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Sazetak

InZenjerstvo tkiva je obecavajuca alternativa konvencionalnim metodama u medicini.
U sklopu tog interdisciplinarnog polja, nastoje se na¢i biomaterijali kompatibilni s tkivom
kojeg ¢e zamijeniti i popraviti. Kitozan je ¢esto koriSten materijal povoljnih svojstava koji se
lako oblikuje u razlicite oblike ili modificira proteinima kao $to je fibronektin, sekvencama

poput RGD ili umrezivanjem s drugim polimerima.

Cilj ovog rada bio je dati kratki pregled svojstava kitozana, njegove primjene i uloge u
inzenjerstvu tkiva. U ovom radu pripremljene su porozne strukture na temelju kitozana visoke
(HC) i srednje (MC) molekulske mase metodama liofilizacije (FD) i toplinski induciranog
faznog razdvajanja uz geliranje i ekstrakciju (FG). Uzorci su karakterizirani pretraznim
elektronskim mikroskopom te im je odreden stupanj bubrenja testiranjem u vodenom mediju
24 sata pri temperaturi od 37 °C. Liofilizirani uzorci pokazali su visoko poroznu strukturu s
medusobno povezanim porama duz cijelog volumena uzorka. Dobiveni su slojevi s razli¢itim
stupnjem homogenosti strukture.

PovrSina membrana pripremljenih toplinski induciranim faznim razdvajanjem uz geliranje i
ekstrakciju prekrivena je tankim filmom. Svi uzorci pokazali su znatnu mo¢ bubrenja, a
strukture pripremljene FD metodom su bile superiorne u odnosu na one pripremljene FG
metodom. Provodenjem ANOVA statistiCke analize utvrdena je znacajna razlika medu
uzorcima unutar podskupine | i Il za obje molekulske mase kod prve metode, dok se kod

druge razlika primje¢uje izmedu uzoraka razlic¢itih molekulskih masa.

Kljuéne rije¢i: kitozan, porozne strukture, regeneracija tkiva, inzenjering tkiva .



The role of chitosan in tissue regeneration

Summary

Tissue engineering is a promising alternative to conventional methods in medicine.
Within this interdisciplinary field, the goal is to find biomaterials compatible with the tissue
targeting to replace and heal. Chitosan is a frequently used material with favorable properties,
and it is easily transformed into various shapes or modified by proteins such as fibronectin,

sequences such as RGD or cross-linking with other polymers.

The goal of this work was to give a short review on chitosan's properties, its application and
role in tissue engineering. Chitosan porous structures of high (HC) and medium (MC)
molecular weight were prepared using freeze drying (FD) and freeze gelation (FG) methods.
Samples were characterized by scanning electron microscopy, while swelling test was done in
aqueous media for 24 hours at 37 °C. Freeze dried sponges were highly porous with
interconnected pores throughout the whole volume of the sample. The lyophilized samples
were additionally cut into two sections based on their structure — I (homogenous), Il (nhon-
homogenous).

The membranes prepared by freeze gelation showed the existence of thin film on their surface,
even though they seemed porous based on visual examination. All samples demonstrated
good swelling degree, while the structures obtained by FD method were superior comparing
to FG ones. ANOVA statistical analysis indicated that there was a significant difference
between the samples within sections | and Il of both molecular weights for the first method,
while in the second, a difference between samples of various molecular weights has been

noted.

Key words: chitosan, porous structures, tissue regeneration, tissue engineering.
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1 UVOD

Sve je veca potreba za materijalima pogodnijima za okolis, kao i njihovim lakSim
prihvacanjem u ljudskom tijelu. Inzenjerstvo tkiva, kao dio regenerativne terapije,
interdisciplinarno je polje koje nastoji pronaéi biomaterijale kompatibilne s tkivom koje ¢e
zamijeniti 1 popraviti. Za razliku od tradicionalnog pristupa, kombiniraju se znanja iz vise
podrucja (fizike, kemije, biologije, medicine i inzenjerstva materijala) kako bi se razumjela
interakcija materijala, stanica i faktora rasta koji omogucavaju vezanje na biomaterijal, te rast,
razvoj i diferencijaciju stanica ciljanog tkiva. Bilo da se radi o sintetskim ili prirodnim
biomaterijalima, oni moraju biti visoko porozni te omogucavati normalno srastanje tkiva i
interakciju sa stanicama, a da se pri tome potpuno razgrade i uklone iz tijela bez Stetnih

posljedica. Postoje dva glavna pristupa pri dizajnu Zeljenog tkiva:

1) Stani¢ni
U ovom pristupu se stanice nasaduju na nosa¢ in vitro gdje se oéekuje da ¢e do¢i do
stvaranja stani¢nog okolisa koji ¢e stvoriti pogodne uvjete za stvaranje tkiva za daljnju

transplantaciju in vivo [1-3].

2) Nestani¢ni
Ovaj pristup se temelji na modifikaciji nosaca s faktorima rasta (engl. growth factor,
GF) koji bi trebali potaknuti vezanje stanica na biomaterijal te njihovo umnazanje i

srastanje s nosacem [1-3].

1.1 Biomaterijali

Danasnja definicija biomaterijala prema Europskom drustvu za biomaterijale (engl.
European Society for Biomaterials) glasi da je to “materijal koji reagira s bioloskim sustavima
kako bi procijenio, lijecio, poboljsao ili zamijenio bilo koje tkivo, organ ili funkciju u tijelu”.
Neki biomaterijali koriste se ve¢ stolje¢ima u zubarstvu ili oftalmologiji pri zamjeni leca, ali
se polje primjene znatno prosirilo razvojem novih tehnologija.

Cesta podjela biomaterijala ukljuuje svrstavanje u metale, polimere (koji mogu biti

sintetski ili prirodni) i keramiku.



1.1.1 Metali

Ukljucuju nehrdajuéi Celik i titanij. Problem im je $to nisu biorazgradivi i podlozni Su

koroziji pa se stoga rjede koriste [1].
1.1.2 Polimeri

A) Sintetski
Cesto istrazivani biorazgradivi polimeri su poli(etilenglikol) (PEG), poli(vinil-alkohol)
(PVAL), polikaprolakton (PCL), poli(mlije¢na kiselina) (PLA), poli(glikolna kiselina)
(PGA) i kopolimeri PLA i PGA (PLGA).
Vrlo su prakti¢ni zbog mogucnosti kemijske prilagodbe samog materijala. Postepenim
razgradivanjem umjetnog materijala, tkivo preuzima mehanicku i metabolicku
funkciju ispunjavanjem prostora ¢ime se smanjuje rizik od atrofije. Nedostatak
ukljucuje proces razgradnje i1 smanjenu bioaktivnost Sto bi moglo rezultirati
odbacivanjem tkiva. PGA i PLA u procesu razgradnje otpustaju ugljikov dioksid koji

snizava pH $to moze dovesti do nekroze.

B) Prirodni
Atraktivni zbog visoke biokompatibilnosti s izvanstanicnom matricom (engl.
extracellular matrix, ECM) i efektivne razgradnje pri ¢emu sav polimer izlazi iz tijela
prirodnim metaboli¢kim procesima. Ukljucuju polisaharide poput kitozana (CS),
hijaluronske kiseline (HA), alginata, svilu, skrob i celulozu, te proteine kao $to su
kolagen, elastin, fibronektin (FN) i fibrinski gelovi. Takvi nosaci imaju slabija
mehanicka svojstva i ne mogu izdrzati velika opterecenja pa su pogodniji za uporabu u
inzenjerstvu mekog tkiva kao S§to su hrskavice. Zbog toga se radi na kompozitnim

materijalima gdje se nastoje poboljSati mehanicka svojstva mijeSanjem s keramikom
[1-3].

1.1.3 Keramika

Glavni predstavnici su hidroksiapatit (HAp) i p-trikalcij fosfat (5-TCP). Ne koriste se

toliko u inZenjerstvu mekog tkiva ve¢ su pogodniji za primjenu u regeneraciji kostiju zbog

2



kemijske sli¢nosti u strukturi. Karakterizira ih visoka ¢vrsto¢a, mala elasticnost i krta
povrsina. Keramika poti¢e umnazanje i diferencijaciju osteoblasta (kostanih stanica) §to je jos$

jedan od faktora zasto je dobar izbor za primjenu u regeneraciji kostiju [1,2].



2 REGENERATIVNA TERAPIJA

2.1 Uloga

Regenerativna terapija ili ¢esto nazivana i regenerativna medicina je Siroko polje koje
obuhvaca i inzenjerstvo tkiva, a cilj joj je pronaéi pogodan materijal i pristup za lijeenje
proucavajuci procese regeneracije tkiva [4]. Temelji se na sposobnosti tijela da zacijeli samo
ili uz pomo¢ biomaterijala. U ovakvim terapijama se biomaterijal razgraduje s vremenom
ostavljajuéi prostor za zarastanje tkiva, Sto je razlika u odnosu na tretiranje vecih defekata
titanijem ili plasti¢nim materijalima.

Glavni faktori koji se pri tome trebaju uzeti u obzir su:

1) Prikladne stanice za regeneraciju ciljanog tkiva;

2) Prikladan nosa¢ kompatibilan s tim stanicama;

3) Bioaktivne molekule poput faktora rasta koje bi mogle potpomoci proces
regeneracije;

4) Uvijeti koji vladaju u okolisu gdje se zele nasaditi stanice.

Osim istrazivanja novih terapija, jedna grana se bavi prouc¢avanjem tkiva kao biosenzora

pomocu ¢ega bi se mogla utvrditi toksi¢nost odredenih lijekova ili spojeva [4].

2.2 Podruéja primjene

Iako jo$ uvijek ima relativno malu ulogu u aktivnoj primjeni u medicini, razvijeni su
umjetni mokraéni mjehuri, manje arterije, presadci koze, pa ¢ak i dusnik [4]. InzZenjerstvom
tkiva tretiraju se i manji zahvati kao regeneracija kosti ili hrskavice, ali svoju je primjenu

naslo i u drugim dijelovima tijela kao $to je mreznica oka, zivei, misici, bubrezi i jetra [3].
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Slika 1. Prikaz ciljanih tkiva za regenerativnu terapiju koristenjem stanicnog ili nestanicnog pristupa

(modificirana slika iz [3]).

Kitozan je posebno zanimljiv materijal za primjenu zbog svojih izvrsnih karakteristika
biokompatibilnosti, biorazgradivosti i antimikrobne aktivnosti. Kao materijal koji podupire
tkivo i kompatibilan je s izvanstani¢cnom matricom primjenjuje se kao dodatak prehrani, u

zacjeljivanju rana i kao sustav za dostavu lijekova (engl. drug delivery system) [3].

2.3 lzbor biomaterijala

Kako bi materijal bio pogodan izbor pri regeneraciji tkiva, mora zadovoljiti odredene
uvjete. Prirodno, medij koji podupire biomaterijale pri zacjeljivanju rana i regeneraciji tkiva je
izvanstani¢na matrica. To je medij koji podupire bioloske stani¢ne funkcije (rast, razvoj,
umnazanje i1 diferencijaciju stanica) te olakSava biomaterijalu-nosacu laksSu interakciju sa

susjednim stanicama. ECM se sastoji od razli¢itih proteina i glikana koji daju stanici oblik,



omogucavaju vezanje s drugim stanicama i sluze kao receptori signala na povrsini [5].

Neovisno o kojem se tipu tkiva radi, neki op¢i kriteriji za izbor biomaterijala ukljucuju:

A) Biokompatibilnost

B)

9

Prvi kriterij za razmatranje bilo kojeg nosaca kao potencijalnog kandidata za primjenu
je biokompatibilnost. Stanice moraju dobro prianjati, zadrzati svoje osnovne funkcije te
povoljno reagirati s nosacem i infiltrirati se u strukturu kako bi doslo do umnazanja za
luc¢enje pogodnog stani¢nog okolisa [2]. Naposljetku, nosa¢ ne smije uzrokovati upalu
koja bi mogla rezultirati odbacivanjem tkiva ili smanjiti u¢inak regeneracije. Produkti
razgradnje ne bi smjeli izazivati nikakve nezeljene efekte i trebali bi u potpunosti izaéi

iz tijela [1]

Biorazgradivost

Nosa¢ nije zamiSljen kao nesto $to trajno ostaje u tijelu, ve¢ se razgraduje s vremenom
omogucavajuéi lokalnom tkivu da se samostalno obnavlja pruzajuéi potporu u procesu.
Zato, biomaterijal treba biti potpuno razgradiv bez toksi¢nih produkata [2]. Veliku ulogu
igra i brzina same razgradnje materijala koja bi trebala biti podeSena tako da jednom
kad je sav materijal razgraden, tkivo je potpuno regenerirano. Faktori koji utje¢u na
kinetiku razgradnje su prisutnost makrofaga (stanica ,,Cistaca“), poroznost, struktura i

sama geometrija nosaca [1,2].

Bioaktivnost

Bioaktivnost je svojstvo materijala da reagira s okolnim bioloskim medijem [6].
Biomaterijali mogu reagirati s dijelovima stanica reguliraju¢i biokemijske reakcije.
Nosaci se ¢esto modificiraju s ECM proteinima poput kolagena, fibronektina i laminina
ili malim sekvencama peptida poput arginin-glicin-aspartat (RGD) sekvenca i faktorima
rasta kako bi se poboljsala svojstva samog nosaca, a time i interakcija s tretiranim

tkivom. Nosac se pri tome takoder moze koristiti i kao sustav za dostavu lijekova [3,6,7].



D) Mehanicka svojstva

Mehanicka svojstva nosaca bi trebala odgovarati lokalnom tkivu, a materijal opet biti
dovoljno izdrzljiv i ¢vrst kako bi mogao podnijeti implantaciju. Najveéi izazov
predstavljaju kardiovaskularni i ortopedski zahvati pri kojima je nuzno da tkivo odrzi
dobru prokrvljenost kako ne bi doslo do nekroze, a s druge strane ima dovoljnu
mehanicku stabilnost kako bi nosa¢ podupirao tkivo dovoljno dugo prije nego §to u
potpunosti zacijeli. PoS§to su Zzivi organizmi dinamicni, brzina kojom necije rane
zarastaju nece uvijek biti ista. To je jo$ jedan od zahtjeva na koje se treba pripaziti,
posebice pri inZenjerstvu kosti i1 hrskavica. Generalno, stariji ljudi imaju manju
sposobnost regeneracije tkiva od mladih [2]. Pri dizajnu Zeljenog tkiva, treba imati na
umu da se idealan biomaterijal dobiva balansiranjem poroznosti, koja omoguéava
jednostavnije i efektivnije vezanje stanica na nosac, vaskularizaciju 1 njihovo umnazanje,

te mehanickih svojstva koja omogucavaju izdrzljivost materijala [6].

Vezanje stanica na nosac¢

———
*

Mehanicka izdrzljivost

MANJA POROZNOST VECA POROZNOST

Slika 2. Odnos poroznosti biomaterijala — nosaca, bioaktivnosti i mehanickih svojstava [6].

E) 3D struktura

Kako je ve¢ u prethodnom kriteriju objasnjeno, idealan nosa¢ mora biti visoko porozan
kako bi infiltracija i vezanje stanica na nosac bili §to uspjesniji jer se tako omogucava
velika aktivna povrSina za njihovo prianjanje i difuziju nutrijenata. Ujedno je i

omogucen odlazak otpadnih tvari i razgradnja nosaca. Glavni problem koji moze nastati



F)

G)

je odumiranje srzi nosaCa te uruSavanje same konstrukcije zbog nedostatka
prokrvljenosti i nedovoljnog odvodenja otpadnih tvari §to dovodi do apoptoze stanica
[1]. Interakcija nosaca i stanica prvenstveno se odvija preko kemijskih grupa tj. liganada.
Neki biomaterijali ve¢ imaju ligande (npr. kolagen ima RGD sekvencu) dok je drugima
potrebna modifikacija (kitozan). Pri tom je bitna prosjecna veli¢ina pora nosaca. One
trebaju biti toliko male da se postigne minimalna gusto¢a liganda po aktivnoj povrSini
za efektivno vezanje i kriticnu koncentraciju stanica, a opet dovoljno velike da se

stanice infiltriraju i povezu s ligandima [2].

Povrsinska svojstva

Trebala bi biti pogodna za vezanje stanica, njihov intenzivni rast i razvoj tj. umnazanje i
moguénost transformacije stanice iz jednog tipa u drugi — diferencijaciju. Direktno
utjecu na bioaktivnost, a neka od svojstava ukljuc¢uju hidrofobnost, hrapavost i kemijski
sastav [1]. Jednom kad stanice stupe u kontakt s nosa¢em, dolazi do odasiljanja niza
signala za vezanje preko integrina — transmembranskih receptora tipi¢ne strukture s
»glavom® i ,,repovima“ koji poti¢u adheziju tvari iz ECM-a i omogucuju brz odgovor na

procese na povrsini stanice [8].

Proizvodnja i mogucnost sterilizacije

Nosa¢ bi trebao biti ekonomski isplativ s moguénosti prelaska iz laboratorijskog na
industrijsku proizvodnju. Ovisno o vremenu koje je potrebno da se materijal dostavi
bira se nacin skladistenja [2]. Postupak sterilizacije ne smije utjecati na bioaktivnost ili
mijenjati sastav, biokompatibilnost ili moguc¢nost razgradnje, a pri tome mora
ucinkovito ukloniti rizik od infekcije 1 biti relativno jednostavan. Neke od metoda koje
se primjenjuju su sterilizacija parom, sterilizacija etilen oksidom, y-zraenje, izlaganje

UV zracenju i sterilizacija u autoklavu [1].



3 KITOZAN

Izazov inzenjerstva tkiva je da imitira ono Sto se dogada u prirodi koriStenjem raznih
materijala. Zasto je kitozan pri tome dobar materijal? Cesto je koristen u inzenjerstvu tkiva
zbog svoje bioaktivnosti, biokompatibilnosti, biorazgradivosti i moguénosti da se oblikuje u
razli¢ite strukture kao $to su porozne spuzve, hidrogelovi, vlakna, filmovi i dr. Strukturno je
analogan ECM glikozaminoglikanima (GAG) i ima moguénost enzimske razgradnje kao
prirodni polimer. Pri tome ne reagira Stetno na organizam domacina, biorazgradiv je i stoga
pogodan za koriStenje u farmaceutske i medicinske svrhe u inZenjerstvu tkiva Kostiju,
hrskavice, Ziv€anog sustava, koze, jetre, kao sustav za dostavu lijekova ili u nekim procesima

zelene kemije i tretiranja otpadnih voda [9,10,12].

3.1 Struktura

Kitozan (CS) je linearan, polikristalinican D-glukozaminski polisaharid povezan
p(1—4) O-glikozidnom vezom s promjenjivim brojem N-acetil D-glukozaminskih skupina
rasporedenih u strukturi [11]. Prirodno nije toliko rasprostranjen pa ga se dobiva
deacetilacijom hitina (CH) koji je Cest u ljusturama rakova i ostalih ¢lankonozaca kao i
hifama gljiva, stani¢nim stjenkama zelenih algi ili nekim vrstama kva$c¢evih gljivica [12].
Deacetilacija se moze provesti enzimskom hidrolizom uz pomo¢ hitin deacetilaze ili kemijski
u luznatim uvjetima [10]. Kitozan se obicno moZze naéi na trziStu sa stupnjem deacetilacije
(SD) izmedu 50 — 95%. SD se definira kao omjer D-glukozamina i zbroja D-glukozamina i N-
acetil D-glukozamina. Stupanj kristalnosti je u direktnoj korelaciji sa SD-om. Kristalnost je
maksimalna za hitin (SD=0%) i kitozan (SD=100%). Tipi¢na molekulska masa varira izmedu
50 1000 kDa [10-13].

O
HNJ‘\

0

OH
0 HO

HO 0
NH, OH

Slika 3. Kemijska struktura kitozana [12].



3.2 Svojstva

Zbog stabilne strukture kitozan je obi¢no netopiv u neutralnim vodenim otopinama pri
pH=7, medutim otapa se u razrijedenim vodenim otopinama kiselina pri pH<6, najcesce
octenoj Kkiselini. Slobodne se amino grupe protoniraju pri ¢emu CS postaje topivi
polikationski polimer koji moze tvoriti komplekse s polianionima poput GAG-a, alginatima i
DNA molekulama [3,11-13]. Kinetika razgradnje kitozana obrnuto je proporcionalna stupnju
kristalnosti koji je primarno ovisan o SD. Brojna istraZivanja su pokazala da $to je SD ve¢i, a
molekularna masa manja, razgradnja ¢e biti sporija [9-12,14]. Veéina svojstava direktno ovisi

0 SD tj. o koncentraciji amino grupa koje se mogu protonirati.

3.2.1 Hidrofilnost

Kitozanska hidrofilna povrsina poboljsava interakciju stanica, njihovo umnazanje i
diferencijaciju. Zbog velikog kapaciteta bubrenja, moZze zadrzati 1 ,,privuéi teku¢inu i stanice

na mjestu ozljede ubrzavajuci time proces regeneracije [10-12].

3.2.2 Mukoadhezija

Definira se kao moguénost prianjanja na membranu. Sto je veéi SD, bit ¢e i veéi udio
protoniranih amino skupina koji reagiraju s negativnim dijelovima stanice stvarajuci stanic¢ni
okolis, te se ¢vrS¢e vezu na stanicnu membranu poboljSavajuci kitozanovu biokompatibilnost
i bioaktivnost. Mukoadhezija je direktno povezana s permeabilnosti stanice. Veca
koncentracija pozitivnog naboja ¢e reagirati s negativno nabijenim povrSinskim proteinima

Sto dovodi do reorganizacije i otvaranja membranskih proteina za izmjenu tvari [10-12].

3.2.3 Hemostatsko djelovanje

Jo§ jedno od svojstava koje se moze pripisati polikationskoj strukturi, zasluzno za
stvaranje krvnog ugruska, a posljedi¢no sprje¢avanje krvarenja. U ovom podrucju posebno
pogodan se pokazao CS niske molekularne mase. Posto su krvne stanice negativno nabijene,
vrlo lako reagiraju s pozitivno nabijenim CS. Diljem Europe i SAD-a u primjeni su kozni

nadomijesci poput HemCon®-a za brzo sprjecavanje krvarenja [10-12].
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3.2.4 Antimikrobno djelovanje

Odnosi se na antibakterijska 1 antifungalna svojstva. Predlozena su dva mehanizma
kako CS djeluje na mikrobe. Prvi mehanizam podrazumijeva promjenu permeabilnosti stanice
dok druga teorija predlaze vezanje CS-a na stanicnu DNA inhibirajuéi sintezu RNA mikroba
[10-12].

3.2.5 Ostalo

Jo§ neka od svojstava koje je vrijedno spomenuti je CS antitumorsko te analgeticko
djelovanje, biorazgradivost i mehanicka svojstva — koja su direktno ovisna o strukturi samog
nosaca tj. njegovoj poroznosti i samoj geometriji pora. Zbog mogucnosti razgradnje
lizozimom koji je prisutan u ljudskom tijelu, biorazgradivost in vivo mu je pogodna pri ¢emu

se potpuno razgraduje na manje lance, a metaboliti lako izlaze iz tijela [10-12, 15].

3.3 Metode priprave kitozanskih nosaca

Ovisno o metodi priprave i SD Kkitozana ovisit ¢e i njegova biokompatibilnost.
Generalno vrijedi da su ta dva svojstva u direktno proporcionalnom odnosu. Pri pripravi
nosaca treba skrenuti dodatnu pozornost na detekciju zaostalih proteina koji mogu
prouzrokovati alergijske reakcije [12].

CS se moze oblikovati u 2D oblike kao §to su filmovi i membrane od nanovlakana ili
3D strukture poput hidrogelova i spuzvi [3,6,10,12]. Sporo je topiv materijal u fizioloSkom
okruZenju §to mu omogucava prolongiranu upotrebu. Nekad se kombinira s drugim tvarima
kako bi mu se poboljsala svojstva. To ukljucuje faktore rasta poput TGF-£ (engl.
transforming growth factor) ili bioaktivne molekule poput proteina koji sadrze RGD
sekvencu ili BMP (engl. bone morphogenic protein) [3,6,11].

Neke od metoda koje se koriste za pripravu su liofilizacija, agregacija Cestica, toplinski
inducirano fazno razdvajanje uz geliranje i ekstrakciju, mokro predenje, metode primjenom
porogena, elektropredenje, sloj-po-sloj (engl. layer-by-layer, LBL) tehnika i koriStenje
superkriti¢cnog CO> za induciranje poroznosti koja se smatra novijim pristupom zelene
kemije [3,12,15].
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U ovom radu detaljnije ¢e biti opisane metoda liofilizacije i toplinski induciranog
faznog razdvajanja uz geliranje i ekstrakciju koje se poslije i koriste u laboratorijskim

ispitivanjima.

1) Liofilizacija

Uobicajena je i jednostavna metoda, u stranoj literaturi znana kao ,,freeze drying* (FD),
a zasniva se na smrzavanju uzorka u pogodnom kalupu te potom suSenju tj. sublimaciji
otapala pri snizenom tlaku i temperaturi, ¢ime se dobiva porozna struktura [3,12,15-17].
Za smrznute otopine kitozana, fazno razdvajanje se dogada izmedu viskozne polimerne
komponente i razrijedenog otapala (najéeS¢e octene kiseline). Na proces utjece
koncentracija, temperatura, aditivi te sami kalupi za otopine. Primijec¢eno je kako se uz
nizu temperaturu i viSe koncentracije povecava poroznost i dobivaju pravilnije
strukture usred bolje nukleacije i rasta kristala [15,17]. Prema podacima iz Tuzlakoglu i
sur. [15] veli¢ina pora nosaca pripremljenih liofilizacijom je izmedu 1 i 250 um, ovisno
0 uvjetima smrzavanja. Glavni problem metode je uklanjanje preostalog otapala $to
tro$i energiju i vrijeme. Tako pripremljeni nosaci Cesto sadrze topive CS-acetat soli
zbog kojih lako bubre i otapaju se u neutralnom mediju zbog ¢ega je potrebna temeljita
neutralizacija s NaOH te potom ispiranje destiliranom ili deioniziranom vodom kako bi
se postigao neutralni pH [15,17].

Slika 4. CS spuzva dobivena procesom liofilizacije (preuzeto iz [17]).
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2) Toplinski inducirano fazno razdvajanje uz geliranje i ekstrakciju

Vrlo sli¢na liofilizaciji, razvila se kao alternativa kako bi se uklonio problem zaostalog
otapala. U stranoj literaturi postupak je opisan pod terminom ,,freeze gelation“ (FG). U
procesu se koriste luznati uvjeti kako bi doslo do geliranja materijala. Pri tom medij
mora biti ispod tocke geliranja tj. neutralizacija se dogada ispod tocke ledista tretirane
otopine [15]. Neutralizacija i geliranje se dogadaju u jednom koraku pri ¢emu se koristi
NaOH/EtOH neutraliziraju¢i medij pri uvjetima shizene temperature tijekom 24 sata.
Nakon toga, nosaci se ispiru etanolom te suSe [18,19]. U istrazivanju T. Ikeda i sur..
[20] je primije¢eno kako povecanjem koncentracije CS zidovi pora su bili deblji, a
raspodjela homogenija. Takoder je primije¢eno da porastom koncentracije CS opada
poroznost.

Najcesce otapalo koje se koristi je octena (HAc) ili mravlja kiselina, ali poSto su obje
neugodna mirisa, radilo se na istrazivanju alternativnih opcija. Chen i sur. [13] su
ispitivali utjecaj glikolne, jabucne i askorbinske kiseline kao potencijalnih otapala i
njihov utjecaj na svojstva kitozana. Istrazivanje je pokazalo kako je glikolna Kiselina
najslicnija HAc. Viskoznost CS pri tome je najveca i bubrenje u vodenom mediju
pojacano. Kod askorbinske kiseline je uo¢eno povecanje ¢vrstoce membrana. Struktura
askorbinske kiseline se pri tom mijenja oksidiraju¢i hidroksilne u karbonilne skupine

koje reagiraju s amino skupinama CS-a pri ¢emu dolazi do umreZivanja strukture.

3.4 Najceséa primjena

3.4.1. Hrskavica

Jednom oStecena, hrskavica ima malu sposobnost da se sama obnovi zbog odsutnosti
krvnih zila i limfnog sustava [2,3,10,11,15,21]. Ciljane stanice koje grade hrskavicu zovu se
hondrociti, a isprobano je viSe vrsta u njenom inzenjerstvu. Za razliku od klasi¢nog
kirurskog pristupa, novije metode temelje se na lije¢enju stanicama koje su imobilizirane na
biomaterijalu. Pristup je slijedeci: izolirani se hondrociti nasade in vitro u biokompatibilni
stani¢ni okoli§ gdje se uzgajaju kako bi se mogli implantirati in vivo [11]. CS podupire
stvaranje specifiénih ECM proteina u ljudskim hondrocitima poput kolagena tipa Il koji daje

¢vrstocu, agrekana koji amortizira udarce i ostalih GAG-a. Pri tome se potice hondrogeneza,
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a hondrociti zadrzavaju karakteristicnu okruglu morfologiju stanica i imaju normalan

fenotip.

Slika 5. SEM mikrograf hondrocita vezanog za povrsinu kitozana (preuzeto iz [11]).

Pri poticanju hondrogeneze CS-nosaci su se takoder koristili kao sustavi za dostavu
faktora rasta, proteina, citokina ili odredenih gena koji pospjesuju proces. CS kompleksi
efektivnije 1 brze regeneriraju hrskavicu [3,10,11,15,21].

U jednom istrazivanju [21] usporedivani su kompleksi CS-alginat-hijaluronska
kiselina pripremljeni s ili bez RGD kovalentno vezanog proteina. Uzgojeni graftovi s
hondrocitima implantirani u hrskavice ze¢jih koljena pokazali su djelomi¢nu regeneraciju u
roku od mjesec dana. CS-alginat nosaci daju dobre rezultate i Cesto su KoriSteni zbog
sli¢nosti s GAG-ima poput hondroitin-6-sulfata i hijaluronske kiseline (HA) [10]. Moguca je
priprema CS-HA nosaca upotrebom mokrog predenja. Takvi nosa¢i mogu doprinijeti boljem
medusobnom prianjanju stanica i sintezi agrekana. Jo$ neki od kompleksa koji su u primjeni
ukljucuju CS-hondroitin-6-sulfat-dermatan sulfat kompleks, CS-kolagen tipa I1-hondroitin-
sulfat-TGF-$1 i CS-alginat-HA-RGD kompleks. Testirano na ze¢jim hondrocitama, potpuni
oporavak tkiva je primijecen nakon 6 mjeseci od implantacije materijala [15].

U lijeCenju osteoartritisa preporucena je metoda injektiranja gela u oSteceni zglob. CS
se pokazao kao mogu¢i kandidat. Pripremljena su CS-alginat zrnca u hidrogelu te injektirana
u zglobove zefeva nakon cega se primijetilo smanjenje upale i sprjeavanje dodatne
razgradnje hrskavice. Takoder se radilo i na stani¢nom pristupu transplantacije mati¢nih
stanica pomoc¢u nosaca. Stanice mezenhima su inkapsulirane u kompleks hondroitin sulfata i

CS pokazale su pozitivan utjecaj na diferencijaciju i regeneraciju hrskavice. lzmedu 14. i 28.
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dana od injektiranja primijeCen je porast koncentracije GAG-a i ukupnog kolagena. U
pripravi nestani¢nih nosaca prireden je CS-alginat na principu kontroliranog smrzavanja
slojeva kako bi se postigla struktura nosaca §to slicnija hrskavici. Orijentacija pora je
utjecala na kolagenska vlakna i1 njihovu raspodjelu po povrsini nosaca Sto bi potencijalno

moglo potaknuti hondrogenezu i poboljsati prokrvljenost okruzujuce kosti [22].

3.4.2. Kost

U odraslom ljudskom tijelu ima 206 kosti koje podupiru tijelo i sluze kao mjesto
vezivanja misiéa. Pohranjuju ione poput Ca?*, PO4* i drugih koji se koriste u metabolizmu i
proizvode krvne stanice u kostanoj srzi. Kad kost pukne, tijelo Salje citokine i faktore rasta
kako bi se potaknula infiltracija osteoprogenitorskih stanica na mjesto ozljede te zapocne
njihov rast i razmnozavanje. Iz njih se poslije razvijaju osteoblasti koji ¢e sluziti kao
gradevne stanice nove kosti. Dosadasnja metoda popravka kostiju primjenjivala je autologni
presadak (graft) i moze biti bolna, oStetiti zivce u procesu i sl. Stoga se usmjerilo na
alternativni pristup inzenjerstva kostanog tkiva (engl. bone tissue engineering, BTE)
[1,3,10,21]. Tri su glavna pristupa BTE-a:

1) pristup usmjeren na stani¢ni okolis;
2) pristup usmjeren na faktore rasta;

3) pristup usmjeren na stanice.

U 1) pristupu nosa¢ se implantira u oSteCenu kost i regeneracija ovisi o infiltraciji
osteoprogenitorskih stanica u pore nosaca tj. njihovoj sposobnosti da luce faktore rasta.
Prednost je Sto su takvi nosac¢i odmah spremni za upotrebu i prigodni su kao sustavi za
dostavu faktora rasta i matrica za transplantaciju, ali ih je teSko same koristiti zbog smanjene
osteokonduktivnosti — sposobnosti stvaranja kostanog tkiva.

Kada je pristup usmjeren na faktore rasta nosaci se najées¢e kombiniraju s BMP ili
TGF-p faktorima. GF se uvode kao potencijalno rjesenje za problem vaskularizacije. Glavni
problem takvih nosaca je odrzavanje visoke koncentracije GF i njihovo kontrolirano
otpustanje kako bi se postigla Zeljena osteokonduktivnost.

U stani¢nom pristupu 3) kombiniraju se stanice kosti izolirane iz donora sa stani¢nim

okolisem nosaca kako bi se dizajnirali nosaci za implantaciju kostanih presadaka (graftova)
[1,6,10].
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CS se u BTE moze koristiti sam ili u kombinaciji s drugim polimerima kao $to je
svila, kolagen, elastin i dr. te s kalcij-fosfatnom biokeramikom. CS poboljsava
osteokondukciju i regeneraciju kosti poticu¢i umnazanje osteoblasta i depoziciju minerala te
ima antimikrobna svojstva. Kostani ECM se sastoji od organske (kolagenske) i anorganske
faze koja sadrzi HAp. Osteokonduktivnost omogucuje angiogenezu — stvaranje novih krvnih
zila iz ve¢ postojecih i infiltraciju osteoprogenitorskih stanica [1,10,15,21]. U BTE-u, veli¢ina
zrna materijala jedan je od kritiénih parametara. Sto je veli¢ina manja, materijal pokazuje
bolje mogucénosti prianjanja stanica, njihove sposobnosti umnaZzanja i diferencijacije. Zbog
toga je sve CeSc¢a upotreba CS nanovlakana [6]. Idealna veli¢ina pora za BTE je izmedu 200 1
600 um [10]. lako je kitozanova fleksibilnost jedno od pozeljnih svojstava, takoder u BTE
moze predstavljati problem zbog nedovoljne mehanicke stabilnosti tj. cvrstoce. Zato se Cesto
koriste kompoziti CS i biokeramike. Pri tome se nastoji pronaci ravnotezni omjer CS i HAp-
a u kompozitu jer povecanjem udjela HAp-a smanjuje se sposobnost bubrenja nosaca, ali je
takoder 1 ¢vrs¢i i sporije se razgraduje. U primjeni su jos i CS-CH-CaCOs, CS-HAp ili
Caz(POs4)2, CS-HAp-A-TCP i fosforilirani CS biokeramicki nosaci za pobolj$anje mehanickih
svojstava [10,15,21]. Kalcijeva komponenta ubrzava regeneraciju jer su osteoblasti osjetljivi
na Ca®" koji je inade sadrzan u kostanoj ECM. CS-HAp pasta je koristena za regeneraciju
ostecene cjevanice. Nakon tjedan dana, kost se pocela regenerirati §to je trajalo narednih 20
tjedana, na temelju ¢ega se zakljucilo kako je pasta pogodan materijal za ispunu Kosti [21].

Druga znacajna primjena CS kompozita u BTE je vezana za njegovo djelovanje kao
sustava za dostavu tvari ili za modifikaciju strukture koja poboljSava prianjanje stanica i
regeneraciju. Radena su istrazivanja na bedrenim kostima zeceva s CS-brusit nosacem koji je
imao vezane VEGF i PDGF faktore rasta. Rezultati su pokazali kako se PDGF puno brze
otpustao nego VEGF. Na temelju histoloske i morfoloske analize zaklju€eno je da oba poticu
stvaranje Kkosti [3]. Zabiljezeno je kako su CS-TCP spuzve koristene kao sustavi za dostavu
GF-a, konkretnije PDGF [15]. JoS neki od koristenih sustava ukljuéuju CS-
nanoHAp/kolagen/PLA, CS-mikrocestice s govedim albuminskim serumom-BMP-2, CS-
PLGA-mikrocestice heparina, CS-kolagen-BMP-7-PDGF ili CS-kolagen-BMP-2-PDGF
[10,21]. RGD sekvenca je od najveceg znacaja u BTE-u. U jednom istrazivanju CS je
modificiran s RGDS (Arg-Gly-Asp-Ser) sekvencom. Rezultati su ukazali na vecu
biokompatibilnost CS nosaca za regeneraciju kosti [15]. Prema podacima iz Muzzarelli i sur.
[21], primjenom CS-RGD-HA kompleksa, nosa¢ je razgraden u roku od 5 tjedana s ili bez

aktivnosti lizozima.
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Jo§ neki od interesantnih sustava za spomenuti su CS-imidazol koji je kovalentno
vezan, a djeluje kao antioksidans poticu¢i mineralizaciju, $to ima pozitivni ucinak na
zarastanje kosti. Upotrebom vijaka od nehrdajuceg celika premazanih CS na koji su naneseni
antibiotici moguce je regenerirati zarazene i oStecene kosti pri cemu je CS pogodan zbog
antimikrobnih svojstava. Od kompozita s metalima pripravljen je titanij s premazom od CS-
silan-glutaraldehida koji djeluje kao promotor osteogeneze i vezanja osteoblasta. Vrijeme
razgradnje premaza bilo je 8 tjedana [21].

3.4.3. Koza

Gubitak koze ili neke od njenih funkcija prouzrokovan ozljedom, opeklinom ili
boles¢u je ucestali problem u svakodnevnom tretiranju ozljeda. Do sada, za popravak takvih
stanja su se koristili razli¢iti tipovi presadaka-graftova (ksenograft, alograft, autograft) ili
kozni nadomjesci [3]. Ksenogeni presadak (ksenograft) podrazumijeva donorski graft koji
potjeCe od druge vrste (zivotinjske), alogeni presadak (alograft) kada se tijelo donora i tijelo
primatelja razlikuju, a samopresadak (autograft) kada transplantirani dio potjece od donora te
se transplantira na neki drugi dio njegova tijela tj. on je ujedno i primatelj [1]. Medutim,
posto je problemati¢no naci odgovaraju¢eg donora i moze do¢i do brojnih imunoloskih
komplikacija, alternativna metoda je primjena inzenjerstva tkiva. Nosaci u inzenjerstvu tkiva
trebaju imati dobru raspodjelu mikro i makro pora. Mikropore su neophodne za
komunikaciju izmedu stanica dok stanice koriste makropore za rast i migraciju.

CS nosaci koriste se kao kozni nadomjesci jer su netoksi¢ni, uvaju ranu od vanjskih
utjecaja, imaju antibakterijska svojstva, a odrzavaju vlazan okoli§ s dovoljnom opskrbom
kisika za ubrzanu regeneraciju. Neki od primjera ukljucuju CS-nanokolagen tipa | sastavljen
od dva sloja. Gornji, orijentiran prema zraku sluzi za drenazu upijenih tvari dok donji upija
tvari iz rane pri tome odrzavajuci vlaznost. Ovakav nadomjestak poboljsava prianjanje
fibroblasta, a in vivo studije su pokazale da se moze upotrebljavati u medicinske svrhe jer
potice epitelizaciju [3,10].

CS-fukoidan kozni nadomjestak je koristen za tretiranje opeklina. Pokazao se korisnim
jer znaCajno ubrzava zatvaranje rana i obnavljanje koze. Liu i sur. [3] takoder navode
primjer CS-nanoTiO2 nosaca koji sluzi kao umjetna koza. Nosac¢ je testiran na zivotinjskom
uzorku te je pokazao brzu i bolju regeneraciju tkiva. Nedostatak CS je u mehanic¢kim
svojstvima 1 €injenici da se brzo razgraduje, pogotovo u kiselom mediju ili uz prisustvo

lizozima. To se nastoji pobolj$ati umrezivanjem s drugim materijalima. Jedno istrazivanje je
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opisalo proces pripreme CS-Zelatine metodom liofilizacije u kojoj su uzgojeni keratinociti i
fibroblasti in vitro kako bi stvorili zamjenu za koni dvosloj. Zelatina pri tome moZe
poboljsati hidrofilnost nosaca [3,10].

Jo§ neki od CS nosaCa koji su istrazivani uklju¢uju kombiniranje s alginatom,
kolagenom, hondroitin sulfatom, heparinom, derivatima dekstrana, bFGF (engl. basic
fibroblast growth factor) i dr. [3,10].

3.4.4 Zivci

Regeneracija Zivaca je dosta problemati¢no podrudje. Zivéani sustav se dijeli na
centralni (CNS) i periferni (PNS). CNS ukljucuje mozak i lednu mozdinu, a PNS ganglije i
ziv€ano tkivo van CNS-a. Posto su testni primjerci u laboratoriju miSevi, €iji su aksoni kraci
i manji nego ljudski, modeli ¢esto nisu pogodni. Dodatni problem predstavlja atrofija ciljanih
tkiva Sto otezava regeneraciju. Zato se testiranje in vivo mora obavljati na ve¢im zivotinjama
[6].

Pri inZenjerstvu zivaca, ciljane su Schwannove stanice koje pruzaju potporu i
doprinose stvaranju mijelinske ovojnice oko aksona. 3D nosac¢i koriSteni u regeneraciji
zivaca bi trebali poticati mijelinaciju 1 rast preko Schwannovih stanica pri ¢emu su cesto
koriStena nanovlakna. Stratton i sur. navode rezultate istrazivanja S CS hidrogelovima koji
sadrze neuroprogenitorske stanice CNS. Inovativnost eksperimenta je u tom da je to jedan od
rijetkih samo-zacjeljujucih hidrogelova i efektivan je za regeneraciju zivaca in vivo [6].

Za laminin je poznato kako pomazZe rast Zivaca in vivo. U jednom istrazivanju
pripremljene su CS cjevCice omotane peptidima laminina koje bi sluzile za usmjeravanje
regeneracije zivaca [21]. Trenutno se proizvode dodavanjem odredenih proteina koji
podrzavaju popravak Zivaca i regeneraciju podeSavanjem bioloskih svojstava. Faktor rasta
deriviran iz glija stanica (od kojih su glavne Schwannove) i laminin su uklopljeni s CS u
cjevcCice. Uz to je priredena 1 testna grupa sa samim CS. Rezultati su pokazali povecanje
regeneracije koriste¢i modificirani CS u odnosu na testnu grupu. Nakon 12 tjedana

primijecen je i povratak osjetilne funkcije kod modificiranog CS [21].
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4 PROCESI NA MOLEKULARNOJ RAZINI

Vecina termina spomenutih u prijasnjim poglavljima poput glikozaminoglikana, RGD
sekvence, integrina i izvanstanicne matrice pokusat ¢e biti detaljnije objasnjena u ovom
poglavlju kako bi se jasnije docarala slika i kompleksnost samog procesa koji se zbiva u
tkivima prilikom regeneracije. Od tvari koje sastavljaju stanice do specificnih molekula na
koje se kitozan veze, te utjecaj nekih pomocénih molekula poput fibronektina koje
omogucavaju bolju primjenu i uspjeh pri tim procesima.

Sve stanice luce specificnu ECM koja je zapravo skup molekula u odredenom mikro
okruZenju. Sastoji se od vode, kolagena, GAG i proteoglikana te sluzi kao rezervoar faktora
rasta [24,25]. Daje potporu i oblik tkivu i omoguc¢ava migraciju stanica in vivo dok in vitro
omogucava rast zivotinjskih stanica pri¢vrs¢enih na povrsinu. ECM igra ulogu u signalizaciji
stanica uz pomo¢ raznih povrSinskih faktora rasta i prianjaju¢ih molekula, pri ¢emu su glavni
receptori za raspoznavanje stanica integrini i proteoglikani [25].

Glikozaminogikani (GAG) su dugi nerazgranati polisaharidi koji sadrZe ponavljajucu
jedinicu disaharida. Ponavljaju¢a jedinica sadrzi N-acetilgalaktozamin (GalNAc) ili N-
acetilglukozamin (GIcNAc) i Se¢ernu uronsku kiselinu kao $to je glukuronska (GIcA) ili
iduronska (IdoA) kiselina. 1znimno su negativno nabijene molekule koje lako reagiraju s
polikationskim molekulama poput CS, a nalaze se na povrsini stanice ili ECM. Vrlo su
viskozni i otporni na tlak §to je razlog zasto se i prirodno nalaze u zglobovima kao lubrikanti,
a zbog rigidne strukture pruZaju potporu stanici 1 omogucavaju migraciju tvore¢i kanale
1izmedu stanica [26].

Od bioloske vaznosti su: hijaluronska kiselina (nekad nazivana i hijaluronan ili
hijaluronat), hondroitin sulfat, dermatan sulfat, heparin, heparan sulfat i keratan sulfat.
Kovalentno vezani s proteinima tvore proteoglikane poput agrekana, brevikana, dekstrana

itd., osim HA koja se ne veze, ali moze tvoriti nekovalentne komplekse s proteinima [26].
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Tablica 1. Prikaz glavnih funkcija bioloski vaznih GAG (modificirano iz [26]).

GAG Lokacija u tijelu Bioloska vaznost

o Prakticki sve stanice u tijelu
Sinovijalna tekué¢ina, umjetna o
N Lo . mogu je sintetizirati. Vazna u
Hijaluronska kiselina hrskavica, koza, ECM o o
. ) razvoju i organizaciji tkiva te
vezivnog tkiva L
transdukciji signala.

Najces¢i GAG, vezan s
proteinom stvarajuéi

proteoglikane poput agrekana i

Hondroitin sulfat Hrskavica, kosti, sr¢ani zalisci
brevikana. Znacajna
komponenta ECM-a. Manjak u
hrskavici uzrokuje osteoartritis.
Tvori brojne proteoglikane koji
Heparan sulfat Dijelovi povr§ine stanica se vezu na GF poput VEGF.

Djeluju kao antikoagulansi.

_ - Koristi se kao antikoagulans,
. Unutrasnjost arterija pluca, L ) L
Heparin o dok in vivo ima antibakterijski
jetre i koze

potencijal
Koza, krvne Zile, sréani zalisci, Ima funkciju u koagulaciji i
Dermatan sulfat _ , o
tetive, pluca zacjeljivanju rana.

Obicno povezivan s

Keratan sulfat RozZnica, kost, hrskavica proteoglikanima koje tvori

poput lumikana, keratokana itd.

Druga vazna komponenta su razli¢iti proteini koji sacinjavaju ECM, a za glavni protein
ECM-a se smatraju razlicite vrste kolagena od kojih primarno tip I, III, IV, V 1 GAG tip XL
Svi ti proteini zajedno su zasluZni za potporu i razne biokemijske funkcije poput vezanja za
druge ECM proteine, GF, signalne receptore i molekule $§to je regulirano specifiénim
domenama svakog proteina [8,25].

Dobar primjer je fibronektin kojeg proizvode, izmedu ostalih stanica, i fibroblasti. FN je
dimer koji se moze vezati na GAG poput kolagena i neke vrste proteoglikana. Jedna od
velikih funkcionalnih domena je FNIII koja sadrzi RGD sekvencu odgovornu za vezanje
integrina [8,25].

Kao §to je ve¢ spomenuto, prianjanje stanica na ECM dogada se interakcijama

transmembranskih proteina — integrina sa specifi¢nim slijedom aminokiselina poput RGD,
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IKVAYV (lle-Lys-Val-Ala-Val) sekvence ili proteinima koje ih sadrze kao $to su FN i laminin.
Male sekvence takvih proteina se imobiliziraju na biomaterijal — u ovom sluéaju CS §to
dovodi do poveéanja bioaktivnosti, boljeg prianjanja stanica i njihovog rasta i umnazanja. Pri
tome, najlaksa je metoda fizikalne adsorpcije zbog svoje reverzibilnosti i ¢injenice da proteini
zadrZzavaju svoju biolosku aktivnost, nasuprot kovalentnog vezanja koje je ireverzibilno, ali
imobilizacija je bolja i nosac je stabilniji. To je upravo nedostatak fizikalne adsorpcije —
postojanje opasnosti da se proteini lako desorbiraju s povrSine. Provedeno je jedno
komparativno istrazivanje na ljudskim dentalnim stanicama usporedujuc¢i CS-nosa¢ na koje je
vezana RGD sekvenca ili FN, §to je rezultiralo boljim vezanjem integrina na FN izolirane
RGD sekvence [27].

Integrini su transmembranski heterodimeri sastavljeni od 18« i 84 podjedinica koje se
mogu nekovalentno povezati u 24 kombinacije. VeZu se na razne ECM molekule pri ¢emu
raspoznaju RGD sekvencu 1 omogucuju brz odgovor na procese na povrsini stanice kao §to je
npr. signalizacija trombocitima. Karakteristicnog su oblika s ,,glavom* koja veze ligande I
citoplazmatskim ,,repovima‘. Ovisno koji protein integrin veze, takvi ¢e biti i specifi¢ni
signali tj. odziv stanice. Iz toga proizlazi svojstvo da utje¢u na molekulski sastav i svojstva
ECM-a i odasilju sukladne mehanicke i kemijske signale. To u koordinaciji s aktinskim
citoskeletom stanice koja se veze odreduje koji tip integrina ¢e biti koriSten u procesu. RGD
sluzi kao mjesto vezanja a i f podjedinice, dok aminokiseline koje ju okruzuju odreduju
specificnost vezanja koje se dogada na kationskim mjestima, pri ¢emu je proces ovisan 0O
divalentnim Mg?*, Ca?* ili Mn?* ionima [8,25].

Posto integrini sami po sebi nisu kataliticki aktivni, za prevodenje u aktivnu konformaciju
koriste se enzimski kompleksi u citoplazmi. Kada su neaktivni tj. savinuti i disulfidno vezani,
integrini se ne mogu vezati ni za ECM ni za druge receptore (Sto je bitno za kruZenje stanica
kao $to su limfociti). Kako bi integrin preSao u aktivnu — ispruzenu konformaciju, treba
pomo¢ talina ¢iji amino Kraj reagira s ,,repovima“ integrina f podjedinice u citoplazmi, dok se
C-kraj veze na aktinski citoskelet tj. mikrofibrile [8,25]. Kako kitozan sam po sebi nema

RGD sekvencu, modificira ga se s FN kako bi ostvario bolje vezanje sa stanicama.
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Slika 6. Prikaz integrina u neaktivnoj i aktivnoj konformaciji [8].

Brojna istrazivanja provedena su na temu adsorpcije FN na kitozanski nosa¢ i stani¢nog
odgovora. Amaral i sur. [28] proveli su istrazivanje o adsorpciji FN na CS nosac sa 85% i
96% deacetiliranosti na koje su nasadene stanice endotelija. Vezanje proteina je praceno
obiljezavanjem radioaktivnim izotopima. Adsorpcija je pracena u periodu od 12 sati i
primijeéeno je da najveca koncentracija FN je adsorbirana u prva 3 sata nakon Cega se proces
znacajno usporio. Takoder, na 85% deacetiliranog CS nosaca bilo je adsorbirano manje FN
§to je pokazalo slabiju adheziju stanica. FN poti¢e vezanje na asfi i ayfs integrine. U
dodatnom istrazivanju [9], 96%  deacetilirani CS-nosa¢ pokazao je dvostruko bolju
sposobnost adsorpcije i zadrzavanja adsorbiranog FN. Treba napomenuti kako, jednom kada
se nosac izlozio u kulturu stanica, doslo je do desorpcije dijela FN zbog kompeticije s drugim
prisutnim proteinima. Nosa¢ 2 (SD=96%) je otporniji na enzimsku razgradnju §to je
uzrokovalo blagu upalu, dok se nosa¢ 1 (SD=85%) brze razgradio, ali je okupirao vise
imunoloskih stanica za zbrinjavanje upale. Amaral i sur. [14] su takoder radili na FN-CS
imobilizaciji nosaca rekombinantnim fragmentom ljudskog fibronektina rhFNIIl7.10. Nastojalo

se razviti porozne CS-nosace u obliku cjev¢ica za primjenu kod ozljeda ledne mozdine. Nosa¢
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sa SD od 96% se pokazao boljim u adsorpciji rekombinantnog FN i imao je vise domena za

vezanje stanica $to tumaci hipoteza da ima manji udio slobodnih amino grupa.
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5 EKSPERIMENTALNI DIO

5.1 Materijali

Za pripravu kitozanskih nosaca koristeni su:

¢ Kitozan velike molekulske mase (HC), M; = 310 000 — 375 000 (Sigma-
Aldrich, SAD), SD > 75%;

¢ Kitozan srednje molekulske mase (MC), M, = 190 000 — 210 000 (Sigma-
Aldrich, SAD), SD > 75%;

¢ Octena kiselina, CH3COOH p.a, > 99,8% (Sigma-Aldrich, SAD);

¢ Natrijev hidroksid u zrncima, NaOH p.a, M;=40,00 (Gram-Mol, Hrvatska);

¢ Etanol, C2HsOH p.a, 96% (Kefo, Slovenija);

¢ Destilirana voda.

5.2 Priprava poroznih struktura

Pripremljene su 1,2%-tne otopine kitozana velike (HC) i srednje (MC) molekulske mase
u 0,5%-tnoj octenoj kiselini (HAc). Otopina se mijesala 3 dana na magnetskoj mijesalici pri
sobnoj temperaturi te se potom filtrirala. Porozne strukture dobivene su pomocu dvije

metode priprave (slika 7).

5.2.1 Liofilizacija

HC i MC otopine stavljene su u mikrotitarske plocice S 24 bunar¢i¢a i opterecene
staklom oblozenim aluminijskom folijom te smrznute. Nakon smrzavanja od 24 sata na
temperaturi od -30 °C, plocice su prebacene u liofilizator na 2 dana sublimacije pri ¢emu se
dobivaju CS-Ac spuzvice. Suhi uzorci su potom neutralizirani 0,5 M otopinom NaOH 24 sata
pri sobnoj temperaturi. Nakon neutralizacije, slijedi visekratno ispiranje destiliranom vodom
do neutralnog pH. Tako isprani uzorci su podvrgnuti novom tretmanu liofilizacije kako bi se

dobile potpuno suhe spuzve.
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5.2.2 Toplinski inducirano fazno razdvajanje uz geliranje i ekstrakciju

Otopine HC i MC pripremljene prema poglavlju 5.2 ulivene su u aluminijske kalupe te

optere¢ene staklom. Nakon 24 h smrzavanja pri temperaturi od -30 °C, uzorci su uronjeni U

neutraliziraju¢i medij 1 mol/dm® NaOH i EtOH u volumnom omjeru 1:1 na 24 h pri

temperaturi od -30 °C. Potom, gelirane strukture su uronjene u EtOH na 24 sata pri istoj

temperaturi. Kona¢no, uzorci su uronjeni u EtOH pri sobnoj temperaturi preko noci te

ostavljeni da se suse pri atmosferskim uvjetima.

Kitozan

smrzavanje,

Liofilizacija .
1d,-30°C

Freeze smrzavanje,
gelation 1d, -30°C

liofilizacija,
2d

liofilizacija,
2d

CS spuive

1mM NaOH : EtOH
V=11
1d, -30°C

s
membrane

Slika 7. Dijagram toka priprave kitozanskih nosaca
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5.3 Karakterizacija
5.3.1 Pretrazna elektronska mikroskopija

Uzorci su karakterizirani pretraznim elektronskim mikroskopom (engl. scanning
electron microscope — SEM) TESCAN Vega3SEM Easyprobe pri energiji elektronskog
snopa od 10 keV. Neposredno prije snimanja uzorci su napareni zlatom i paladijem u trajanju
od 120 sekundi.
5.3.2 Bubrenje

Bubrenje kitozanskih poroznih struktura ispitano je u vodenom mediju tijekom 24 sata

pri temperaturi od 37 °C. Stupanj bubrenja (SB) odreden je gravimetrijski na temelju razlika

mase suhog i mokrog uzorka, izra¢unat prema sljede¢oj formuli:

m(mokri)—m(suhi)

SB = (1)

m(suhi)

5.4 Statisticka obrada

Rezultati eksperimentalnih mjerenja izrazeni su kao srednja vrijednost + standardno
odstupanje. Provedena je jednosmjerna analiza varijance (ANOVA) dviju grupa uzoraka uz

kriterij za zna¢ajnu razliku p < 0.05.

26



6 REZULTATI | RASPRAVA

6.1 Mikrostruktura poroznih nosaca

Mikrostrukture poroznih nosafa pripremljene prema metodama opisanima u
poglavljima 5.2.1 i 5.2.2, karakterizirane pretraznim elektronskim mikroskopom prikazane su
slikama 8 — 10.

MC i HC spuzve pripremljene metodom liofilizacije pokazuju dva razli¢ita tipa
struktura kojima su dodijeljeni brojevi | (homogena struktura) i 11 (nehomogena struktura). Do
razlike u strukturi najvjerojatnije je doslo zbog razli¢itih uvjeta nukleacije kristala otapala
(leda) na povrsini nosaca i kalupa [29]. 1z danih mikrografa (slika 9 i 10), kod spuzvi tipa
MC-1 i HC-I uocava se visoko porozna struktura, s medusobno povezanim porama kroz cijeli
volumen uzorka. Homogenije su u odnosu na tip Il kod kojeg je struktura listasta i
nehomogenija zbog razli¢itih smjerova rasta leda tijekom procesa smrzavanja. Ne uocava se
znacajnija razlika izmedu HC i MC struktura u odnosu na molekulsku masu. Vizualno

procijenjena veli¢ina pora nosaca pripremljenih liofilizacijom prikazana je u tablici 2:

Tablica 2. Velicina pora nosaca pripremljenih liofilizacijom.

Tip nosaca Veli¢ina pora /pm
MC-I 150-300
MC-I11 100-225
HC-I 100-350
HC-11 150-250

Prema literaturi, optimalna veli¢ina pora odgovaraju¢a za uzgoj stanica u inZenjerstvu
kostanog tkiva iznosi 200-600 um [10], hrskavice 200-400 um [32], a za inZenjerstvo koznog
regeneracije se odreduje Zeljena veli¢ina: za aksone su primjereniji nosaci 200-750 um ili ¢ak
par milimetara, dok za same neurone oko 100 um [32]. Pore nosaca bi trebale biti dovoljno
velike omogucavaju¢i neometan dotok hranjivih tvari, a dovoljno male kako bi se sprijecila
migracija stanica. S druge strane, povoljan omjer veli¢ine samih stanica i pora nosaca

osigurava da stanice mogu lako prelaziti s nosaca na osteceno tkivo [32].
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Slika 8. SEM mikrograf MC kitozanskih poroznih nosaca strukture I (gornji red) i Il (donji

red) pripremljenih liofilizacijom pri razlicitom uveéanju.
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Slika 9. SEM mikrograf HC kitozanskih poroznih nosaca strukture I (gornji red) i II (donji

red) pripremljenih liofilizacijom pri razlicitom uveéanju.

Prema danim mikrografima (slika 10) MC i HC povrSina membrana pripremljenih
,freeze gelation® metodom prekrivena je tankim filmom, iako su pore vidljive golim okom na
svjetlosti (slika 11). Zrnca primije¢ena u strukturi potencijalno poti¢u od zaostalog NaOH
nakon neutralizacije ili se uzorak mrvio pri rukovanju. HC membrane izgledom su sliécne MC
uz nesto izraZenije nabore §to ukazuje da su slojevi nastali faznom separacijom. Usporedujuci
poroznost nosaca pripremljenih dvjema razli¢itim metodama, spuzve imaju znacajno

izraZeniju poroznu strukturu.
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Slika 10. SEM mikrograf MC (gornji red) i HC (donji red) kitozanskih poroznih nosaca

pripremljenih ,, freeze gelation* metodom pri razlicitom uvecanju.

Slika 11. MC i HC porozne membrane.

Povecanje poroznosti utjecat ¢e na bolje vezanje stanica za nosac¢, dovod kisika te
odvodenje metabolita i produkata razgradnje [1,20]. Medutim, povecanjem poroznosti

takoder dolazi i do smanjenja mehanicke stabilnosti pa treba voditi ra¢una o primjeni [6].
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6.2 Bubrenje

Rezultati bubrenja podijeljeni su prema metodama priprave poroznih struktura (FG i
FD). Za freeze-gelation metodu, usporedivane su strukture membrana visoke (HC) i srednje
(MC) molekulske mase, dok je bubrenje struktura dobivenih liofilizacijom ispitivano na

podskupinama MC i HC kitozana (slika 12).

FG I * FD
40 40 - 1 _—
T
I

g 30 s 30 T 1
5 5 1 T
< 2 1
.';. 20 . '2. 20
0 b

104 104

0 0

MC HC MC-l MC-lI HC-I HC-II

Slika 12. Prikaz stupnja bubrenja poroznih struktura pripremljenih FG i FD metodom.

Membrane dobivene FG metodom ukazuju na zna¢ajnu razliku bubrenja s obzirom na
molekulsku masu, odnosno HC membrana pokazuje dvostruko vecu sposobnost apsorpcije
vode u odnosu na MC. Bubrenje kitozana ovisi o nekoliko ¢imbenika kao $to su hidrofilnost,
temperatura, pH, ionska jakost i priroda medija za bubrenje, stupanj deacetilacije i molekulska
masa [30]. Osim karakteristika samog kitozana i medija, bubrenje takoder ovisi i 0 samoj
mikrostrukturi, poroznosti, veli¢ini 1 raspodjeli veli¢ina pora te homogenosti uzorka. S
obzirom na isti stupanj deacetilacije MC 1 HC kitozana, bubrenje ¢e ovisiti o molekulskoj
masi te mikrostrukturi membrane. Prema literaturi [31], kitozanske tablete visoke molekulske
mase pokazuju vecu sposobnost bubrenja u odnosu na nisku. Ovakva pojava moze biti
posljedica lakse difuzije vode kroz krace kitozanske lance i samim time narusavati stabilnost
strukture. Medutim, prema vizualnoj analizi strukture (slika 11), HC membrana posjeduje
vlaknastu strukturu u odnosu na MC §to moze dodatno utjecati na povecanje apsorpcije vode.
Ovakva struktura osigurava veéi prostor za otapalo te mogucu veéu stabilnost nabubrene

membrane.
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Ispitivanje bubrenja poroznih struktura dobivenih FD metodom pokazalo je da MC |
podskupina uzoraka ukazuje na blago povecanje sposobnosti bubrenja u odnosu na HC I
podskupinu. Ovakvo ponasanje bi se moglo pripisati veli¢ini pora nosaca. Prema slikama 8 19
vidljivo je da MC-I ima vece pore u odnosu na HC-I §to moze utjecati na apsorpciju vece
koli¢ine otapala tijekom inkubacije. S druge strane, obje podskupine Il (MC i HC) pokazale

su 20 — 30% nizi kapacitet bubrenja $to moze biti posljedica nehomogene strukture.

32



7 ZAKLJUCAK

Pripremljeni su kitozanski porozni nosaci visoke (HC) i srednje (MC) molekulske mase
metodama liofilizacije (FD) i toplinski induciranog faznog razdvajanja uz geliranje i
ekstrakciju (FG).

e Moze se pretpostaviti da su nosaci pripremljeni FD metodom prikladniji za
vezanje stanica ili proteina poput fibronektina (FN). Veca poroznost mogla bi
osigurati bolju infiltraciju i umnaZanje stanica kao i vecu aktivnu povrsinu.

e Veci stupanj bubrenja omogucava bolju infiltraciju stanica te zadrzavanje tekucine
Sto moze ubrzati regeneraciju tkiva.

e Podskupina I je homogenije, visoko porozne strukture sto osigurava veci kapacitet
bubrenja.

e Povecana poroznost moze dovesti do smanjenja Cvrstoce pa je u daljnjim

istrazivanjima moguce ispitati otpornost na deformaciju.

Prilikom priprave ovakvih uzoraka potrebno je prona¢i balans izmedu fizickih,
mehani¢kih i bioloskih svojstava. Faktori na koje pri tom treba misliti su stupanj deacetilacije,
molekulska masa, hidrofilnost i sposobnost bubrenja, mikrostruktura (definirana poroznoscu,
veli¢inom 1 oblikom pora kao 1 njihovom medusobnom povezano$¢u), mehanicka izdrzljivost
(koja je u direktnoj ovisnosti s poroznosc¢u) te biokompatibilnost s ciljanim tkivom. Svi ti
¢imbenici u konacnici ¢e odrediti koliko je neki nosa¢ prikladan za regeneraciju odredenog

tkiva.
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8 SIMBOLI KORISTENI U RADU

Ac
bFGF
BMP
BTE
CH
CNS
CS
ECM
EtOH
FD
FG
FN
GAG
GF
GalNAc
GInAc
HA
HAC
HAp
HC
IKVAV
LBL
MC
PCL
PDGF
PEG
PGA
PLA
PLGA
PNS
PU

acetat, CH3COO"

engl. basic fibroblast growth factor

engl. bone morphogenic factor

inzenjerstvo kosStanog tkiva (engl. bone tissue engineering)
hitin (engl. chitin)

centralni zivéani sustav

kitozan (engl. chitosan)

izvanstani¢na matrica (engl. extracellular matrix)
etanol

liofilizacija

toplinski inducirano fazno razdvajanje uz geliranje i ekstrakciju
fibronektin

glikozaminoglikani

faktori rasta

N-acetilgalaktozamin

N-acetilglukozamin

hijaluronska kiselina

octena kiselina

hidroksiapatit

kitozan velike molekulske mase
lle-Lys-Val-Ala-Val

engl. layer by layer

kitozan srednje molekulske mase

polikaprolakton

engl. platelet-derived growth factor
poli(etilen-glikol)

poli(glikolna kiselina)

poli(mlijecna Kiselina), polilaktid

poli(lakton- ko-glikolna kiselina)

periferni Ziv€ani sustav

poliuretan
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PVAL

RGD

RGDS

SD

SEM
microscopy)
TCP
TGF-B1
VEGF

poli(vinil-alkohol)
arginin-glicin-aspartat
arginin-glicin-aspartat-serin

stupanj deacetilacije

pretrazna  elektronska mikroskopija  (engl.

trikalcij fosfat
engl. transforming growth factor

engl. vascular endothelial growth factor

scanning

electron
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ZIVOTOPIS
I -2 viSila V. gimnaziju u sklopu svog

srednjoSkolskog obrazovanja. Iste godine, 2015. upisujem studij Primijenjena kemija na
Fakultetu kemijskog inzenjerstva i tehnologije u Zagrebu. Stru¢nu praksu tijekom studiranja
odradujem na Institutu Ruder Boskovi¢, u laboratoriju za biomimeticku kemiju na Zavodu za

organsku kemiju i biokemiju.
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