster of Differentiation 14); biatko, nieswoistego uktadu
immunologicznego

(ang. Colony-forming Unit); jednostka tworzaca kolonig

(ang. Chitosan-based Matrix-granulates); matryca chitozanowa w formie
granulatu

(ang. Chitosan-based Matrix-sponge); matryca chitozanowa w formie gabki

medyczny chitozan krewetkowy ChitoClear fg 95 (TM 4293) firmy Primex ehf

medyczny chitozan krewetkowy ChitoClear fg 95 44000 firmy Primex ehf,
dodatkowo oczyszczony metodg plazmy niskotemperaturowe;j

(ang. Carboxymethylcellulosum); karboksymetyloceluloza

(ang. Chitooligosaccharides); chitooligosacharydy, oligomery chitozanu
(ang. Cyclooxygenase-2); cykoloksygenaza 2

(fr. centipoise); centypuaz, jednostka lepkoéci dynamicznej, 1 cP to 10 Pa-s

(ang. Complement Receptor 3); receptor 3 dopelniacza, heterodimer
transbtonowych glikoprotein a (CD11b) 1 B (CD18)

(ang. Deacetylation Degree); stopien deacetylacji chitozanu, %

(ang. Extracellular Matrix); macierz pozakomorkowa

(ang. Atomic Absorption Spectrometry); atomowa spektrometria absorpcyjna
etanol, alkohol etylowy

(ang. Food and Drug Administration); Agencja Zywnosci i Lekow

(ang. Fourier-transform Infrared Spectroscopy); spektroskopia w podczerwieni
z transformacja Fouriera

(ang. Glycosaminoglycans); glikozaminoglikany
(ang. Glucosamine); glukozamina
(ang. N-acetylglucosamine); N -acetyloglukozamina

(ang. Gel Permeation Chromatography/ Size Exclusion Chromatography);
chromatografia zelowo-permeacyjna/chromatografia wykluczania wielkos$ci



HA
HelLa
Hep3B
HepG2
Ib/la
IkBa

kKB

IL-2
IL-4
IL-10
IL-12
iINOS
JNK
kDa
KT28
KTN4
LA
LPS
LUZ19
MHFC

MKCh
mTOR

NF-xB

NMC

PAO1
PDGF-AB

(ang. Hyaluronic Acid); kwas hialuronowy
ludzka linia komorkowa raka szyjki macicy
ludzka linia komérkowa hepatomy, 3B
ludzka linia komorkowa hepatomy, G2
inhibitory receptora glikoproteinowego

(ang. nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells
inhibitor, alpha); czynnik jadrowy wzmacniacza genu polipeptydu lekkiego
kappa w inhibitorze komoérek B, alfa

(ang. inhibitor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells, kinase
beta) inhibitor wzmacniacza genu lekkiego polipeptydu kappa w komoérkach B,
kinaza beta

(ang. Interleukin-2); interleukina-2

(ang. Interleukin-4); interleukina-4

(ang. Interleukin-10); interleukina-10

(ang. Interleukin-12); interleukina-12

(ang. Inducible Nitric Oxide Synthase); indukowalna syntaza tlenku azotu
(ang. c-Jun N-terminal kinases); N-koncowe kinazy c-Jun
kilodalton, jednostka masy czasteczkowej, 1kDa to 1000 Da
myovirus Pbunavirus, bakteriofag modelowy

Phikzvirus, bakteriofag modelowy

(ang. Lactic Acid); kwas mlekowy

(ang. Lipopolysaccharide); lipopolisacharyd

podovirus Phikmvvirus, bakteriofag modelowy

(ang. Minimal Halo Forming Concentration); minimalne st¢zenie tworzace
efekt halo

(ang. Microcrystalline Chitosan); chitozan mikrokrystaliczny

(ang. Mammalian Target of Rapamycin); kinaza biatkowa serynowo-
treoninowg zdolna do wigzania kompleksu rapamycyny z biatkiem FKBP12

(ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells); czynnik
jadrowy kappa-wzmacniacz fancucha lekkiego aktywowanych komoérek B

(ang. Nonpolymerized Matrix Components); niespolimeryzowane sktadniki
matrycy

szczep Pseudomonas aeruginosa

(ang. Platelet-Derived Growth Factor); heterodimer AB ptytkopochodnego
czynnika wzrostu



PDNA
PET-PP

PG
PLA
PVA
SCRI

SDS-PAGE

SEM
siRNA
SW480
T4p
TG-DSC

TGF-B1

TLR4
TNFa
TPP

(ang. Plasmid DNA); plazmidowy DNA

(ang. Polyethylene Terephthalate - Polyethylene); politereftalan etylenu-
polietylen

(ang. Peptidoglycan); peptydoglikan
(ang. Polylactic Acid); polilaktyd, poli(kwas mlekowy)
(ang. Polyvinyl Acetate); poli(octan winylu)

(ang. the Sum of Changes in the Refractive Index); suma zmian wspotczynnika
zatamania $wiatla

(ang. Sodium Dodecyl Sulfate—Polyacrylamide Gel Electrophoresis);
elektroforeza w zelu poliakryloamidowym z siarczanem dodecylu sodu

(ang. Scanning Electron Microscopy); skaningowa mikroskopia elektronowa
(ang. Small Interfering RNA); maty interferujacy RNA

linia komorkowa ludzkiego gruczolakoraka okreznicy

(ang. Type IV Pili); pilusy typu IV bakterii Gram-dodatnich

(ang. Thermogravimetric Differential Scanning Calorimetry);
termograwimetryczna skaningowa kalorymetria r6znicowa

(ang. Transforming Growth Factor beta 1); transformujacy czynnik wzrostu
beta 1

(ang. Toll-like Receptor 4); receptor Toll-podobny 4
(ang. Tumor Necrosis Factor alpha); czynnik martwicy nowotworow

trifosforan pentasodu



1. Wprowadzenie

Szybki rozwdj cywilizacyjny zwigzany jest z rozwojem nauki i nowych technologii,
innowacyjnym podejsciem do tradycyjnych rozwigzan, poszukiwaniem nowych substancji,
materiatlow, czy zrodet energii. Jedng z tych dynamicznie rozwijajacych si¢ dziedzin jest
medycyna i zwigzane z nig kierunki pokrewne. Wraz z postepem medycyny wzrasta tez nasza
Swiadomos$¢ 1 edukacja zdrowotna. Niestety szybki rozwdj cywilizacyjny doprowadzil rowniez
do zwigkszonej zachorowalnosci na pojawiajace si¢ W wymiarze globalnym choroby, gtéwnie
nowotworowe, choroby uktadu sercowo-naczyniowego, cukrzyce, otyto$¢, czy choroby
immunologiczne. Nowe kierunki badan obejmujg takie obszary, jak inzynieria tkankowa,
medycyna kliniczna, biologia molekularna i genetyka, biotechnologia, bioinformatyka, czy
bioinzynieria i materialoznawstwo.

Istotne znaczenie dla tych obszard6w maja obecnie coraz czgsciej wykorzystywane
zwigzki nalezace do grupy polimerow naturalnych (biopolimerow). Sg one podstawowym
budulcem organizméw zywych. Wiele z nich posiada szczegoélne wiasciwosci biologiczne
I fizykochemiczne, ktore czynig je interesujgcym materialem do wykorzystania w obszarach

medycznych.

Polimery naturalne Polimery syntetyczne

Ryc. 1 Analiza liczby publikacji dotyczacych polimeréw naturalnych oraz syntetycznych wedtug bazy
PubMed (https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/). W ramce podano liczbe publikacji w roku 2022.

Analiza liczby publikacji w bazie PubMed (Ryc. 1), bedaca odzwierciedleniem
zainteresowania naukowcOw polimerami, wskazuje na przewage tematyk badawczych,
koncentrujacych si¢ wokot polimeréw naturalnych. Biorgc pod uwage liczbe zrodet
literaturowych, opisujacych ogromng ilo$¢ osiggnig¢ w tym zakresie, grupa zwigzkow
biopolimerowych z duzym prawdopodobienstwem bedzie systematycznie zastepowac

stosowane dotad polimery syntetyczne.



Jednym z takich biopolimerow jest chitozan; polisacharyd, ktorego zrdédtem jest chityna
naturalnie wystepujaca w organizmach zywych. Jest budulcem $cian komorkowych
wodorostow, grzybow 1 bakterii, a takze szkieletow zewngtrznych stawonogdéw,
ramienionogéw 1 mszywiotow. Chitozan swojg popularno$¢ zawdziecza wszechstronnosci
zastosowan, wysokiej aktywnos$ci biologicznej 1 chemicznej, jest bezpieczny dla komorek
zywych 1 $rodowiska naturalnego. Moze by¢ stosowany jako nowy biomateriat w wielu
obszarach biologii, medycyny i farmacji, ochrony srodowiska i przemystu.

W niniejszej pracy opisano synteze¢ nowych polimeréw na bazie chitozanu, majacych
zastosowanie w biologii i medycynie. W czesci badawczej zaproponowano nowe
wykorzystanie chitozanu w biologii: jako matryce do oczyszczania rekombinowanych biatek
fagowych z lipopolisacharydu (LPS), oraz w medycynie jako opatrunek chitozanowy

z dodatkiem bakteriofagéw o dziataniu przeciwbakteryjnym.
2. Charakterystyka fizykochemiczna chitozanu

Chityna jest drugim po celulozie, powszechnie wystepujacym w przyrodzie
biopolimerem. Jest gléwnym sktadnikiem egzoszkieletu stawonogow, gtownie skorupiakoéw
morskich, np. kraby, homary 1 krewetki, ale takze owadow i $cian komodrkowych grzybow.
Odkrycie chityny przypisuje si¢ Henriemu Braconnotowi, ktory w roku 1811 po raz pierwszy
zidentyfikowat ten polisacharyd w $cianach komorek grzybow, natomiast dopiero w 1894 roku
nazw¢ ,.chitozan” wprowadzit Felix Hoppe-Seyler. Ze wzgledu na szeroki zakres
wystepowania oraz szczegdlne wiasciwosci, takie jak biozgodno$¢, biodegradowalnos¢,
nietoksycznos¢ i hydrofilowo$¢ oraz dziatanie przeciwbakteryjne i przeciwgrzybicze, chitozan
jest biomateriatem o duzym potencjale wykorzystania w wielu dziedzinach nauki
i przemystu [1].

Chitozan jest liniowym, polkrystalicznym polisacharydem ztozonym z (1—4)-2-
acetamido-2-deoksy-p-d-glukanu (n-acetylo d-glukozaminy) i (1—4)-2-amino-2 jednostki-
deoksy-p-d-glukan (d-glukozamina). Jest to pochodna chityny, uzyskiwana w wyniku jej
czegsciowe] deacetylacji. W tym procesie czasteczki N-acetyloglukozaminy sg przeksztatcane
w jednostki glukozaminy [2]. Stopien deacetylacji (ang. Deacetylation Degree; DD) jest
istotnym parametrem fizykochemicznym, charakteryzujacym kazda parti¢ chitozanu. Warto$¢
DD informuje o liczbie grup aminowych wzdtuz tancuchow makroczasteczki, a oblicza si¢ ja
jako stosunek D-glukozaminy do sumy D-glukozaminy i N-acetylo-d-glukozaminy [3].
Chityna odro6znia si¢ od chitozanu rowniez rozpuszczalnoscia. Ze wzgledu na wysoka energie
oddziatywan wewnatrz- i migdzyczasteczkowych oraz wigzah wodorowych, chityna jest trudna

5



do rozpuszczenia w wodzie. Chityna ma malg zawarto$¢ grup aminowych, dlatego jej
makroczasteczki nie peczniejg w zwyklych rozpuszczalnikach. Wyjatek stanowi B-chityna-
allomorficzna odmiana chityny, w ktdérej polarne rozpuszczalniki (woda, alkohole) sg zdolne
dyfundowa¢ w jej struktur¢. Natomiast obecno$¢ wolnych grup aminowych w pozycji C-2
jednostki D-glukozaminy wzdluz tancuchéw makroczgsteczek chitozanu pozwala na
rozpuszczanie w rozcienczonych, wodnych kwasnych rozpuszczalnikach w wyniku
protonowania tych grup i tworzenia odpowiedniej soli polimeru [4]. Chitozan w §rodowisku
kwasnym jest przeksztalcany w polielektrolit. Rozpuszcza si¢ w rozcienczonych kwasach
nieorganicznych, m.in. HBr, HCI, HNOs i HCLOg, st¢z. H2SO4, oraz w kwasach organicznych,
gléwnie: octowym, cytrynowym, mrowkowym, mlekowym. Rozpuszcza si¢ takze
w rozpuszczalnikach organicznych: tetrahydrofuranie, octanie etylu oraz 1,2-dichloroetanie.
Juz okoto 50% wszystkich protonowanych grup aminowych znaczaco wpltywa na
rozpuszczalno$¢ chitozanu. Jest ona zalezna od r6znych czynnikow, m.in.: masy czasteczkowej
polimeru, stopnia deacetylacji (DD), pH, temperatury i krystalicznosci polimeru [5].

Chitozan ma sztywng strukture krystaliczng poprzez wewnatrz- i miedzyczasteczkowe
wigzania wodorowe, ale obecno$¢ wigzan B-(1,4)glikozydowych migdzy D-glukozaming
i N-acetylo-D-glukozaming umozliwia jego modyfikacje chemiczne i zmiany parametrow
uzytkowych. Kazda handlowa partia chitozanu powinna zosta¢ odpowiednio
scharakteryzowana pod katem najwazniejszych parametrow fizykochemicznych. Chitozan jako
zwigzek pochodzenia naturalnego jest niepowtarzalny, CO wymaga oceny stopnia deacetylacji
(DD), masy czasteczkowej, lepkosci oraz cech fizycznych jak czystos¢ i barwa, krystalicznos¢,
poziom wilgoci oraz rozpuszczalno§é. Te cechy maja duze znaczenie w kontekscie
praktycznego zastosowania surowcOw pochodzenia naturalnego. Handlowe chitozany
przemystowe lub techniczne nie musza spetnia¢ restrykcyjnych norm, w przeciwienstwie
do chitozandw medycznych, ktoére powinny wykazywacé wysoka jako$¢ i czysto$¢ produktu.
Dlatego tez oprocz wyzej wymienionych parametrow istotne jest takze oznaczenie jego
czystosci mikrobiologicznej (powinien by¢ wolny od zanieczyszczen mikrobiologicznych) oraz
spelnia¢ odpowiednie wymogi czystosci chemicznej (zawarto$¢ metali ciezkich, zwigzanych
biatek resztkowych czy zawarto$¢ popiotu) [6].

Waznym parametrem przy doborze chitozanu w badaniach medycznych jest przede
wszystkim DD. Wptywa nie tylko na wilasciwosci fizyczne 1 chemiczne (rozpuszczalnose,
lepkos¢, krystalicznos$¢, czy przewodnosc), ale przede wszystkim na wiasciwosci biologiczne
chitozanu (biodegradowalnos$¢, biokompatybilno$¢, mukoadhezje, wlasciwosci hemostatyczne,

immunomodulacyjne, czy przeciwdrobnoustrojowe) [6].



Innym waznym parametrem fizykochemicznym jest masa czgsteczkowa, od ktorej
w duzym stopniu zalezy warto$¢ lepkosci wodnego roztworu chitozanu. Lepkos$¢ chitozanu
maleje wraz ze spadkiem masy czasteczkowej chitozanu, dlatego parametr ten jest
wykorzystywany w praktyce do okreslenia stabilnosci polimeru w roztworze. Spadek lepkosci
obserwowany w czasie przechowywania polimeru $wiadczy 0 jego degradacji. Technika
stosowana do oznaczania masy czasteczkowej to przede wszystkim wiskozymetria, ale takze
chromatografia zelowo-permeacyjna i osmometria. Polisacharydy wykazuja polidyspersje,
co oznacza, ze masa czgsteczkowa danego chitozanu jest $rednig calego rozktadu mas
czasteczkowych w probce badanej. Zatem kazdg probke mozna scharakteryzowac za pomoca
wskaznika polidyspersyjnosci [7].

Chitozan ma wiele wlasciwosci fizykochemicznych, biologicznych i technologicznych.
Gloéwna zaleta tego polimeru jest niewatpliwie jego kationowy charakter 1 szczegdlne
zachowanie w roztworze. Przy niskim pH (ponizej 6,3), grupy aminowe chitozanu
sa protonowane, nadajac polikationowos¢, przy wyzszym pH (powyzej 6,3), grupy aminowe
chitozanu sg deprotonowane. Po rozpuszczeniu mozliwe jest wytracane chitozanu, co sprzyja
technologicznym procesom formowania w granulki, odlewania w folie czy membrany,
przedzenia w widkna lub nanowldkna, a takze sieciowania w celu wytworzenia widkien
w postaci fibryl lub gabek. Proces przetwarzania chitozanu jest duzo latwiejszy niz chityny.
Jednak ze wzgledu na hydrofilowy charakter 1 wrazliwo$s¢ na pH, stabilno$¢ produktow
chitozanowych jest nizsza. Dlatego tez przy produkcji form uzytkowych czgsto stosuje si¢
substancje sieciujace, ktore poprawiaja stabilno$¢ chitozanu, sg to m.in. zwiazki epoksydowe,
aldehyd glutarowy, genipina, czy trifosforan pentasodu (TPP). Sieciowanie zachodzi
z udzialem grupy aminowej przy atomie C-2 lub grupy hydroksylowej przy atomie C-6
tancucha, w zaleznosci od rodzaju zastosowanego czynnika sieciujacego. Chitozan, jako
polikation wigza¢ si¢ moze z innymi naturalnymi i syntetycznymi polielektrolitami
anionowymi, tworzac kompleksy polielektrolitowe. Czynnikami sieciujgcymi chitozan moga
by¢ rowniez inne polisacharydy takie jak, np. alginian, karboksymetyloceluloza (CMC), kwas
hialuronowy (HA), czy pektyna, polimery syntetyczne, np. kwas polifosforowy czy poli(kwas
akrylowy), ale takze DNA 1 biatka [8].

Chitozan jako polielektrolit zdolny jest do wigzania mikro i1 makro czastek,
a oddzialywania elektrostatyczne moga mie¢ wiele praktycznych zastosowan, np.
w oczyszczaniu $ciekow, wytwarzaniu kapsulek lub folii polielektrolitowych warstwa po
warstwie, czy tez bioadhezyjnych blon. Obecnos$¢ grup aminowych pozwala wyjasni¢

wigkszo$¢ wlasciwosci  biologicznych tego polimeru. Na przyktad jego dziatanie
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mukoadhezyjne ttumaczy si¢ interakcjg migdzy ujemnie natadowanymi resztami w mucynie
(glikoproteiny), a dodatnio natadowanymi grupami aminowymi chitozanu. Dziatanie
hemostatyczne wigze si¢ z oddzialywaniem dodatnio natadowanego tancucha chitozanu
z natadowanymi ujemnie blonami krwinek czerwonych. Latwa derywatyzacja sprawia, ze
chitozan jest idealnym polimerem uzytecznym w konstrukcji nowych biomaterialow
o ukierunkowanej funkcjonalno$ci. Ponadto jego biodegradowalno$¢, nietoksycznos¢
I biozgodnos¢ czyni go bezpiecznym w kontakcie z zywymi komdrkami i ludzkim organizmem
[9].

Chitozan jako polimer biodegradowalny degraduje do nieszkodliwych zwigzkow, ktore
w ustroju moga by¢ catkowicie wchianiane przez komoérki zywe. Rozpad chitozanu moze
nastgpi¢ poprzez rézne mechanizmy: hydroliza kwasowa, utleniajaco-redukcyjna lub azotowa,
depolimeryzacja kwasowa, enzymatyczna lub ultradZwigkowa. W chitozanie wyrdézniamy
cztery rodzaje wigzan glikozydowych typu: -D-D-, -A-A-, -A-D- i -D-A- (gdzie A to monomery
N-acetyloglukozaminy i D to monomery glukozaminy). W zaleznosci od procesu, wystepuje
przewaga pekniec¢ niektorych wigzan nad innymi. Dzigki rozpoznawaniu specyficznemu dla
danego enzymu, enzymatyczne metody degradacji sa bardziej selektywne niz metody
chemiczne i fizyczne, gdyz istnieje pewna kontrola nad sktadem produktow degradacji.
Ultradzwigkowa degradacja chitozanu pozwala na umiarkowang degradacje polimeru, gdyz
szybkos¢ degradacji zalezy od stopnia acetylacji macierzystego chitozanu, a nie od jego masy
czasteczkowej. Nadtlenek wodoru powoduje przyspieszong degradacje, wytwarzajac znaczng
liczb¢ monomerdw i chitooligosacharyddw, a ich sktad zalezy od temperatury i stezenia H202
[10]. Depolimeryzacj¢ kwasem azotowym mozna uznac¢ za do$¢ specyficzng poniewaz HNO>
atakuje pierwszorzedowsa aming w glukozaminie. Procesy chemicznej degradacji chitozanu
daja duze ilosci monomerow (D-glukozamina), a produktami koncowymi sa najczesciej
chitooligosacharydy (COS) i wydajnos¢ tych reakcji jest niska. Szybkos¢ hydrolizy wigzan
glikozydowych D-D i D-A jest nizsza niz hydroliza A-A i A-D [11]. Specyficzna degradacja
enzymatyczna chitozanu zachodzi przy udziale enzyméw z grupy chitozanaz (EC 3.2.1.132)
i chitynaz (EC 3.2.1.14). Chitozanazy s3 glikozydami hydrolazy, ktore katalizuja endohydrolize
wigzan [-1,4-glikozydowych chitozanu cze$ciowo acetylowanych do uwolnienia
oligosacharydéw chitozanu (COS) z niewielkim procentem uwolnionych monomeréow [12].
Chitozanaza specyficznie hydrolizuje wigzania glikozydowe 0 wzorze —-DD-DA lub —DD-DD.
Chitynazy mozna podzieli¢ na dwie gltowne kategorie: endochitynazy 1 egzochitynazy
w zaleznosci od sposobu ich dziatania. Enzymy niespecyficzne, zdolne do degradacji chitozanu

to proteazy, lipazy, celulazy i hemicelulazy. Jednym z najczesciej badanych ze wzgledu na
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zwiazek z biodegradacja polimerow jest lizozym. Enzym ten jest proteaza, ktora hydrolizuje
wigzania glikozydowe o wzorze A-A-A-A lub A-A-A-D. Poza lizozymem, inne dziatajace na
chitozan enzymy proteolityczne to pepsyna i papaina, ktore powoduja depolimeryzacje gtdwnie
do niskoczgsteczkowych chitozanow (od 4 do 10 kDa) [13].

Przedstawione powyzej wilasciwosci fizyko-chemiczne chitozanu warunkuja jego
aktywno$¢ biologiczng, a zarazem zastosowanie w roznych dziedzinach, w tym biologii,

biotechnologii i medycynie.
3. Wiasciwosci biologiczne chitozanu o0 znaczeniu medycznym

Pierwsze wzmianki o korzystnym wptywie chitozanu na zdrowie cztowieka powstaty
w latach 80-tych XX wieku. W ciagu ostatnich kilkudziesigciu lat przeprowadzono liczne
badania w kierunku poszukiwania nowych mozliwosci wykorzystania tego biomateriatu
w medycynie 1 farmacji. Liczne dostgpne dane mowig o wielu wszechstronnych wiasciwosciach
biologicznych tego polimeru, ktore zostaty potwierdzone wieloma badaniami, m.in. dziatanie
przeciwbakteryjne 1 przeciwgrzybicze, wlasciwosci antyoksydacyjne, przeciwzapalne
i immunomodulacyjne,  przeciwnowotworowe, hemostatyczne ukierunkowane na
przyspieszenie procesOw gojenia i regeneracji. Dlatego chitozan jest bardzo obiecujagcym
biopolimerem, mozliwym do wykorzystania na szeroka skale w biomedycynie, m.in. jako nowe
materiaty opatrunkowe przyspieszajace gojenie si¢ ran, zwlaszcza tych zakazonych bakteryjnie,
jako nowy nos$nik lekéw kontrolujagcy uwalnianie substancji czynnych, skladowa
bioresorbowalnych implantow czy matryc tworzacych rusztowania komoérkowe w inzynierii

tkankowej [14].
3.1. Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa chitozanu

Chitozan, pochodne chitozanu 1 chitooligosacharydy dziatajg przeciwdrobnoustrojowo,
aktywnie zwalczajg zakazenia bakteryjne i grzybicze (grzyby nitkowate i drozdze). Wartos¢ pH
i temperatura $rodowiska reakcji, obecnos¢ soli kompleksujacych, a takze faza wzrostu
komorki bakteryjnej maja wplyw na aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowg chitozanu.
Najbardziej podatne na dziatanie chitozanu sg komoérki bedace w fazie logarytmicznego
wzrostu [15], poniewaz w tej fazie wzrostu potencjal btonowy na powierzchni komoérek rosnie,
a w fazie stacjonarnej stopniowo maleje. Za aktywno$¢ przeciwbakteryjna
1 przeciwgrzybicza chitozanu odpowiada przede wszystkim dodatnio natadowana grupa

aminowa, ktora wchodzi w reakcje z grupami lipopolisacharydow i bialek na powierzchni



komorek drobnoustrojow o tadunku ujemnym. Powoduje to dezintegracj¢ bton komorkowych,
uszkodzenie $cian komorek i lize komoérek bakterii Gram-ujemnych. Zatem przeciwbakteryjne
dziatanie chitozanu zalezne jest od stopnia deacetylacji. Ponadto, wptyw na aktywno$¢
przeciwdrobnoustrojowa chitozanu ma masa czasteczkowa tego polimeru. Chitozan
wysokoczasteczkowy tworzy film polimerowy wokotl $ciany komoérek drobnoustrojow,
blokujac dostep sktadnikow odzywczych, co prowadzi do lizy. Chitozan maloczasteczkowy
moze wnika¢ do wnetrza komorek, gdzie taczy si¢ ze sktadnikami wewnatrzkomorkowymi
o tadunkach ujemnych (np. resztami fosforanowymi czasteczek DNA). Taki mechanizm
powoduje blokowanie reakcji na etapach transkrypcji i syntezy mRNA. Dotychczas wykazano
dziatanie chitozanu na szczepy bakterii Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, czy Salmonella typhimurium [16]. Doboér chitozanu o odpowiedniej
masie nie jest bez znaczenia rowniez w kontekscie grubosci Sciany komorkowej drobnoustroju,
na ktory ma dziata¢. Ze wzglgdu na wigksza grubos¢ $ciany komorek bakterii Gram-dodatnich
duzo efektywniej dziala chitozan o duzej masie czasteczkowej, poprzez tworzenie otoczki.
Duzo ciensza $ciana komorkowa bakterii Gram-ujemnych powoduje, ze znacznie lepiej dziata
na nie chitozan o matej masie czasteczkowej, gdyz wnika do wnetrza 1 dezintegruje ich materiat
genetyczny [17]. Chitozan wykazuje roéwniez aktywne dziatanie wobec grzybow nitkowatych
i drozdzy. Jego aktywno$¢ przeciwgrzybicza polega glownie na hamowaniu sporulacji
1 kietkowania zarodnikéw. Oligomery chitozanu przenikajac do wnetrza strzepkow powoduja
zahamowanie aktywno$ci enzymow odpowiedzialnych za wzrost grzyba. Chitozan dziala
miedzy innymi na grzyby Candida albicans, Candida glabrata, Aspergillus niger oraz

Fusarium solani [18].
3.2. Chitozan jako przeciwutleniacz

Ze wzgledu na zwigzek migdzy stresem oksydacyjnym, a patomechanizmem niektorych
chorob cywilizacyjnych, przeciwutleniacze zyskuja coraz wigksze zainteresowanie
w kontekscie profilaktyki powstawania chordb, jak rowniez wystepowania ich powiktan.
Wolne rodniki generujace tzw. stres oksydacyjny uszkadzajg zdrowe komorki (biatka, thuszcze,
DNA) i zaburzaja ich funkcje. Istotng role w przywroceniu roéwnowagi tlenowej
odgrywaja przeciwutleniacze, ktore wiaza wolne rodniki tlenowe i przywracaja prawidtowe
funkcjonowanie organizmu [18-19] Dzig¢ki obecnosci grup aminowych i hydroksylowych
chitozan, chitooligosacharydy, jak rowniez niektore pochodne chitozanu (siarczany chitozanu
lub N-2-karboksyetylochitozan) mogg wigza¢ wolne rodniki w postaci nadtlenkow i rodnikow
hydroksylowych. Aktywnos¢ przeciwutleniajaca tego polimeru mozna dodatkowo zwigkszy¢
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poprzez chemiczng modyfikacje, np. kwasem galusowym lub zwigzkami fenolowymi [20].
Chitozan zwigksza aktywno$¢ enzymow antyoksydacyjnych i hamuje proces peroksydacji
lipidow. Dziatanie to wspiera naturalne mechanizmy antyoksydacyjne organizmu i opdznia
proces starzenia si¢ komorek [21].

Wrhasciwosci przeciwutleniajgce chitozanu sg $ciSle zwigzane z jego Srednig masa
molow3 i stopniem deacetylacji. W przypadku chitozanu niskoczasteczkowego ta aktywno$¢
jest duzo wyzsza niz dla chitozanu wysokoczasteczkowego, poniewaz krotsze tancuchy
chitozanowe maja mniej wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych, €0 zwigksza
dostepnos$¢ grup hydroksylowych i aminowych, ktore moga zwigza¢ wolne rodniki [22].
Wigkszy stopien deacetylacji rowniez zwicksza tg aktywnosc¢. Stres oksydacyjny jest gtdéwna
przyczyna wielu chorob, takich jak nowotwory, uszkodzenie uktadu odpornosciowego,
choroby uktadu krazenia 1 wiele innych zwigzanych z przyspieszonym starzeniem komorek,
dlatego mozliwe stato si¢ wiaczenie chitozanu do praktyki zywieniowej i suplementacyjnej.
W przypadku typowych dolegliwos$ci zwigzanych z wiekiem i naturalnym procesem starzenia
si¢ komorek, suplementacja preparatami chitozanowymi moze aktywnie wspiera¢ mechanizmy

antyoksydacyjne organizmu [23].
3.3. Wlasciwosci przeciwzapalne chitozanu

Niskoczasteczkowe chitozany 1 chitooligosacharydy (COS) wykazujg skuteczng
eliminacje¢ stanu zapalnego i znaczaco hamuja wydzielanie tlenku azotu NO. Przeprowadzone
dotychczas badania na zwierzgcych modelach laboratoryjnych potwierdzaja skuteczng redukcje
NO, hamowanie aktywacji czynnikéw zapalnych NF-kB i wzmocnienie ekspresji iNOS
poprzez wigzanie z receptorami CD14, TLR4 1 CR3 do aktywacji biatek sygnatowych JNK
[24]. Badane pochodne oligosacharydéw chitozanu zmniejszaty poziomy ekspresji TNF-a
poprzez promowanie wydzielania IL-4 i IL-10 oraz inaktywacje sygnalizacji NF-kB poprzez

hamowanie fosforylacji p65, 1kBa i IkKf [25].
3.4. Dzialanie przeciwnowotworowe chitozanu

Wolne grupy aminowe w czgsteczkach chitozanu moga odgrywac istotng role réwniez
w walce z komorkami nowotworowymi. Przeciwnowotworowe dzialanie chitozanu jest
zwigzane z immunomodulacjg. Dostepne w literaturze naukowej dane, dotyczace aktywnosci
preparatow chitozanowych na modelach zwierzgcych, pokazuja obiecujace wyniki

w kontek$cie potencjalu chitozanu jako adiuwanta w leczeniu nowotworéw. Badania
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potwierdzaja, ze chitozan moze modulowa¢ wuktad odpornosciowy indukujac
przeciwnowotworowe reakcje prozapalne 1 zwigkszong apoptoz¢ w komorkach
nowotworowych w réznych modelach mysich (z nowotworem jelita grubego, migsakiem,
nowotworem watroby). Chitozan zwigkszat produkcje TNFa i IL-2, ktore sg krytyczne
w odpowiedzi przeciwnowotworowej [26-28]. Badania przeprowadzone na trzech liniach
komorek nowotworowych: ludzkich komoérkach raka watroby (Hep3B), ludzkich komdrkach
raka okr¢znicy (SW480) i ludzkich komorkach raka szyjki macicy (HeLa), udowodnity,
znaczne zmniejszenie wzrostu komorek nowotworowych 1 masy guza pod wpltywem dziatania
chitozanu. Zwigkszona ekspresja biatka kaspazy-3, indukowata apoptoze komorek watrobiaka
(HepG2) [29]. Antytransformacyjne i chemoprewencyjne dziatanie chitozanu polegato
na zwigkszonej produkcji systemow antyoksydacyjnych, takich jak glutation, czy S-transferaza
glutationowa [30]. Dotychczas prowadzone globalnie badania w réznych o$rodkach
naukowych na calym §wiecie przyczynity si¢ do blizszego poznania mechanizméw dziatania
chitozanu na roznych etapach kancerogenezy. W pierwszej fazie hamuje on ekspresje COX-
2,NF-xB i aktywuje komorkowe systemy antyoksydacyjne. Wzrasta rowniez aktywnosé
enzymu AMPK, ktory zapobiega transformacji komodrek prawidtowych w komorki
nowotworowe [31]. Natomiast w pozniejszych etapach kancerogenezy chitozan moze
hamowac¢ ekspresj¢ biatek zwigzanych z metabolizmem komoérkowym (mTOR, kateniny B,
kinazy pirogronianowej i dekarboksylazy ornityny), co przyczynia si¢ do zahamowania wzrostu
masy guza. Moze on aktywowac¢ szlaki kaspazy-3 i IL-12 indukujac proces apoptozy komorek

nowotworowych [32].
3.5. Wlasciwosci hemostatyczne chitozanu

Gojenie ran jest wieloetapowym procesem 1 wymaga zaangazowania wielu
mechanizmow wewnatrzkomérkowych, od stanu zapalnego i migracji komorek, po
angiogeneze¢ 1 syntez¢ nowej macierzy komorkowej. Chitozan odgrywa istotng rolg w tych
procesach, aktywnie wspierajac regeneracje komorek. Jego dziatanie hemostatyczne oparte jest
na tworzeniu kompleksow z krwinkami czerwonymi [33]. Masa czgsteczkowa i stopien
deacetylacji (DD) ma istotny wptyw na wtasciwosci hemostatyczne chitozanu. Wyzszy stopien
deacetylacji poprawia reaktywno$¢ polimeru, dzigki obecno$ci wolnych grup aminowych
w tancuchu, ktore niosac tadunek dodatni dziataja na erytrocyty i ptytki krwi, uczestniczace
w agregacji, niezbednej do zainicjowania hemostazy [34]. Grupy aminowe chitozanu ulatwiajg
agregacje erytrocytoOw poprzez oddziatywanie elektrostatyczne z ich ujemnymi tadunkami
powierzchniowymi (obecno$¢ fosfatydylocholiny, fosfatydyloetanoloaminy 1 kwasu
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sialowego) [34]. Chitozan promuje adhezj¢ ptytek krwi i kaskade wewngtrzkomorkowej
sygnalizacji, ktéra angazuje w procesy hemostatyczne glikoproteiny IIb/Ila i tromboksan
A2/ADP. Jego rola promujaca procesy gojenia wigze si¢ rowniez z kontaktowa interakcja
w ziarnistosciach alfa ptytek krwi, co znacznie zwigksza stabilno$¢ adhezji. Sygnalizacja
wewnatrzkomérkowa inicjuje uwalnianie PDGF-AB i TGF- B1- plytkowych czynnikow
wzrostu. Badania in vitro potwierdzily, iz wyzsza masa czasteczkowa chitozanu powoduje
najbardziej optymalne dziatanie pro koagulacyjne [35]. Chitozan przyspiesza proces gojenia
roOwniez na poziomie immunomodulacyjnym, zmniejsza stan zapalny i indukuje migracje
neutrofili. Proces regeneracji tkanek w koncowych etapach gojenia rany moze by¢ wspierany
przez chitozan poprzez stymulacj¢ wzrostu fibroblastow skornych, a jego dziatanie
przeciwdrobnoustrojowe, aktywnie chroni to miejsce przed zakazeniem [36]. Stosowanie
opatrunkow chitozanowych korzystnie wplywa na procesy hemostatyczne, tworzenie tkanki
ziarninowej, przyspiesza etap odnowy naskérka 1 skory wlasciwej, a dzialajac

przeciwbakteryjnie tworzy bariere chronigcg rang przed zakazeniem drobnoustrojami [37].
4. Wybrane zastosowania praktyczne chitozanu

W  ostatnich latach obserwuje si¢ dynamiczny wzrost zainteresowania rynku
wykorzystaniem polimeréw naturalnych. Niektore ze zidentyfikowanych obszaréw
zainteresowania obejmujg metody nowych modyfikacji biopolimerow celem poprawy ich
parametrow uzytkowych, badania poszerzajace znajomos¢ biologicznych mechanizmow
aktywnos$ci chitozanu, jego pochodnych i chitooligosacharydow, a takze liczne badania
przedkliniczne 1 kliniczne testujace prototypy przed wdrozeniem na rynek medyczny
i farmaceutyczny [38, 39]. Chitozan i jego pochodne majg praktyczne zastosowania, m.in.
w przemysle spozywczym, rolnictwie, farmacji 1 kosmetologii, medycynie, biotechnologii,
weterynarii, a takze przemysle tekstylnym i papierniczym. W ostatnich latach chitozan stat si¢
rowniez interesujagcym obiektem wielu badan w dynamicznie rozwijajacym si¢ obszarze
inzynierii tkankowej, jako biomateriat do wielu zastosowan w medycynie regeneracyjne;j.
Gtownymi zrodtami produkcji chityny i chitozanu na skale przemystowa sg skorupiaki morskie,
krewetki, kraby i katamarnice [40]. Mozliwy jest rowniez odzysk chitozanu z odpadoéw
przemystu spozywczego. Chitozan ze wzgledu na swoje unikalne wilasciwosci 1 wysoki
potencjat przetworczy, tatwo poddaje si¢ obrobce chemicznej w procesach technologicznej
produkcji form uzytkowych, np. do postaci roztwordow, =zawiesin, zeli/hydrozeli,
mikroczgstek/nanoczastek, proszkéw, granulek, pianek, czy gabek. Jego zdolnosci
btonotworcze wykorzystuje si¢ takze w produkcji membran i1 folii, a dzigki metodzie
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elektroprzedzenia rowniez w widkna i nanowtokna [41]. Chitozan jest takze wykorzystywany
w ochronie $rodowiska i ekologii w procesach klarowania i oczyszczania wody,
W oczyszczaniu $ciekdw, w rekultywacji, oraz jako biokatalizator, czy tez biomembrana
w procesach filtracji. Jego =zastosowanie znalezC mozna roéwniez w czujnikach
elektrochemicznych, cieczach jonowych i detergentach, oraz w bioobrazowaniu. Od lat 80-tych
XX w. najwigkszym rynkiem zbytu dla chityny i chitozanu jest Japonia, ktora dysponuje znacza
przewaga technologiczng i komercjalizacyjna, a rynek w tym kraju pochtania okoto 700-800

ton chitozanu rocznie [42].
4.1. Chitozan w biologii

Chitozan jest stosowany, m.in. do oczyszczania wody, moze by¢ stosowany jako
koagulant w oczyszczaniu $ciekow i flokulant (do odzysku biatka), jako adsorbent do usuwania
zanieczyszczen (metale cigzkie- miedz, nikiel, cynk, kadm i oldéw, barwniki, pestycydy
1 antybiotyki, zanieczyszczenia biologiczne z §ciekdw). Chityna jako adsorbent stosowana jest
sama, w uktadzie, np. chityna—lignina lub jako kompozyty, np. z proszkiem z zielonych alg
(Ulva lactuca) [43]. Chitozan stosuje si¢ jako czynnik chelatujacy i kompleksujacy w metodach
oczyszczania $ciekow celulozowo-papierniczych do usuwania ligniny oraz barwnikoéw [44].
Do usuwania jonéw metali i barwnikoOw stosowane sa zywice chitozanowe, ktore moga
stanowi¢ alternatywe dla obecnych zywic anionowymiennych [45]. Chitozan w postaci
membran, kompozytow 1 nanoczastek stosuje si¢ takze jako srodek zaradczy w wodzie 1 glebie.
Kompozyt alginianowo- chitozanowy w formie granulatu sprawdzit si¢ takze w usuwaniu
herbicydow i pestycydow. Chitozan moze by¢ stosowany w przemysle odsalania do wstgpnego
uzdatniania wody morskiej jako biosorbent soli i metali ciezkich z wody. Duzg zaletg
stosowania tego polimeru jest jego naturalne pochodzenie i wysoka biodegradowalnos¢ [46,
47].

Chitozan jest rowniez wazny dla sektora rolniczego i obecnie bardzo propagowanego
rolnictwa ekologicznego. Jest on stosowany do zaprawiania nasion 1 ziaren, moze ograniczac
rozw0j chorob, stymulowac rozwoj 1 wzrost rosliny oraz oddziatywa¢ na jako$¢ plondw.
Zaprawianie nasion, cebul lub sadzonek przed wysiewem/wysadzeniem polega na moczeniu
ich przez okreslony czas w roztworze polimeru. Taka aplikacja chitozanu poza poprawa
parametréw kietkowania 1 stymulacji wzrost ro$lin w warunkach stresu, redukuje takze
porazenie przez grzyby patogeniczne ro$lin (m.in. pszenicy, pomidora, tytoniu i tulipana) [48,
49]. Oligoaminosacharydy, jako produkty enzymatycznego rozktadu chitozanu (glukozamina
I N-acetyloglukozamina), charakteryzuja si¢ wysoka aktywnoscia biologiczng. Chitozan i jego
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pochodne moga by¢ stosowane jako biostymulatory, stymulujace wzrost roslin, zwigkszajace
wschody, mas¢ pedow i korzeni. Preparaty chitozanowe poprawiaja plony w przypadku
pszenicy, owsa 1 jeczmienia. Chitozan stosowany w formie nanoczasteczek posiada
wlasciwosci przeciwgrzybicze, a zabiegi preparatami chitozanowymi w duzym stopniu
ograniczajg chorobe zgnilizny korzeni i wigdnigcie siewek fasoli. Polimer spetnia role elicytora,
indukujac naturalne reakcje obronne ro$lin. Pobudza biosynteze zwiazkéw fenolowych
i lignifikacje $cian komoérkowych oraz akumulacj¢ reaktywnych form tlenu [50]. Chitozan
zwigksza tolerancj¢ na stres Srodowiskowy (susze, wysoka temperatura, czy zasolenie) [51].
Dzigki zdolno$ci blonotwodrczej stosuje sie go rowniez jako substancje wigzaca
w otoczkowaniu nasion. Otoczki chitozanowe charakteryzuje dobra przepuszczalno$é¢ wody
oraz gazOw, ograniczaja one liczebnos¢ owadow roslinozernych i zwigkszaja plon. Dodatek
innych  sktadnikow, np. polimerdw syntetycznych, surfaktantow, czy grzybow

antagonistycznych wzmacnia protekcyjne i stymulujace dziatanie otoczek [52].
4.1.1. Oczyszczanie bialek rekombinowanych

Chitozan, ktoéry w swoim tancuchu ma duzg liczbe grup hydroksylowych i aminowych,
w Srodowisku kwasnym tworzy polikationy, co pozwala mu reagowac¢ z ujemnie natadowanymi
czasteczkami. Za tadunek dodatni odpowiadajg grupy aminowe, ktore wiaza si¢ substancjami
anionowymi. Reaktywnos¢ chitozanu zalezy wiec od stopnia DD, dlatego tez jest to istotny
parametr w przypadku zastosowania go jako adsorbenta. Biokompatybilnos¢ tego polimeru
wzrasta wraz z liczbg tadunkéw dodatnich [53]. Jego reaktywno$¢ jest tym wigksza im wyzszy
jest stopien deacetylacji. Zdolno$¢ wigzania mikro-i makroczastek stwarza mozliwo$é
oczyszczania nie tylko wod 1 sciekow, ale rowniez produktéw biofarmaceutycznych, w tym
otrzymywanych metodami biotechnologicznymi. NajczeSciej stosowanym prokariotycznym
systemem ekspresyjnym jest Escherichia coli, ktora charakteryzuje si¢ szybkim wzrostem,
stosunkowo niskim kosztem produkcji, dobrze scharakteryzowanym genomem i duzym
wyborem dostepnych wektorow i szczepéw. Gram-ujemna pateczka E.coli zostata po raz
pierwszy wykorzystana do komercyjnej produkcji rekombinowanej ludzkiej insuliny [54].
Produkcja rekombinowanych biatek z wykorzystaniem systeméw bakteryjnych opartych na
bakteriach Gram-ujemnych nie jest jednak pozbawiona istotnych wad. Wytwarzanie biatka do
celow terapeutycznych jest utrudnione z powodu obecnosci lipopolisacharydu (LPS), ktory jest
endotoksyng stanowiacg amfifilowy, integralny sktadnik zewnetrznej blony komorkowe;j, gdzie
tworzy zlozone struktury z biatkami i fosfolipidami [55]. Lipopolisacharyd (LPS) jest
czasteczka termostabilng, na ktéra skladajg si¢ trzy elementy, o odmiennej strukturze: lipid A,
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oligocukier rdzenia oraz antygen O. W organizmie ludzkim LPS daje bardzo silng odpowiedz
immunologiczng, ktora w krytycznych przypadkach moze doprowadzi¢ do sepsy [56,57].
Zastosowanie bakteryjnych systemoéw ekspresji wymaga wige skutecznego i tagodnego dla
produktu bialkowego sposobu oczyszczania. Istotne jest precyzyjne dobranie warunkow
oczyszczania, tak aby uzyska¢ jak najwyzsza wydajnos$¢ procesu, ale przede wszystkim aby
otrzymane biatko zachowato aktywnos$¢ biologiczng oraz strukture i wysoki stopien czystosci.
Dzigki duzej aktywnos$ci biologicznej oraz zdolno$ci do wigzania mikro-i makroczastek
chitozan moze by¢ wykorzystany w tym procesie [58]. Lipid A jest zbudowany glownie
z nasyconych kwasow tluszczowych i warunkuje biologiczng aktywno$¢ lipopolisacharydu.
Obecnos¢ cukru D-glukozaminylo-D-glukozaminy stanowi element polarny lipidu A. Ujemnie
naladowane reszty w czesci lipidu A oraz oligocukru rdzenia wewnetrznego sg zdolne do
oddzialywan z kationami dwuwarto§ciowymi [59]. Rozbudowana i obfitujaca w grupy
funkcyjne o ujemnych tadunkach czastka LPS wigze si¢ z dodatnio natadowanymi grupami
w czasteczce chitozanu. Dlatego tez biopolimer stanowi dobry adsorbent, wigzacy LPS w
procesie oczyszczania biatek pochodzacych z ekspresyjnych systemow produkeji bakteryjne;.
Istotng cechg chitozanowych adsorbentow jest ich nietoksyczno$é, biozgodnosé
1 biodegradowalno$¢, dlatego sg one bezpieczne w uzyciu jako metoda oczyszczania produktow
do celoéw medycznych, farmaceutycznych oraz spozywczych.

W literaturze naukowej znalez¢ mozna kilka przyktadéw prowadzonych wczes$niej badan
nad zwigzanym ze strukturg chitozanu potencjatem wigzania czasteczek LPS pochodzacego
z r6znych szczepow chorobotworczych, m.in. Escherichia coli, Yersinia pseudotuberculosis,
Burkholderia cepacia, Proteus mirabilis, czy Proteus vulgaris [60]. W przypadku oczyszczania
z LPS produktéw biatkowych dostepne na rynku komerCyjne ztoza to, m.in. Detoxi-Gel™,
AffiPrep® Polymyxin Matrix, Polymyxin B agarose, Endotoxin Affisorbent™, Pierce™.
Wigkszos¢ z tych komercyjnych produktow wykorzystuje ligand polimiksyny B
immobilizowany na zywicy/no$niku polimerowym, ktéory wykazuje powinowactwo do
wigzania i ekstrakcji endotoksyn z probek przeciwcial lub biatek [61]. Dostgpne ztoza wigza
endotoksyny wielu réznych szczepoéw bakterii Gram-ujemnych, w tym Escherichia coli,
Salmonella abortus, Salmonella minnesota, czy Serratia marcescens. Poniewaz endotoksyny
sa natadowane ujemnie, stosowane ligandy sg zdolne do wymiany anionu. Przyktadem dobrych
ligandow do wigzania LPS jest, m.in.: dietyloaminoetan, polimyksyna B, histamina, histydyna,
poli-L-lizyna, polietyloimina, oraz proponowany chitozan [62]. Obecnie w praktyce
produkcyjnej nie ma jednej metody oczyszczania, ktora pasowataby do kazdego produktu

biatkowego. Stosowana metoda ultrafiltracji ogranicza si¢ do usuwania endotoksyn z soli,
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maloczgsteczkowych $rodkow terapeutycznych lub wody. Ekstrakcja jest skuteczna
w usuwaniu endotoksyn w silnie zanieczyszczonych probkach, ale powoduje duze straty
produktu. Chromatografia jonowymienna separuje LPS z produktow o stabym tadunku
dodatnim [63]. Przyktadem zastosowania tej metody w praktyce jest oczyszczanie roztworow
pPDNA w szczepionkach przeciw grypie, w ktorej produkt zwykle charakteryzuje si¢ czystoscia
na poziomie 97%, ale wydajno$¢ zwigzana ze stratami produktu wynosi 47-88%. Przeciwciata
monoklonalne oczyszcza si¢ zwykle przy zastosowaniu chromatografii powinowactwa
i chromatografii w trybie mieszanym, ze wzgledu na wysoka specyficzno$¢ ligandow, ktore
zapewniajg odpowiedni rozdzial z wysokim odzyskiem produktu. Inng praktykowang metoda
oczyszczania z LPS jest adsorpcja membranowa, ktorej zaletg jest szybkosc¢ 1 niski koszt oraz
wysoki odzysk biatka, ale istotng wada niska zdolno$¢ wigzania, ktéra ogranicza skuteczno$é
usuwania LPS dla niektorych produktow biatkowych [64, 65]. Istnieje zatem potrzeba nowych
rozwigzan w zakresie techniki produkcji biofarmaceutykow wytwarzanych przy uzyciu bakterii
Gram-ujemnych, w przypadku ktérych zanieczyszczenie endotoksyng stanowi powazny
problem. Istotne wydaje si¢ poszukiwanie nowych ligandow, ktore wykazywatyby wysokie
powinowactwo do endotoksyn, a przy tym nie generowalyby wysokich kosztow, byty
nietoksyczne i wydajne [66].

Przeprowadzone badania na chitozanie, jako potencjalnym ligandzie wigzacym LPS
dostarczajg istotnych informacji o mozliwosciach jego wykorzystania w praktyce. Z danych
literaturowych wynika, Ze chitozan zdolny jest do tworzenia stabilnych kompleksow z LPS
Escherichia coli i Yersinia pseudotuberculosi [67]. Opisywana interakcja zalezy m.in. od czasu
1 temperatury reakcji, oraz od masy czasteczkowe] uzytego chitozanu. Stabilny kompleks
powstawal po inkubacji sktadnikow wyjsciowych w temp. 37°C. Wykazano, Ze interakcja
chitozanu z LPS ma wptyw na biologiczng aktywnos$¢ LPS, ktéry po podaniu myszom w testach
laboratoryjnych wykazywatl znacznie mniejszg toksycznos¢ niz czysty LPS [68]. Powstawanie
kompleksow chitozan-LPS zwigzane jest z kationowych charakterem polimeru i1 polega na
oddzialywaniu jonowym miedzy natadowanymi ujemnie grupami LPS a aminowymi grupami
chitozanu. Fosforanowe i karboksylowe grupy LPS, ktore znajduja si¢ na fragmencie lipidu A
sg gldéwnym czynnikiem nadajacym czasteczce LPS calkowitego tadunku ujemnego
i to prawdopodobnie one sa glownym miejscem wigzania z chitozanem [69]. Badania interakcji
chitozan- LPS pozwolito takze na obserwacj¢ zmian stalej tworzenia wigzania. Stata wigzania
LPS z chitozanem spada z duza szybkoscig wraz ze wzrostem hydrofobowego charakteru LPS.
Ponadto obecnos$¢ chitozanu zmienia aktywno$¢ biologiczng LPS, wpltywa na stymulacje

wydzielania cytokin i przytaczanie do okreslonych receptorow komoérkowych. Chitozan moze
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znaczgco hamowacé dziatanie prozapalne w makrofagach traktowanych LPS [70]. Opisywane
wiasciwosci chitozanu stwarzaja obiecujaca perspektywe i sklaniaja do dalszych, bardziej
szczegotowych badan nad potencjalnym zastosowaniem tego polimeru w procesie

biotechnologicznej produkcji biatek.
4.2. Chitozan w medycynie

Chitozan i jego pochodne znalazty szerokie zastosowanie W obszarach medycznych.
Biomaterialy na bazie chitozanu przyciagaja uwage wielu badaczy przede wszystkim ze
wzgledu na jego unikatowe 1 wszechstronne wlasciwosci biologiczne. Jako materiat
bioaktywny chitozan i jego pochodne moga by¢ stosowane w inzynierii tkankowej, jako
opatrunek na trudno gojace si¢ rany, ale rowniez nosnik substancji aktywnych i suplement diety
wspomagajacy metabolizm thuszczow [71].

Chitozan do zastosowan biomedycznych musi jednak spetnia¢ warunek bardzo wysokiej
czystosci chemicznej i mikrobiologicznej. Czgsto handlowe chitozany nalezy poddaé
dodatkowemu procesowi oczyszczania, np. chromatograficznego, saczenia i filtracji, czy tez
plazmy niskotemperaturowej. Pozostalosci bialek, pigmentéw oraz zanieczyszczenia
mikrobiologiczne moga powodowa¢ fatalne skutki w kontakcie z organizmem ludzkim.
Chitozan spelnia wszystkie wymagania stawiane biomateriatom [72]. Jest biozgodny, a wiec
moze podlega¢ dtugotrwalemu kontaktowi z zywymi tkankami oraz plynami ustrojowymi.
Charakteryzuje go rowniez biodegradowalno$é, co oznacza ze w organizmie ludzkim podlega
rozktadowi na nietoksyczne zwiazki, ktore moga by¢ wchtaniane lub wydalane w bezpiecznej
formie. Chitozan jako biomaterial speinia takze warunek nietoksycznosci, dlatego nie
powoduje reakcji immunologicznych, stanéw zapalnych i alergii [73].

Biomaterialy na bazie chitozanu i jego pochodnych znalazly zastosowanie w medycynie,
m.in. jako implanty kostne/chrzgstne, podloza do hodowli komoérkowych, implanty
stomatologiczne, biomateriaty wspomagajace regeneracj¢ tkanki skory, naczyn krwiono$nych
i tkanki nerwowej [74]. Opatrunki chitozanowe sg szeroko testowang grupa biomateriatow,
w obszarze ktorej naukowcy wcigz odkrywaja nowe mozliwosci innowacyjnych rozwigzan.
Wykorzystanie chitozanu jako opatrunku zwigzane jest przede wszystkim z wlasciwosciami
hemostatycznymi oraz przeciwdrobnoustrojowego tego polimeru. Istnieje takze mozliwosé¢
taczenia go z substancjami czynnymi, z antybiotykami, bakteriofagami, czy jonami srebra,
w celu ulepszenia jego dziatania terapeutycznego na trudno gojace si¢ rany i oparzenia [75, 76].

Chitozan w procesie produkcyjnym pozwala na wytworzenie wielu form uzytkowych, stosuje
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si¢ go w postaci hydrozeli, gabek, filmow i bton, mikro i nanowltdkien, kapsutek, granulatow

I proszku [77].
4.2.1. Opatrunki przeciwbakteryjne i hemostatyczne

Gojenie si¢ ran to ztozony proces fizjologiczny, w ktérym na kazdym etapie
zaangazowanych jest wiele ztozonych interakcji 1 procesoOw. Niewlasciwe gojenie si¢ rany
moze przerodzi¢ si¢ w stan przewlekty, czesto trudny do wyleczenia. W takich sytuacjach moze
dochodzi¢ do zakazenia bakteryjnego. Trudno gojace si¢ rany bardzo czesto sa konsekwencja
powaznych chorob, np. cukrzycy, chordéb zwigzanych z uktadem sercowo-naczyniowym, czy
chorob o podtozu immunologicznym. Skora wykazuje duze zdolno$ci regeneracyjne, jednak
w rozleglych wuszkodzeniach konieczne jest zastosowanie odpowiedniego leczenia
I zabezpieczenie rany dobrze dobranym opatrunkiem. Duze rany skorne moga zostal
zainfekowane przez wiele szczepow bakterii, najczesciej sg to: Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus i Enterococcus faecalis [78]. Gtowne etapy gojenia rany
to: stan zapalny, nastgpnie migracja komorek i angiogeneza, synteza macierzy komorkowe;j
i odktadanie kolagenu. Na kazdym z tych etapéw dobrze dobrany opatrunek odgrywa istotng
role. Powinien hamowa¢ krwawienia, zmniejsza¢ stan zapalny i przyspiesza¢ regeneracj¢
komorek. Wazne jest rowniez jego dziatanie antybakteryjne, chronigce rang przed zakazeniem
[79].

Chitozan, dzigki wlasciwosci przeciwzapalnej 1 hemostatycznej jest znakomitym
kandydatem do projektowania opatrunkéw w leczenia trudno gojacych si¢ ran. Materiaty
opatrunkowe na bazie chitozan dzialaja na wszystkich etapach procesu gojenia. Przyspieszaja
agregacje ptytek i tworzenie skrzepu fibrynowego w stadium hemostazy, a w stadium
zapalnym powodujg proliferacje neutrofili i makrofagow [80].

Chitozan nasladuje natywna macierz zewnatrzkomorkows, co stwarza optymalne
mikrosrodowisko dla gojacej si¢ rany. Opatrunki chitozanowe wspomagaja wzrost
fibroblastow i proces ziarninowania. Dodatkowo dziatajg bakteriobdjczo wobec bakterii Gram-
dodatnich i Gram-ujemnych [81].

Jego zdolno$¢ do modyfikacji chemicznej, pozwala na wytwarzanie funkcjonalnych form
opatrunku, w zalezno$ci od potrzeb i p6zniejszego wykorzystania. Szeroko opisywanymi
W literaturze opatrunkami chitozanowymi sga proszki, nanowtdkna, gabki, membrany,
hydrozele. Chitozan poddawano réwniez modyfikacjom, np. sieciowaniu, stosowane byty
rowniez kompozyty, gdzie chitozan tgczono z innymi polimerami w celu zwigkszenia jego
aktywnosci przeciwbakteryjnej lub wytrzymatosci mechanicznej [82].
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Opatrunki chitozanowe powstate w wyniku techniki elektroprzedzenia charakteryzowaty
si¢ strukturg nanowldknista. Tq metoda mozna otrzyma¢ wiele kompozytéw polimerowych,
skutecznych jako opatrunki w formie nanowlokien. Przykladem moze by¢ opatrunek
karboksymetylochitozanowy, nanowldkna chitozanowo-alginianowe, czy nanokompozytowa
membrana widknista chitozanowo-kolagnowa [83].

Opatrunki nanowtokniste skutecznie absorbuja wysigk i niweluja stan beztlenowy
w §rodowisku rany. Ponadto, posta¢ kompozytowa wiokien zwicksza podatnos$¢ na lizozym.
Enzymatyczny rozktad powoduje uwalnianie chitooligomerow, czyli N-acetylo-glukozaminy
i glukozaminy, ktore stymulowaly makrofagi ikorzystnie wplywaty na odkladanie
kolagenu [84].

Opatrunki w postaci gabki chitozanowej sg materialem migkkimi i elastycznymi,
o wysokiej porowatosci. Powstaja w procesie liofilizacji, dlatego tez cechuje je wysoka
chtonno$¢, co umozliwia usuwanie wysiekoOw z rany. Jednak s3 to materialy do$¢ nietrwate
mechanicznie, dlatego tez wskazane jest modyfikowanie ich na etapie wytwarzania dodatkami
wzmacniajacymi ich strukture wewnetrzng lub sieciowaniem [85]. Opatrunek w postaci gabki
na bazie chitozanu umozliwia wymiange gazowsg, chroni przed odwodnieniem i ma duza
zdolno$¢ pecznienia [86]. Mozna go rowniez wzbogaci¢ o §rodki przeciwdrobnoustrojowe.
Gabki chitozanowe wykazuja wlasciwosci hemostatyczne, maja korzystny wplyw na
proliferacje fibroblastow i redukcje drobnoustrojow [87].

Innym rodzajem szeroko opisywanych w literaturze opatrunkow sa hydrozele. Maja one
postac sieci polimerowych, utworzone w procesie sieciowania hydrofilowych homopolimerow
lub kopolimeréw. Ich cenng wiasciwoscig jest zdolnos$¢ absorbcji duzych ilosci wody 1 ptynow
biologicznych. Hydrozele cechuje duze podobienstwo fizyczne i chemiczne do macierzy
zewnatrzkomoérkowej (ang. Extracellular Matrix; ECM), dzigki czemu dyfuzja i proliferacja
komorek jest znacznie utatwiona [88]. Hydrozele chitozanowe wykazuja idealne przyleganie
do miejsca zranienia, odpowiednie wtasciwosci mechaniczne 1 umozliwiajg wymiang gazowa
w $srodowisku rany. Badania na modelu zwierzecym wykazaty, dobrg tolerancje, regeneracje
skory, zmniejszenie stanu zapalneg0 iaktywno$¢ angiogenetyczna, sprzyjajaca dobremu
unaczynieniu nowych tkanek [89]. Zastosowanie hydrozelu kompozytowego PVA/ chitozan
z minocykling zapewnia wysoka aktywnos¢ przeciwbakteryjng i przeciwgrzybicza. Stosowanie
opatrunkow hydrozelowych jest szczegdlnie skuteczne w przypadku ran oparzeniowych, ktore
wymagajg intensywnego nawilzenia. Badano rowniez skutecznos$¢ hydrozeli opartych na
nanoczastkach chitozanu ijonow srebra. W tym przypadku nanoczastki srebra poprawiaty

wlasciwosci mechaniczne hydrozelu i dziataly jako $rodek przeciwdrobnoustrojowy.
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Hydrozele chitozanowo-alginianowe pobudzajg proliferacje fibroblastow, sprzyjajg syntezie
kolagenu i kwasu hialuronowego w miejscu rany [90].

Jednym z opatrunkéw dedykowanych do leczenia ran przewlektych jest uktad
kompozytowy ztozony z chitozanu, alginianu i kolagenu. Dzi¢ki duzej porowato$ci i zdolno$ci
pecznienia, opatrunek doskonale wchtaniania wysigk z rany 1 utrzymuje wilgotne srodowisko,
sprzyjajace gojeniu [91].

Wyniki badan histologicznych wskazuja, ze stosowanie opatrunkéw chitozanowych w
postaci membran stymuluje migracj¢ komorek zapalnych i decyduje 0 organizacji komorkowe;j
podczas procesu gojenia [92]. Dane kliniczne dowodza, Zze blony chitozanowe przylegaja
jednolicie do powierzchni rany indukujac kaskadowe rekcje krzepnigcia, zmniejszajgc
towarzyszacy procesowi gojenia bol i §wiad, jak rowniez wspomagaja proces bliznowacenia
[93].

Jedng ze strategii projektowania opatrunkow przeciwdrobnoustrojowych  jest
modyfikacja fizykochemiczna polimeréw chemicznymi czynnikami bojczymi, np. jonami
srebra, amoksycylina, penicyling czy tlenkiem cynku [94]. Dodatkowo rozwaza si¢ stosowanie
matryc polimerowych, w tym chitozanu w podazy bakteriofagow w $rodowisku rany, jako
czynnik bakteriobojczy. Bakteriofagi wykazuja skuteczne dziatanie bakteriobdjcze na drodze
cyklu litycznego, zaréwno na bakterie Gram-dodatnie, jak i Gram- ujemne. Charakteryzuje je
waskie spektrum dziatania, ktore moze by¢ ukierunkowane na konkretny szczep bakterii [95].
Mozliwos$¢ syntezy no$nikéw powyzszych czynnikow bdjczych na bazie chitozanu jako
preparatow potstatych (np. w postaci hydrozelu) lub statych (np. membrana, gabka,
nanowlokna) pozwala ,,zaprojektowa¢” mechanizm ich dziatania. Matryca biopolimerowa
moze w sposob kontrolowany uwalnia¢ czynnik bdjczy w $rodowisko rany lub go
immoblizowa¢ w swoje strukturze (absorbacja wysigku rany i eradykacja patogenu) [96].

Chitozan zostal zatwierdzony przez Agencje Zywnosci i Lekéw (Food and Drug
Administration; FDA) jako biomateriat do zastosowan w opatrunkach na trudno gojace si¢ rany

[97].
4.2.2. Inzynieria tkankowa

Medycyna regeneracyjna przezywa obecnie intensywny rozwoj, dzigki ktoremu pojawity
si¢ nowe mozliwosci 1 kierunki leczenia wielu trudnych przypadkéow klinicznych. InZzynieria
tkankowa jako technika opracowywania nowych biomaterialow, stwarza mozliwos$ci naprawy,
utrzymania lub odzyskania funkcjonalnosci tkanek lub catych narzadéw. Zaczyna powoli
zastgpowaé tradycyjne metody leczenia, takie jak: ksenotransplantacja i implanty. Dzigki
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wykorzystaniu kombinacji rusztowan, komoérek i regulatoréw wzrostu pozwala odzyskiwac
i regenerowac¢ uszkodzone tkanki. Duzym zainteresowaniem w naprawie i regeneracji
uszkodzonej tkanki cieszg si¢: chitozan, alginian, kwas hialuronowy, kolagen, hydroksyapatyt,
fibroina czy zelatyna [98]. Chitozan z sukcesem zostat poddany licznym badaniom pod katem
jego uzyteczno$ci w inzynierii tkankowej, co stawia go w czotdwce najbardziej obiecujacych
materiatdw wykorzystywanych w inzynierii tkanki chrzgstnej i kostnej, tkanki naczyn
krwiono$nych, regeneracja rogowki, tkanki skornej, czy inzynierii tkanek przyzebia [99].
Biomaterialy chitozanowe mozna zmodyfikowa¢ w celu zwigckszenia ich wytrzymatosci
mechanicznej i rozbudowy struktury wewnetrznej. W tym celu dodawano, m.in.: alginian, kwas
hialuronowy (HA), polilaktyd (PLA), jedwab oraz bioaktywne nanomateriaty, np. SiO2, TiOg,
ZrO> czy hydroksyapatyt [100]. Obecnos¢ protonowalnej grupy aminowej wzdtuz reszt D-
glukozaminy chitozanu pozwala oddziatywa¢ z ujemnie naladowanymi btonami komorek
(dziatanie hemostatyczne, mukoadhezyjne, przeciwbakteryjne i przeciwgrzybicze). Ponadto
polikationowa natura chitozanu wplywa na jego dziatanie przeciwbolowe [101]. Chitozan jest
rozktadany in vivo przez proteazy, depolimeryzowany w procesie hydrolizy enzymatycznej,
w ktorej posredniczg rézne hydrolazy (m.in. lizozymy, pektynazy, celulazy, hemicelulazy,
lipazy i amylazy). Ulega biodegradacji do nietoksycznych oligosacharydéw lub
monosacharydow, wiaczanych w szlaki metaboliczne i wydalanych z organizmu. Jest rowniez
uznany za odpowiedni material do konstruowania biorusztowan dla tkanek ludzkich i ma
odpowiednie wlasciwosci mechaniczne, morfologi¢ 1 wysoka porowatos¢, co sprzyja adhezji
komorek do powierzchni, ich réznicowaniu i proliferacji [102]. Biomateriaty chitozanowe
moga by¢ wytwarzane w postaci wielu réznych form uzytkowych, np. gabek, rurek,
nanowtokien, hydrozeli, czy mikrokapsul. Biomateriaty chitozanowe w postaci podtozy do
hodowli komorek charakteryzowa¢ powinna wysoka porowatos¢, ktora umozliwia namnazanie
komorek, migracje i wymian¢ sktadnikow odzywczych. Strukturg chitozan przypomina
glikozaminoglikany (GAG), dlatego tez moze je nasladowa¢ w regulacji czynnikow
bioaktywnych [103].

Niewielka wytrzymalos¢ mechaniczna biomaterialdow chitozanowych wymaga
dodatkowego wzmocnienia struktury poprzez taczenie z innymi zwigzkami czy polimerami,
np. weglanem wapnia, fosforanem wapnia czy krzemionka. Rusztowania chitozanowe spetniaja
swoja role w regeneracji tkanek kosci 1 tkanki chrzestnej, skory, watroby, tkanki rogdwki czy
tez tkanki naczyniowej [104]. Dane literaturowe potwierdzaja, ze materiaty chitozanowe sa
zdolne promowac¢ roznicowanie hodowanych komorek, np. w hodowlach melanocytow,

keratynocytow, komoérek nablonkowych pochodzacych z drog oddechowych czy astrocytow
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z zachowaniem cech fenotypowych, charakterystycznych i specyficznych dla linii
komorkowych. Zastosowanie rusztowan na bazie chitozanu wptywa na wyzszy potencjat
proliferacji komorek i wyzszy poziom ekspresji mRNA, w tym TGF-B1 oraz kolagenu typu I,
jak rowniez prawidlowy rozwoj cytoszkieletu [105]. Porowato$¢ biomateriatu ma wptyw na
migracje 1 adhezj¢ komorek do podtoza. Przez oddzialywania elektrostatyczne 1 hydrofobowe
chitozan moduluje funkcje réznych aktywnych bioczasteczek, zwtlaszcza nablonkowych
czynnikow morfogenetycznych, np. czynnika wzrostu fibroblastow, ktore promowaly
morfogeneze nablonkowg 1 proliferacyjng. Biomateriaty indukuja tworzenie widkien kolagenu
typu I, 111 IV [106]. Hodowle tkankowe na rusztowaniach chitozanowych charakteryzuja sie
réwniez zwigkszong zawarto$cig glikozaminoglikanow (GAG), ktore stanowig rezerwuar
niezbednych czynnikéw bioaktywnych, a w potaczeniu z biatkami, tworza proteoglikany.
Materialy na bazie chityny pomagaja zaszczepionym komoérkom regulowac syntezg gtdéwnych
elementow ECM swoistych dla tkanek. Jest to istotne z punktu widzenia przezycia komoérek

w hodowli oraz prawidlowej organizacji i genezy tkanek [107].
4.2.3. Systemy podazy lekow

Dane literaturowe potwierdzaja wzrost zainteresowania nanono$nikowymi systemami
dostarczania lekow w postepowaniu klinicznym. Taka forma podazy substancji leczniczej
umozliwia jej dzialanie bezposrednio w miejscu wymagajacym leczenia. Wiele badan
skupiajgcych si¢ na konstrukcji nanoczastek o potencjalne terapeutycznym dotyczyto
wykorzystania polimeréw naturalnych, w tym chitozanu. Stosowanie takich no$nikow
eliminuje konieczno$¢ podawania lekow droga ogolnoustrojowa [108].

Materialy kompozytowe na bazie chitozanu wykazuja wtasciwosci mechaniczne i czas
retencji, umozliwiajace projektowanie systemow podazy lekow w funkcji czasu. Badania
potwierdzaja jego skuteczno$¢ jako nosnika DNA, siRNA, czy tez regulatorow wzrostu.
Chitozan testowano takze w preparatach nanotechnologicznych, w formie nanoczastek do
dostarczania lekow, biatek 1 gendéw rdéznymi drogami podawania (doustne, miejscowo
i pozajelitowo) [109]. W celu zwigkszenia stabilno$ci polimeru stosuje si¢ miedzy innymi
techniki sieciowania jonotropowego, czy tez kowalencyjnego. Uwalnianie substancji aktywnej
uzaleznione bylo gtownie od zmiany pH srodowiska [110]. W literaturze znalez¢ mozna wiele
przyktadow nosnikow na bazie chitozanu, ktore badane byly pod katem aktywnosci
biologicznej oraz parametréw farmakokinetycznych. Znalez¢ mozna takie przyktady jak:

chitozan/ poliwinylpirolidon, chitozan/ tiolowany karboksymetylchitozan, chitozan / aptamer/
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mezoporowate nanoczastki krzemionki/ doksorubicyna, chitozan/ pektyna/ 5-fluorouracyl, czy
chitozan/ alginian magnetyczny/ amoksycylina [111-113].

Chitozan wspomaga syntez¢ kationowych nanoczastek oligonukleotydowych, stabilizuje
je zapobiegajac aglomeracji. Moze by¢ stosowany jako polikationowy wektor niewirusowy do
przenoszenia gendw. Lipochitopleksy to nowe formy chitozanu zamknigtego
w nanoczasteczkach lizosomalnych. Do ich wytwarzania zastosowano techniki zelowania
jonotropowego, nanoczasteczki chitozanu inkubowano z liposomami anionowymi. Chitozan
o niskiej masie czgsteczkowe] z wysokim DD zostal usieciowany polianionowym
tripolifosforanem. Lipochitopleksy sa skuteczne w putapkowaniu plazmidowego DNA (pDNA)
w nanoczgstkach, zapewniaty doskonatg ochrong pPDNA, nizsza cytotoksycznos¢ i poprawiaty
wydajnos¢ transfekcji. Taka forma zostata uznana za idealny mechanizm dostarczania gendéw
w badaniach terapii niewirusowych in vivo [114].

Terapie biatkowe zyskuja coraz wigkszg skuteczno$¢ w walce z nowotworami,
problemami trawiennymi i chorobami autoimmunologicznymi. Jednak dystrybucja biatek in
vitro i in vivo jest wyzwaniem ze wzgledu na zachowanie odpowiedniego stabilnego
srodowiska dla utrzymania biatek w niezmienionej, niezdegradowanej i aktywnej formie.
Nanoczgstki chitozanowe moga pomdc w rozwigzaniu problemu stabilno$ci biatek
terapeutycznych w kwasnych warunkach przy podazy doustnej [115]. Supramolekularne
hydrozele chitozanowe o ulepszonych wlasciwosciach mechanicznych oferujag wysoki
potencjat dystrybucji i moga by¢ nosnikiem biatek w czasie regeneracji uszkodzonych tkanek.
Wykorzystanie chitozanu w terapiach celowanych daje szans¢ na skuteczniejsze
i bezpieczniejsze zwalczanie nowotworow, niz obecnie standardowo stosowana chemioterapia
i radioterapia. Wykazano, ze nanoczastki chitozanowe mogg chroni¢ siRNA przed denaturacja
i ograniczaja dostarczanie osocza komorkom nowotworowym. Podanie w miejscu tkanek guza
litego zwigksza retencje przepuszczalnosci i powoduje indukcje biomolekut i czynnikow
przeciwnowotworowych [116]. Materialy na bazie chitozanu mogg by¢ $rodkami
wspomagajagcymi w szczepionkach w zakresie immunostymulacji. Stworzone nanozele na
bazie chitozanu w badaniach laboratoryjnych wykazaly lepsza przenikalno$¢ oraz zdolno$¢
kontrolowanego uwalniania leku. W badaniu szczepionek donosowych zaobserwowano, ze
dzigki dodatniemu fadunkowi powierzchniowemu nanozel chitozanowy poprawiaja

adhezyjnos¢ substancji antygenowych do bton sluzowych nosa i lepsze wchtanianie [117].
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5. Uzasadnienie podjecia tematu

Produkcja biatek rekombinowanych wymaga stosowania procedur ich oczyszczania
z zachowaniem aktywno$ci biologicznej. Istotnym aspektem jest wyeliminowanie
niebezpiecznego czynnika pirogennego, jakim jest lipopolisacharyd (LPS), ktory jako
endotoksyna, wykazuje bardzo silng odpowiedz immunologiczngw kontakcie z organizmem
ludzkim. Biorac pod uwage witasciwosci biologiczne i chemiczne chitozanu, jego wysoka
reaktywno$¢ 1 zdolno$¢ wigzania mikro- i makroczasteczek, moze by¢ odpowiednim
kandydatem do wykorzystania go w procesie oczyszczania biatek z LPS. Dodatkowym atutem
majacym znaczenie w procesie oczyszczania biatek terapeutycznych jest fakt, iz chitozan to
polimer naturalny o duzej biozgodnos$ci. Jest nietoksyczny i biodegradowalny, dlatego tez
istnieje duze bezpieczenstwo jego uzycia do celdow medycznych czy farmaceutycznych.
Ponadto dzieki wlasciwosciom bojczym wobec bakterii Gram-dodatnich oraz Gram-ujemnych,
jak rowniez przeciwzapalnym i hemostatycznym, moze by¢ stosowany jako sktadnik macierzy
w projektowaniu opatrunkéw dla trudno gojacych si¢ ran, np. jako nosnik polimerowy dla
bakteriofagow.

Przedstawione w niniejszej pracy doktorskiej badania maja charakter badan
podstawowych. Jednak w oparciu o szeroko zbadane i opisane w zrodtach literaturowych
wlasciwosci  biologiczne chitozanu, podjeto probe wykorzystania tego biopolimeru
w biotechnologii i medycynie. Przeglad obecnego stanu wiedzy sktonit do zaproponowania
wykorzystania chitozanu w dwoch réznych aspektach: jako matrycy do oczyszczania
rekombinowanych biatek fagowych z lipopolisacharydu bakteryjnego, oraz jako prototyp

opatrunku z dodatkiem bakteriofagéw o dziataniu przeciwbakteryjnym (Ryc. 2).

Ryc. 2 Schemat cze$ci doswiadczalnej rozprawy.
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6. Cel pracy

Celem pracy jest synteza, charakterystyka fizykochemiczna i ocena wlasciwosci
biologicznych nowych biomateriatow na bazie chitozanu do:

1. Oczyszczania rekombinowanych biatek fagowych z lipopolisacharydu (LPS).
W badaniach zastosowano uktad modelowy oparty na analizie wydajno$ci oczyszczania
dwoch biatek tj. endolizyny i depolimeraza r6znigcych si¢ masg i strukturg przestrzenna,
pozyskanych w procesie biotechnologicznym;

2. Jako nos$nikow dla bakteriofagow umozliwiajacy eradykacje bakterii (P. aeruginosa
PAO1). Jako uktad modelowy zastosowano bakteriofagi roznigce si¢ morfologia

I wielkoscig wironu.
7. Materialy i metody
7.1. Materialy

Medyczny chitozan z krewetek (chitl) ChitoClear fg 95 (TM 4293) z firmy Primex ehf
Iceland Company (Siglufjordur, Islandia) zastosowano do wytworzenia polimerowych
granulek (ChbM-g) oraz matrycy dla bakteriofagbw w postaci blony (Matrix). Chitozan
z krewetek (chit2) ChitoClearfg 95 (TM 44000), firmy Primex ehf. Iceland Company
(Siglufjordur, Islandia), oczyszczony przez firm¢ Karamedica INC (Raleigh, North Carolina,
USA) przy uzyciu plazmy niskotemperaturowej uzyto do wytworzenia gabki (ChbM-s);
chitozan wykazywal wysoka czystostos¢ mikrobiologiczng, poziom endotoksyn bakteryjnych
oczyszczonego chitozanu wynosit <IOEU/g, z wynikiem ujemnym na obecno$¢ endotoksyn.
Chitozan chit2 pozyskano w ramach wspotpracy z prof. Samuelem Hudson z North Carolina
State University, Raleigh, NC, USA.

Rekombinowane biatka fagowe (endolizyna i depolimeraza) oraz szczep Klebsiella
pneumoniae 77 (K63) wykorzystano do badan w ramach wspoélpracy z zespotem prof. dr hab.
Zuzanny Drulis-Kawa z Uniwersytetu Wroctawskiego. Endolizyna KP27 jest matym, kulistym
biatkiem (~15,79 kDa), natomiast depolimeraza KP34p57 jest modutowym biatkiem
tworzacym strukture trimeryczng (~202,92 kDa)

Peptydoglikan (PG) wyizolowano z komérek E. coli ATCC 8739 zgodnie z metoda
opisang przez Bera i in. pochodzit z Zaktadu Biologii Medycznej UJK [118].

LPS P. aeruginosa 010 oraz E. coli O111:B4 z firmy Sigma-Aldrich, St. Louis, MO.
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Linia komorek eukariotycznych: ludzkie komorki nabtonka podstawnego gruczolakoraka
A549 (ATCC® CCL-185™ Manassas, VA, USA) zostaty dostarczone przez American Tissue
Cell Collection. Komodrki A549 hodowano w pozywce F-12K (Sigma-Aldrich, USA)
uzupetnionej 10% ptodowa surowicg cielgcg (Invitrogen, CA, USA), 2 mM L-glutaminy
(Sigma Aldrich, USA) i antybiotykami: 100 jednostek/ml penicyliny i 100 pg/ml
streptomycyny (Invitrogen, CA, USA) w temp. 37°C i 5% CO..

Jako fagi modelowe do immobilizacji na blonowej matrycy polimerowej (Matrix 1,2,3)
wykorzystano trzy fagi lityczne specyficzne dla P. aeruginosa PAO1 (ATCC 15692; ATCC,
Manassas, VA, USA), roznigce si¢ klasyfikacja taksonomiczng, specyficzno$cig receptora
i wielko$cig wirionu. KTN4 gigantyczny Phikzvirus i KT28 myovirus Pbunavirus pochodzity
z kolekcji Katedry Biologii Patogendow i Immunologii Uniwersytetu Wroctawskiego w ramach
wspotpracy z prof. dr hab. Zuzanng Drulis-Kawg [119, 120], natomiast podowirus LUZ19
zostatl zastosowany, dzigki uprzejmosci Laboratorium Technologii Genéw KU Leuven,

Leuven, Belgia [121]. Charakterystyke fagow przedstawiono w Tabeli 1.

Tabela 1. Charakterystyka fagow wybranych do badan

FAG KT28 KTN4 LUZ19
Taksonomia Caudoviricetes, Caudoviricetes, Caudoviricetes,
Pbunavirus, Phikzvirus, Autographiviridae,
Pbunavirus* Phikzvirus* Krylovirinae,
Phikmwvirus,
Phikmwvvirus **
Morfologia i myovirus myovirus giant ! podovirus
wymiary kapsydu g 74/136 130/168 65/12
Rozpoznawany LPS T4P T4P
receptor bakteryjny
Stabilno$¢ w pH 3-12 6-12 4-11
Wielkos¢ genomu 66 278 44
[kbp]
Numer dostepu KP340287 KU521356 NC_010326
GenBank
Referencje Ceyssens et al. 2010 Danis-Wlodarczyk et al. Olszak et al. 2018

2016

Przyblizone wymiary $rednicy gtéwki/dtugosci ogona; *zbiory Katedry Biologii Patogenéw i Immunologii UWr,
Wroctaw; **ze zbioréw Laboratorium Technologii Gendéw, KU Leuven, Leuven, Belgia

7.2. Metody
7.2.1. Parametry fizykochemiczne chitozanu

Wiskozymetryczng $rednig mase czasteczkowg chitozanu chitl oraz chit2 obliczono

z lepkosci istotnej [n] za pomocg wzoru Marka-Houwinka:
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[n] =k xMY (1)
gdzie: K, a- wyznaczone empirycznie stale wynoszgce Kk=8,93x 10 0=0,71; My-
wiskozymetryczna $rednia masa czasteczkowa [122].

Pomiary lepkosci wykonano na lepkoS$ciomierzu rozcienczeniowym z kapilarg nr. 1, K~ 0,01.

Metoda GPC/SEC (Gel Permeation Chromatography/Size Exclusion Chromatography)
pozwala na analityczne wyznaczenie parametrow funkcji rozktadu mas molowych, wskaznika
dyspersji mas molowych oraz $rednich warto§ci mas molowych. Oznaczenia wykonano
z wykorzystaniem systemu GPC/SEC wyposazonego w wysokiej czulo$ci detektor
refraktometryczny nowej generacji Optilab T-rEX firmy Wyatt Technology, ktéry umozliwia
wykonywanie badan konwencjonalng i uniwersalng technikg kalibracji, w przypadku chitozanu
z wykorzystaniem warto$ci parametrow Marka-Houwinka-Sakurady.

Stopien  deacetylacji ~ (Deacetylation  Degree, DD)  okreslono  metoda
spektrofotometryczng, polegajaca na wyznaczeniu maksimum krzywej pierwszej pochodnej
widma UV i obliczeniu DD chitozanu zgodnie z opracowang metoda [123].

Lepko$¢ dynamiczng [cP] okreslono na wiskozymetrze Brookfield model DV-II Digital
wyposazonym w program Rheocalc V3.1-1 w temp. 25+1,0°C. Do pomiaru dla objetosci 0,5 ml
uzyto stozka typu CPE-40.

Zawarto$¢ wilgoci w chitozanie oznaczano wagowo na podstawie masy badanej probki

po suszeniu w temp. 105°C do statej wagi. Zawarto$¢ wilgoci obliczono z zaleznosci:
W= [(m,- m,)/m,] x 100% (2)

gdzie: m, - masa probki (g) z doktadnoscia do 0,0001g przed suszeniem; m, - masa probki (g)
z doktadnoscig do 0,0001g po wyschnieciu w temp. 105°C.

Oznaczenie czg$ci nierozpuszczalnych w chitozanie wykonano wagowo, na podstawie
pomiaru masy badanej probki po wysuszeniu w temp. 105°C do statej masy. Po zwazeniu
probke chitozanu zmieszano z 100 ml 0,5% HCI i pozostawiono na mieszadle magnetycznym
na 2 h. Otrzymany roztwor przesaczono na lejku Schott’a, a czesci nierozpuszczalne po
przemyciu wodg destylowang wysuszono do statej wagi w temp. 105°C. Udzial czesci

nierozpuszczalnych obliczono ze wzoru:

Sn=[(m,: m,)]x 100% ©)
gdzie: m, - masa cze$ci nierozpuszczalnych (g) z doktadnoscig do 0,0001 g po wyschnigciu

w temp. 105°C; m,- masa chitozanowa (g) z doktadnos$cig 0,0001 g przed rozpuszczeniem.
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Zawarto$¢ metali cigzkich oznaczono metodg atomowej spektrometrii absorpcyjnej.
Zastosowano spektrometr absorpcji atomowej 0 wysokiej rozdzielczosci ze zrodtem $wiatla
ciggtego Contra 700, firmy Analytik Jena. Mineralizacj¢ probek przeprowadzono w 70% HNO3
przy nastepujgcych parametrach mineralizacji: masa probki: 0,5 g; 70% HNO3 o objetosci 10
ml; czas reakcji: 60 min; maksymalne ci$nienie:100 psi. Obecnos¢ pierwiastkow As, Cd, Pb,
Zn i Hg okreslono metodg atomowej spektrometrii absorpcyjnej z atomizacjg elektrotermiczng
(ET AAS).

Zawarto$¢ popiotu w chitozanie oznaczono wagowo na podstawie pozostalosci po
spopieleniu proby w temp. 800°C

Wskaznik pecznienia wtornego chitozanu wyznaczono grawimetrycznie na podstawie

réwnania:
WRV=[(m, — m,)/m,] x 100% 4)
gdzie: m,- masa probki chitozanu po przetrzymywaniu w wodzie przez 20 h i odwirowaniu

4000 obr/min) przez 10 min; m, - masa probki chitozanu po wysuszeniu w temp. 105°C do
( p p po wy p

stalej masy.

Chitozan jako material wyjSciowy zostat scharakteryzowany pod katem czystoSci
mikrobiologicznej zgodnie z Farmakopeg Europejska 8.0: ,,Oznaczanie czystosci
mikrobiologicznej biopolimerow — Microbial enumerationtests [jtk/g]” w akredytowanym
Laboratorium Biodegradacji i Analiz Mikrobiologicznych Lukasiewicz — LIT (Certyfikat
akredytacji AB 388).

7.2.2. Synteza polimerowych granulek na bazie chitozanu (ChbM-g)

Chitozan (chitl) w stezeniu 2,2% wag. rozpuszczono w 1,1% wag. roztworze kwasu
mlekowego (Avantor Performance Materials, Gliwice, Polska) za pomoca homogenizatora
firmy IKA WERKE typ T50, z koncowka umozliwiajaca rozdrobnienie preparatu w postaci
zawiesiny w zakresie 10-100 um (typ G45G). Proces ten prowadzono przy szybkosci 4800-
6400 obr/min. przez 15 min. Nastgpnie roztwor soli polimeru mieszano ze zmniejszong
predkoscia ok. 4000-5200 obr/min. przez 4-6 h. W celu ustabilizowania wartosci pH
I odpowietrzenia otrzymany roztwor mleczanu chitozanu pozostawiono na noc w temp. 15°C.
Po 24 h roztwor przesaczono przez lejek Biichnera wyposazony w tkaning batystowa typu BT
192. Po procesie filtracji do roztworu soli chitozanu dodano 96% etanol (Chempur®, Polska)
w ilosci 3% wag. w stosunku do objetosci roztworu mleczanu chitozanu. Dodatek alkoholu
etylowego zastosowano w celu zmniejszenia sity napigcia powierzchniowego, ktora utrudniata

29



formowanie granulek o odpowiedniej morfologii oraz w celu zabezpieczenia przed
zanieczyszczeniem mikrobiologicznym polimeru na etapie produkcji i pdzniejszego
przechowywania. Czynnikiem sieciujacym, uzytym do modyfikacji granulatu byt trifosforan
pentasodu (TPP, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) rozpuszczony w wodziew stezeniu 2%
wag. W stosunku do zawarto$ci polimeru w soli i dodany bezposrednio do kapieli
koagulacyjnej, ktorg stanowit 5% wag. NaOH (Chempur®, Polska). Po doktadnym
wymieszaniu roztwor mleczanu chitozanu umieszczono w zbiorniku wyposazonym w drobne
kapilary na dnie i dozowano grawitacyjnie kroplami, bezposrednio do kapieli koagulacyjnej
5% wag. NaOH. Proces ten polegat na formowaniu granulek. Zbiornik umieszczono na takiej
wysokosci (Sciezka spadku- 10 cm), ktora umozliwita utworzenie okraglych granulek
o pozadanej morfologii. Proces formowania w kapieli koagulacyjnej trwat 24 h, po tym czasie
powstate granulki przemyto 8 razy wodg destylowang o pH 7,3 (pH zwigkszono przy uzyciu
1% NaxCOs, Chempur®, Polska). Przemyte granulki ChbM-g (2,2% chitozanu w 1,1% LA
z dodatkiem 3% etanolu usieciowanego 2% TPP) liofilizowano przy uzyciu liofilizatora ALFA
2-4 LD Plus (Martin Christ GmbH, Niemcy). Liofilizacje¢ prowadzono w zakresie temperatur
od (-17°C) do (+15°C), pod préznig od 0,1 do 0,06 mbar. W zadanych warunkach catkowity

czas suszenia wynosit 20 h. Schematyczny proces wytwarzania ChbM-g przedstawia Ryc.3.
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Ryc. 3 Schemat przygotowania polimerowych granulek na bazie chitozanu (ChbM-g).
7.2.3. Synteza macierzy chitozanowej o strukturze gabki (ChbM-s)

Chitozan mikrokrystaliczny (MKCh) wytworzono przez aglomeracj¢ chitozanu
z roztworu mleczanu, metodg ciaggla opracowang w Sieci Badawczej Lukasiewicz- Lodzki
Instytut Technologiczny, wedtug patentu PL 164 247 [124]. W pierwszym etapie procesu
przygotowano roztwor chitozanu wyjsciowego (chit2) o stezeniu 2,0 % wag. w wodnym
rozcienczonym roztworze kwasu mlekowego (Avantor Performance Materials, Gliwice)
o stezeniu 1,0 % wag. W tym etapie procesu wykorzystano homogenizator IKA WERKE typ
T50 basic z koncowka pozwalajaca na rozdrobnienie preparatu w formie zawiesiny w zakresie
od 10-100 um (typ G45G)- proces prowadzono przy obrotach od 4800-6400 obr/min przez
15 min. Nastgpnie roztwor soli polimeru mieszano przy pomocy mieszadla na zmniejszonych
obrotach ok. 4000-5200 obr/min przez 4-6 h (z przerwami, w celu uniknigcia przegrzania
roztworu polimeru). W celu ustabilizowania wartosci pH, jak i odpowietrzenia, otrzymany

roztwor mleczanu chitozanu pozostawiono do nastepnego dnia, przechowujac go w lodowce
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w temp. 15°C. Po 24 h roztwor poddano filtracji na lejku Biichnera zaopatrzonego w tkaning
batystowa typu BT 192. Nastepnie roztwor soli chitozanu neutralizowano przy uzyciu
rozcienczonego wodorotlenku sodowego (Chempur®, Polska) o stezeniu 0,65 % wag. az do
osiggniecia pH otrzymanej zawiesiny w zakresie 7,4-7,6. Dyspersj¢ mikrokrystalicznego
chitozanu (MKCh) oczyszczano przez wielokrotne odmywanie woda destylowang az do zaniku
reakcji na anion usuwanej soli (do spadku pH ok. 7,4-7,2; w temp. 20°C). Odmywanie
odbywalo si¢ przy wykorzystaniu techniki membranowej w procesie ultrafiltracji na nuczy
wyposazonej w materiat filtracyjny, ztlozony z batystu i widkniny (PET-PP). Pozbawiong soli
1 nadmiaru alkaliow zawiesing MKCh zatezano do konsystencji pasty, ktora stanowita
podstawowa forme¢ uzytkowa. Zawiesing MKCh rozcienczono do stezenia 2,0 %
mikrobiologicznie czysta woda i wykorzystano do przygotowania gabki z dodatkiem gliceryny
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Gliceryng¢ dodawano do MKCh o stezeniu 2% wag.
w ilos$ci 1:0,7 w stosunku do zawarto$ci polimeru. Tak przygotowany mikrokrystaliczny
chitozan formowano na gotowych szablonach (kwadrat o wymiarach 5x5 cm) i liofilizowano
w zakresie temp.: (-17°C) - (+15°C) pod préznig 0,1-0,06 mbar. W zadanych warunkach
catkowity czas suszenia wynosit 20 h. Schematyczny proces wytwarzania ChbM-s przedstawia
Ryc.4.
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Ryc. 4 Schemat przygotowania macierzy chitozanowej o strukturze gabki (ChbM-s).
7.2.4. Synteza matrycy chitozanowej (Matrix) jako nosnika dla bakteriofagéw

Mikrokrystaliczny chitozan (MKCh) wytworzono metoda aglomeracji z roztworu, przy
wykorzystania metody ciagtej, opracowanej W Sieci Badawczej Lukasiewicz- £odzki Instytut
Technologiczny, wedtug patentu PL 164 247 [124]. W pierwszym etapie procesu przygotowano
wyjsciowy roztwor chitozanu (chitl) o stezeniu 1,0% wag. w wodnym rozcienczonym
roztworze kwasu mlekowego (Avantor Performance Materials, Gliwice, Polska) o stezeniu
0,45% wag. W tym etapie procesu wykorzystano homogenizator IKA WERKE typ T50 basic
z koncowka pozwalajacg na rozdrobnienie preparatu w formie zawiesiny w zakresie od 10-100
um (typ G45G)- proces prowadzono przy obrotach od 4800-6400 obr/min przez 15 min.
Nastgpnie roztwor soli polimeru mieszano przy pomocy mieszadta na zmniejszonych obrotach
ok. 4000-5200 obr/min przez 4-6 h (z przerwami, w celu uniknig¢cia przegrzania roztworu
polimeru). W celu ustabilizowania warto$ci pH, jak i odpowietrzenia, otrzymany roztwor

mleczanu chitozanu pozostawiono do nast¢pnego dnia, przechowujgc go w lodéwcew temp.
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15°C. Po 24 h roztwoér poddano filtracji na lejku Biichnera zaopatrzonego w tkaning batystowa
typu BT 192. Nastepnie roztwor soli chitozanu neutralizowano przy uzyciu rozcienczonego
wodorotlenku sodowego (Chempur®, Polska) 0 stezeniu 0,65 % wag. az do osiggnigcia pH
otrzymanej zawiesiny w zakresie 7,4-7,6. Dyspersj¢ mikrokrystalicznego chitozanu (MKCh)
oczyszczano przez wielokrotne odmywanie wodg destylowang, az do zaniku reakcji na anion
usuwanej soli (do spadku pH ok. 7,4-7,2; w temp. 20°C). Odmywanie odbywato si¢ przy
wykorzystaniu techniki membranowej w procesie ultrafiltracji na nuczy wyposazonej
w material filtracyjny zlozony z batystu i widkniny (PET-PP). Pozbawiong soli i nadmiaru
alkaliow zawiesing MKCh zat¢zano do konsystencji pasty, ktora stanowita podstawowa
forme uzytkowa. Zawiesing MK Ch rozcienczono do stgz. 1,5% wag. mikrobiologicznie czysta
woda I wykorzystano do przygotowania Matrix jako nosnika dla bakteriofagéw, w postaci
btony z dodatkiem gliceryny (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Gliceryn¢ dodawano do
1,5% MKCh w ilosci 1:0,6 w stosunku do zawartosci polimeru. Tak przygotowana
rozcienczong paste¢ MKCh (Matrix) w ilosci 5 g wylano na ptytki teflonowe o wymiarach
okienka 5x6 cm i zmieszano z 1 ml hodowli modelowych fagow: KT28, KTN4 i LUZ19
(10 PFU/mI). Ptytki pozostawiono do wyschnigcia preparatow W temperaturze pokojowej

w sterylnych warunkach. Schematyczny proces wytwarzania Matrix przedstawia Ryc.5.
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Ryc. 5 Schemat przygotowania matrycy chitozanowej (Matrix) jako nosnika dla bakteriofagow KT28,
KTN4 i LUZ19.

7.2.5. Parametry fizykochemiczne i mechaniczne ChbM-g, ChbM-s i Matrix

W celu okreSlenia $redniej masy czasteczkowej granulatu ChbM-g metoda
wiskozymetryczng, z przygotowanej soli chitozanu (2,2% wag. chitl + 1,1% wag. LA +3%wag.
EtOH) na ptytki teflonowe wylano po 5 g roztworu soli chitozanu na ptytke i pozostawiono do
wyschniecia w temperaturze pokojowej w celu uzyskania membran. Zawarto$¢ wilgoci
w otrzymanych membranach oznaczono zgodnie z procedura opisang w podrozdziale 7.2.1.
Membrany regenerowano przez dodanie do nich 25 ml mieszaniny regeneracyjnej (woda
amoniakalna-EtOH w stosunku objetosciowym: 30 ml: 70 ml) przez 24 h w temp. pokojowej.
Po 24 h membrany przemyto kilkakrotnie woda destylowang o pH=7,0 i wysuszono na ptytce
teflonowej w temperaturze pokojowej. W tak przygotowanej i zregenerowanej membranie
chitozanowej oznaczono $rednig mase czasteczkowa chitozanu metoda wiskozymetryczng

zgodnie z procedurg opisang w podrozdziale 7.2.1.
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W celu okreslenia S$redniej masy czasteczkowej metodg wiskozymetryczng
mikrokrystalicznego chitozanu chit2 do wytwarzania ChbM-s, membrany z 1% wag.
mikrokrystalicznym chitozanem, po 5 g kazda, wylano na ptytki teflonowe i pozostawiono do
wyschniecia w temperaturze pokojowej. Zawarto$¢ wilgoci w otrzymanych membranach
0znaczono zgodnie z procedurg opisang w podrozdziale 7.2.1.

W  celu okreslenia $redniej masy czasteczkowej metoda wiskozymetryczng
mikrokrystalicznego chitozanu chil do wytwarzania Matrix dla bakteriofagow (KT28, KTN4
i LUZ19) membrany z 1% mikrokrystalicznym chitozanem, po 5 g kazda, wylano na plytki
teflonowe i pozostawiono do wyschnigcia w temperaturze pokojowej. Zawartos¢ wilgoci
w otrzymanych membranach oznaczono zgodnie z procedura opisang w podrozdziale 7.2.1.

Do oznaczania zawartosci polimeru w przygotowanej postaci uzytkowej — ChbM-g,
ChbM-s i Matrix, ok. 1g odwazono na wadze analitycznej z doktadnoscig do 0,0001 g,
umieszczono W naczyniu wagowym, wysuszono do statej masy w temperaturze 105°C

I 0znaczono zawartos¢ polimeru z nastgpujacej zaleznosci:
Zp = mg /mwx 100 % (5)

gdzie: ms— sucha masa probki badanej (g); mw- masa mokrej probki badanej (g)
Whasciwosci chtonne gotowych preparatow chitozanowych- ChbM-g, ChbM-s i Matrix

oceniono na podstawie wskaznika wtornego pecznienia (WRV %) wyznaczonego

grawimetrycznie na podstawie rownania:
WRYV = [(m, - m,): my] X 100% (6)
gdzie: m,- masa probki po przetrzymaniu w wodzie przez 20 h i odwirowaniu (4000 rpm) przez

10 min; m,- masa probki po wysuszeniu w temp 105°C do statej masy.

Stabilno$¢ chemiczng gotowych preparatéw chitozanowych- ChbM-g, ChbM-s i Matrix
oceniono na podstawie ich zachowania w §rodowisku o r6znym pH (1,5; 7,0; 12,0). Probke
20 g umieszczono w 100 ml cieczy, a nastgpnie obserwowano i okres§lano czas potrzebny do
pecznienia lub rozpuszczenia probek.

Do oceny stabilnosci mechanicznej odwazono ilos¢ 20 g gotowych preparatow
chitozanowych- ChbM-g, ChbM-s i Matrix, umieszczono do kolb stozkowych z 100 ml wody
destylowanej i wytrzagsano przy amplitudzie 2, szybkosci 250 obr/min przez 60 min. Po tym
czasie obliczono ilos¢ badanych probek catkowicie lub czgsciowo zniszczonych, wyrazong

w % za pomocg WZzOru:
Z=271Z,% 100 % (7)
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gdzie: Z,- ilo$¢ probki po wirowaniu, calkowicie lub czg¢$ciowo uszkodzona; Z,-ilos¢ probki

uzytej do testow.
7.2.6. Skaningowa mikroskopia elektronowa

Struktur¢ powierzchni ChbM-g, ChbM-s i Matrix oceniano za pomocg skaningowego
mikroskopu elektronowego Quanta 200 (SEM) (FEI Co., USA). Probki zamontowano na stole
szczegkowym 1 spryskano cienka warstwg zlota (20 nm) przy uzyciu rozpylacza prozniowego
Q150R S (z Quorum Technologies, Ltd. Limited Company, Wielka Brytania). Po rozpyleniu
probki umieszczono w komorze mikroskopu. Badania przeprowadzono w warunkach wysokiej
prézni z napieciem przyspieszajacym wiazke elektrondw 5 KV, z wykorzystaniem programu

analySISDocu firmy Soft Imaging System, przystosowanego do pracy w srodowisku Quanta.
7.2.7. Test LAL

Poziom LPS w natywnych matrycach polimerowych ChbM-s i ChbM-g, jak réwniez
w roztworach rekombinowanych enzyméw fagowych po oczyszczaniu z uzyciem zywicy
komercyjnej, ChbM-g i ChbM-s, oznaczono testem LAL (PyroGene® rFC Assay, LONZA,
Bazylea, Szwajcaria) wedug instrukcji producenta.

Analize¢ wykonano dla wszystkich wytworzonych wstepnych warianow ztozy w postaci
granulek (mokrych i liofilizowanych) oraz ggbek. Przed badaniem probki umieszczono na
sterylnych ptytkach z insertami hodowlanymi firmy Becton Dickinson o $rednicy porow 1 uM
i przeptukano 2 ml wody wolnej od LPS, pozostawiono do spgcznienia na 24 h w temp.
pokojowej. Po tym czasie ptytki z badanymi materiatami polimerowymi odwirowano przy
1200 obr/min., 6°C, 10 min. i do kazdej sterylnej ptytki z badanymi matrycami polimerowymi
dodano 1 ml standardowej endotoksyny (ze szczepu P. aeruginosa 010) w stezeniu 10 pg/ml.
Plytki z dodang endotoksyna wytrzasano w temperaturze pokojowej (25°C) przy niskiej
szybkosci (40 min~1)/1h. Po 1h plytki z badanymi probkami i endotoksyng odwirowano (1200
rpm, 6°C, 10 min), a nastepnie z otrzymanego przesgczu pobrano po 100 pl/dotek 96-dotkowej
ptytki mikrotitracyjnej. Do kazdej studzienki dodano 100 pul mieszaniny reakcyjnej (substrat
fluorogenny: bufortestowy: enzyme rFC w stosunku 5:4:1). Standard LPS 10 pg/ml
zastosowano jako kontrole pozytywna, a standard wody LAL (LAL water) zastosowano jako
kontrole negatywng. Reakcje prowadzono na 96-studzienkowej mikroptytce i mierzono poziom
fluorescencji w kilku odstepach czasu: czas zero, 20 min., 40 min. i 60 min., inkubacja

w fluorescencyjnym czytniku mikroptytek (dtugosc¢ fali wzbudzenia/emisji 380/440 nm).
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W obecnosci endotoksyny aktywator FC rozszczepia fluorogeniczny substrat, powodujac
fluorescencj¢ roztworu. Logarytm netto fluorescencji jest proporcjonalny do logarytmu
stezenia endotoksyny i jest liniowy w zakresie 0,005-5,0 EU/m.

7.2.8. Oczyszczanie rekombinowanych bialek fagowych

Rekombinowane biatka fagowe (depolimeraza i endolizyna) zostaty poddane procesowi
oczyszczania z LPS z wykorzystaniem matryc wyselekcjonowanych po przeprowadzonym
tescie weryfikacyjnym LAL: (1) granulek ChbM-g (25 peletek o $rednicy 2 mm i masie
catkowitej~ 0,025 g; (2) gabki ChbM-s w postaci krazka 0 $rednicy 22 mm, wysokosci 3 mm
i masie ~ 0,1 g w porownaniu z (3) dostgpng w handle zywica do usuwania endotoksyn jako
kontrola. Poszczegolne matryce polimerowe naniesiono na kolumny grawitacyjne wolne od
endotoksyn i upakowano je tak, aby tworzyly podobng wysoko$¢ w kolumnach. 300 ul zywicy
komercyjnej zregenerowano przez 2 h inkubacji z 1,5 ml 0,2 M NaOH w 95% etanolu
i przemyto 1,5 ml 2 M NaCl, a nastgpnie woda ultraczysta, zgodnie z protokotem producenta.
Nastepnie polimerowe matryce oczyszczjace ChbM-g, ChbM-s oraz zywice komercyjng
zrownowazono 1,5 ml buforu PBS wolnego od endotoksyn. Na kazdg matryce oczyszczajaca
natozono 1 ml biatka i inkubowano przez 1 h w temperaturze pokojowej. Nastepnie przesacz
zebrano (szybkos$¢ przeptywu 10-15 ml/h) i biatka eluowano przy uzyciu 1 ml wolnego od
endotoksyn buforu PBS. Stezenie oczyszczonego biatka mierzono bezposrednio przed i po
oczyszczeniu z LPS za pomocg fluorometru Qubit 2.0 (Qubit® Protein assay Kit, Molecular
Probes, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) oraz protokotu producenta.

7.2.9. Rozdzial elektroforentyczny bialek fagowych metoda SDS-PAGE

Biatka oczyszczone z LPS poddano elektroforetycznej separacji w warunkach
denaturujagcych SDS-PAGE (SDS poliacrylamide gel electrophoresis). Biatka testowe
denaturowano merkaptoetanolem w temperaturze 99°C przez 5 min. Biatka natozono na zel
w ilodci 10 pl na studzienke gornego zelu. Elektroforeze przeprowadzono przy napigciu 190 V,
stosujgc jako standard biatkowy Precision Plus Protein™ All Blue Protein Standard (BioRad,
Hercules, CA, USA). Zele barwiono Coomassie Brilliant Blue R-250 Staining Solution
(BioRad, Hercules, CA, USA).
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7.2.10. Badanie aktywnos$ci enzymatycznej oczyszczonych bialek fagowych

Przed i po oczyszczaniu okreslono do§wiadczalnie aktywno$¢ depolimerazy i endolizyny.
Aktywno$¢ enzymatyczng rekombinowanej depolimerazy KP34p57 zbadano na szczepie
K. pneumoniae 77 przez okre$lenie minimalnego Stezenia tworzgcego efekt halo (MHFC).
Probke oczyszczonego biatka doprowadzono do st¢zenia 100 ug/ml stosujgc bufor PBS jako
rozcienczalnik i zestawu Qubit Protein Assay Kit do pomiaréw. Nastepnie przygotowano
seryjne dwukrotne rozcienczenia do stezenia 0,78 pg/ml. Pobrane 10 pl kazdego stezenia
nanoszono na hodowle bakteryjna na szalce Petriego o typie murawy. MHFC mierzono jako
najnizsze stezenie biatka powodujace widoczng strefe halo na wysianej murawie bakteryjnej po
18 h inkubacji w temp. 37°C.

Aktywno$¢ enzymatyczng rekombinowanej endolizyny KP27 okreslono metoda
degradacji peptydoglikanu. Z komorek E. coli ATCC 8739 wyizolowano peptydoglikan (PG)
i uzyto 100 pl w stezeniu 0,5 pg/ml do przeprowadzenia reakcji kinetycznej z 50 pl
oczyszczonej endolizyny. W tym celu zastosowano pomiar spektrofotometryczny przy uzyciu
czytnika mikroptytek TECAN Spark® (Tecan Austria, GmbH) I dtugosci fali 560 nm w temp.

37°C przez 90 min. z pomiarem interwatlowym co 1 min.
7.2.11. Analiza cytotoksycznosci ChbM-g i ChbM-s

Matryce ChbM-g i ChbM-s oceniano pod katem ich potencjalnych wlasciwosci
cytotoksycznych wobec zywych komorek. Jako modelowa lini¢ komorkowa wybrano komorki
A549. Hodowle prowadzono na ptytkach w standardowych warunkach 37°C, 5% CO.. Jako
pozywke hodowlang zastosowano pozywke Dulbecco's Modified Eagle's Medium/ Nutrient
Mixture F-12 Ham (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA). Hodowl¢ pasazowano 3 razy,
nastepnie 1 ml zebrano dosterylnej 6-studzienkowej ptytki, w Ktorej komorki inkubowano
z testowanymi ChbM-g i ChbM-s w 37°C, 5% CO2/24 h. Komorki nietraktowane probkami
badanymi zastosowano jako kontrole negatywna, Natomiast inkubowane z chlorkiem niklu
o stezenie 25 uM jako kontrole pozytywna. Po 24h inkubacji z badanymi zwigzkami, hodowle
odwirowano (10 min/900 crf), a osad komoérek zawieszono w 100 pl 10-krotnie rozcienczonego
buforu BD (BD Pharmingen™ FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit, BD Biosciences,
Vaud, Szwajcaria). Z kazdej probowki przeniesiono 100 pl zawiesiny komorek do proboéwek
cytometrycznych. Do kazdej dodano 5 pl aneksyny i 5 ul jodku propidyny. Probki inkubowano
z barwnikami w temp. pokojowej przez 15 min., unikajac $wiatta. Po 15 min. do kazdej

probowki bezposrednio przed pomiarem dodano 100 pl buforu BD, catos¢ delikatnie
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wytrzasano, a nast¢pnie zmierzono liczbe zywych i1 martwych komoérek na cytometrze

przeplywowym (BD LSR II Flow Cytometer, BD Biosciences, Vaud, Szwajcaria).

7.2.12. Analiza termograwimetryczna ChbM-g i ChbM-s metodg roznicowej

kalorymetrii skaningowej (TG-DSC)

Czyste ChbM-g i ChbM-s oraz po procesie oczyszczania z LPS analizowano metodg
termiczng w celu zbadania reakcji chemicznych i przemian fazowych zachodzacych podczas
ogrzewania lub chtodzenia probek. Pomiar roznicy mas z krzywej TG dostarcza informacji
0 zmianach skfadu probki, termostabilnosci substancji oraz parametrach kinetyki reakcji
chemicznych zachodzacych w probce. Badania przeprowadzono metoda analizy TG-DSC
w beztlenowej atmosferze azotu (przeptyw 21 cm*/min) w zakresie temperatur 20°C+ 500°C.
Wagi probek badanych miescity si¢ w zakresie 20,2-43,8 mg. Pomiar wykonano aparatem
Setaram TG LabsysEvo 1150 z oprogramowaniem sterujacym i generujacym wyniki AKTS

,,Calisto”.

7.2.13. Analiza struktury ChbM-s, ChbM-g i Matrix technika spektroskopii

Fourierowskiej w podczerwieni (FT-IR)

Analize struktury ChbM-s i ChbM-g, ich oddzialtywan z czasteczkami LPS
I oczyszczonymi biatkami, jak réwniez analize struktury Matrix oraz interakcji z fagami (KT28,
KTN4 i LUZ19), przeprowadzono technikg spektrofotometrii w podczerwieni (FT-IR). Widma
FT-IR rejestrowano na aparacie Genesis Series FT- Instrument IR™ (Unicam, Wielka
Brytania) wyposazonym w oprogramowanie ATI Mattson i Peak Solve Analytical. Preparaty
w postaci tabletek KBr przygotowano z uzyciem odwaznikow statych. Probki rozdrobniono
mechanicznie i pobrano 1 mg, nastepnie zmieszano z wysuszonym KBr 100 mg i sprasowano
pod ci$nieniem 70 atm. przez 5 min. Nastgpnie zmielono w laboratoryjnym mlynie kulowym
w celu doktadnego zdyspergowania polimeru w no$niku i suszono przez 1 h w suszarce
laboratoryjnej w temperaturze 70°C w celu usuniecia wilgoci. Tak przygotowany preparat
przeniesiono do komory transmisyjnej FT-IR. Przed pomiarem probki dokonano pomiaru tla.
Widma wykonano technika rentgenowska w zakresie liczby falowej 500-4000 cm™,
z rozdzielczosciag 4 cm™ i liczba skanéw rowng 32. W technikach transmisyjnych widmo
oscylacji analizuje si¢, mierzac intensywno$¢ promieniowania po przejsciu przez probke.
Spadek natezenia padajacej wiazki wskazuje na absorpcje promieniowania przez probke.

W technikach transmisyjnych miarg absorpcji promieniowania o okreslonej liczbie falowej
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(‘7 ) przez probke moze by¢ transmitancja (T (v )) lub absorbancja ( AV )), ktore sg okreslone
réwnaniami (8) i (9). Absorbancja jest warto$cig praktyczna, poniewaz mozna jg wykorzystaé
do ilosciowego okreslenia absorpcji — jej wielko$¢ jest wprost proporcjonalna do ilosci czastek

absorbujacych zgodnie z prawem Bouguera-Lamberta-Beera.

T)=— (8)

AWV)= Iogll—":—logT

9)
gdzie: lo— intensywno$¢ wiazki padajacej na probke; I- intensywnos¢ wigzki po przejéciu przez

probke.

7.2.14. Analiza profili uwalniania bakteriofagow z Matrix polimerowej technika

interferometrii laserowej

Metode interferometrii laserowej wykorzystano do analizy Matrix poprzez ilosciowe
okreslenie liczby uwolnionych fagéw i niespolimeryzowanych sktadnikow matrycy (NMC)
z produktu polimerowego w funkcji czasu. System interferometrii laserowej sktada sie
z dwuwigzkowego interferometru Macha-Zehndera z laserem He-Ne typu HN 40P (Zeiss,
Oberkochen, Niemcy), kuwety (wymiary wewnetrzne: wysoko$¢ 70 mm, szerokos¢ 10 mm,
dhugos¢ drogi optycznej: 7 mm) wykonane ze szkla optycznego o wysokiej jednorodnosci,
kamere¢ TV-CCD oraz komputer z oprogramowaniem do akwizycji i obrobki obrazow
interferencyjnych (interferogramow) [125-127]. Zmodyfikowang fagami Matrix umieszczono
na dnie kuwety, ktérg nastgpnie napelniono wodg. Wiasciwosci transportowe fagow/NMC
z matrycy polimerowej do wody mierzono za pomoca uktadu interferometrii laserowej na
podstawie otrzymanych interferograméw. Komputerowy system przetwarzania obrazu wraz
z dedykowanym oprogramowaniem umozliwia analiz¢ matematyczng interferograméw
wyswietlanych na ekranie systemu. Co wigcej, wykonanie serii zdje¢ obrazow
interferencyjnych w czasie 1 przeprowadzenie ich analizy matematycznej umozliwia analizg
iloSciowg kinetyki uwalniania fagow/NMC w czasie rzeczywistym w polach powierzchni
bliskiej polimerowi. Interferogramy, ktore pojawiaja si¢ w wyniku interferencji wigzek
laserowych, zostaly okreslone przez wspotczynnik zatamania substancji rozpuszczonej, ktory
z kolei zalezy od stezenia substancji. Gdy substancja rozpuszczona jest jednorodna, prazki
interferencyjne sg proste i wyginaja si¢, gdy pojawia si¢ gradient st¢zenia. Metode
interferometrii laserowej zastosowano wigc rowniez w badaniach fagéw/NMC uwalnianych

z polimeru w temperaturze 37°C przez 2 h. W tym celu analizowano catkowitg ilo$¢
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uwolnionych  fagow/NMC. Poniewaz stala proporcjonalno$ci migdzy stezeniem
a wspotczynnikiem zatamania §wiatla dla fagow/NMC uwolnionych w tym eksperymencie jest
nieznana, obliczono sumy zmian wspotczynnika zalamania $wiatta (SCRI) substancji
rozpuszczone;j:
SCRI(t) = S]ZAn(x,t)dx. (10)
0

SCRI(t) odzwierciedla zalezno$¢ czasowg catkowitej ilosci fagow/NMC (w dowolnych
jednostkach) uwolnionych z polimeru do fazywodnej. Rejestrujac interferogramy w danym
przedziale czasu, mozna odtworzy¢ profile stgzen w réznych momentach. Interferogramy
rejestrowano od 5 do 120 min z przedziatem czasowym At = 5 min. Wszystkie doswiadczenia
przeprowadzono w temp. 37°C. Ponadto za pomocg system interferometrii laserowej
zmierzono grubos$¢ Matrix (jej pgcznienie) podczas uwalniania fagow /NMC do wody. W tym
celu za pomoca oprogramowania przeznaczonego do analizy interferograméw wyznaczono
wspotrzedne obszaru danej membrany na obrazie interferencyjnym. Na podstawie uzyskanych
wspolrzednych okreslono grubos¢ zmodyfikowanej Matrycy w pikselach. Nastepnie znajac
rozmiar piksela obliczono grubo$¢ membrany w mm. Dla powigkszenia optycznego
zastosowanego w naszym systemie pomiarowym, podczas eksperymentu rozmiar piksela byt

rowny 0,019 mm.
7.2.15. Badanie aktywnosci przeciwbakteryjnej Matrix modyfikowanej bakteriofagami

Matryce o wymiarach 2 cmx2 cm (natywng 1 modyfikowang fagami), przygotowano
zgodnie z procedurg opisang w podrozdziale 7.2.4. i analizowano dwiema metodami hodowli
mikrobiologiczne;j.

Pierwsza metoda polegata na ocenie, czy fagi eradykujgce bakterie P. aeruginosa PAO1
uwalniajg si¢ z Matrix. W tym celu matryce polimerowe o wymiarach 2 cmx2 cm (natywne
i modyfikowane fagami) umieszczono w 2 ml czystej mikrobiologicznie wodzie w temp. 25°C
przez 18 h. Nastepnie do dotkow 96- dotkowej ptytki mikrotitracyjnej dodano 90 pl wody po
inkubacji z matrycami, 100 pl bulionu (tryptonowy bulion sojowy TSB, Thermo Scientific™,
Waltham, MA USA) i 10 ul kultury bakteryjnej zawierajacej 10° komoérek P. aeruginosa PAOL.
Kinetyke wzrostu bakterii mierzono, mierzac absorbancje przy 600 nm przez 18 h w temp. 37°C
z odstgpem czasu 0,5 h, stosujac spektrofluorymetr TECAN SPARK (Tecan Group Ltd.,
Szwajcaria) [120].
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Drugi sposob badania aktywnosci przeciwbakteryjnej polegat na okresleniu, czy Matrix
przygotowana zgodnie z procedurg opisang w podrozdziale 7.2.4. absorbuje bakterie podczas
je] pecznienia, ktore nastgpnie moglyby by¢ eliminowane przez obecne w strukturze
polimerowej bakteriofagi. Powyzsze wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe matrycy
polimerowej oceniono stosujagc zmodyfikowang norme¢ ISO 22196:2007 (E) na szczepie
P. aeruginosa PAOI. W tym celu 200 pl hodowli bakteryjnej zawierajacej 10° komorek
P. aeruginosa PAO1l umieszczono na Matrix o wymiarach 2 cmx2 cm (natywnej
1 modyfikowanej fagami), a stopien redukcji okreslono zgodnie ze zmodyfikowang normg ISO

22196 : 2007 (E).
7.2.16. Analiza statystyczna danych

Dane analizowano statystycznnie przy uzyciu pakietu oprogramowania Statistica Version
10 (StatSoft, Tulsa, OK, USA). Pomiary wykonano w trzech powtorzeniach. Wartosci
p mniejsze niz 0,05 uznano za statystycznie istotne. Roznice poréwnano za pomocg testu

ANOVA.
8. Wyniki
8.1. Parametry fizykochemiczne chitozanu

Chitozan jako polimer naturalny posiada parametry o zmiennych wartosciach, dlatego tez
kazda partia chitozanu moze ro6zni¢ si¢ poszczegdlnymi wartosciami istotnych parametrow
fizykochemicznych. Doglebna charakterystyka materiatow wyjsciowych jest bardzo wazna,
zwlaszcza w przypadku zastosowania chitozanu do celow medycznych. Surowiec polimerowy
musi charakteryzowac si¢ wysoka czystosciag mikrobiologiczng i chemiczng (z uwzglednieniem
zawartosci metali cigzkich i popiotu). Okreslenie masy czasteczkowej chitozanu medycznego
jest istotne ze wzgledu na zwigzek miedzy budowg czasteczkowg a aktywnoscig biologiczna.
Stopien deacetylacji (DD) okresla si¢ jako stosunek liczby grup glukozaminowych do ogdlne;j
liczby N-acetyloglukozaminy (GIcNACc) i grup glukozaminy (GIcN) w tancuchu polimerowym.
Warto§¢ DD ma znaczagcy wplyw na wilasciwosci fizykochemiczne chitozanu,
tj. rozpuszczalnosé, reaktywnos¢ chemiczng, pecznienie w wodzie czy biodegradowalnosc.
Deacetylowana chityna powinna zawiera¢ co najmniej 60% reszt D-glukozaminy. Kolejnymi
parametrami okreslanymi dla materiatu wyj$ciowego sa lepkos¢, zawartos¢ wilgoci,
rozpuszczalno$¢ i zdolnos¢ pecznienia. Wykorzystanie w badaniach chitozany chitl i chit2

analizowano pod katem ich najwazniejszych parametrow fizykochemicznych, wyniki zostaty
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zebrane w Tabeli 2 i 3. Surowce wyjsciowe sg podobne pod wzglgdem parametrow
fizykochemicznych, maja wysoki stopien DD (na poziomie 86,8% i 76,9%), odpowiednig
lepkos$¢ (39,17 cP i 33,4 cP) i mase czasteczkowg (119,95 kDa i 117,55 kDa), posiadajg wysoki
stopien czysto$ci medycznej (brak zanieczyszczen metalami cigzkimi: As, Cd, Pb, Zn, Hg
i popiotem- warto$ci w normie), ale r6znig si¢ czysto$cig mikrobiologiczng (bakterie i grzyby).
Chit2 wykazuje ultraczystosé¢, dzigki zastosowaniu dodatkowego oczyszczania plazma
niskotemperaturowg. Proces oczyszczania zostal przepowadzony dzigki miedzynarodowej
wspotpracy z prof. Samuelem Hudsonem i amerykanska firmg Karamedica INC (Raleigh,
Karolina Péinocna, USA).

Tabela 2. Parametry fizykochemiczne i czysto$¢ mikrobiologiczna chitozanu chitl do syntezy ChbM-g.

Parametr Wartos¢

Lepkos$¢ dynamiczna roztworu chitozanu metodg Brookfielda, stozek - 39,17

CPE 40 (1% chit. w 1% kwas octowy), cP

Srednia masa czasteczkowa metoda wiskozymetryczng, kDa 119,95

Rozktad mas molowych, warto$ci $§rednich mas molowych i wskaznik Mn [g/mol] 47 367

dyspersji mas molowych chitozanu metoda chromatografii zelowo- Mw [g/mol] 111 367

permeacyjnej SEC/GPC Mw/Mn 2,4

Stopien deacetylacji metodg pierwszej pochodnej widma UV, DD,% 86,8

Zawartos¢ wilgoci, wt% 8,75

Czesci nierozpuszczalne, wt% 0,31

Zawarto$¢ metali ciezkich, wit% As<0,2; Cd<0,2; Pb<1;
Zn=0,23; Hg<0,01

Zawarto$¢ popiotu, wt% 0,60

Wskaznik wtornego pgcznienia, WRV % 224,59

Oznaczanie czystosci mikrobiologicznej chitozanu zgodnie z Bakterie: 1,1x10%;

Farmakopeg Europejska 8.0. Testy 0znaczania mikrobiologicznego Grzyby: 2,0x10?!

[cfu/g]
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Tabela 3. Parametry fizykochemiczne i czystos¢ mikrobiologiczna chitozanu chit2 do syntezy

ChbM-s.
Parametr Wartos¢
Lepkos$¢ dynamiczna roztworu chitozanu metodg Brookfielda, stozek - 33,4
CPE 40 (1% chit. w 1% kwas octowy), cP
Srednia masa czasteczkowa metoda wiskozymetryczna, kDa 117,55

Rozktad mas molowych, warto$ci Srednich mas molowych 1 wskaznik
dyspersji mas molowych chitozanu metodg chromatografii zelowo-

Mn [g/mol] 51 067
Mw [g/mol] 119 233

permeacyjnej SEC/GPC Mw/Mn 3,0

Stopien deacetylacji metodg pierwszej pochodnej widma UV, DD,% 75,9

Zawartos¢ wilgoci, wt% 10,34

Czegsci nierozpuszczalne, wt% 0,33

Zawarto$¢ metali cigzkich, wt% As<0,2; Cd<0,01;
Pb<0,1; Zn=0,2;
Hg<0,012

Zawarto$¢ popiotu, wt% 0,39

Wskaznik wtornego pgcznienia, WRV % 139,53

Oznaczanie czysto$ci mikrobiologicznej chitozanu zgodnie z Bakterie: < 10

Farmakopea Europejska 8.0. Testy oznaczania mikrobiologicznego Grzyby: <10

[cfu/g]*
* poziom endotoksyn<10EU/g (met. LAL)

Wykorzystanie w badaniach dwoch surowcow wyjsciowych o réoznym stopniu czystosci
mikrobiologicznej miato na celu oceng, czy czynnik ten ma istotny wptyw na koncowe
dziatanie biologiczne wytworzonych w eksperymencie form biopolimerowych. Ze wzgledu na
roznice w cenie tych dwoch surowcoéw, mozemie¢ to roéwniez istotne znaczenie

z ekonomicznego puktu widzenia dla potencjalnej produkcji na skale przemystows.
8.2. Parametry fizykochemiczne i mechaniczne ChbM-g, ChbM-s i Matrix

Przygotowane formy chitozanu: ChbM-g, ChbM-s oraz Matrix jako nosnika dla
bakteriofagéw zostaly poddane ocenie ich parametrow fizykochemicznych oraz uzytkowych:
wytrzymatosci chemicznej oraz mechanicznej.

Na etapie prob doboru odpowiedniego sktadu granulatu chitozanowego (ChbM-g) oraz
gabki (ChbM-s), wytworzonych zostato kilka poczatkowych wariantow, ktore w pozniejszym
etapie badawczym zostaty poddane selekcji i wybrano dwie, najlepsze pod katem wigzania
czasteczek LPS w tescie weryfikacyjnym LAL (opis metody w podrozdziale 7.2.7.). W celu
opracowania najlepszej formuty granulatu chitozanowego wykorzystano poczatkowo jako
rozpuszczalniki kwas mlekowy (LA, lactic acid) i kwas octowy (CH3COOH) w réznych
wariantach stezeniowych z dodatkiem lub bez dodatku srodka sieciujacego (TPP) i etanolu
(EtOH): a. 2 % wag. chitl + 2 % wag. CH3COOH (Tabela 4); b. 2 % wag. chitl + 2 % wag.
CH3COOH + 2 % wag. TPP (Tabela 4); c. 2 % wag. chitl + 1 % wag. LA (Tabela 5); d. 2 %
wag. chitl+1l % wag. LA + 2 % wag. TPP (Tabela 5); e. 2,2 % wag. chitl + 1,1 % wag. LA
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(Tabela 6); f. 2,2 % wag. chitl + 1,1 % wag. LA + 2 % wag. TPP (Tabela 6); g. 2,2 % wag.
chitl + 1,1 % wag. LA + 3% wag. EtOH (Tabela 7); h. 2,2 % wag. chitl + 1,1 % wag. LA +
3 % wag. EtOH + 2 % wag. TPP (Tabela 7); i. 2,2 % wag. chit2 + 1,1 % wag. LA + 3 % wag.
EtOH+ 2 % wag. TPP (Tabela 8).

Wszystkie powyzsze warianty badano w wersji mokrej po przeptukaniu z kapieli
koagulacyjnej oraz po procesie liofilizacji, w wersji suchej (Ryc. 6). Otrzymane wyniki

przedstawiaja Tabele 4-8.

Ryc. 6 Przyktadowe zdjecie granulek chitozanowych: (A) w formie mokrej; (B) w formie suchej

Tabela 4. Parametry fizykochemiczne wariantu ChbM-g: 2% chit1+2% CHsCOOH; lepkos¢ soli
chitozanu: 125,7 cP (CPE 40; 25°C)*

Parametr 2% chitl+ 2% chitl+ 2% chitl + 2% chit1l+2%
2% 2% CHs;COOH 2% CH3;COOH CH3;COOH+
CH;COOH liofilizat + 2% TPP 2% TPP
mokre mokre liofilizat

Wartos¢ wskaznik

wtornego pecznienia, 505,67 268,2 563,05 291,16

WRYV (%)

Zawarto$¢ polimeru (%) 3,11 96,79 2,91 87,48

Srednia masa czasteczkowa

metoda wiskozymetryczng 92,0 77,9 92,0 93,6

(kDa)

*2% chitl+2% CH3COOH- 2% chitozan chitl rozpuszczony w 2% CH3:COOH; Lepkos¢ dynamiczna roztworu
chitozanu wykonana metodg Brookfielda, stozek - CPE 40 (1% chit. w 1% kwasie octowym, mierzona w 25°C)
opis metody w podrozdziale 7.2.1.
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Tabela 5. Parametry fizykochemiczne wariantu ChbM-g: 2% chit1+1% LA, lepkosc¢ soli chitozanu:

180,96 cP (CPE40; 25°C)*

Parametr 2% 2% chitl+ 2% chitl+ 2% chitl+
chitl+1% 1% LA 1% LA + 1% LA +
LA mokre liofilizat 2% TPP mokre 2% TPP liofilizat

Wartos¢ wskaznik

wtornego pecznienia, 525,46 213,57 634,49 316,3

WRYV (%)

Zawarto$¢ polimeru (%) 3,15 95,91 2,76 85,88

Srednia masa

czasteczkowametody — 5q 4 134,0 209,4 170,0

wiskozymetryczng

(kDa)

*2% chitl+1% LA- 2% chitozan chitl rozpuszczony w 1% LA; Lepko$¢ dynamiczna roztworu chitozanu
wykonana metodg Brookfielda, stozek - CPE 40 (1% chit. w 1% kwasie octowym, mierzona w 25°C) opis metody

w podrozdziale 7.2.1

Tabela 6. Parametry fizykochemiczne wariantu ChbM-g: 2,2% chitl+1,1% LA, lepkos$¢ soli

chitozanu: 271,93cP (CPE40; 25°C)*

Parametr 2,2% chitl+ 2,2% chitl+ 2,2% chitl+ 2,2% chitl+
1,1% LA 1,1% LA 1,1% LA+ 1,1% LA +
mokre liofilizat 2% TPP mokre 2% TPP

liofilizat

Wartos¢ wskaznik

wtornego pecznienia, 524,86 190,62 661,90 311,52

WRYV (%)

Zawarto$¢ polimeru (%) 2,6 94,22 3,04 87,54

Srednia masa

czasteczkowa metoda 2121 100,3 2121 82,2

wiskozymetryczna (kDa)

*2,2% chitl+1,1% LA — 2,2% chitozan chitl rozpuszczony w 1,1% LA; Lepko$¢ dynamiczna roztworu chitozanu
wykonana metodg Brookfielda, stozek - CPE 40 (1% chit. w 1% kwasie octowym, mierzona w 25°C) opis metody

w podrozdziale 7.2.1.
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Tabela 7. Parametry fizykochemiczne wariantu ChbM-g: 2,2% chit1+1,1% LA+ 3% EtOH; lepkos¢ soli
chitozanu: 269,21cP (CPE40; 25°C)*

Parametr 2,2% 2,2% chitl+ 2,2% chitl+ 2,2% chitl+
chitl+1,1% 1,19 LA+3% 1,1% LA+ 1,1% LA+
LA+ 3% EtOH EtOH 3% EtOH 3% EtOH +
mokre liofilizat + 2% TPP 2% TPP

mokre liofilizat

Warto$¢ wskaznik

wtornego pecznienia, 478,28 183,29 784,17 270,72

WRYV (%)

Zawarto$¢ polimeru (%) 2,5 94,37 2,48 85,74

Srednia masa 197,0 70,7 197,0 91,0

czasteczkowa metoda

wiskozymetryczna (kDa)

*2,2% chitl+1,1% LA+3% EtOH —2,2% chitozan chitl rozpuszczony w 1,1% LA z dodatkiem etanolu; Lepkos¢
dynamiczn aroztworu chitozanu wykonana metoda Brookfielda, stozek - CPE 40 (1% chit. w 1% kwasie octowym,
mierzona w 25°C) opis metody w podrozdziale 7.2.1.

Tabela 8. Parametry fizykochemiczne wariantu ChbM-g: 2,2% chit2+1,1% LA+ 3% EtOH + 2% TPP;
lepkos¢ soli chitozanu: 484,24cP (CPE40; 25°C)*

Parametr 2,2% chit2+ 2,2% chit2+
1,1%L A+ 1,1%L A+
3% EtOH+ 3% EtOH +
2% TPP mokre 2% TPP liofilizat
Wartos¢ wskaznik wtornego
pecznienia, WRV (%) 704,28 354,32
Zawartos¢ polimeru (%)
2,51 87,15
Srednia masa czasteczkowa
metodg wiskozymetryczng (kDa) 97,5 125,2

*2,2% chit2+1,1% LA + 3% EtOH+ 2%TPP — 2,2% chitozan chit2 rozpuszczony w 1,1% LA z dodatkiem etanolu,
sieciowany 2% trifosforanem pentasodu (TPP); Lepko$¢ dynamiczna roztworu chitozanu wykonana metods
Brookfielda, stozek - CPE 40 (1% chit. w 1% kwasie octowym, mierzona w 25°C) opis metody w podrozdziale
7.2.1.

Wskaznik wtornego pegcznienia (WRV %) jest parametrem bardzo istotnym z punktu
widzenia uzytecznosci granulatu i gabki jako absorbenta. Wysoka chlonno$¢ materiatow
chitozanowych sprzyja zdolnosci wigzania mikro- i makroczastek w $rodowisku wodnym.
Wskaznik WRV w przypadku badanych granulatow ChbM-g byt znacznie wyzszy dla wersji
mokrej niz liofilizowanej. Granulaty sieciowane wykazywaly wigksze zdolnosci chtonne
zarowno dla form mokrych, jak i liofilizowanych. TPP poprzez sieciowanie tancucha
chitozanowego stwarza wigkszg mozliwo$¢ wigzania czasteczek wody w strukture polimeru.
Ze wzgledu na utrate wody w procesie liofilizacji formy suche zawieraty takze duzo wieksza
zawarto$¢ procentowg polimeru, niz ich warianty mokre, ale ich srednia wiskozymetryczna

masa czasteczkowa ulegta zmniejszeniu.
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W celu opracowania najlepszej formuty gagbki chitozanowej ChbM-s wytworzonych
zostalo kilka wariantow na mleczanie chitozanu z dodatkiem i bez dodatku gliceryny jako
plastyfikatora oraz TPP, jako $rodka sieciujgcego w roznych stezeniach. Wyniki parametrow

tych prob zestawiono w Tabeli 9.

Tabela 9. Parametry fizykochemiczne ChbM-s na mleczanie chitozanu chitl.

Wariant gabki Warto$¢ wskaznik wtornego  Zawarto$¢é
pecznienia, WRV (%) polimeru (%)
Mleczan chitozanu 1934,67 84,02
Mleczan chitozanu + gliceryna 1203,8 56,22
Mleczan chitozanu + 0,5 % TPP 1566,07 82,47
Mleczan chitozanu + 0,5 % TPP + gliceryna  1499,75 53,87
Mleczan chitozanu + 1,0 % TPP 1397,9 83,22
Mleczan chitozanu + 1,0 % TPP + gliceryna  1087,52 55,06

Wykonano rowniez kilka kompozycji gabek na chitozanie mikrokrystalicznym (MKCh)
w réznych stezeniach z dodatkiem i bez dodatku gliceryny. Wyniki parametréw tych prob
zestawiono w Tabeli 10-11. Na Ryc. 7. Przedstawiono przyktadowe ChbM-s wytworzone

z MKCh w procesie liofilizacji.

Tabela 10. Parametry fizykochemiczne ChbM-s na mikrokrystalicznym chitozanie chitl.

Parametr 1,2% 2,5% 1,5%MKCh+ 2,0% MKCh+
MKCh MKCh gliceryna gliceryna
Wartos¢ wskaznik wtornego 115,54 129,52 1414 154,87
pecznienia, WRV (%)
Zawartos¢ polimeru (%) 92,06 93,3 60,81 62,33
Tabela 11. Parametry fizykochemiczne ChbM-s na mikrokrystalicznym chitozanie na chit2.
Parametr 1,5% 2,0% 1,5% 2,0%
MKCh MKCh MKCh+ MKCh+
gliceryna gliceryna
Wartos¢ wskaznik wtornego 117,61 144 58 134,57 184,0
pecznienia, WRV (%)
Zawarto$¢ polimeru (%) 85,96 90,16 75,62 48,86
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Ryc. 7 Przyktadowe zdjecia gabek chitozanowych wytworzonych w wyniku procesu aglomeracji
chitozanu z roztworu mleczanu, metodg ciaglta (A) zatezona pasta MKCh; (B) pasta po rozcienczeniu;
(C) gabka MKCh otrzymana w procesie liofilizacji w ksztalcie kwadratu; (D) gabka MKCh otrzymana
w procesie liofilizacji w ksztatcie krazka.

W przypadku wytwarzania gabek z mikrokrystalicznego chitozanu (MKCh), okreslono
takze najwazniejsze parametry fizykochemiczne dla wyjsciowej pasty MKCh, z ktorej
wykonano rozcienczenia do formowania gabek. Wyniki dotyczyly pasty wykonaniej z obu

surowcow wyjsciowych- chitl i chit2, ktore zestawiono w Tabeli 12-13.

Tabela 12. Parametry fizykochemiczne mikrokrystalicznego chitozanu (MKCh) na chitl.

Parametr Wartosé¢
Srednia masa czasteczkowa metoda wiskozymetryczng (kDa) 134,3
Zawartos¢ polimeru (%) 5,28
Zawarto$¢ wilgoci w btonie z 1% MKCh (% wag.) 13,43
Warto$¢ wskaznik wtornego pecznienia, WRV (%) 688,25

50



Tabela 13. Parametry fizykochemiczne mikrokrystalicznego chitozanu (MKCh) na chit2.

Parametr Warto$é
Srednia masa czasteczkowa metoda wiskozymetryczna 1211
(kDa)

Zawarto$¢ polimeru (%) 3,77
Zawarto$¢ wilgoci w btonie z 1% MKCh (% wag.) 12,04
Warto$¢ wskaznik wtornego pecznienia, WRV (%) 623,35

Wszystkie badane formy gabek wykazywaty zdolno$¢ pecznienia w §rodowisku wody.
Najwickszym stopniem pecznienia charakteryzowaly sie formy gabek wytworzonych na
mleczanie chitozanu (warto$ci WRV w zakresie 1087,52-1934,67 %). Natomiast dla formy
gabek wytworzonych na MK Ch ten wskaznik wykazywat mniejszg wartos¢- w zakresie 115,54-
184,0 % i wzrastal wraz ze wzrostem stezenia chitozanu w probce. Pod wplywem procesu
sublimacyjnego, stosowanego do wytwarzania gabek MKCh wartos¢ WRV zmniejsza si¢
w poroOwnaniu z warto$cig dla samej pasty. Jest to zauwazalne w przypadku formy
mikrokrystalicznej zaréwno dla chitl, jak rowniez dla chit2. Zjawisko to jest zwigzane
z przemianami wewnatrzczasteczkowymi w trakcie procesu wytwarzania i koncowej
liofilizacji.

Badanie odporno$ci chemicznej wszystkich wariantow ChbM-g i ChbM-s oceniano na
podstawie ich zachowania w srodowisku o r6znym pH. Probke¢ o masie 20 g umieszczano
w 100 ml ptynu: 0,9 % wag. NaCl (pH 7,00), 1,5% wag. HCI (pH 1,5) oraz 1,5% wag. NaOH
(pH 12,00), a nastgpnie obserwowano i okreslano czas, po jakim materiaty chitozanowe ulegaty
specznieniu lub rozpuszezeniu. Testy wytrzymatosci chemicznej wszystkich ChbM-g i ChbM-
s potwierdzity ich odporno$¢ w srodowisku oboje¢tnym oraz zasadowym- materiaty speczniaty
po ok. 10-15 min., ale nie ulegly rozpuszczeniu. Natomiast nie wykazywaly odpornosci
chemicznej w pH kwasowym, po 10-15 min. (bez mieszania) gabki ulegly catkowitemu
rozpuszczeniu, granulat suchy po 2-3 min., a granulat liofilizowany po ok. 5 min.

Badanie wytrzymatosci mechanicznej wszystkich wariantow ChbM-g i ChbM-s polegato
na umieszczeniu materiatu polimerowego w kolbach stozkowych, nastepnie zalano je 100 ml
wody destylowanej i wytrzasano przy amplitudzie 2, predkosci 250 rpm przez 60 min. Po tym
czasie obserwowano probki pod katem ewentualnych uszkodzen i zmian morfologicznych.
Wszystkie badane warianty ChbM-g i ChbM-s wykazywaly odpornos¢ mechaniczng
w zadanych warunkach.

Na etapie prob doboru odpowiedniego sktadu Matrix jako no$nika dla bakteriofagéw
wytworzone zostaly trzy warianty kompozycyjne:

a. Matrix 1:1,5% MKCh
b. Matrix 2: 1,0% MKCh+ 0,7 gliceryna
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c. Matrix 3: 1,5% MKCh+ 0,6 gliceryna

Trzy matryce w postaci filmu (Matrix 1, Matrix 2 i Matrix 3) przygotowano
z mikrokrystalicznego chitozanu MKCh, wytwarzanego przez aglomeracj¢ z roztworu 1 %
wag. chitozanu chitl w 0,45 % kwasie mlekowym (opis metody podrozdziat 7.2.4., Ryc. 4). Po
wysuszeniu wszystkich trzech matryc na ptytcete flonowej jedynie Matrix 3 byta mechanicznie
odporna na uszkodzenia/naruszenia. Pozostate matryce w postaci wysuszonej kruszyly si¢

i proba ich zdjecia z ptytki nie powiodta si¢ (Tabela 14).

Tabela 14. Matryce przygotowane z mikrokrystalicznego chitozanu (MKCh).

MKCh-Matrix Sklad kompozycji Odporno$é¢ mechaniczna
Matrix 1 1,5% MKCh -
Matrix 2 1,0% MKCh+0,7 gliceryny -
Matrix 3 1,5% MKCh+0,6 gliceryny +

Wytworzony film byt zbyt cienki i tamliwy, dlatego do dalszych badan wybrano Matrix
3, ktora wykorzystano jako no$nik dla bakteriofagow KT28, KTN4 oraz LUZ19 i testowano
pod katem pozostatych wlasciwosci fizykochemicznych i biologicznych: zdolno$ci pgcznienia,
morfologii powierzchni metoda SEM, zdolnosci do uwalniania fagow badanej za pomoca
system interferometrii laserowej oraz interakcji fagow z matrycg chitozanowa mierzonych
metodg FT-IR. Biokompozyt w postaci btony zostat ostatecznie oceniony pod katem dziatania

przeciwbakteryjnego wobec szczepu P. aeruginosa PAOL. (Ryc. 8).

Ryc. 8 Schemat badan Matrix jako chitozanowego no$nika dla bakteriofagow.

Wybrana do dalszych badanh Matryca 3 zostala sprawdzona pod katem ubytkéw masy

czasteczkowej po procesie jej wytwarzania. Aglomeracja MKCh jest skorelowana z redukcja
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masy czasteczkowej chitozanu, dlatego w analizie fizykochemicznej wyznaczono $rednig mase
czasteczkowa samej Matrix 3 za pomoca metody wiskozymetrycznej. Probke MKCh do tego
pomiaru przygotowano w postaci filmu (pasta wysuszona w temperaturze pokojowej), ktory
rozpuszczono w 25 ml rozpuszczalnika o sktadzie: 0,2 M kwas octowy + 0,1 M chlorek sodu +
4 M mocznik. Przy okreslaniu masy uwzgledniono wilgotno$¢ probki (%). Pomiary lepkosci

wykonano na wiskozymetrze rozcienczeniowym z kapilarg nr 1, K~0,01 (Tabela 15).

Tabela 15. Parametry fizyczne Matrix 3 mierzone metoda wiskozymetryczna do oznaczania masy
czgsteczkowej chitozanu.

Masa Objetosé! To? Wilgo¢? k* at [n]® M,®
probki [g] [ml] [s] [%0] [kDa]
0,0393 25 111,39 4,85 8,93x10% 0,71 5641 225,3

lobjetos¢ zuzytego rozpuszczalnika; 2czas sptywu rozpuszczalnika; 3zawartoéé wilgoci w badanej probee; “K,
a-state warto$ci wyznaczone empirycznie; ®graniczna liczba lepkosci; 8srednia masa czasteczkowa

Masa czasteczkowa chitozanu w Matrix 3 (225,3 kDa) okazata si¢ mniejsza
w poroéwnaniu z chitozanem w proszku (235 kDa) uzytym do syntezy Matrix, ale poziom
redukcji masy czasteczkowej byt niski, co wskazuje, Ze chitozan nie ulegat degradacji podczas
przygotowania Matrix 3. Roznica w masie czasteczkowej chitozanu moze by¢ zwigzana
z redukcja czasteczek wody w strukturze matrycy.

Nastepnie zmierzono wskaznik wtornego pecznienia (WRV%) zsyntetyzowanej matrycy
polimerowej w celu okre$lenia zdolnosci do wchianiania wody, co ma duze znaczenie
w konteks$cie tworzenia opatrunkéw chtonnych. Paste MK Ch rozcienczono do stez. 1,5% wag.
przy uzyciu wody i utworzono Matrix 3 w postaci filmu potaczonego z kazdym fagiem osobno
(KTN4, KT28 lub LUZ19). Wybrano trzy fagi: myovirus KT28 o $redniej wielkosci kapsydu
(74/136 nm) specyficzny dla lipopolisacharydu (LPS), olbrzymi wirus KTN4 (130/168 nm)
i maly podowirus LUZ19 (65/12 nm) adsorbujacy si¢ na pilusach typu IV (T4P). Matryce 3
wylano na ptytki teflonowe, pozostawiono do wyschniecia w temperaturze pokojowej
i scharakteryzowano pod wzgledem zdolnoS$ci pecznienia (opis metody w podrozdziale 7.2.5.).
Wysoki wskaznik wtérnego pecznienia badanego biokompozytu membranowego $wiadczy

0 jego duzej higroskopijnosci (Tabela 16).

Tabela 16. Zdolnos¢ pecznienia (wskaznik WRV%) samej Matrix 3 i zmodyfikowanej fagami.

Matryca polimerowa Wartos$¢ wskaznika wtérnego pecznienia, WRV (%)
Pasta MKCh 714,00
Matrix 3 366,67
Matrix 3 + KTN4 giant phage 390,32
Matrix 3 + KT28 myovirus 195,16
Matrix 3 + LUZ19 podovirus 256,41
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Natywna Matrix 3 i modyfikowana fagami miata 2-4 razy mniejszg zdolno$¢ pecznienia
niz posta¢ pasty MKCh (714,00%; wskaznik WRV). Wiagze si¢ to ze spadkiem st¢zenia
chitozanu w badanych polimerach w poréwnaniu z koncentracja chitozanu w wytworzonej
pascie. Najwigksza zdolno$¢ pgcznienia stwierdzono dla Matrix 3 z gigantycznym KTN4,
nastepnie z podowirusem LUZ19, a najnizsza z potaczonym myowirusem KT28. Wielkos¢
wiriondw fagow nie byta skorelowana z wlasciwosciami pgcznienia Matrix 3. Ogolnie rzecz
biorac, cukry rozpoznajace faga KT28 (LPS) mialy najwyzszg zdolno$¢ chemiczng do wigzania
si¢ z Matrix 3 na bazie chitozanu. Wydaje si¢, ze odpowiada to nizszemu poziomowi indeksu

WRV. Test potwierdza zdolnos¢ wchtaniania ptynéw przez Matrix 3.

8.3. Analiza strukturalna powierzchni ChbM-g, ChbM-s i Matrix metoda skaningowej
mikroskopii elektronowej (SEM)

Struktur¢ powierzchni ChbM-g i ChbM-s oceniano przy uzyciu skaningowego
mikroskopu elektronowego Quanta 200 (SEM) (FEI Co., USA) przy roznych powickszeniach
(50-5000%). Mikrofotografie SEM granulatow w wersji mokrej i liofilizowanej potwierdzaja
rozwinigta, wewnetrzng strukture morfologiczna. Gabka oraz liofilizat granulate charakteryzuja

si¢ wysoka porowatoscig struktury. Fotografie SEM przedstawiono na Ryc. 9.

Ryc. 9 Dokumentacja fotograficzna SEM dla ChbM-g: (A) granulat mokry, powierzchnia zewnetrzna,
pow. 170x; (B) granulat mokry, powierzchnia zewngtrzna, pow. 5000x; (C) granulat liofilizowany,
powierzchnia zewngtrzna, pow. 70x%; (D) granulat liofilizowany, powierzchnia zewngtrzna, pow. 5000x)
i ChbM-s: (E) gabka MKCh w przekroju poprzecznym; pow. 50x; (F) gabka MKCh w przekroju
poprzecznym, pow. 100x.
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Analizie struktury powierzchni poddano réwniez matryce fagowg Matrix 3. Oceniono
morfologi¢ powierzchni samej Matrix 3 i zmodyfikowanej fagami przy powigkszeniach 100
i 10 000x (Ryc. 10). Istotne byto sprawdzenie, czy dodatek fagow nie wptywa na morfologi¢
powierzchni btony chitozanowej Matrix. Biorac pod uwage potencjalne zastosowanie matrycy
jako opatrunku, korzystne jest by btony nie posiadaly zupetnie gtadkiej powierzchni, ktora
moglaby utrudnia¢ przyczepnosé¢ i odpowiednie przyleganie do miejsca rany. Powierzchnia
samego Matrix 3 oraz form modyfikowanych fagami byta podobna, co potwierdzito brak
negatywnego wptywu dodatku faga na morfologie polimeru. Zdjecia SEM wskazujg rowniez,

ze wytworzone btony nie posiadajg jednorodnej, gtadkiej powierzchni.

Ryc. 10 Dokumentacja fotograficzna SEM Matrix 3 natywnej, bez dodatku fagow i zmodyfikowanej
fagami (KT28, KTN4 i LUZ19); (A) — pow. 100x; (B) — pow. 10 000x.
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8.4. Wybor matryc wigzacych LPS

Po opracowaniu technologii wytwarzania matryc chitozanowych w postaci granulatu
i gabki oraz przeprowadzeniu analiz fizykochemicznych ich réznych wariantow, w kolejnym
etapie oceniono poziom endotoksyny wzorcowej (LPS P. aeruginosa O10) w przesgczach po
inkubacji z powyzszymi matrycami za pomoca komercyjnego testu LAL (Ryc. 11 i 12).
Pozwolito to na oceng wychwytu endotoksyny przez matryce i wybor jednej formy granulatu
(ChbM-g) i jednej formy gabki (ChbM-s), ktére wykazywaly najwiekszg zdolno$¢ wychwytu
LPS. Wybrane formy w dalszym etapie wykorzystano do oczyszczenia rekombinowanych

biatek fagowych oraz jako nosnika dla bakteriofagow.

Ryc. 11 Poziom endotoksyn w przesaczach po oczyszczeniu matrycami na bazie chitl w postaci

granulek (ChbM-g), zmierzono testem LAL. Jako kontrolg zastosowano wode¢ wolng od endotoksyn,

jako kontrolg pozytywng uzyto 10 ug/ml LPS ze szczepu P. areuginosa O10. Poziom fluorescencji

mierzono po 60 minutach. Badane préby granulatow:

1. 2% chitl rozpuszczony w 2% kwasie octowym, mokry granulat;

2. 2% chitl rozpuszczony w 2% kwasie octowym, usieciowanym 2% trdjfosforanem
pentasodowym, mokry granulat;

3. 2,2% chitl rozpuszczony w 1,1% kwasie octowym, mokry granulat;

4.  2,2% chitl rozpuszczony w 1,1% kwasie mlekowym, usieciowanym 2% tréjfosforanem

pentasodowym, mokry granulat;

2,2% chitl rozpuszczony w 1,1% kwasie mlekowym, z dodatkiem etanolu;

6. 2,2% chitl rozpuszczony w 1,1% kwasie mlekowym, z dodatkiem etanolu, usieciowany 2%
trifosforanem pentasodu, mokry granulat;

7. 2% chitl rozpuszczony w 2% kwasie octowym, granulat liofilizowany;

8. 2% chitl rozpuszczony w 2% kwasie octowym, usieciowanym 2% trifosforanem pentasodowym,
granulat liofilizowany;

9. 2,2% chitl rozpuszczony w 1,1% kwasie mlekowym, granulat liofilizowany;

10. 2,2% chitl rozpuszczony w 1% kwasie mlekowym, usieciowany 2% trifosforanem pentasodu,
granulat liofilizowany;

11. 2,2% chitl rozpuszczony w 1,1% kwasie mlekowym, z dodatkiem etanolu, granulat
liofilizowany;

12. 2,2% chitl rozpuszczony w 1,1% kwasie mlekowym, z dodatkiem etanolu, usieciowany 2%
trifosforanem pentasodu, granulat liofilizowany - ChbM-g*.

o
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Ryc. 12 Poziom endotoksyn w przesaczach po 0czyszczeniu matrycami na bazie na chitl i chit2

w postaci gabki (ChbM-s) zmierzony testem LAL. Jako kontrole zastosowano wod¢ wolng od

endotoksyn, jako kontrole pozytywna uzyto 10 pg/ml LPS ze szczepu P. areuginosa O10. Poziom

fluorescencji mierzono po 60 minutach. Badane proby gabek:

1,5% gabka mikrokrystaliczna z chitl;

1,5% gabka mikrokrystaliczna z chitl z dodatkiem gliceryny;

2% gabka mikrokrystaliczna z chitl;

2% gabka mikrokrystaliczna z chitl z dodatkiem gliceryny;

gabka z mleczanu chitozanu na chitl,;

gabka z mleczanu chitozanu na chitl z dodatkiem gliceryny;

gabka z mleczanu chitozanu na chitl, usieciowana 0,5% trifosforanem pentasodu;

gabka z mleczanu chitozanu na chitl, usieciowana dodatkiem 0,5% trifosforanu pentasodu i

gliceryny;

gabka z mleczanu chitozanu na chitl, usieciowana 1% trifosforanem pentasodu;

10. gabka z mleczanu chitozanu na chitl, usieciowana 1% trifosforanem pentasodu i dodatkiem
gliceryny;

11. 1,5% gabka mikrokrystaliczna z chit2 z dodatkiem gliceryny;

12. 1,5% gabka mikrokrystaliczna z chit2;

13. 2% gabka mikrokrystaliczna z chit2 z dodatkiem gliceryny - ChbM-s*;

14. 2% gabka mikrokrystaliczna z chit2.

NG~ E

©w

Najlepszy wynik wsrod badanych granulatow uzyskata liofilizowana kompozycja: 2,2 %
chitl rozpuszczonym w 1,1% kwasie mlekowym z dodatkiem etanolu i 2 % TPP (ChbM-g*),
ktora zredukowata poziom endotoksyny o 87,04% w stosunku do kontroli. Natomiast wsrod
gabek: 2% MKCh na chit2 z dodatkiem gliceryny (ChbM-s*), ktora zredukowata poziom

endotoksyny 0 93,92% w stosunku do kontroli.
8.4.2. Oczyszczanie rekombinowanych bialek fagowych z uzyciem wybranych matryc

Rekombinowane biatka (endolizyna i depolimeraza) poddano procesowi oczyszczania
z LPS przy uzyciu: (A) dostgpnej w handlu zywicy do usuwania endotoksyn oraz matryc
chitozanowych: (B) ChbM-g* i (C) ChbM-s*. Stezenie biatka mierzono przed i po

oczyszczeniu. Przesacz zebrano do sterylnych probowek testowych i zmierzono stezenie
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oczyszczonego biatka za pomocg fluorometru Qubit 2.0 (Qubit® Protein Assay Kit) (Tabela
17).

Tabela 17. Stezenie oczyszczonego biatka za pomoca (A) komercyjna zywica, (B) ChbM-g*, oraz (C)
ChbM-s*.

Matryca Endolizyna [ug/ml] Depolymeraza [ug/ml]
oczyszczajaca przed po przed po
(A) kom. zywica 1030 1030 486 425
(B) ChbM-g* 1030 1020 486 402
(C) ChbM-s* 1030 497 486 182

Wielkos$¢ odzysku endolizyny byta poréwnywalna dla zywicy komercyjnej i ChbM-g*
(odpowiednio 100% i 98% odzysku), ale znacznie nizsza dla ChbM-s* (48,25 % odzysku).
Najwyzszy odzysk depolimerazy przy uzyciu matryc biopolimerowych zaobserwowano dla
ChbM-g* (82,72 % odzysku), natomiast najmniej dla ChbM-s* (37,45 % odzysku).
Oczyszczenie komercyjnie dostepng zywicg pozwolito na 87,45 % odzysku biatka. Wyzszy
odzysk endolizyny jest prawdopodobnie zwigzany z wielkos$cig biatka. Endolizyna KP27 jest
matym, kulistym biatkiem wystepujacym w postaci monomeru 0 masie czasteczkowej
~15,79 kDa. Natomiast depolimeraza KP34p57 jest modulowym biatkiem tworzacym strukture
trimeryczng o masie czasteczkowej ~202,92 kDa. Duzy rozmiar moze utrudnia¢ przeptyw
biatka przez matryce i powodowal jego czgsciowe uwigzienie W porowatej strukturze.
Po oczyszczeniu rekombinowanych enzymow fagowych (depolimerazy i endolizyny) przy
uzyciu: (1) komercyjna zywica, (2) ChbM-g* i (3) ChbM-s*, oznaczono poziom LPS
w biatkach metodg LAL. Wyniki testu przedstawiono w Tabeli 18.

Tabela 18. Poziom LPS w przesaczu biatkowym: endolizynie i depolimerazie oczyszczonych na
matrycach biopolimerowych: ChbM-g* and ChbM-s* w pordéwnaniu z komercyjng zywicg. Jako
kontrol¢ negatywna zastosowano wod¢ wolng od endotoksyn (LAL water). Jako kontrolg pozytywna
zastosowano LPS E. coli w stezeniu 10 umol/l (7,287+0,635 EU/ml). *p<0,05 w poréwnaniu z LPS
E. coli przed oczyszczaniem. Przedstawiono % oczyszczenia filtratu z LPS.

- . Filtrat bialka
LPS E. coli w filtracie endolizyna [EU/ml] depolimeraza [EU/mI]
przed oczyszczeniem 4,887+0,163
oczyszczony komercyjng zywicg 1,618*+0,122 (67 %) 1,869*+0,438 (62 %)
oczyszczony ChbM-g* 4,694+0,217 (4 %) 1,354*+0,174 (72 %)
oczyszczony ChbM-s* 1,749*+0,311 (64%) 1,092*+0,302 (78 %)

Do oczyszczania endolizyny, ChbM-g* miata odzysk biatka 98%, ale z bardzo stabym
oczyszczaniem z LPS (4%). ChbM-s* charakteryzowata si¢ znacznie wyzsza skuteczno$cig

eliminacji LPS (64%), natomiast obecno$¢ endolizyny w oczyszczonym przesgczu wyniosta

58



48%. W przypadku depolimerazy, wtasciwos$ci oczyszczajace LPS ChbM-g* i ChbM-s* byly na

wysokim poziomie, odpowiednio 72% i 78%, z odzyskiem biatka na poziomie 83% i 37%.
8.4.2.1. Rozdzial elektroforetyczny bialek fagowych metoda SDS-PAGE

Biatka oczyszczone z LPS poddano rozdziatowi elektroforetycznemu w warunkach
denaturujacych (SDS-PAGE). Badane matryce polimerowe nie powinny zmienia¢ masy
czasteczkowej oczyszczonych biatek. Analize przeprowadzono w celu okreslenia, czy biatka
nie ulegly degradacji po procesie oczyszczenia przez ChbM-g* i ChbM-s*, czy miaty
odpowiednig mase i byty wolne od zanieczyszczen. Separacja elektroforetyczna w zelach jest
przedstawiona na Ryc. 13. Analiza elektroforetyczna endolizyny i depolimerazy nie wykazata
zanieczyszczenia, nie zaobserwowano takze proteolizy po zastosowaniu matryc
biopolimerowych ChbM-g* i ChbM-s*, oczyszczane biatka zachowaly swojg mase

czasteczkowa.

Ryc. 13 SDS-PAGES enzyméw fagowych przed i po oczyszczeniu LPS réznymi matrycami.

(A) endolizyna KP27: linia 1. standard biatkowy; linia 2. KP27 przed oczyszczaniem LPS (1030 pg/ml);
linia 3. KP27 po oczyszczeniu LPS przy uzyciu CAERR (1030 pg/ml/ml); linia 4. KP27 po
oczyszczeniu LPS przy uzyciu ChbM-g (1020 pg/ml/ml); linia 5. KP27 po oczyszczeniu LPS przy
uzyciu ChbM-s (497 pg/ml); (B) depolimeraza KP34p57: linia 1. standard biatkowy; linia 2. KP34p57
przed oczyszczaniem LPS (486 pg/ml); linia 3. KP34p57 po oczyszczeniu LPS przy uzyciu CAERR
(425 pg/ml); linia 4. KP34p57 po oczyszczeniu LPS przy uzyciu ChbM-g (402 png/ml); linia 8. KP34p57
po oczyszczeniu LPS przy uzyciu ChbM-s (182 pg/ml).
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8.4.2.2. Ocena aktywnosci enzymatycznej oczyszczonych bialek fagowych

Po oczyszczeniu bialek fagowych dokonano analizy ich aktywno$ci enzymatycznej.
Istotne bylo sprawdzenie, czy process oczyszczania przez ChbM-g* i ChbM-s* wplynat na
zmiang funkcji biologicznych endolizyny i depolimerazy.

Aktywno$¢ enzymatyczng depolimerazy okreSlono przez oznaczenie aktywnos$ci
rekombinowanej depolimerazy KP34p57 wobec szczepu K. pneumoniae 77 poprzez okreslenie
minimalnego stezenie wywotujacego efekt halo (MHFC) w hodowli bakteryjnej na podtoze
statym. MHFC wynoszace 3,125 ng/ml ustalono jako najnizsze st¢zenie biatka powodujace
wcigz widoczng strefe halo na murawie bakteryjnej po 18 h inkubacji w temp. 37°C (Ryc. 15A).
Ustalone MHFC jest takie samo dla depolimerazy KP34p57, ktora nie zostala poddana
oczyszczaniu LPS.

Aktywno$¢ enzymatyczng endolizyny KP27 oznaczono metoda degradacji
peptydoglikanu (PG) (Ryc. 15B). Peptydoglikan (PG) wyizolowano z komorek E. coli ATCC
8739 i uzyto 100 ul w stezeniu 0,5 pug/ml do przeprowadzenia reakcji kinetycznej z 50 ul
oczyszczonej endolizyny. Wyniki aktywnosci oczyszczonych enzymow przedstawiono na

rycinie (Ryc. 14).
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Ryc. 14 (A, B) Test aktywnosci depolimerazy KP34p57 okreslajacy MHFC na murawie bakteryjnej
K. pneumoniae 77 (serotyp K63), po 18 h inkubacji w temp. 37°C; (C) Analiza spektrofotometryczna
degradacji peptydoglikanu (PG) pod wptywem surowej, nieoczyszczonej oraz oczyszczonej z LPS
endolizyny KP27. Pomiar spektrofotometryczny przydtugosci fali 560 nm przez 90 min, (z pomiarem
co 1 min.) w temp. 37°C. Kotrole stanowit PG w 0,5 pg/ml.

Aktywnos¢ enzymatyczna endolizyny wyrazona jako zmiany poziomu absorbancji jest
zwigzana ze spadkiem rozpuszczalnosci peptydoglikanu. Wszystkie zastosowane matryce
biopolimerowe (ChbM-s*, ChbM-g*) powoduja nieznaczny spadek aktywnosci biatka (r6znice
istotne statystycznie w poroéwnaniu z endolizyng surowa p<0,05), z wyjatkiem komercyjnej

zywicy (brak réznic istotnych statystycznie w porownaniu z aktywnos$cig endolizyny surowe;j,
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p>0,05). Najwigkszy spadek absorbancji w stosunku do PG (kontrola) zaobserwowano dla
surowej endolizyny. Stopniowo mniejszy spadek zauwazono odpowiednio dla komercyjnej
zywicy, ChbM-s* i ChbM-g* (Ryc. 15C).

8.4.2.3. Analiza termograwimetryczna ChbM-g* i ChbM-s* metoda TG-DSC

Czyste matryce biopolimerowe ChbM-g* i ChbM-s* oraz po zwigzaniu LPS poddano
analizie metoda termiczng w celu zbadania reakcji chemicznych i przemian fazowych
zachodzacych podczas ogrzewania lub chlodzenia probek. Matryce poddano analizie metoda
TG-DSC w celu okreSlenia wptywu procesu ich wytwarzania na whasciwosci termiczne
otrzymanych materiatow, a takze wplywu zwigzanej endotoksyny na te wlasciwosci. Badania
TG-DSC sg istotne w przypadku formulacji chitozanu ze wzgledu na mozliwe rézne warunki
termiczne wymagane podczas procesu oczyszczania. Pomiar réznicy masy z krzywej TG
dostarcza informacji o wihasciwosciach termicznych chitozanu, zmianach sktadu czystych
matryc polimerowych, ich stabilnosci termicznej oraz parametrow Kinetyki reakcji
chemicznych zachodzacych w matrycach polimerowych po zwigzaniu LPS. Wyniki pomiaréw
termograwimetrycznych dla materialdow wyjsciowych (chitl i chit2) oraz poszczegdlnych
matryc biopolimerowych (ChbM-g* i ChbM-s*) wraz z krzywymi TG przedstawiono na
Ryc.15-17 i zestawiono w Tabelach 19-21.
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Ryc. 15 Krzywe TG (zielona krzywa) i DCS (niebieska krzywa) dla probek: (A) chitl; (B) chit2.
Badania przeprowadzono metoda analizy TG-DSC przy nastepujacych parametrach: atmosfera: azot
beztlenowy; przeptyw: 21 cm®min.; cup: Pt 100 ul; szybko$¢ ogrzewania: 5°C/min.; Zakres
temperatury: 20°C+500°C; waga probki: 20,2-43,8 mg.

Tabela 19. Parametryczna charakterystyka termograwimetryczna dla surowcéw wyjsciowych: chit 1
i chit 2 przy ogrzewaniu z szybkoscig 5°C/min. w atmosferze suchego beztlenowego azotu.

Pozostalosé
po pomiarze
Am[%] Ti°C] Ti°C] | T2[°C] Ti[°C] Tinf[°C] T2[°C] Am[%] | Am[%]

chit 1 9,2 66,4 86,0 107,2 267,8 2911 332,3 56,9 33,9

chit2 10,1 71,0 87,3 99,9 268,8 2912 338,0 56,0 33,8
Am — ubytek wagi; T1— temperatura skutecznego rozpoczecia procesu ubytku masy okresla si¢ wedtug programu
metodg horyzontalng; Tins — maksymalna temperatura procesu rozrzedzania masy; T. — temperatura efektywnego
zakonczenia procesu ubytku masy wyznaczono wedtug programu metodg poziomg; Am-okre$lono w stosunku do
masy probki wyjsciowe;.

Prébka Odparowanie Rozklad termiczny
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Ryc. 16 Krzywe TG (zielona krzywa), DCS (niebieska krzywa) dla probek: (A) ChbM-g czysty granulat;
(B) ChbM-g granulat po zwigzaniu LPS. Badania przeprowadzono metodg analizy TG-DSC przy
nastepujacych parametrach: atmosfera: azot beztlenowy; przeptyw: 21 cm®min.; cup: Pt 100 ul;
szybkos$¢ ogrzewania: 5°C/min.; Zakres temperatury: 20°C+500°C; waga probki: 20,2-43,8 mg.

Tabela 20. Parametryczna charakterystyka termograwimetryczna dla granulate ChbM-g* czystego

i ChbM-g* po zwigzaniu LPS przy ogrzewaniu z szybkoscia 5°C/min w atmosferze suchego
beztlenowego azotu.

Odparowanie Rozklad termiczny Pozostalos¢ po
Probka pomiarze
Am Tl Tinf T2 Tl T2 Am Am

o] [cl [c |rcl rol Sl mop wey | o)

ChbM- 84 665 957 | 1185 2612 2898 3459 610 30,3
g¥czysty

_a*
ChOM-G*PO 896 738 1110|1278 2767 2041 3348 62 4,0

wigzaniu LPS

Am — ubytek wagi; T1— temperatura skutecznego rozpoczecia procesu ubytku masy okre$la si¢ wedtug programu
metodg horyzontalng; Tinf — maksymalna temperatura procesu rozrzedzania masy; T» — temperatura efektywnego

zakoficzenia procesu ubytku masy wyznaczono wedlug programu metodg pozioma; Am-okreslono w stosunku do
masy probki wyjsciowej.
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Ryc. 17 Krzywe TG (zielona krzywa), DCS (niebieska krzywa) dla probek: (A) ChbM-s* czysta gabka;
(B) ChbM-s* gabka po zwigzaniu LPS. Badania przeprowadzono metoda analizy TG-DSC przy
nastepujgcych parametrach: atmosfera: azot beztlenowy; przeptyw: 21 cm®min.; cup: Pt 100 pl;
szybkos$¢ ogrzewania: 5°C/min.; zakres temperatury: 20°C +400°C; waga probki: 12,8-35,8 mg.

Tabela 21. Parametryczna charakterystyka termograwimetryczna dla gabki ChbM-s* czystej i ChbM-
g* po zwigzaniu LPS przy ogrzewaniu z szybkoscig 5°C/min. w atmosferze suchego beztlenowego
azotu.

Pozostalo$¢ po

Odparowanie Rozklad termiczny .
Pr(’)bka pomlarze
Am T Tu[°C] T, T Tint T, Am Am
%] [Cc] ™ [’C] [C] [°C] [’C]  [%] [%]
1 2
ChbM-s*czysta 145 770 1082 | 1257 2213 [256,9 2905 [329.6 61,4 24.0
ChbM-s*po 123 430 86,7 | 1116 1957 [230,7 2915 [332,4 57,0 30,2
wigzaniu LPS

Am — ubytek wagi; T1— temperatura skutecznego rozpoczecia procesu ubytku masy okresla si¢ wedtug programu
metodg horyzontalna; Tins — maksymalna temperatura procesu rozrzedzania masy; T» — temperatura efektywnego
zakonczenia procesu ubytku masy wyznaczono wedlug programu metoda poziomg; Am-okre$lono w stosunku do
masy probki wyjsciowe;.
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Zarowno dla surowcow wyjsciowych- chitozandéw chitl i chit2, jak i dla wszystkich
granulatow ChbM-g* czystego i po zwigzaniu LPS mozna wyr6zni¢ dwa etapy utraty wagi
(Ryc. 16-17, Tabele 17-18). Pierwszy, wystepujacy do okoto 128°C, zwigzany jest gtownie
z desorpcja wody. Drugi zwigzany jest z degradacja materialu probki, ktéra rozpoczyna si¢
w temperaturze okoto 260°C. Na krzywych DSC zaobserwowano dwa piki: pierwszy
endotermiczny w zakresie nizszych temperatur, zwigzany z desorpcja - odparowaniem czesci
probki, oraz drugi egzotermiczny zwigzany z degradacja materiatu chitozanowego. Dla chitl
na krzywej DSC zaobserwowano dwa piki endo i egzotermiczne: pik endotermiczny przy
91,2°C 1 pik egzotermiczny przy 294,2°C. Dla chit2 pik endo dla nizszych temperatur wynosit
88,3°C 1 294,2°C dla zakresu egzotermicznego. Dla czystej probki ChbM-g* pik endo
w zakresie nizszych temperatur 97,4°C 1 295,5°C byt postrzegany jako pik egzotermiczny. Dla
probki ChbM-g* po zwigzaniu LPS pik endo w zakresie nizszych temperatur w temperaturze
112,6°C i 299,5°C byt postrzegany jako pik egzotermiczny. Z badan ChbM-s* czystych
i ChbM-s* po zwigzaniu LPS (Ryc. 18, Tabela 19) mozemy zaobserwowac, ze proces rozktadu
termicznego rozpoczyna si¢ w temperaturze ok. 180°C i kontynuuje w jednym lub dwoch
etapach. Z testu DSC mozna wywnioskowaé, ze w temperaturze okoto 88,6°C-110,5°C
(84,5°C-108,2°C wedtug testu TG) najprawdopodobniej nastepuje odparowanie wody (krzywe
TG-DSC, Ryc. 18, Tabela 19). Badane materiaty polimerowe wykazywaty szeroki zakres
tolerancji temperaturowej. Sam polimer zachowywat si¢ specyficznie i typowo, dla swoich

wlasciwosci termicznych, nie stwierdzono zadnych odchylen od normy dla chitozanu.
8.4.2.4. Analiza cytotoksycznosci ChbM-g* i ChbM-s*

Oceng cytotoksycznosci ChbM-g* i ChbM-s* przeprowadzono na linii komorek A549
(ludzkiego raka ptuc) po 24 h inkubacji z materiatem polimerowym- granulatem i gabka. Za
pomoca barwienia Aneksyna V-jodek propidyny zidentyfikowano komorki apoptotyczne
I nekrotyczne z zastosowaniem techniki cytometrii przeplywowej. Test ten pozwala na
rozroznienie czterech populacji komorek: komoérki zywe (faza Q3), komorki nekrotyczne
(wybarwiane tylko jodkiem propidyny - faza Q1), komodrki we wczesnej apoptozie
(wybarwiajace si¢ Aneksyng V - faza Q4) oraz komoérki w poznej apoptozie (wybarwiajace si¢
jednoczesnie obydwoma odczynnikami — faza Q2). Uzyskane wyniki badania cytometrycznego

przedstawiono w Tabeli 22.
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Tabela 22. Procent wezesnych i péznych apoptotycznych i nekrotycznych komoérek A549 traktowanych
matrycami biopolimerowymi ChbM-g i ChbM-s, mierzony za pomoca cytometrii przeptywowej i
barwienia aneksyna/jodkiem propidyny (IP).

Apoptoza
Prébka Komorki Woczesna Pozna Nekroza
prawidlowe (Aneksyna+ /IP-) (Aneksyna +/IP+) (Aneksyna -/1P+)
(Aneksyna- /1P-)
kontrola 96,13 £ 0,75 0,57+ 0,21 2,63+0,91 0,70+ 0,26
NiCl, 5,20+ 1,90 1,70+ 0,64 86,33+ 3,59 6,77+ 1,56
ChbM-g* 94,53+ 2,67 1,03+ 0,76 3,13+ 1,50 1,27+ 0,40
ChbM-s* 92,63+ 5,24 0,93+ 0,76 4,70 + 3,99 1,80+ 0,66

W badaniu cytometrycznym stwierdzono duzy odsetek komorek w fazie Q3, co $wiadczy
o braku aktywnos$ci cytotoksycznej (komorki niewybarwione, komorki zywe). Nie
zaobserwowano zjawiska apoptozy/nekrozy po 24 h inkubacji komoérek z badanymi matrycami

biopolimerowymi.
8.4.2.5. Charakterystyka oddzialywania ChbM-s* i ChbM-g* z LPS metoda FT-IR

Analize struktury ChbM-g i ChbM-s, ich interakcji z czasteczkami LPS i oczyszczonymi
biatkami fagowymi (endolizyng i depolimerazg), oparta na identyfikacji grup funkcyjnych,
przeprowadzono technikg  spektrofotometrii  w  podczerwieni (FT-IR). Wykresy

przedstawiajace widma FT-IR dla poszczegolnych probek przedstawiono na Ryc. 18-19.
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Ryc. 18 Widma FTIR dla materialu wyjsciowego (chitl) uzytego do przygotowania matrycy
polimerowej w postaci granulek: przed oczyszczaniem (ChbM-g*) i po oczyszczaniu biatek fagowych:
endolizyny (ChbM-g* endo) i depolimerazy (ChbM-g* depo). Widmo zarejestrowano w zakresie 400-
4000 cm™ w ilo$ci 32 skandw z rozdzielczo$cig 4 cmdla wszystkich probek. Do badania wykorzystano

300 mg KBr i 1 mg badanej probki.

Ryc. 19 Widma FTIR dla materialu wyj$ciowego (chit2) uzytego do przygotowania matrycy
polimerowej w postaci gabki: przed oczyszczaniem (ChbM-s*) i po oczyszczaniu biatek fagowych:
endolizyny (ChbM-s* endo) i depolimerazy (ChbM-s* depo). Widmo zarejestrowano w zakresie 400-
4000 cm™ w ilosci 32 skanow z rozdzielczoscia 4 cmdla wszystkich probek. Do badania wykorzystano

300 mg KBr i 1 mg badanej probki.
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W wyniku analizy widm FTIR (Ryc. 18-19) technikg transmisyjng mozna zaobserwowac
obecno$¢ pikéw charakterystycznych dla chitozanu, tj. ok. 3435 cm™ odpowiadajace
wigzaniom rozciagajacym O-H, ok. 2924 cm™ i 2859 cm™ odpowiadajace symetrycznemu
i asymetrycznemu C-H, ok. 1654-4632 cm™ charakterystyczne pasmo rozciagajace wiazanie
C=0 w grupie N-acetylowej (amid I). Jest tez pik 1576 cm™ odpowiadajacy grupie aminowej
(amid II), ale tylko dla chitl, podczas gdy dla probki chit2 prazek ten nie zostat zaobserwowany.
Istnieje rowniez szczytowa liczba falowa 1316 cm™ odpowiadajaca grupie C-N (amid 1II)
i wiazania: ok. 1410 cm™ oraz 1321 cm* odpowiadajace symetrycznym odksztatceniom wiazan
CH: i CHs. Widma zawieraja rowniez charakterystyczng liczbg pikéw dla wigzan C-O-C, przy
liczby falowej 1155 cm dla wigzania glikozydowego i ok. 1080 cm™ dla wigzan w pierscieniu
sacharydowym. Istnieja rowniez widma 898 cm™ odpowiadajace grupie hydroksylowej. Proces
wytwarzania matryc polimerowych ChbM spowodowal zmiany intensywnos$ci widm
w poréwnaniu z widmami materiatéw wyjsciowych (chitl i chit2). Piki 802,4 cm™ oraz 804,2
cm™? widoczne sa tylko dla materialu wyjsciowego (chitl i chit2), nie obserwuje sie ich
w przypadku wytworzonych form ChbM-g* i ChbM-s*, co jest zwigzane z reorganizacja
wigzan w wyniku procesu rozpuszczania i przetwarzania polimeru na etapie wytwarzania form
uzytkowych i zmian w strukturze czasteczki. Takie wyniki moga wskazywac na wystgpowanie
procesow degradacji lub reorganizacji wigzan migdzy czasteczkami podczas procesow
chemicznych zachodzacych na etapie wytwarzania matryc.

LPS jest heteropolimerem lipidowo-polisacharydowym, ktory podobnie jak chitozan ma
reszty cukrowe potagczone wigzaniami glikozydowymi, co utrudnia wyizolowanie
charakterystycznych widm endotoksyn. Zauwazalne sg jednak zmiany intensywnosci
charakterystycznych widm chitozanu w probkach czystych i brudnych po procesie
oczyszczania LPS. Moze to wskazywac na degradacje chitozanu i zmiany w uktadzie wigzan
spowodowane przytaczaniem czasteczek LPS. Pik przy liczby falowej 1034 cm™ oznacza
wigzanie W pierscieniu sacharydowym i w przypadku probek ChbM-g* oraz ChbM-s* po
oczyszczaniu endolizyny i depolimerazy jest sptaszczony, co moze by¢ roéwniez spowodowane
degradacja matrycy. W zakresie 3000-2860 cm™ i ok. 1320 cm™ rozktad piku dla ChbM-g* po
oczyszczeniu endolizyny i ChbM-g* po oczyszczeniu depolimerazy jest splaszczony
w porownaniu z czystym ChbM-g* (asymetryczne i symetryczne pasma rozciggajace C-H), co
moze by¢ spowodowane degradacjg macierzy po zwigzaniu LPS i pewnej ilosci biatka. Z kolei
w przypadku ChbM-s* rozktad pikow dla wszystkich probek jest podobny, co prawdopodobnie
wskazuje na mniej intensywne procesy degradacji matrycy w formie gabki.
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8.4.3. Opatrunek chitozanowy modyfikowany bakteriofagami

Po opracowaniu technologii wytwarzania Matrix chitozanowej w postaci btony
z dodatkiem wyselekcjonowanych trzech bakteriofagow o dziataniu przeciwbakteryjnym,
tj. KTN4 gigantyczny Phikzvirus, KT28 myovirus Pbunavirus i podowirus LUZ19 dokonano
analizy masy czgsteczkowej, zdolno$ci pecznienia (WRV) oraz analizy morfologii powierzchni
technikg mikroskopii elektronowej SEM (podrozdziat 8.2 i 8.3). Sposrod trzech poczatkowych
wariantow Matrix (1, 2 i 3) do dalszych analiz wybrano Matrix 3, w sktad ktorej wchodzit 2%
MKCh na chit2 z dodatkiem gliceryny. Matrix 3 w dalszej cz¢s$ci badawczej poddano analizie
profilu uwalniania fagéw za pomocg System interferometrii laserowej oraz analizie interakcji
fagow z matryca chitozanowa mierzonych metoda FT-IR. Biokompozyt w postaci btony zostat
ostatecznie oceniony pod katem dziatania przeciwbakteryjnego wobec szczepu

P. aeruginosa PAO1.

8.4.3.1. Analiza profili uwalniania bakteriofagéw z Matrix polimerowej technika

interferometrii laserowej

Metode interferometrii laserowej wykorzystano do analizy skuteczno$ci uwalniania
wirionéow fagow z peczniejacej Matrix 3. Ryc. 20. przedstawia fagi i niespolimeryzowane
sktadniki matrycy (NMC) uwalniane z Matrix 3 w funkcji czasu w temp. 37°C. Sumy zmian
wspolczynnika zalamania §wiatla (SCRI) roztworu podczas uwalniania fagéw 1 NMC podano
w jednostce arbitralnej. Sumy te odpowiadaja bezposrednio liczbie fagdéw i/lub NMC
uwolnionych z wlasciwej Matrix 3. Wszystkie fagi zostalty uwolnione podobnie do siebie,
niezaleznie od ich wielkosci i morfologii wirionéw. Ponadto profile uwalniania w poréwnaniu
z kontrolg nie wykazaly statystycznie istotnych roznic, co oznacza, ze fagi sg unieruchomione

w strukturze Matrix 3.
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Ryc. 20 (A) Sumy zmian wspotczynnika zatamania $wiatta (SCRI) roztworu (jednostki arbitralne) dla
fagow 1 niespolimeryzowanych skladnikow matrycy (NMC) uwolnionych z Matrix 3 w 37°C. (B)
Przyktady interferogramoéow po 120 min.; kontrola — Matryca 3.

Dodatkowo metodg interferometrii laserowej zwerytfikowano wigzanie wody z Matrix 3
poprzez pomiar grubosci speczniatej Matrix 3 w poréwnaniu z postacig wysuszona, ktorej
grubo$¢ wynosita ~ 0,274 mm (Tabela 23). Najwicksza grubo$¢ zaobserwowano dla Matrix 3
modyfikowanej KT28, w nastgpnej kolejnosci dla LUZ19, a najmniejsza dla KTN4.
Interferometria laserowa wykazala, ze Matrix 3 ma wlasciwos$ci hydrofilowe, a maksymalne
wlasciwosci wigzania wody wszystkich badanych polimeréw zaobserwowano po 5 min.
I statystycznie bez zmian po 120 min. eksperymentu. Moze to by¢ skorelowane
z wlhasciwosciami hydrofilowymi zwigzanych wirioné6w fagéw i/lub oddzialywaniem
czasteczek wody z innymi grupami chemicznymi chitozanu. Oba testy (WRV i interferometria

laserowa) potwierdzajg zdolnos¢ pgcznienia i wehtaniania pltynow.

Tabela 23. Grubos¢ Matrix 3 i zmodyfikowanej fagami, mierzona technikg interferometrii laserowe
po 5 min. i 120 min. po dodaniu wody.

Matryca polimerowa Interferometria laserowa (grubos¢ [mm])
5 min. 120 min.
Matrix 3 0,728 + 0,055 0,785+ 0,011
Matrix 3 + KTN4 giant phage 0,342 £ 0,027 0,345 +0,097
Matrix 3 + KT28 myovirus 0,903 £ 0,013 0,884 £ 0,148
Matrix 3 + LUZ19 podovirus 0,504 + 0,067 0,495 + 0,027

8.4.3.2. Oddzialywanie fagow ze skladnikami Matrix 3 mierzone metodg FT-IR

Badanie interferometryczne Matrix 3 zmodyfikowanej fagami wykazato ograniczone

uwalnianie fagow z tego polimeru, co sugerowalo mozliwe wigzanie czastek faga
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z makroczasteczkami matrycy. Dlatego przeprowadzono badanie FT-IR w celu sprawdzenia
obecno$ci wigzan, ktore mogly powsta¢ miedzy matrycg a czastkami faga. Analiza interakcji
Matrix 3 z kazdym fagiem (KTN4, LUZ19 i KT28) opierala si¢ na identyfikacji funkcjonalnych
grup chitozanu. Ryc. 21 przedstawia widma FT-IR dla Matrix 3 bez fagow w poroéwnaniu

Z macierzg zawierajacg wybrane fagi.

Ryc. 21 Widma FT-IR dla Matrix 3 bez fagéw (czerwony) w porownaniu z Matrix 3 zmodyfikowanej
kazdym fagiem: KTN4 (zielony), LUZ19 (niebieski) i KT28 (r6zowy).

Na wykresie widm zaobserwowano wyrazny pik o liczbie falowej 3490 cm*
odpowiadajacy rozcigganiu wigzan O-H oraz pik 2877 cm™ przypisywany rozciagganiu
asymetrycznemu wigzan C-H. Piki te sg charakterystyczne dla polisacharydowej struktury
chitozanu. Zawarto$¢ grup N-acetylowych w tancuchu polimeru zostala potwierdzona
obecnoscig dwdch pikéw o liczbie falowej 1654 cm™ charakterystycznych dla rozciggania
wigzan C=0 amidu i pik 1318 cm™ dla rozciggania wigzan C-N amidu Ill. Szczyt absorpcji
o wartosci 1154 cm™! przypisuje si¢ asymetrycznemu rozcigganiu mostka C-O-C. Wszystkie
opisane powyzej piki wystepowaly zarowno w czystym chitozanie (Matrix 3), jak i dla Matrix
3 w potaczeniu z fagami. W wyniku analizy FT-IR technikg transmisyjng sptaszczenie piku
charakterystycznego dla wigzan w piericieniu sacharydowym (1039 cm™) chitozanu
zaobserwowano dla biokompozytu z fagami LUZ19 i KTN4, a nieobecnego dla Matrix 3

zmodyfikowanego myovirusem KT28. W przypadku chitozanu pik ten byt wyrazny, co moze
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wskazywa¢ na wigzanie fagow LUZI9 1 KTN4 ze strukturg pierScieni sacharydowych
w matrycy polimerowej. Spadek intensywnosci pikéw obserwowany dla wszystkich badanych
dodatkow fagowych sugerowal réwniez niewielki stopien degradacji polimeru. Wokot
zaobserwowano splaszczone dwa piki: 1420 cm™ (odpowiada za symetryczne odksztatcenia
CHy) i 2925 cm™ (odpowiada za rozciaganie symetryczne C-H) dla wszystkich matryc
zawierajacych fagi. Porownujac szczyt piku 1420 cm™ i sgsiedni szczyt piku 1384 cm™ z 2925
cm? i 2977 cm™, zmiana intensywnoséci widma byta znaczaca. Zmniejszenie intensywnosci
tych pikow moze wynikaé¢ z zastosowania tych grup W wigzaniu fagow. Sg to tatwo dostepne
grupy w lancuchu chitozanowym i moga tworzy¢ wigzania wodorowe.

Biorgc pod uwage analiz¢ FT-IR zaproponowano dwie mozliwosci interakcji fagow.
Pierwszy mechanizm jest charakterystyczny dla fagéw LUZ19 i KTN4, ktére moga wigzac si¢
z pier§cieniami sacharydowymi chitozanu w strukturze Matrix 3. Drugi dotyczy myovirusa

KT28, ktory moze oddziatywaé z grupami CH3s za pomocg wigzan wodorowych.
8.4.3.3. Badanie aktywnosci antybakteryjnej fagow w Matrix polimerowej

Dziatanie przeciwbakteryjne fagdéw litycznych zawierajacych Matrix 3 jako
potencjalnego materialu opatrunkowego badano wobec szczepu P. areuginosa PAOL.
Zastosowano dwie metody analizy, aby oceni¢, czy testowane zaprojektowane opatrunki
wykazujg dzialanie przeciwbakteryjne poprzez aktywne uwalnianie lub aktywnos$¢ statyczng
fagdw osadzonych/unieruchomionych w Matrix.

Pierwsza metoda polegata na ocenie fagdbw uwolnionych z Matrix 3 do 2 ml
mikrobiologicznie czystej wody, a nastgpnie ocenie zdolnosci eradykacyjnej P. aeruginosa
PAOI. Aby okresli¢ podatno$¢ na liz¢ za posrednictwem fagdéw, zmierzono kinetyke wzrostu
P. areuginosa PAO1 w obecnosci uwolnionych fagéw w roztworze wodnym. Absorbancje przy
600 nm mierzono przez 18 h w temp. 37°C i okre§lano liczbe kolonii bakteryjnych
P. aeruginosa PAOL dla macierzy natywnej (kontrolnej) i modyfikowanej fagami (KTN4,
KT28 i LUZ19). Nie bylo statystycznie istotnych réznic w wartosci absorbancji dla kontroli
(0,34 £ 0,01) 1 modyfikowanej fagami Matrix 3: KTN4 (0,38 + 0,02), KT28 (0,39 + 0,02)
1LUZ19 (0,34 £ 0,01).

Druga metoda okreslata zdolno§¢ matryc polimerowych do wchlaniania komorek
bakteryjnych podczas pgcznienia, a nastepnie eliminowania ich poprzez aktywnos¢ lityczng
immobilizowanych w strukturze polimeru fagéw. Pobrane 200 ul hodowli P. aeruginosa PAO1
(2,37+0,86x10° CFU/mL) inkubowano z natywng Matrix 3 (bez dodatku fagdéw) i Matrix 3
modyfikowang fagami (KTN4, KT28 i LUZ19) w tazni wodnej przez 24 h w temp. 37°C.
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Jednostke tworzaca koloni¢ (CFU) okreslono w czasie 0 (T0) i po 24 h inkubacji (T24) metoda
ptytkowa (Tabela 24).

Tabela 24. CFU/m| komorek P. aeruginosa PAOI1 po 24 h kontaktu z badang Matrix 3 samg lub
modyfikowang fagami (KTN4, KT28 i LUZ19) w poréwnaniu do wyjsciowej kontroli hodowli
P. aeruginosa PAO1 (2,37+0,86x10° CFU/ml).

Prébka/Polimer CFU/ml po 24h inkubacji*
PAO1 (kontrola) 4,96+2,58%10°
Matrix 3 2,32+1,46x10°
Matrix 3 + KTN4 giant phage brak kolonii

Matrix 3 + KT28 myovirus brak kolonii

Matrix 3 + LUZ19 podovirus brak kolonii

*CFU-jednostka tworzaca koloni¢ (colony forming unit)

Stwierdzono, ze natywna Matrix 3 miata stabe wlasciwosci przeciwbakteryjne
w przeciwienstwie do biokompozytow zawierajacych badane fagi, zdolnych do redukcji liczby
kolonii w powyzszych sze$ciu logach w poréwnaniu z kulturg kontrolng. Tak silne dzialanie
przeciwbakteryjne mozna wytlumaczy¢ bezposrednim kontaktem komoérek bakteryjnych
z czastkami faga unieruchomionymi w strukturze polimerowej chitozanu, po ktorym nastgpuje

liza komorki bakteryjne;j.
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9. Dyskusja
9.1. Matryce do oczyszczania rekombinowanych bialek fagowych z lipopolisacharydu

Przeprowadzone w niniejszej pracy doktorskiej badania mialy na celu sprawdzenie
skuteczno$ci matryc chitozanowych w usuwaniu endotoksyn bakteryjnych z biatek fagowych,
przygotowanych metoda bakteryjnych systeméw ekspresyjnych, wykorzystujagcych hodowle
E. coli. Pochodzaca z faga endolizyna i depolimeraza stuzyty jako model w zaprojektowanym
prototypowym systemie oczyszczania. Zbadano dwa uklady modelowe oparte na matrycy
chitozanowej w dwoch postaciach funkcjonalnych: granulatu i ggbki wykonanych z materiatow
wyjsciowych o rdéznej czystosci mikrobiologicznej. Chitozan to naturalny polimer pozyskiwany
z zywych organizmow, a kazda partia moze si¢ znacznie r6zni¢. Dlatego wazne jest okreslenie
parametréw fizykochemicznych chitozanu (m.in. stopnia deacetylacji, masy czasteczkowej,
zawartosci metali ci¢zkich) przed ich zastosowaniem. W pracy wykorzystano dwa chitozany
krewetkowe (chitl i chit 2) o wysokiej czysto$ci mikrobiologicznej. Chit2 dodatkowo poddano
obrébce plazma niskotemperaturowa, aby pozby¢ si¢ zanieczyszczenia mikrobiologicznego
i zwigzanego z nim LPS. Ogromny wplyw na jego wiasciwosci ma technika produkcji
chitozanu, dlatego kontrola procesu deacetylacji chityny wydaje si¢ mie¢ kluczowe znaczenie
dla jego pdzniejszych wiasciwosci biologicznych, gdyz ilos¢ powstajacych na tym etapie
wolnych grup aminowych decyduje o reaktywnosci catego polimeru [128-130]. Dzigki
szerokiej gamie modyfikacji chemicznych 1 fizycznych mozliwe jest wytwarzanie réznych
form funkcjonalnych chitozanu. W tym badaniu opracowano dwie formulacje: granulki
(ChbM-g*) i gabke (ChbM-s*). Granulat ChbM-g* powstal na bazie mleczanu chitozanu
usieciowanego $rodkiem sieciujacym TPP. Dzigki tej modyfikacji chemicznej, po procesie
liofilizacji, uzyskano dobrze rozwinigta powierzchni¢ wewnetrzng o duzej porowatosci. Jak
podaje literatura, zawarto$¢ grup fosforanowych i1 ggstos¢ usieciowania moga rowniez wptywacé
na hydrofilowos¢, zwilzalno$¢ i krystaliczno§¢ polimeru. Proces sieciowania chitozanu
poprawia hydrofilowos¢, co powoduje wzrost sktadowej polarnej swobodnej energii
powierzchniowej oraz catkowitej energii swobodnej. Polimer staje si¢ bardziej reaktywny
chemicznie oraz tatwiej wigze mikro 1 makroczasteczki [131]. Zaproponowana w tych
badaniach forma ChbM-g* wykazata odporno$¢ mechaniczng i stabilno$¢ chemiczng w pH
obojetnym i zasadowym. Druga stworzong formag byla gabka chitozanowa ChbM-s*
z dodatkiem plastyfikatora, jakim byta gliceryna. Technologia jego wytwarzania opierata si¢
na modyfikacji mleczanu chitozanu poprzez ciagla aglomeracj¢ z roztworu do uzyskania
charakterystycznej mikrokrystalicznej postaci chitozanu (MKCh). Pasta MKCh po procesie
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ksztaltowania data produkt o duzej elastycznos$ci (dzigki dodatkowi gliceryny) i porowatosci.
Badane matryce biopolimerowe wykazuja wysoka odporno$¢ termiczng. Jest to istotne
w kontekscie mozliwosci wykorzystania matryc polimerowych w réznych zakresach
temperatur podczas procesoOw oczyszczania. Matryce ChbM-g i ChbM-s nie wykazaty dziatania
cytotoksycznego w testach biologicznych na liniach komérkowych A549, zatem wstepnie
mozna je uznac za bezpieczne w kontakcie z organizmem czlowieka i ptynami ustrojowymi.

Dobrze zaprojektowane uktady do heterologicznej ekspresji biatek i peptyddéw konkuruja
obecnie z synteza chemiczng. Pozwalaja na wprowadzenie zmian poprawiajgcych
biodostepnos¢, okres pottrwania czy aktywno$¢ biologiczng produktu. Jako metoda szybka
i wydajna umozliwia produkcje na wigksza skale, pozwalajac na wytwarzanie duzych ilosci
polipeptydéw. Obecnie na duza skale produkowane sg rekombinowane biatkowe terapeutyki,
w tym leki z grupy cytokin, hormonéw, czynnikoéw i inhibitoréw krzepnigcia, enzymy,
szczepionki, biatka fuzyjne [132, 133]. W ciaggu ostatnich dziesi¢cioleci oporno$¢ na
antybiotyki wsrod bakterii chorobotworczych wzrosta i stanowi powazne zagrozenie dla
zdrowia. Dlatego coraz wigcej badan koncentruje si¢ na metodach wykorzystania bakteryjnych
systemow ekspresyjnych do produkcji terapeutycznych biatek pochodzacych z fagoéw, jako
alternatywnej lub wspomagajacej terapii infekcji bakteryjnych. Gléwna przeszkoda
w przypadku produkcji rekombinowanych bialek w systemach bakterii Gram-ujemnych jest
zanieczyszczenie koncowego produktu endotoksynami (LPS, pirogen), co wymaga
specyficznej procedury oczyszczania w celu zmniejszenia zawarto$ci LPS [134].

Obecnie dostgpne procedury oczyszczania moga czesto prowadzi¢ do obnizenia
stabilno$ci oczyszczonych biatek [135]. Dostepne sg komercyjne zestawy do oczyszczania
endotoksyn bakteryjnych z produktow biotechnologicznych oraz pozaustrojowe metody
oczyszczania krwi dla pacjentow z sepsa [58]. Przyktadami takich absorbentow jest Detoxi-
Gel™ na bazie zelu agarozowego (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), AffiPrep®
Polymyxin Matrix (BioRad, Hercules, Kalifornia, USA), Polymyxin B Agarose (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA), Endotoxin Affi Sorbent™ (bioWORLD, Atlanta, Georgia,
USA) i inne [135]. Liczne przyktady badan nad rozwojem alternatyw zostaty rowniez opisane
w literaturze, w tym chromatografia jonowymienna, powinowactwa z absorbentami (L-
histydyna, poli-L-lizyna, poli(y-L-glutaminian) lub polimyksyna B), chromatografia zelowa,
ultrafiltracja, wirowanie w gradiencie lub redukcja endotoksyn technikg rozdzielania faz z
uzyciem detergentu (np. Triton X) [35]. Jednak duza liczba dostepnych metod wykazuje pewne
ograniczenia: () pozostatosci detergentu moga by¢ szkodliwe dla komorek, (1) znaczna ilosé¢

bialka moze zosta¢ wchlonig¢ta do ztoza lub rozcienczona w metodach filtracyjnych, (I11)
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mozliwa utrata wlasciwosci biologicznych materiatu w procesach wymagajacych kilku cykli
oczyszczania, (IV) uszkodzenia biatek sitami fizycznymi lub zmiany aktywnoS$ci biologicznej
biatka. Dlatego wcigz istnieje zapotrzebowanie na udoskonalone metody, ktore wykaza si¢
wysokim stopniem oczyszczenia i zminimalizuja niekorzystne skutki [136].

W tej pracy oceniono naturalny biopolimer-chitozan jako matryc¢ w postaci granulek
i gabki jako nowe podejscie do oczyszczania rekombinowanego biatka z endotoksyny
bakteryjnej. ChbM-g* i ChbM-s* wykorzystano do oczyszczania dwoch biatek pochodzenia
fagowego: endolizyny i depolimerazy. Zdolnos$¢ do usuwania LPS z enzymow faga poréwnano
z komercyjng zywicg. Po pierwsze, nie potwierdzono wptywu proteolitycznego ChbM-g*
I ChbM-s* na oczyszczone biatka. ChbM-g* i ChbM-s* nie zmniejszaly biologicznej
aktywnosci depolimerazy, podczas gdy aktywno$¢ enzymatycznej degradacji peptydoglikanu
przez endolizyn¢ zmniejszyta si¢ o ok. 46% 1 13% w pordéwnaniu z surowg endolizynag,
odpowiednio dla ChbM-g* i ChbM-s*. Oczyszczanie za pomoca komercyjnej zywicy nie
zmienito aktywnos$ci endolizyny. Do oczyszczania endolizyny matryca na bazie chitozanu
w postaci granulek miata odzysk biatka 98%, ale z bardzo stabym oczyszczaniem z LPS (4%).
Matryca na bazie chitozanu w postaci gabki charakteryzowata si¢ znacznie wyzsza
skuteczno$cig eliminacji LPS (64%), natomiast obecno$¢ endolizyny w oczyszczonym
przesaczu wyniosta 48%. W przypadku depolimerazy wtasciwosci oczyszczajace LPS matrycy
na bazie chitozanu w granulkach i gabkach byly na wysokim poziomie, odpowiednio 72%
1 78%, z odzyskiem biatka na poziomie 83% 1 37%. Oczyszczone biatka byly aktywne.
Podsumowujac, wysokie wilasciwosci oczyszczajace matryc na bazie chitozanu z LPS sa
ujemnie skorelowane z odzyskiem biatka. Wyzszy odzysk endolizyny jest prawdopodobnie
zwigzany z wielkos$cig biatka. Endolizyna KP27 jest matym, kulistym biatkiem (~15,79 kDa),
natomiast depolimeraza KP34p57 jest modulowym biatkiem tworzacym struktur¢ trimeryczna
(~202,92 kDa), co utrudnia przeptyw biatka przez matryce polimerowe i moze powodowac jego
cze$ciowe uwigzienie w ich porowatej strukturze. Ponadto morfologia zastosowanych matryc
oraz rodzaj biatka zadecydowaly o skuteczno$ci procesu oczyszczania LPS. Sposrod
wszystkich testowanych matryc najskuteczniejsza byla matryca na bazie chitozanu
w granulkach do oczyszczania depolimerazy z LPS, biorac pod uwage odzysk oczyszczonego
biatka. Pomimo, iz forma porowatej gabki wykazywata wigksza zdolno$¢ absorpcji LPS, co
jest prawdopodobnie zwigzane z mikrokrystaliczng forma wyjsciowa mleczanu chitozanu oraz
bardziej rozwinigta powierzchnig wewnetrzng o wysokiej porowatosci uzyskang po procesie
liofilizacji, to poziom odzyskanego biatka by nizszy w stosunku do granulatu. Badania

dowiodty, ze ChbM-g* jest dobrym kandydatem do wstepnego oczyszczenia produktu z LPS
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z wysokim odzyskiem materialu. Je§li jednak priorytetem jest uzyskanie mozliwie
najczystszego produktu wolnego od LPS, niezaleznie wydajnosci, ChbM-s* spelnia to

wymaganie.
9.2. Opatrunek chitozanowy z dodatkiem bakteriofagéw o dzialaniu przeciwbakteryjnym

W niniejszym badaniu przygotowano i scharakteryzowano nowa matryce na bazie
chitozanu jako nos$nika dla fagéw stanowiacych biokompozyt antybakteryjny. W literaturze
mozna znalez¢ wiele przyktadow pozytywnego wptywu biokompozytéw chitozanu na proces
gojenia ran, zwigzany z wysoka biozgodnoscia, nietoksycznoscig, chtonnoscig i dziataniem
antybakteryjnym tego polimeru [137]. Material na bazie chitozanu zsyntetyzowany
z mikrokrystalicznej postaci chitozanu (MKCh) w tym badaniu miat pozytywny wplyw na
zdolno$¢ pecznienia, w tym skutecznos$¢ absorpcji roztworu bakteryjnego. Sposrod trzech
r6znych matryc przygotowanych z MK Ch, tylko Matrix 3 wykazata odpowiednia elastycznos¢
filmu ze wzglgdu na optymalny sktad i zawarto$¢ plastyfikatora (gliceryny), zastosowanego
w stosunku wagowym 0,6 do zawartosci polimeru. Wolng od soli i nadmiaru alkaliow
zawiesing MKCh zatezono do konsystencji pasty, ktéra stanowita podstawowy preparat.
Matryce¢ polimerowa przygotowano na bazie MKCh w postaci pasty rozcienczonej woda do
stezenia 1,5%. Form¢ MKCh polaczono nastgpnie z testowanymi fagami i wysuszono na
ptytkach teflonowych.

Trzy dobrze scharakteryzowane fagi lityczne swoiste dla P. aeruginosa (olbrzymi KTN4,
myowirus KT28 i podowirus LUZ19) wykorzystano do unieruchomienia na Matrix
chitozanowej i przetestowania ich potencjalu przeciwbakteryjnego jako nowy model
opatrunku. Zaktadajac, ze aktywnos¢ przeciwbakteryjna przygotowanego opatrunku moze by¢
zwigzana z wlasciwosciami fizykochemicznymi samych fagéw, wybrano wirusy roéznigce si¢
klasyfikacja taksonomiczng, wielkoscia kapsydu 1 morfologia wirionow, a takze
rozpoznawanymi receptorami (sacharydowymi i biatkowymi) do oceny profilu uwalniania
czastek 1 potencjalnej interferencji z matrycg chitozanu. Wszystkie wyselekcjonowane fagi byty
stabilne w szerokim zakresie pH 1 tolerowaly Srodowisko matrycy chitozanowej o lekko
zasadowym pH.

Biorac pod uwage potencjalne przeznaczenie prototypu opatrunku stworzonego w tym
badaniu, skupiono si¢ na waznych aspektach aplikacyjnych. Przede wszystkim zbadano
zdolnos¢ matrycy do pgcznienia i wchtaniania wody. Czestym problemem trudno gojacych sig
ran zakazonych bakteriami jest wysiek, ktory nie sprzyja gojeniu i moze wtornie reinfekowac
ran¢ [138]. Proponowany prototyp opatrunku wykazywal wysokie wlasciwosci chtonne
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zaro6wno sam, jak 1 po dodaniu fagdéw. Stopien absorpcji wody przez te materiaty moze by¢
skorelowany z rodzajem chemicznego wigzania wirionéw faga z chitozanem.

Fag KT28 miat najwyzsza zdolno$¢ wigzania z grupami CHs chitozanu wigzaniami
wodorowymi, wigc Matrix 3 zmodyfikowana przez myowirusa KT28 wykazywal mniejsze
wilasciwos$ci pecznienia, Z powodu ograniczonej ilo$ci chemicznych grup wigzacych czasteczki
wody. Podowirus LUZ19 i gigantyczny fag KTN4 mogty wiazaé si¢ z chitozanem za pomocg
pierScieni sacharydowych, a zmodyfikowana przez te fagi Matrix 3 wykazata wyzsze
wiasciwosci absorpcji wody za pomocg wigzan wodorowych.

Ponadto, metodag SEM zbadano nieregularno$¢ powierzchni biokompozytu w postaci
cienkiej btony, ktore niezaleznie od dodatku faga wykazywaty nierdwng powierzchnig, co byto
bezposrednio zwigzane ze strukturg mikrokrystalicznego chitozanu (MKCh). Jest to ogromna
zaleta w kontekscie wykorzystania biokompozytu jako opatrunku kontaktowego dla lepszego
przylegania do powierzchni rany. Ponadto szeroko opisana w literaturze aktywnos$¢ biologiczna
chitozanu sprzyja gojeniu si¢ ran, glownie ze wzgledu na jego wlasciwosci hemostatyczne
I antybakteryjne [78, 139]. Chitozan ma réwniez zdolno$¢ wigzania endotoksyny bakterii
Gram-ujemnych, czyli LPS, co moze by¢ dodatkowa zaleta opisanego w tej pracy prototypu
[62]. Metabolity bakteryjne i produkty degradacji wraz z LPS moga by¢ wydzielane do saczacej
si¢ rany [140]. Dzigki opisanym powyzej zdolnoSciom absorpcyjnym oraz chitozanowi
obecnemu w sktadzie macierzy mozna przyspieszy¢ proces gojenia. Dodatek fagow aktywnie
ogranicza liczebno$¢ bakterii. Zaletg jest zdolno$¢ wchianiania bakterii wraz z wysigkiem do
matrycy, gdzie aktywne fagi namnazaja si¢ i lizuja komorki bakteryjne. Dobrze rozwinigta
powierzchnia morfologiczna macierzy oraz odpowiednia elastyczno$¢ sprzyjaja adhezji
1 stanowig dobrg barier¢ ochronng rany przed niekorzystnym s$rodowiskiem zewnetrznym
[141].

Technika interferometrii laserowej w polaczeniu ze standardowymi metodami
mikrobiologicznymi wykazata, ze liczba wiriono6w uwalnianych ze struktury Matrix byta silnie
ograniczona. Brak znaczacej dyfuzji czastek faga w macierzy chitozanu mozna wytlumaczy¢
réznica w ladunku wypadkowym miedzy kapsydem (natadowanym ujemnie) a ogonem
(natadowanym dodatnio) powodujaca bezruch kierunkowy w dodatnio natadowanej matrycy
biopolimerowej [96, 142, 143,]. Polaryzacja ta moze prowadzi¢ do orientacji fagdéw w obrgbie
badanej struktury. Zatozono, ze fagi niezaleznie od wielkosci wirionu i powinowactwa do
struktur polisacharydowych lub biatkowych byty unieruchomione w dodatnio natadowanych
ugrupowaniach Matrix chitozanu. Zdolno$¢ polimeru do wigzania mikro i makroczastek

wynika przede wszystkim z obecno$ci dwoch rodzajow reaktywnych grup funkcyjnych: grupy
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aminowe] oraz dwoch grup hydroksylowych — przy trzecim i1 szostym atomie wegla
w pierScieniu sacharydowym [144, 145]. Dodatnio natadowane ugrupowania chitozanu
1 ujemnie natadowane kapsydy fagéw prowadzily do silnej adsorpcji fagow na czasteczkach
matrycy, co potwierdzita przeprowadzona analiza FT-IR. Niemniej jednak unieruchomione
czasteczki faga zachowaty swoja efekt bojczy poprzez niezwigzane wtdkna ogonka, ktore nadal
byl w stanie rozpoznawac bakteryjne receptory powierzchniowe i infekowaé¢ komorki. Jest to
istotne z terapeutycznego punktu widzenia dostarczania fagow litycznych w zaprojektowanym
chitozanowym opatrunku. Przeprowadzony test antybakteryjny wykazal bardzo wysoka
aktywno$¢ przeciwbakteryjng w bezposrednim kontakcie z kulturg PAO1 dla wszystkich trzech
badanych fagéw. Potwierdzilo to, ze zastosowana matryca biopolimerowa nie zaburzyta
wlasciwosci antybakteryjnych fagéw osadzonych w matrycy.

Wytworzony film chitozanowy wykazywat zdolno$¢ pgcznienia oraz pozytywny efekt
wigzania fagdw ze struktura matrycy, umozliwiajac im dzialanie antybakteryjne
w bezposrednim kontakcie z zawiesing P. aeruginisa PAO1 absorbowang przez biokompozyt.

Koncepcje sposobu dziatania opatrunku przedstawiono na Ryc. 22.

Ryc. 22 Koncepcja dziatania przeciwbakteryjnego Matrix 3 zmodyfikowanej fagami przeciwko
komorkom P. aeruginosa PAOL. (A) ,,gotowa do uzycia” wysuszona Matrix 3 w potaczeniu z fagami
wykazata potencjalng interakcj¢ grup CHa chitozanu z czastkami faga; (B) przypuszczalny mechanizm
dzialania przeciwbakteryjnego Matrix 3 w polaczeniu z fagami wykazuje zarowno pgcznienie roztworu
bakteryjnego, jak i liz¢ za posrednictwem fagow przez czgsteczki wirusa unieruchomione w strukturze
polimeru.
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Mozna stwierdzi¢, ze prototyp opatrunku membranowego MKCh z unieruchomionymi
fagami litycznymi ma wysoki potencjal antybakteryjny. Wykorzystanie chitozanu do tworzenia
opatrunkow kombinowanych jest uzasadnione jego wiasciwosciami hemostatycznymi,

antybakteryjnymi, biokompatybilnymi i biodegradowalnymi [146].
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10. Wnioski

Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze opracowane i scharakteryzowane
pod katem chemicznym i biologicznym matryce polimerowe na bazie chitozanu maja
wlasciwos$ci wigzania LPS, co daje mozliwos¢ ich zastosowanie do: oczyszczania
rekombinowanych biatek fagowych pozyskanych w systemie ekspresyjnym, opartym na
bakteriach Gram-ujemnych, oraz jako nosniki dla bakteriofagéw w komponowaniu opatrunkdéw
przeciwbakteryjnych o dziatania kontaktowym.

Wynikiem przeprowadzonych w ramach realizacji pracy doktorskiej opisanych badan sa
dwa krajowe zgloszenia patentowe na wynalazek, pt.: ,,Synteza i zastosowanie matrycy
polimerowej do oczyszczania bialek rekombinowanych z lipopolisacharydu bakteryjnego”
(zgloszenie do Urzedu Patentowego RP z dn. 31.03.2023, nr. P.443659) oraz: ,,Metoda syntezy
1 zastosowanie matrycy polimerowej do komponowania z preparatami bakteriofagow”

(zgloszenie do Urzedu Patentowego RP z dn. 31.03.2023, nr. P.443658).
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11. Streszczenie

Metoda biosyntezy bialek terapeutycznych z wykorzystaniem mikrobiologicznych
systemow ekspresyjnych przez komorki prokariotyczne niesie ze soba ryzyko przeniesienia
lipopolisacharydu Gram-ujemnego (LPS). Dlatego wazne jest posiadaniec wspotistniejgcego,
dobrze rozwinig¢tego systemu oczyszczania produktow biatkowych, ktéry bedzie w stanie
skutecznie wigza¢ szkodliwe LPS i nie zmieni istotnych wtasciwosci biatka. Ze wzgledu na
wysoka aktywnos$¢ biologiczng oraz zdolno$¢ wigzania mikro i makroczastek chitozan moze
by¢ proponowany do oczyszczania bialek terapeutycznych z endotoksyn. Jest biomaterialem
o wysokiej biozgodnosci, nietoksycznym 1 biodegradowalnym, ze wzgledu na swoje
wiasciwosci fizykochemiczne i moze by¢ poddawany réznym modyfikacjom chemicznym
i fizycznym. W pierwszej czgéci niniejszej pracy zaproponowano dwa rozne uklady
biopolimerowe na bazie chitozanu z krewetek, o rdznej czystosci mikrobiologicznej- forme
granulatu 1 forme¢ gabki. Matryce wykorzystano do oczyszczenia wybranych biatek fagowych
(endolizyny i depolimerazy) uzyskanych za pomocg bakteryjnych systemow ekspresyjnych.
Matryce scharakteryzowano pod katem ich wtasciwosci fizykochemicznych i mechanicznych,
wplywu na zywe komorki (cytotoksycznosé), aktywnosci oczyszczonych biatek oraz zdolnosci
wigzania endotoksyn oraz sposobu ich wigzania do tancucha chitozanowego (FT-IR). WyniKi
wskazaly, ze obie formy uzytkowe, tj. granulat i ggbka sg zdolne do wigzania LPS
zanieczyszczajacego wyprodukowane metodami biotechnologicznymi biatka fagowe. Ponadto
czystos¢ mikrobiologiczna materialu wyjsciowego oraz forma funkcjonalna tych polimerow sa
istotne w kontekscie zdolnosci wychwytu endotoksyn w badanych preparatach biatkowych.
Granulat okazat si¢ dobrym kandydatem do wstgpnego oczyszczenia produktu z LPS
z wysokim odzyskiem oczyszczanego materiatu (biatka). Gabka chitozanowa natomiast
pozwala na uzyskanie mozliwie najczystszego produktu wolnego od LPS, przy duzo nizszym
odzysku produktu biatkowego.

Trudno gojace si¢ rany sa jednym z problemow w praktyce klinicznej. Gojenie si¢ ran to
dynamiczny 1 ztozony proces, w ktorym kluczowe znaczenie ma zapobieganie infekcjom.
Podczas gojenia zachodzi wiele waznych zmian: od stanu zapalnego, przez migracj¢ komorek,
angiogenez¢ 1 syntez¢ macierzy komorkowej. Chitozan dzigki dziataniu bakteriobojczemu na
bakterie Gram-dodatnie i Gram-ujemne oraz wlasciwosciom przeciwzapalnym
1 hemostatycznym jest doskonalym kandydatem do projektowania opatrunkéw do leczenia
trudno gojacych si¢ ran. Ogromng zaletg tego biopolimeru jest jego zdolnos¢ do chemicznej

modyfikacji, co pozwala na wytwarzanie r6znych form uzytkowych w zaleznosci od potrzeb
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1 pozniejszego wykorzystania. Ponadto chitozan moze by¢ doskonatg matrycg polimerowa do
immobilizacji bakteriofagow (fagow) jako nowatorskie alternatywne/wspomagajace podejscie
do terapii przeciwbakteryjnej. Druga cze$¢ niniejszej pracy dotyczy przygotowania
1 charakterystyki materialu na bazie chitozanu w postaci filmu z dodatkiem fagow litycznych
Pseudomonas (KTN4, KT28 i LUZ19), ktory wykazywalby dziatanie przeciwbakteryjne jako
potencjalny opatrunek przyspieszajacy gojenie si¢ ran. Opracowano metod¢ wytwarzania
polimeru na bazie mikrokrystalicznego chitozanu (MKCh) stuzacego jako matryca do
osadzania faga. Opisano kilka waznych parametrow, takich jak srednia masa molowa, zdolno$¢
pecznienia, morfologia powierzchni, profil uwalniania faga i aktywno$¢ przeciwbakteryjna
testowana w modelu bakteryjnym Pseudomonas aeruginosa PAOL. Udowodniono, ze
polisacharyd chitozanu oddziatuje z czasteczkami faga, unieruchamiajagc je w strukturze
matrycy. Niemniej jednak, przy wysokiej hydrofilowosci i cechach pgcznienia przygotowanego
materialu, zewnetrzny roztwor hodowli bakteryjnej zostal wchioniety, a fagi weszly

w bezposredni kontakt z bakteriami powodujac ich liz¢ w matrycy polimerowe;.
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12. Summary

The method of biosynthesis of therapeutic proteins using microbial expression systems
by prokaryotic cells carries the risk of transferring gram-negative lipopolysaccharide (LPS).
Therefore, it is important to have a concomitant, well-developed purification system for protein
products that will be able to effectively bind harmful LPS and will not change the essential
properties of the protein. Due to its high biological activity and the ability to bind micro
and macro particles, chitosan can be proposed for the purification of therapeutic proteins from
endotoxins. It is a biomaterial with high biocompatibility, non-toxic and biodegradable,
due to its physicochemical properties and can be subjected to various chemical and physical
modifications. In the first part of this work, two different biopolymer systems based on chitosan
from shrimps of different microbiological purity were proposed - the form of granules
and the form of a sponge. The templates were used to purify selected phage proteins (endolysins
and depolymerases) obtained using bacterial expression systems. The matrices were
characterized in terms of their physicochemical and mechanical properties, impact on living
cells (cytotoxicity), activity of purified proteins, endotoxin binding capacity and the method
of their binding to the chitosan chain (FT-IR). The results showed that both formulations:
granulate and sponge are capable of binding LPS contaminating biotechnologically produced
phage proteins. In addition, the microbiological purity of the starting material and the functional
form of these polymers are important in the context of the ability to capture endotoxins
in the tested protein preparations. The granulate turned out to be a good candidate for the initial
purification of the product from LPS with a high recovery of purified material (protein).
Chitosan sponge, on the other hand, allows to obtain the purest possible LPS-free product,
with much lower recovery of the protein product.

Difficult-to-heal wounds are one of the most common problems in clinical practice,
especially in patients with various diseases (mainly diabetes), but also during post-operative
convalescence or post-traumatic treatment at various stages. Wound healing is a dynamic
and complex process where infection prevention is key. Many important changes occur during
healing: from inflammation, to cell migration, angiogenesis and cell matrix synthesis,
to collagen deposition and re-epithelialization. Chitosan, thanks to its bactericidal effect on
Gram-positive and Gram-negative bacteria as well as anti-inflammatory and haemostatic
properties, is an excellent candidate for the design of dressings for the treatment of hard-to-heal
wounds. The great advantage of this biopolymer is its ability to be chemically modified, which

allows the production of various utility forms depending on the needs and subsequent use.
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In addition, chitosan may be an excellent polymer matrix for the immobilization
of bacteriophages (phages) as a novel alternative/adjunctive approach to antibacterial therapy.
The second part of this work concerns the preparation and characterization of a chitosan-based
material in the form of a film with the addition of Pseudomonas lytic phages (KTN4, KT28
and LUZ19), which would show antibacterial activity as a potential dressing accelerating
wound healing. A method for producing a polymer based on microcrystalline chitosan (MKCh)
that serves as a template for phage deposition has been developed. Several important parameters
were described, such as the average molar mass, swelling capacity, surface morphology, phage
release profile and antibacterial activity tested in the Pseudomonas aeruginosa PAO1 bacterial
model. It has been proven that chitosan polysaccharide interacts with phage particles,
immobilizing them in the matrix structure. Nevertheless, due to the high hydrophilicity
and swelling characteristics of the prepared material, the external bacterial culture solution
was absorbed, and the phages came into direct contact with the bacteria, causing their lysis

in the polymer matrix.
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14. Dorobek naukowy

03.11.2020- Cztonek Komitetu Organizacyjnego III Krajowej Konferencji Naukowe;j
,Polimery w medycynie” L6dz;

0d 22.12.2020- Cztonek Komitetu Technicznego Polskiego Komitetu Normalizacyjnego ds.
Materiatow Medycznych i Biomateriatow, Warszawa;

od 01.09. 2021- Cztonek Polskiego Towarzystwa Chitynowego, Polish Chitin Society, L.odz;

20.06.2021- Cztonek Komitetu Organizacyjnego I1I Krajowej Konferencji Naukowe;j
,Innowacyjne Oblicza Przemystu Widkienniczego™” 1.6dz.

Zgloszenia patentowe

zgloszenie patentowe na wynalazek, pt.: ,, Metoda syntezy i zastosowanie matrycy
polimerowej do komponowania z preparatami bakteriofagow” (zgloszenie do Urzgdu

Patentowego RP z dn. 31.03.2023, nr. P.443658);

zgltoszenie patentowe na wynalazek, pt.: ,, Synteza i zastosowanie matrycy polimerowej do
oczyszczania biatek rekombinowanych z lipopolisacharydu bakteryjnego” (zgloszenie do
Urzedu Patentowego RP z dn. 31.03.2023, nr. P.443659).

Publikacje naukowe

1. Kucharska M., Sikora M., Brzoza-Malczewska K., Owczarek M.: Antimicrobial properties
of chitin and chitosan, W: van den Broek L.A.M., Boeriu C.B., Stevens C.: Chitin and
Chitosan: Properties and Applications,Wiley Series in Renewable Resources, England 2019,
ISBN: 978-1-119-45043-6, pp. 169-188. doi: 10.1002/9781119450467.ch7;

2. Sikora M., Wisniewska-Wrona M., Arabski M.: Biomedyczne wlasciwosci chitozanu-
zastosowanie w inzynierii tkankowej. Postepy Higieny 1 Medycyny Do$wiadczalne;,
2021;75:1020 -1037. doi: 10.2478/ahem-2021-0015;

3. Piekarska K., Sikora M., Owczarek M., J6zwik-Pruska J., Wisniewska-Wrona M.: Chitin
and chitosan as polymers of the future—obtaining, modification, life cycle assessment and
main directions of application. Polymers, 2023, 15(4), 793. doi: 10.3390/polym15040793.

Komunikaty naukowe

,III Konferencja Polimery w Medycynie”, £.6dz, 03.11.2020: Opracowanie technologii
produkcji ztoZza chitozanowego stosowanego do oczyszczania biatkowych produktow
biotechnologicznych z endotoksyn bakteryjnych- prezentacja posterowa;

»IV Forum Doktorantow Uniwersytetu Jana Kochanowskiego w Kielcach”, Kielce,
17-19.11.2020: Development of technology for the production of a depositdedicated to the
purification of biotechnological protein products from bacterialendotoxins- komunikat ustny,
przyznanie Nagrody Rektora ,,PRODOMUS” za najlepsza prezentacje w sekcji nauk $cistych 1
przyrodniczych w dyscyplinie nauk biologicznych;
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,»V Forum Doktorantow Uniwersytetu Jana Kochanowskiego w Kielcach”, Kielce, 02-
03.06.2022- The potential of using chitosan in the biotechnological production of proteins-
komunikat ustny;

1l Konferencja Naukowa EkoBioTex”, £.6dz 25.11.2022: Potencjal wykorzystania chitozanu
w biotechnologicznej produkcji biatek- komunikat ustny;

IV Ogodlnopolska Konferencja Naukowa Polimery w Medycynie”, £.6dz, 23-24.05.2023:
Matryca na bazie chitozanu jako nosnik dla bakteriofagow- prezentacja posterowa;

,,XXVII Conference PolishChitin Society. New aspects on chemistry and application of chitin
and its derivatives”, Poland, 23-24.09. 2021: Chitosan based beds for the purification of
biotechnological protein products from bacterial endotoxins- komunikat ustny;

,»The 4th EPNOE Junior Scientist Meeting Belgium” Belgium, 03-04.02.2021: Development of
chitosan-based technology for purification of recombinant proteins from bacterialendotoxins-
prezentacja posterowa;

,The 7th International Congress of the European Polysaccharide Network of Excellence in
20217, Nantes, 11-15.10.2021: Chitosan-based technology for binding of bacterialendotoxins-
komunikat ustny;

,,Polymers 2022 - New Trends in Polymer Science: Health of the Planet, Health of the People”,
Turin Italy, 25-27.05.2022: The potential of using chitosan in the biotechnological production
of proteins- prezentacja posterowa.

Udziat w projektach

AKCELERATOR ROZWOJU Uniwersytetu Jana Kochanowskiego w Kielcach”, wsparcie
finansowe w postaci stypendidow motywacyjnych oraz finansowania dziatalnosci naukowej
w latach 2019-2023,

Opracowanie innowacyjnego granulatu na bazie chitozanu z dodatkiem unikalnych
biomodyfikatorow, przeznaczonego do przetworstwa technikq ekstruzji, 2020-2023, NCBIR,

Zestaw opatrunkowy zabezpieczajqcy urazy powstate w trakcie petnienia obowigzkow
stuzbowych przez stuzby mundurowe, 2014-2023, NCBIR,

Ekologiczny preparat na bazie polimerow naturalnych dzialajqcy repelentnie na kleszcze,
finansowanie projektu w ramach programu Ministra Edukacji 1 Nauki pod nazwg ,,Nauka dla
Spoteczenstwa", 2022-2024,

Nowoczesne protezy odprowadzajgce mocz dla pacjentow z rakiem pecherza moczowego
poddanych bezkontaktowym minimalnie inwazyjnym operacjom onkologicznym wyciecia
pecherza moczowego/ Smart AUCI, Program STRATEGMED/I, okres realizacji projektu
01.11.2014-31.10.2019,

Opracowanie innowacyjnej linii produktowej recznikowych papierow funkcjonalnych,
zawierajgcych uzyskiwane z recyklingu odpadow wiasne dodatki wzmacniajgce oraz

biopolimerowe dodatki funkcjonalizujgce, zastepujgce Zywice wodoutrwalajgce i stanowigce
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nosnik nowatorskich substancji higienizacyjnych — gemini surfaktantow, Europejski Fundusz
Rozwoju Regionalnego, Program Operacyjny Inteligentny Rozwoj na lata 2014-2020. Okres
realizacji projektu 01.05.2018-31.10.2020.

Kierownik prac statutowych finansowanych z funduszy Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego z ramienia £.odzkiego Instytutu Technologicznego:

Opracowanie technologii produkcji zloza dedykowanego do oczyszczania biatkowych
produktow biotechnologicznych z endotoksyn bakteryjnych, w latach: 2020-2021;

Badania nad opracowaniem matrycy polimerowej bedqgcej rusztowaniem dla komorek
macierzystych o potencjalnym przeznaczeniu do leczenia ubytkow tkanki chrzestnej, 2021,

Materialy opatrunkowe na bazie polimerow naturalnych z wykorzystaniem bakteriofagow do
leczenia zakazen bakteryjnych w trudno gojgcych si¢ ranach, 2022.

Szkolenia

,Blo-Based Industries JU”, Regionalny Punkt Kontaktowy Programéw Badawczych UE
Wojewodztwa Lodzkiego, 1.6dz, 22.03.2019;

Warsztaty mikroreologiczne ,,IT Polski Dzien Materii Migkkiej i Mikroreologii”, Politechnika
L.6dzka, 14-15.11.2019;

Warsztaty naukowe ,Logical Framework Matrix- narzedzie do planowania, realizacji
i oceny projektéw. Projekty mobilnosciowe dla rozwoju kariery naukowca”, £.6dz, 01.02-
30.06.2020;

Szkolenie z zarzadzania projektami ,,Prince 2® Foundation 6th Edition” i ,,Prince 2®
Practitioner 6th Edition”, In Progress, Krakéow, 05-07.10.2020;

,Ocena Cyklu Zycia (LCA)- narzedzie do badania zréwnowazonego rozwoju”, Lodz,
11-12.03.2021,;

,»Specjalistyczne szkolenie z chromatografii cieczowej HPLC”, Centrum Naukowo-
Techniczne A2K CeNT s.c ,,Chromatografia dla poczatkujacych”, Warszawa, 09-10.06.2021;

,Modern analytical approaches in biopolimer characterization”, EPNOE Workshop, BOKU,
Tulln, Austria, 26-27.02.2020;

,Polysaccharide Research — Fundamentals and Beyond”, EPNOE Brussels, 15-16.09.2020.

Staze

Staz krajowy w Zakladzie Biologii Patogenéw 1 Immunobiologii Wydzialu Nauk
Biologicznych Uniwersytetu Wroctawskiego, 14.03-28.03.2022;

Staz zagraniczny w Organic and Inorganic Chemistry Department, University of Alcala (UAH);
Alcala de Henares, Spain, 03-30.10.2022.
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