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SAZETAK

Kitozan je linacaran, semikristali¢ni polisaharid sastavljen od jedinica N-acetil D-
glukozamina i D-glukozamina. Moze se lako dobiti djelomi¢nom deacetilacijom prirodnog
polimera hitina. Zahvaljuju¢i amino skupinama D-glukozamina, kitozan je moguce
protonirati, ¢cime postaje polikation, $to je jedan od uzroka jedinstvenim svojstvima kitozana
kao biopolimera, kao §to su topljivost u vodi, antibakterijska svojstva, biorazgradnja bez
toksi¢nih otpada i biokompatibilnost. Kitozan je jedini poznati pozitivno nabijeni polisaharid.
Zahvaljujuéi svojoj strukturi i kemijskom sastavu, kitozan moze stvarati 3-D predloske, u
obliku hidorgelova i spuzvi, koji mogu zamjeniti oSte¢eno tkivo ili organ, te omogucavaju

spajanje sa okolnim stanicama tkiva i proliferaciju.

Razvijena su tri tipa hidrogela reverzibilnim i ireverzibilnim geliranjem. Kitozan moze
biti fizicki vezan, koordiniran sa metalnim ionima ili nepovratno/kemijski povezan sa

hidrogelom.

Spuzve od kitozana se koriste kao materijal za ljeCenje rana, jer mogu upiti izlu€evine
rana, te tako pomazu zacjeljenju. Ove spuzve se proizvode liofilizacijom, jednostavnim
ucikovitim procesom smrzavanja otopine kitozana nakon ¢ega sljedi isparavanje otapala pri

snizenom tlaku.

U slucajevima kad nije pogodno koristiti 3-D predlozak korise se 2-D predlosci: tanki

filmovi i porozne membrane od nanovlakana.

Razvijene su dvije metode dizajniranja viSeslojnih filmova kitozana: Langmuir-
Blodget, u kojoj se ¢vrsta potpora uranja u vodu prekrivenu slojem polimera, i depozicija
sloj po sloj, temeljena na izmjenjenoj adsorpciji nabijenog materijala ili nosioca

funkcionalnih grupa u vodenom mediju.

Za proizvodnju nanovlakana iz kitozana koristi se metoda ,,elektrospininga®, u kojoj se
otopina polimera injektira na plocu kroz sloj elektri¢nog polja visoke voltaZe, pod ¢ijim se

utjecajem formiraju vlakna.

Kljuéne rijeci: kitozan, hitin, biomaterijali, hidrogel, spuzve, tanki slojevi, nanovlakna



ABSTRACT

Chitosan is linear, semi-crystalline polysaccharide composed of N-acetyl D-glucosamine
and D-glucosamine units. It can be easily derived from partial deacetylation of natural
polymer chitin. Thanks to the amino groups of D-glucosamine, chitosan can be protonated and
turned into polycation, which is one of sources of unique properties of chitosan as
biopolymer, like aqueous solubility, antibacterial properties, biodegradability with non-toxic
residues and biocompatibility. Chitosan is only known positively charged polysaccharide.

Thanks to the strucure and chemical components, chitosan can form 3-D scaffolds, in form
of hydrogels and sponges, which can replace damadged tissue or organ, and allows interaction

with surrounding tissue cells and proliferation.

Three types of hydrogels have been developed, presenting either reversilbe or irreversible
gelation. Chitosan can be physically associated, coordinated with metal ions or irreversibly/

chemically cross- linked into hydrogels.

Chitosan sponges are used as wound healing materials, as they can soak up the wound
exudated, while helping the tissue regeneration. These sponges are mainly obtained by
lyophilization, a simple efficient process consisting in freezing a solution of chitosan followed

by sublimation of solvent under reduced pressure.

In some cases when it is not suitable to use 3-D scaffolds, 2-D scaffolds are used: thin

films and porous nanofiber membranes.

Two methods to design chitosan thin films are developed: Langmuir-Blodgett, in which a
solid support is immersed in aqueous phase covered in polymer monolayer, and the layer-by-
layer deposition technique, based on the lternated adsorption of materials bearing charged or

functional groups in aquous medium.

For chitosan nanofiber production elecrospinning method is used, in which polymer

solution in injected onto a plate through high-voltage electric field, which formes fibers.

Key words: chitosan, chitin, biomaterials, hydrogel, sponges, thin films, nanofibers
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1. Uvod

Inzenjerstvo tkiva je interdisciplinarno podrucje u kojem se kombiniraju polja stani¢ne
i genske terapije sa znanosti i inzenjerstvom materijala, a s ciljem obnavljanja, zamjene
ili poboljsanja funkcije tkiva. Istrazivanja na podru¢ju inzenjerstva tkiva se svode na
kombinaciju tri temeljna ¢imbenika, tkz. ,triada“ inzenjerstva tkiva: stanice, predlosci i
signali. Predlozak daje 3D potporu strukturi koja oponasa prirodnu ekstrastani¢nu
matricu za rast i Sirenje stanica. Signali mogu biti fizikalni, u obliku bioreaktora ili
biokemijski, koji obuhvacaju dodavanje faktora rasta, gene ili RNAI. Svrha signala je
poboljsanje obnove stanica, privlacenje engogenske stanice na mjesto in vivo i podrska

vaskularizaciji i integraciji predloska s domacinskim tkivom.

Scaffold

*Pereus scaffeld
* Hydrogsl
* Microparticies/nancparticles

Tissue
Engineering Triad

Signals i Cells

*Genes
* Proteins
* Biomechanical

*Stem cells

Slika 1. Shematski prikaz triade inZenjerstva tkiva®

Idealni predlozak dopusta spajanje stanica, proliferaciju, diferencijaciju i depoziciju
ekstrastani¢ne matrice. Mora dopustiti neovaskularizaciju tako da kisik s nutrientima moze
doprijeti u sve dijelove predloska i olaksati uklanjane toksina odnosno produkata
razgradnje. Ugradeni predlozak bi trebao aktivirati unutarnje mehanizme obnavljanja i
trebao bi se razgraditi proporcionalno s brzinom rasta novog tkiva bez proizvodnje

toksi¢nih nusproizvoda. Predlosci se obi¢no rade od prirodnih ili sintetskih polimera,



keramike ili njihovih kompozita. Glavna ograni¢enja prirodnih polimera su slaba
mehanicka svojstva i nepredvidiva brzina razgradnje. Nasuprot tomu, sintetski polimeri
mogu biti dizajnirani tako da se razgraduju kontroliranom brzinom i pokazuju mehanicku
stabilnost slicnu kostima, medutim, mogu izazvati imunolosku reakciju budué¢i su

nusprodukti raspada kiselog karaktera §to moze dovesti do upalnih procesa u organizmu.*



2. Kitozan

Kitozan je linacaran, semikristali¢ni polisaharid sastavljen od jedinica 2-acetamido-2-
deoksi-p-D-glukana (N-acetil D-glukozamin) i 2-amino-2-deoksi-p-D-glukana (D-
glukozamin). Struktura polimera je prikazana na slici 2. Kao takav, kitozan nije rasiren u
prirodi, ali se moze lako dobiti djelomi¢nom deacetilacijom prirodnog polimera hitina
(slika 3). Hitin je polisaharid sastavljen od 2-acetamido-2-deoksi-B-D-glukoze. Najéesée
se nalazi u egzoskeletonu rakova, Skampi i jastoga. Hitin je kemijski inertan 1 nije topiv u
vodi i organskim otapalima.® U industriji su dva glavna izvora hitina: rakovi i gljivi¢ne

micele.?

HO

Slika 2.Kemijska struktura kitozana®
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Slika 3. Kemijska struktura hitina®
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Stupanj deacetilacije (DD — deacetylation degree) kitozana, koji indicira broj amino
skupina u lancu, se ra¢una kao omjer D-glkozamina prema sumi D-glukozamina i N-acetil
D-glukozamina. Da bi se nazvao ,kitozan®, deacetilirani hitin treba sadrzavati barem 60 %
ostataka D-glukozamina (§to odgovara stupnju deacetilacije od 60%).”® Deacetilacija
hitina se provodi kemijskom hidrolizom uz izrazito alkalne uvjete ili se provodi enzimskom

hidrolizom u prisutnosti odredenih enzima.?

Tokom proizvodnje kitozana tesko je predvidjeti njegove karakterisitke. Zato danasnji
pristup u proizvodnji kitozana preferira analizu sadrzaja i svojstava konacnog produkta,
umjesto ciljanog pretpostavljanja karakterisitika produkta preddefiniranjem parametara
procesa proizvodnje. Kako kitozan potjeCe iz prirodnog polimera, on moze biti
kontaminiran organskim i anorganskim necisto¢ama, i moze ima Siroku polidisperznost,
zbog Cega se Cesto karakterizira prema viskoznosti, a ne prema raspodjeli molarnih masa.

Kitozan je slabo topljiv, izuzev kiselih medija, §to analizu &ini te§ko izvodivom. #**

2.1.  Odnos strukture i svojstava

Prisutnost amino skupina u strukturi kitozana (slika 2.) razlikuje kitozan od hitina, i
daje ovom polimeru jedinstvena svojstva. Amino skupine D-glukozamina omogucavaju
topljivost u kiselim vodenim otopinama. Topivost je ovisna o pH otopine (pH <6), sto
omogucava Siroku primj enu.’ Nasuprot tomu, prakti¢na primjena hitina je ograni¢ena zbog

izrazito slabe topljivosti.?

Zahvaljujué¢i amino skupinama, kitozan tvori razne vrste kompleksa s metalnim ionima,

1 Cesto se koristi za tretiranje otpadnih voda.?

Kitozan s protoniranim amino skupinama postaje polikation koji moze tvoriti ionske
komplekse sa Sirokim rasponom prirodnih i sintetskih anionskih vrsta, kao $to su lipidi,
proteini, DNA, kao i s nekim negativno nabijenim sintetskim polimerima poput poli(akrilne
kiseline).® Kitozan je jedini poznati pozitivno nabijeni polisaharid koji se javlja u prirodi.
Kao polielektrolit, kitozan se moZe koristiti za pripravu visSeslojnih filmova, koristeci

tehniku depozicije sloj po sloj.*



Amino 1 alkoholne skupine na lanacu kitozana omogucuju ovom polisaharidu da tvori
stabilne kovalentne veze s drugim vrstama. Eterifikacija i esterifikacija se mogu odvijati na
alkoholnim skupinama, dok amino skupine D-glukozamina mogu reagirati s aldehidima.

Kitozan pokazuje i druga intrinzi¢na svojstva, kao $to su antibakterijska, antifugalna i
hemostaska svojstva, biorazgradivost uz stvaranje ne-toksi¢nog otpada, kao i

biokompatibilnost, §to ga &ini izvrsnim kandidatom za biomedicinsku primjenu.?®*

2.2.  Svojstva kitozana kao biomaterijala

Kao $to je prije spomenuto, kitozan posjeduje izvrsna svojstva koja ga svrstavaju u

jedinstveni materijal za biomedicinsku primjenu.?

Prisutnost amino skupina D-glukozamina koje se mogu protonirati objasnjavaju vec¢inu
svojstava kitozana. Hemostatska aktvnost kitozana je povezana sa prisutno$¢u pozitivnog
naboja na lancu kitozana. Kako su membrane krvnih stanica negativno nabijene, dolazi do

interakcije sa pozitivno nabijenim kitozanom.?

Antimikrobialna svojstva kitozana su posljedica dvaju moguc¢ih mehanizama. U prvom
mehanizmu pozitivno nabijeni kitozan djeluje na negativno nabijene skupine na povrSini
stanica 1 mijenja permeabilnost. To sprjeCava ulazak klju¢nih materijala u stanicu i
uzrokuje curenje temeljnih otopljenih tvari iz stanice. Drugi mehanizam ukljucuje vezanje

kitozana na DNA stanice, to vodi do inhibicije sinteze mikrobialne RNA.*

Polikationska struktura kitozana objasnjava njegova analgetska svojstva. Amino
skupine se mogu protonirati u prisustvu protonskih iona koji se oslobadaju u upaljenom

podrugju, $to rezultira analgetskim efektom.?

Da bi se objasnila biorazgradivost kitozana, treba imati na umu da kitozan nije samo
polimer sa amino skupinama, nego i polisaharid, koji sadrzi raskidive glukozne veze.
Kitozan se moze razgraditi in vivo djelovanjem nekoliko proteaza, i uglavnom
lizozimima.’? Biorazgradnja kitozana vodi do formiranja netoksi¢nih oligosaharida

razli¢itth duljina. Oligosaharidi mogu biti ukljueni u meabolizam ili se mogu dalje



izlucivati. Brzina degradacije kitozana je uglavnom povezana stupnjem deacetilacije, ali

takoder i raspodjelom produkta N-acetil D-glukozamina i molekulskom masom kitozana.*®

Veza izmedu biorazgradivosti Kitozana i stupnja deacetilacije ogleda se preko njegove
kristali¢nosti. Kitozan je semikristalican polimer; kristalnost je maksimalna (100%) za
stupanj deacetilacije 0%. Kristali¢nost je obrnuto proporcionalna kinetici biorazgradnje,
medutim kada stupanj deacetilacije padne ispod 60%, njegova kristalicnost se pocinje
smanjivati, Sto rezultira povecanjem brzine biorazgradnje. Raspodjela acetilnih produkata,
uz kitozan, takoder djeluje na kristalicnost, te time i na biorazgradnju. Moze se pretpostaviti
da se kra¢i lanci kitozana brze razgraduju u oligosaharide nego kitozan s vecom

molekulskom masom.?

Ako se uzmu u obzir sva navedena svojstva, ne izneneduje to Sto se kitozan primjenuje

u biomedicini i farmaciji, kao implatatni materijal za kosti i umjetnu kozu.?

Kompatibilnost kitozana s fizioloskim medijem ovisi o metodi priprave ( otpadni
proteini mogu uzrokovati alergijske reakcije) i o stupnju deacetilacije. Biokompatibilnost
raste s rastom stupnja deacetilacije. S povecanjem pozitivnog naboja na kitozanu raste i

. .. . . v . , . . v, 14
interakcija kitozana sa stanicama, $to rezultira veCom biokompatibilnosc¢u.

Neke kemijske modifikacije na strukturi kitozana mogu inducirati toksi¢nost.™?



3. 3-D Predlosci na bazi kitozana

Prilikom proizvodnje predlozaka za implantaciju, posebna pozornost se treba obratiti na
kompatibilnost, mehani¢ka svojstva, morfologiju predlozaka i poroznost, kao i na
zacjeljenje i1 kapacitet zamjene tkiva. Glavni zahtjevi na predloske u inZenjerstvu tkiva su
da predlozak ne bi smio inducirati akutnu ili kroni¢nu reakciju. Trebao bi biti biorazgradiv
tako da zdravo novo tkivo moze zamjeniti biomaterijal, te da posjeduje povrsSinska svojstva
koja omogucavaju interakciju sa stanicama, njihovu difeencijaciju i proliferaciju. Takoder
je nuzno ima pogodna mehanicka svojstva koja odgovaraju oSte¢enom tkivu, i kona¢no

.. , . . . .. 2
mora biti omoguéena proizvodnja u raznim oblicima.*”

Zbog navedenih svojstava kitozana, on je pogodan za proizvodnju takvih biomaterijala,
koji bi mogli zamjeniti oSteceno tkivo ili organ, i omoguéiti spajanje sa stanicama i
proliferaciju, ukoliko se moze proizvesti 3-D predlozak. Razvijene su razne metode za
oblikovanje hidrogelova kitozana u pjene (ili spuzve) kao 3-D predloSci prigodni za

inZenjerstvo tkiva.>>

3.1. Hidrogel kitozana

Gel se sastoji od ¢vrste faze, koja ¢ini manje od 10% ukupnog volumena gela, i tekuce
faze. U hidrogelu, tekuéa faza je voda. Cvrsta faza osigurava konzistentnost gela i
omoguc¢ava mu da upije/adsorbira velike koli¢ine vode, a da pritom ostaje netopljiv u
tekucoj fazi. Hidrogel je zanimljiv biomaterijal jer veliki udio vode ga ¢ini kompatibilnim s
vecinom zivih tkiva. Mekani su i savitljivi, Sto minimalizira Stetu na tkivu koje ga okruzuje
tijekom 1 nakon implantecije u pacijenta. Mehanicka svojstva hidrogela imitiraju svojstva
mekanih tkiva, §to omogucuje gelu funkcionalne 1 morfoloske karakteristike tkiva koje
mijenja. Zbog svega toga se hidroglel koristi kao biomedicinski predlozak za zamjenu

tkiva, ali i za dostavu lijekova i faktora rasta.>*



Razvijena su tri tipa hidrogela temeljena na reverzibilnom i ireverzibilnom geliranju.
Kitozan moze biti fizi¢ki vezan, koordiniran sa metalnim ionima ili nepovratno/kemijski

povezan sa hidrogelom."

3.1.1. Hidrogel s fizi¢ki vezanim kitozanom

Formacija ,,fizickih“ hidrogelova je temeljena na povratnim interakcijama koje se
odvijaju izmedu lanaca polimera. Te interakcije nisu kovalentne prirode, ve¢ su to
elektrostatske ili hidrofobne interakcije ili vodikove veze.*®

Te interakcije mogu ovisiti o raznim parametrima kao $to su pH, koncetracija,
temperatura..., $to ih ¢ini nestabilnim, te pokazuju povratno geliranje. Bubrenje hidrogelova
se moze ugoditi prilagodavanjem prirode i koli¢ine svake komponenete, kako bi se povecao
ili smanjio broj interakcija. Pravilo je da manje interakcija vodi mekSem gelu, dok ¢e veci
broj interakcija dati ,,tvrdi* 1 napetiji gel.16

Kitozan moze sam stvoriti gel, bez upotrebe aditiva. Proces se temelji na neutralizaciji
amino skupina kitozana §to inhibira odbojne sile izmedu lanaca polimera. Formiranje gela

se odvija preko vodikovih veza kao §to je prikazano na slici 4.

%:@< S5
\@/ - \\‘. Vodikove veze
> /Imt\.h__ /QN\ iy Hidrofobne interakcije
/4-:_5’% ;‘ : “_ Kristaliti
) 4

Slika 4. Shematski prikaz hidrogela kitozana, bez aditiva

Nadalje, hidrogelovi kitozana se mogu formirati mijeSanjem kitozana s drugim ne-
ioniziranim polimerima koji su topivi u vodi, kao §to je poli (vinil alkohol) (PVA). Termo

osjetljivi hidrogelovi kitozana se mogu dobiti mjeSanjem kitozana sa solima poliola, kao §to

8



je di-natrij glicerol fosfat. Strukture kitozana se mogu modificirati da tvore fizicke
hidrogelove: kitozan-g-poli (etilen glikol) (PEG) graft kopolimer moze se samoorganizirati,
ovisno o temperaturi stvaranja stabilnog hidrogela.?

Zahvaljuju¢i polikationskoj prirodi kitozana u kiselim uvjetima, formiranje hidrogela
Kitozana preko elektrostatskih interakcija, koje uklju¢uju polianione mailh veli¢ina, je
izravno(slika 5a).?

Pozitivno nabijeni kitozan djeluje na negativno nabijene molekule, kao §to su fosfati,
sulfati, tako da tvore hidrogelove. Razli¢ite koncetracije anionskih vrsta i broj D-
glukozamina nasuprot N-acetil-D-glukozamina dopusta fino ugadanje sposobnosti bubrenja
dobivenog hidrogela.**

Vece negativno nabijen molekule, prirodni i sintetski polianioni, takoder mogu dati gel
s kitozanom. U Kkategoriji prirodnih polianiona koriste se proteini (kolagen, keratin,
fibrion), anionski polisaharidi, karboksimetil celuloza i glukozaminoglikani. Sintetski
polianioni — kao poli (akrilna kiselina) (PAA) — se takoder koriste u formiranju hidrogela.
Promjena gustoce kitozana i polianiona igra vaznu ulogu u bubrenju i stabilnosti
formiranog hidrogela. Pravilno podeSavanje pH medija je takoder vazno. Treba primjetiti
da se elektrostatske interakcije odvijaju skupa sa sekundarnim interakcijama, npr.
vodikovim vezama, ali su interakcije izmedu nabijenog kitozana i aniona ili polianiona jace
od sekundarnih veza. Pri pripremi ionskog hidrogela kitozana treba izbjegavati katalizatore
ili toksicne reakcijske agense.z’16

Lakoca geliranja bez potrebe toksi¢nih aditiva, u slucajevima kompatibilnosti s
ljudskim tijelom, dovelo je do razvoja injektivnh otopina koje pokazuju tranziciju
tekuce/gel nakon injektiranja u tijelo, i nude jedinstvenu priliku da oblikuju gel na mjestu
uklonjenog bolesnog tkiva, savrSeno prilagodavaju¢i predlozak defektu. Medutim
mehanicki svojstva hidrogelova su vrlo ograni¢ena i moze se dogoditi nekontrolirani raspad

hidrogela. Osim toga, tesko je kontrolirati veli¢inu pora hidrogelova. %°



Non-covalent cross-linking (a) Coordination complex cross-linking (b) Covalent cross-linking (c)
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Slika 5. Shematski prikaz tri tipa hidrogela kitozana: (a) ne-kovalentno povezivanje, (b)
povezivanje preko koordinacijskih kompleksa, (c) kovalentno povezivanje

3.1.2. Kitozan vezan s koordinacijskim kompleksima

Koordinacijske kovalentne veze se mogu pojaviti u hidrogelu kitozana preko metalnih
iona kao Pt(I1), Pd(ll), i Mo(lV), §to vodi do stvaranja novog tipa hidrogela, ali manje

primjenjivog u biomedicini. Gelacija ovog tipa je prikazana na slici 5b.?

3.1.3. Hidrogel sa kemijski vezanim kitozanom

Formiranje ovog hidrogela se odvija preko kovalentog vezanja polimernih lanaca (slika
5¢). Takvi hidrogel je stabilniji od fizicki vezanog hidrogela s obzirom da je gelacija
nepovratna. Ovaj pristup zahtjeva kemijsu modifikaciju primarne strukture kitozana, $to
moze izmjeniti njegova pocetna svojstva, poglavito ako su amino skupine ukljucene u
reakciju. Takoder reakcija moze biti izvor kontaminacije toksi¢nim otpadom reaktanata ili
katalizatora.>®

Amino 1 hidroksil skupine kitozana mogu stvarati razli¢ite veze, kao peptindnu vezu ili

estersku vezu, $to moze voditi do formiranja hidrogela. Manje multifunkcionalne molekule
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se mogu koristiti za reakciju s kitozanom 1 inducirati vezanje lanaca. Kitozan se moze
modificirati aktiviranjem funkcionalnih skupina prije induciranja meduveza sa foto-
indukcijskom reakcijom ili enzimski kataliziranom reakcijom.

Izravan nacin dobivanja nepovratnog hidrogela kitozana je koristenje dialdehida za
stvaranje meduveza, kao glioksal 1 glutaraldehid, koji brzo reagiraju s amino skupinama D-
glukozamina i, u manjoj mjeri, s hidroksilnim skupinama kitozana. Tripolifosfat, etilen
glikol, diglicidil eter i diizocijanat takoder mogu igrati ulogu u stvaranju veza, ali mogu
uzrokovati toksi¢nost formiranog hidrogela, §to otezava primjenu takovog gela kao
biomaterijala.>®

Svojstva dobivenih hidrogelova ¢e ovisiti o gusto¢i meduveza i odnosu vezanih
molekula i molova ponavljajucih jedinica polimera.

Kako se za stvaranje kovalentinh veza izmedu lanaca polimera koriste amino skupine, u
proizvodnji takvih hidrogelova se koristi kitozan s visokim stupnjem deacetilacije kao

pocetni materijal >

3.2.  Spuzve na temelju kitozana

Spuzve nisu nista drugu nego pjena sa otvorenom porozno$¢u. Ove ¢vrste strukture su
sposobne absorbirati velike koli¢ine fluida (visSe od 20 puta teZine suhe spuzve), zbog
njihove mikroporoznosti. Nude dobru inetrakciju sa stanicama, mekane su i fleksibilne.’

Spuzve od kitozana se koriste kao materijal za lijeCenje rana, jer mogu upiti izlu¢evine
rana 1 tako pomazu zacjeljenju. Takoder se koriste u inZenjerstvu koStanog tkiva, kao
materijal za ispunu.”®

Ove spuzve se proizvode liofilizacijom, jednostavnim ucinkovitim procesom

smrzavanja otopine kitozana nakon ¢ega slijedi isparavanje otapala pod snizenim tlakom.
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Slika 6. SEM snimak spuzve kitozana pripremljenog liofilizacij om?

Na primjer, spuzve kitozan/trikalcij fosfat (TCP) i kitozan/kolagen su pripremljene ovom
tehnikom 1 koriStene kao predloZzak za regeneraciju kosti. Spuzve od kitozan-ZnO

kompozita su pokazale dobro bubrenje, antibakterijska i hemostatska svojstva.

Spuzve punjene antibioticima se pripremaju tehnikom isparavanja otapala. Vlaknaste

strukture takvih spuzvi su se pokazale dobrim za oblaganje rana.

U novije vrijeme za induciranje poroznosti spuzve kitozana koristi se superkriticni
ugljikov dioksid (scCO;) kao medij. Ta metoda dopusta pripremu poroznih spuzvi

pogodnih za usadivanje kulture stanica direktno nakon uklanjanja s niskog tlaka.?®
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4. 2-D predloSci na bazi kitozana za oblaganje rana

U posebnim slucajevima za oblaganje rana, moraju se ispuniti posebni uvjeti da se
osigura uspjesnost postupka. Oblozi za rane ne smiju biti toksi¢ni 1 uzrokovati alergijske
reakcije, moraju dopustiti izmjenu plinova, odrzavati vlazno okruzenje, Stititi ranu od
mikrobialnih organizama i absorbirati izlu¢evine rana. lako spuzve kitozana ispunjavaju
ove uvjete, za lijeCenje tkiva koze pribjegava se koristenju 2-D predlozaka, kao §to su

filmovi i porozne membrane.?

4.1. Filmovi na bazi kitozana

Filmovi kitozana se mogu lako pripremiti mokrim oblaganjem iz otopina soli kitozana,

nakon ¢ega slijedi susenje (koristi se IR suéenje).18

Testirani su fizikalno-kemijski procesi u svrhu unapredivanja svojstava filmova. Na
primjer, tretiranje membrana kitozana sa plazmom argona ili dusika je povecalo hrapavost i
unaprijedilo je adheziju stanica i proliferaciju, zatim izlaganje kitozana UV ili ozonskoj
radijaciji je modificiralo filmove kitozana vode¢i do depolimerizacije, te uvodenje silika

Gestica ili poli(etilen glikola) u filmove kitozana moze modificirati poroznost.™®

Sto se ti¢e mehani¢kih svojstava, mijeSanje i kemijska modifikacija kitozana su se
pokazale uspjeSnim metodama za unapredenje tih svojstava. Da se popravi duktilnost
filmova, kitozan se moze mijeSati (ili kopolimerizirati) sa poli (etilen glikolom) (PEG), §to
rezultira smanjenjem modula elasti¢nosti 1 povec¢anjem konacnog istezanja (za 50/50
kitozan/PEG mjeSavine modul se smanjio 56% dok je povecanje konacnog istezanja bilo
125%, u odnosu na ¢isti kitozan). Sa termalnim tretiranjem filma kitozana mozZe do¢i do
amidizacije, $to vodi do ojacavanja filma i smanjenja topljivosti u vodenim medijima.
Filmovi kitozana koji su pripremljeni u prisutnosti dialdehidnog Skroba su pokazali bolja

mehanicka svojstva i bolje bubrenje u vodi.?*®
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Ukljucivnje anorganskih Cestica koje posjeduju antimikrobialna svojstva mogu odvesti
do povecanja antimikrobialnih svojstava filma i uspjeSnijeg lijeCenja rane. Na primjer,
Cestice srebra i ZnO se mogu dodati filmu kitozana, da bi se sprijecila proliferacija

mikroorganizama.’

Svojstva povrSine obloga za rane u kontaktu s ozljedom su vrlo vazna za osiguravanje
ucinkovitog lijeCenja. ViSeslojni oblozi i tanki filmovi s nanostrukturom su istrazivani da bi
se ugodila svojstva povrsine. Razviijene su dvije metode dizajniranja filmova kitozana u
svrhu modificiranja povrsine substrata: Langmuir-Blodget (LB) i depozicija sloj po sloj
(layer-by-layer, LBL). Oba procesa omogucavaju kontrolu parametara kao $to je debljina

filma, kompozicija, morfologija i hrapavost.?

Da bi se formirao Langmuirov monosloj na zaslonu zrak-voda, otopina amfifilne
makromolekule netopive u vodi s hlapljivim organskim otapalom se rasiri po povrsini vode.
Isparavanjem organskog otapala, hidrofilni dio amfofila je usidren u vodenoj fazi, dok je
hidrofobni dio orijentiran prema zraku. Langmuir-Blodgettov procese se sastoji od
prenoSenja Langmuirovog monosloja na ¢vrstu potporu. To se moze izvesti uranjanjem

&vrste potpore u vodenu fazu. Ponavljanjem postupka se moZe dobiti viseslojni film."

Modified chitosan

|
% r

Alkyl chains
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Slika 7. Prikaz Langmuirovog filma (lijevo) i Langmuir-Blodgettovog procesa (desno)
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Kako je kitozan slabo topiv u organskim otapalima, potrebno je provesti kemijske
modifikacije za koriStenje ovog procesa. Kitozan modificiran s dugim alkilnim lancima
pri¢vrs¢éenim na primarne hidroksilne i amino skupine je topiv u kloroformu. Derivati
pentamera kitozana se koriSteni u pripravi LP filmova, kao i drugi amfifilni kitozani,

pogavito N,N.dialkil-kitozani.?

Na drugu stranu, tehnika LBL depozicije je temeljena na izmijenjenoj adsorpciji
nabijenog materijala ili nosioca funkcionalnih grupa u vodenom mediju. Moze se koristiti
veliki broj molekula, ukljucujuéi sintetske i1 prirodne polielektrolite, nanocijevi i
biomolekule. Takvi polielektrolitni viseslojni filmovi imaju Siroku primjenu na podruc¢ju

senzora, filtera ali 1 kao biomaterijal u inZenjerstvu tkiva.™

Polikationska priroda kitozana ga ¢ini prigodnim za LBL proces. Kao posljedica toga,
LBL filmovi na bazi kitozana su ukljuceni u primjenu kao senzori, za dostavu lijekova, kao

kosStani implantanti i za oblaganje rana.’?

Da bi se unaprijedila mehanicka svojstva kitozanskih LBL filmova, kitozan moze biti
kombiniran u filmu sa glinama kao Na-montmorilonit, sa ugljikovim nanocijevima ili sa

celulozom.?

LBL filmovi koji su u potpunosti sastavljeni od polisaharida imaju veliku primjenu u

oblaganju rana, jer ubrzavaju zacjeljivanje rane.?

4.2. Porozne membrane od nanovlakana

Postoji nekoliko nacina proizvodnje vlakana kitozana; prvi primjer je proizvodnja
vlakana koristenjem suhog i mokrog izvlacenja vrtnjom iz kiselih otopina. Litij Klorid/N,N-
dimetilacetamid se koristi kao otapalo. U svrhu smanjivanja troskova proizvodnje i
poboljSanja svojstava vlakana, koriStene su smjese kitozana s drugim polimerima:

celulozom, tropokolagenom, natrijevim heparinom i poli(akrilnom kiselinom).?

Zadnjih godina sve se vise koristi metoda ,,elektospininga® (eng. electrospinning) ,ESP,

koja se pokazala kao raznovrsna tehnika za pripremu polimernih vlakana promjera nekoliko
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nanometara, ovisno o uvjetima procesa. EPS koristi visku voltazu za stvaranja elektri¢no
nabijene otopine ili taline polimera $to vodi do stvaranja vlakana (slika 9.). Pokrivaci od
vlakana proizvedeni ovom metodom posjeduju visoku poroznost, veliku specificnu
povrsinu i sposobni su imitirati prirodnu vanstani¢nu matricu, $to ih ¢ini izvrsnim za
primjenu kao biomaterijal. Nanovlakna kitozana nalaze primjenu u oblaganju rana i

oy . . 221
inZzenjerstvu tkiva.

Kako je kitozan polielektrolit u kiselom mediju, njegov ,.elektrospining je otezan.
Tijekom ESP, odbojne sile izmedu nabijenih vrsta unutar polimera rastu kao posljedica
primjene elektriénog polja. Ovaj fenomen ograni¢ava formiranje kontinuiranih vlakana i

. . oy 21
¢esto vodi do stvaranja Cestica.

High voltage supply

Polymer solution

Fiber formation

Tavlor cone

Collector plate

Slika 8. Shema uredaja za ESP

Postoji nekoliko primjera Cistih vlakana kitozana dobivenih ESP-om; nanovlakna
kitozana su uspje$no proizvedena iz smjese trifluoracetatne kiseline (TFA) 1 diklormetana
(DCM). Amino skupine kitozana tvore soli sa TFA, koje uniStavaju interakciju izmedu
molekula kitozana i pospjeSuju proces ESP-a. Uz to, koriStenje DCM popravlja

homogenost proizvedenih vlakana. %
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Da bi se pospjesio ,elektrospining* kitozana, moze se koristiti modificirani kitozan,
kao heksanoil kitozan i PEGlicirani kitozan. Najlaksi nac¢in za proizvodnju nanovlakana
kitozana je ,,elektrospining* kitozana kao smjesa s drugim polimerom. Uobicajene smjese
su kitozan u kombinaciji sa poli (etilen oksidom) ( PEO), poli (vinil alkoholom) (PVA) i
poli (etilen teraftalatom) (PET).?

Kitozan/PEO nanovlakna pripremljena s ESP-om imaju stani¢nu biokompatibilnost.
Struktura vlakana promice spajanje s ljudskim stanicama, dok ¢uvaju svoju morfologiju.
Zajednicka uporaba kitozana i PVA dopusta proizvodnju vlakana bez defekata.
Kitozan/PET vlakna uz biokompatibilnost, posjeduju i pojacana antibakterijska svojstva u

usporedbi sa ¢istim PET vlaknima.?

Dodavanje drugog polimera u svrhu pospjesenja ESP-a, je i nacin da se poprave
svojstva rezultirajucih vlakana, kao $to su mehanicka svojstva, biokompatibilnost i

antibakterijska svojstva.>*
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5. Zakljucak

Kitozan je jedinstven prirodni polimer kojega karakteriziraju amini uzduz lanca
polimera. Takva struktura daje ovom polisaharidu ne samo vrijedna fizikalno-kemijska
svojstva, ve¢ 1 omogucavaju interakciju sa proteinima, stanicama i Zivim organizmima. Uz
to, ovaj polikation (nakon protoniranja u kiselim uvjetima) pokazuje dobru topljivost u
vodenim medijima §to omogucuje preradu ovog materijala u blagim uvjetima u Siroki
raspon oblika. Meki gelovi i tanki filmovi, jake spuzve i nanovlakna se mogu napraviti lako
uz dostupnu dobru kontrolu njihove kompozicije, funkcije i morfologije. Siroki raspon
svojstava kitozana i slijednih materijala ¢ini ovaj polimer pogodnim za biomedicinsku

primjenu, poglavito u inzenjerstvu tkiva.
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