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1. Uvod

Polymery jsou v dnes$ni dobé¢ stale Castéji vyuzivany
jako vhodné biodegradabilni nosice 1éCiv. Pouzivaji se
k pomalému uvoliovani G¢inné slozky, tedy jako depotni
formy, ke zvySovani rozpustnosti a lep§i moznosti cilené-
ho podéni.

Mezi piirodni polymery typu polysacharidii patfi chi-
tosan (poly-D-glukosamin), odvozeny od pfirodniho chiti-
nu, druhého nejrozsifenéjsiho polysacharidu po celulose.
Ziskava se alkalickou deacetylaci chitinu, nékolikahodino-
vym varem s 50% hydroxidem sodnym nebo enzymaticky
pasobenim N-deacetylasy (EC 3.5.1.41)", (obr. 1).
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Obr. 1. Deacetylace chitinu
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Stupeni deacetylace chitinu se udava v procentech,
obvykle v rozmezi 60—100 %. Chitosan se v piirod¢ vy-
skytuje pouze v malém mnozstvi u nékolika typti hub rodu
Aspergillus a Mucor”.

Chitosan ma vynikajici biologické vlastnosti, je neto-
xicky, biokompatibilni a biodegradabilni’. Pro své vyji-
mecné vlastnosti se pouziva v riznych oborech zahrnuji-
cich predevsim biomedicinu, kosmetiku, agrochemii, fyzi-
kalni chemii, konzervaci potravin, ¢isténi vody a impreg-
naci textilii*. PouZiva se také jako potravni doplnék pro
snizeni hladiny cholesterolu a redukci hmotnosti. Vaze na
sebe tuky a cholesterol a odvadi je ze zazivaciho traktu
diive, nez jsou zpracovany’. Jako vldknina zlepSuje &in-
nost tlustého stfeva a snizuje pocit hladu, proto se pouziva
k hubnuti. Nékdy se mu pficita piilisSny redukéni ucinek,
ktery vSak nebyl védecky prokazan.

2. Charakteristika chitosanu

Chitosan neboli (1—4)-2-amino-2-deoxy-p-D-glukan
patii mezi méné Casté kationové polymery. V porovnani
s chitinem ma vétsi chemickou a biochemickou reaktivitu.

Rentgenostrukturni analyzou®’ byly objeveny 4 krys-
talické polymorfy chitosanu, tii hydratované (tendonova
forma, forma II a L2), které snadno vytvaieji ve vode roz-
pustné soli s organickymi a mineralnimi kyselinami a jed-
na nehydratované forma, kterd vzniké zahfivanim hydrato-
vaného chitosanu na teplotu 200 °C (cit.). Dehydrataci se

Obr. 2. a) Hydratovany chitosan, b) nehydratovany chitosan
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zkracuji vzdalenosti vrcholl struktury ,,cik-cak* a oddaleni
jednotlivych fetézet, (obr. 2, cit.®). Tato zména je ireversi-
bilni.  Nehydratované  krystaly jsou nerozpustné
v kyselinach, s kovovymi ionty netvofi komplexy. Krysta-
ly bezvodé formy ztraci funkci biomateriald a mohou byt
pouzity jako inertni pryskyfice.

Molekula chitosanu ma tfi reaktivni centra: primarni
aminoskupinu, primarni a sekundarni hydroxyskupinu.
Aminoskupina snadno podléha kvarternizaci, ¢imz lze
zvysit rozpustnost chitosanu ve vod€ a tvoii komplexy
sionty kovl. Primarni hydroxyskupina byva nejcastéji
substituovana spojovacimi ¢lanky ,,spacery®, na které se
vaze aktivni slozka — 1é¢ivo nebo skupina, ktera je zodpo-
veédna za cileni 1é¢iva nebo zvySeni rozpustnosti ve vode.
Sekundarni hydroxyskupina je modifikovana predevsim za
ucelem zvyseni rozpustnosti ve vodé.

3. Farmaceutické aplikace chitosanu

Pro své vyjime¢né vlastnosti je chitosan velmi zaji-
mavy materidl a bioaktivni Cinitel ve farmaceutickych
a biomedicinskych odvétvich. Lze jej pouzit jako systém
pro transport 1é¢iv, jehoz hlavnim znakem je fizené uvol-
dovani a cileni 1é¢iva. VyZaduje se téZ optimalni odpoveéd’
receptoru, minimalni vedlejsi Géinky a prodlouzeny efekt
1é¢iva.

Polymer mutize byt 1é¢ivem, pokud sam vykazuje far-
makologickou aktivitu, i kdyz jeho monomerni jednotky
jsou neaktivni. Polymerni prolécivo je makromolekularni
latka, ktera slouzi nejcastéji jako nosi¢ 1éCiva, sama muze
mit i nemusi biologickou aktivitu. Je obvykle slozeno
z polymerniho nosice, biodegradabilni vazby mezi nosi-
¢em a lé¢ivem a miva skupinu, ktera zpisobuje cileni,
napt. specificky peptid pro cilovou buriku.
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Obr. 3. Cesty 1é¢ivé latky k aktivnimu mistu
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Pouziti makromolekularnich prolécivovych konjugati
s nizkou molekulovou hmotnosti je jednou z metod trans-
portu 1éCiv, ktery je zaméfen na zlepSeni pohybu latky
zménou rozpustnosti a molekularni velikosti, udrZeni
vhodnych koncentraci 1é¢iv pomalu se uvolnujicich
z nosicl, cileny transport 1éciv do cilovych bunék, podpo-
ru inkorporace 1éCiv do bunék endocytdzou a hybridizaci
dvou druhii 1é¢iv nebo léciva s bioaktivnim polymernim
nosi¢em. Design konecné molekuly konjugatu musi byt
také v souladu s fyzikalnimi vlastnostmi konjugatu a bio-
chemickymi vlastnostmi polymerniho nosice. Polymerni
nosice (jejich velikost, elektricky naboj, hydrofilnost nebo
lipofilnost a specificka transmembranova transportni
schopnost) mohou zménit farmakologické a imunologické
aktivity latek, které roznase;ji.

Prinik makromolekularniho proléciva do buitkky mtize
probihat difuzi uvolnéného 1é¢iva do bunky nebo endocy-
tozou konjugatu polymer-1éCivo (obr. 3). Nejidealngjsi
cestou pro polymery je endocytoza, kdy je cely konjugat
vpraven do buiiky a v lysosomech se z n¢ho 1éCivo postup-
n¢ uvoliyje plisobenim lysosomovych enzymi.

3.1. Antibakterialni aktivita

Samotny chitosan vykazuje antibakteridlni G¢innost
vaci mnoha grampozitivnim (Staphylococcus aureus, Sta-
phylococcus epidermis, Bacillus subtilis) 1 gramnegativ-
nim bakteriim (Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris)’ a houbam
pfi pH < 6. Pfesny mechanismus antimikrobialni uc¢innosti
sice neni pln€ znam, ale pfedpoklada se, Ze kladn¢ nabité
aminoskupiny  glukosaminovych jednotek interaguji
s negativné nabitymi komponentami mikrobidlnich buné&¢-
nych membran, tim méni propustnost a zplsobuji unik
intracelularniho obsahu'®!", coz vede k rozpadu bung
Dalsi navrh mechanismu ptisobeni se tyka penetrace nizko-
molekularniho chitosanu do buiiky, kde se vaze na DNA a
zpiisobuje asteénou inhibici RNA a proteinové syntézy'”.
Chitosan rovnéz chelatuje s kovy potfebnymi pro riist mik-
roorganismi'®. Biologickd aktivita chitosanu zavisi na
mnoha faktorech (molekulové hmotnosti, stupni deacetyla-
ce chitinu, derivatizaci, typu substituce, velikosti a poloze
substituentd na chitosanovém skeletu, rozpustnosti, pH
roztoku), které vedou k rozsahlému studiu jeho modifikaci
ve snaze o piipravu vhodné aplikacni formy, zlepSeni u¢in-
ku a cileného ptisobeni.

Diulezitym faktorem je velikost molekuly chitosanu
a jeho koncentrace'”. Obecné Ize konstatovat, Ze optimalni
velikost aktivniho chitosanu se pohybuje v rozmezi 2 az
200 kDa.

Tokura a spol.”® objevili, Ze chitosan s vyssi moleku-
lovou hmotnosti (9300) témé&f uplné inhibuje aktivitu
E. coli, zatimco chitosan s nizkou molekulovou hmotnosti
(2200) je inaktivni. K objasnéni tohoto pozoruhodného
faktu bylo pouzito chitosanu zna¢eného pomoci fluoresce-
in isothiokyanatu (FITC). Vysokomolekularni chitosan
zaplni vnéjsi stranu bunééné stény a inhibuje pronikani
zivin dovnitf, zatimco chitosan s nizkou molekulovou
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Schéma 1. Priprava Schiffovych a kvarternich bazi

hmotnosti se akumuluje uvnitt burniky, coz ukazuje na to,
ze E. coli metabolizuje tento chitosan jako potravu.

Dalsi dilezitou podminkou je pH. Antimikrobidlni
Gginnost chitosanu vzristd s klesajicim pH'?’. Je-li
pH < 6,5, dochézi k ionizaci za vzniku pozitivné nabité
¢asti. Nemodifikovany chitosan je pfi pH 7 nerozpustny
a antibakterialné net&inny'*?', proto je velkd pozornost
smérovana na piipravu jeho rozpustnych soli. Rozpustnost
se zvyduje jak kvarternizaci’?, tak hydrofilni substituci,
napt. u (2-hydroxypropyl)chitosanu®, N-(karboxybutyl)
chitosanu®*, (karboxymethyl)chitosanu®>? a sulfatovaného
chitosanu®"?*, ktera navic zvysuje antibakterialni vlastnos-
ti. Pro tento efekt se také syntetizuji derivaty chitosanu
vétvené na uhliku C6 monomerni jednotky29.

Kvarternizace dusiku aminoskupiny patii k nejcast¢j-
$im modifikacim. Voln4 aminoskupina byla kondenzovéna
s benzaldehydem (A) a salicylaldehydem (B) za vzniku
Schiffovych bazi, které byly déle redukovany tetrahydrido-
boritanem sodnym a v poslednim stupni kvarternizovany
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Obr. 4. Antifungalni Gcinnost proti Colletotrichum lagenari-
um; As, Bs — Schiffovy baze; An, Bn — redukované formy; Aq,
Bq — kvarterni baze
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Schéma 2. N-methylace oligochitosanu a chitosanu

methyljodidem (schéma 1). U vSech produktti byla sledo-
vana antifungalni G¢innost. Nejucinnéjsi byly praveé kvar-
terni baze™ (viz obr. 4).

Methylace chitosanu vedla k syntéze N,N,N-tri-
methylchitosanu (schéma 2). Postupné byly methylovany
vedle aminoskupin také hydroxyskupiny chitosanu a jeho
oligomert a sledovana jejich antibakterialni uc¢innost viici
Staphylococcus aureus pti pH 5,5 a 7,2. Oligomery chito-
sanu se ukazaly jako neaktivni, zatimco methylované deri-
vaty chitosanu vykazaly jistou ucinnost. Kvarternizace je
potiebna pro Gc¢innost pti pH 7,2. Naboj kvarterni amonio-
vé skupiny chitosanu umoziuje jeho rozpustnost v dolnich
Castech gastrointestindlniho traktu za neutralnich nebo
alkalickych podminek®'. Vedle N-methylovanych kvarter-
nich amoniovych soli byl pfipraven i analogicky N-ethyl-
derivat, ktery se pouZiva jako peroralni nosi*%.

Kvarternizaci lze zavést do chitosanu substituent
s aminoskupinou, jako je napf. pti piipravé (2-hydroxy-
propyDtrimethylamoniového derivatu (obr. 5) reakei chito-
sanu s glycidyltrimethylammonium-chloridem®,  ktery
vykazal antioxidacni a biocidni Gcinnost proti Staphylo-
coccus aureus, Bacillus subtilis, Staphylococcus epider-
mis, a Candida albicans.

Hydrochlorid (ethylamino)-2-(hydroxyethyl)chitosa-
nu byl nejprve hydroxyethylovan na primarni hydroxysku-
pin¢ a poté alkylovan (2-chlorethyl)amin-hydrochloridem
(schéma 3, cit.**). Vznikl ve vod& lépe rozpustny, antibak-
teridln€ ucinny derivat proti Escherichia coli.

NH
I H + -
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Obr. 5. Modifikovany chitosan
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Schéma 4. Guanidinylace chitosanu

Poly(1-vinylimidazol) je znam jako ve vodé dobie
rozpustny antibakterialng G&inny polymer. Byl piipraven
reakci s chitosanem ve ziedéné kyselin€ octové ptisobenim
iontd ceru. Kombinace téchto sloucenin vedla k u¢innosti
proti grampozitivnim i gramnegativnim bakteriim. Proto-
nace vinylimidazolovych jednotek zvySuje rozpustnost ve
vod&™®.

Guanidinylace chitosanu o riznych molekulovych
hmotnostech vedla ke zvySeni poc€tu aminoskupin
v molekule. Byla provedena aminoiminomethansulfono-
vou kyselinou (schéma 4). Tyto derivaty vykazaly Ctyfi-
krat niz§i hodnoty MIC nez samotny chitosan. ZvySena
aktivita je zplsobena vyS8i hustotou pozitivniho néboje
guanidinovych derivati, které snadnéji asociuji na negativ-
nim povrchu bunék a vykazuji vyssi antibakteridlni ucin-
nost proti Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Esche-
richia coli a Pseudomonas aeruginosa37.

Cileni do jaternich bunék vedlo k syntéze galaktosy-
lovaného chitosanu s vysokou afinitou k HepG2 (bunécna
linie rakovinnych jaternich bun€k). Po zavedeni lysinové-
ho spojovaciho ¢lanku na chitosan nasledovalo kovalentni
spojeni 4-O-B-D-galaktopyranosyl-D-glukonové Kkyseliny
s vicevaznymi galaktosovymi jednotkami. [-D-Galak-
tosové jednotky jsou vyznamné pravé pro cilenou dopravu
do jaternich bungk®®. Tyto glykokonjugatové molekuly
vykazaly aktivitu vici Escherichia coli a Staphylococcus
aureus.

N-Alkylace chitosanu disacharidy vedla ke zvySeni
antibakterialni ucinnosti proti E. coli a S. aureus. Typ disa-
charidu spojeného s molekulou chitosanu, stupeil substitu-
ce disacharidu a pH ovliviiovalo antibakterialni G¢innost.
Maltosové derivaty chitosanu (stupen deacetylace chitinu
30-40 %) vykazaly nejvyssi antibakteridlni ucinnost proti
S. aureus, zatimco proti E. coli byly nejucinnéjsi cello-
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Obr. 6. PFiprava nizkomolekularnich N-[2-(dodec-2-en-1-yl)sukcinoyl]chitosant
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Schéma 5. Thiomocovinovy derivat chitosanu

biosové derivaty (stupen deacetylace chitinu 30-40 %).
N-Alkylované disacharidové derivaty chitosanu vykazaly
vy&§i aktivitu neZ samotny chitosan pii pH 7,0 (cit.”).

Dale byla ptipravena série nizkomolekularnich N-[2-
-(dodec-2-en-1-yl)sukcinoyl]chitosani reakci chitosanu
(4,6 kDa), s 2-(dodec-2-en-1-yl)sukcinanhydridem (obr. 6).
Tyto derivaty s dlouhym alifatickym fetézcem a riznym
stupném N-substituce jsou ucinné proti Escherichia coli,
Pseudomonas aureofaciens, Enterobacter agglomerans,
Bacillus subtilis, Candida kruisei a Fusarium oxyspo-
rum®.

Antibakterialni vlastnosti chitosanu mohou vyznamné
zvysit stifbrné ionty, az o 98 % (cit.?’). Samotné sttibro
ajeho ionty jsou znamy svou antibakteridlni uginnosti*'.
Proto byly pfipraveny komplexy thiomocovinového chito-
sanu pripraveného reakci chitosanu s thiokyanatem amon-
nym v ethanolu (schéma 5). Je zajimavé, Zze se stiibrem
koordinuje svymi volnymi elektrony sira, nikoliv dusik.
Tyto komplexy vykazaly Siroké spektrum antimikrobialni
ucinnosti. Minimdlni inhibi¢ni koncentrace byly 20x nizsi
nez u samotného chitosanu, komplex mél vyssi antibakte-
rialni nez antifungalni G¢innost™.

Mnoho vyzkumii se zabyva kombinaci chitosanu
a jiného antibakterialniho ¢inidla. Napf. konjugaty s tetra-

Obr. 8. Struktury zine¢natych komplexi
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cyklinem a karminomycinem si pln¢ zachovaly antibakte-
rialni u¢innost™. Tablety nebo tobolky metronidazolu se
pouzivaji k 1é¢bé Helicobacter pylori. Pro lepsi uvolihova-
ni z zaludku byl zabudovén do chitosanovych tobolek™.

Chitosan byl pouzit k syntéze polymerniho proléciva
isoniazidu (INH), dileZitého antituberkulotika,
pro prodlouzeni doby pisobeni. Diky své rozpustnosti ve
vodé se mlze podavat intravendzn€. Kondenzace s INH
vyzadovala dvoustupiiovou syntézu. Nejprve byla prove-
dena funcionalizace chitosanu kyselinou fosforitou a cas-
te¢na formylace volnych aminoskupin. Isoniazid byl sub-
stituovan sukcinanhydridem na sukcinyl isoniazid, ktery
pak reakci s chitosanem poskytl chitosan-isoniazid-
hemisukeinat (obr. 7, cit.*®).

Monomerni alginat sodny byl pospojovan chloridem
vapenatym a poté pokryt chitosanem. Tento material se
pouziva k 1é€bé ran i popalenin. Pouziti chitosanu pii 16¢bé
ran podporuje rist fibroblastl a ptisobi na aktivitu makro-
fagh, coz urychluje 1é¢ebny proces*. Z dalsich 1é¢iv, kterd
byla navdzana na tento komplex, 1ze jmenovat ciprofloxa-
cin, norfloxacin®’ a gatifloxacin®.

Pokud chitosan reaguje s roztokem chloridu zine¢na-
tého, vytvari chelaty s aminoskupinami riznym zptsobem
(obr. 8). Tyto komplexy vykazuji Siroké spektrum antimik-
robilni G¢innosti, jsou 2-8 krat (¢inn&jii nez chitosan®.

3.2. Protinadorova aktivita

Protinadorova ucinnost chitosanu zavisi na jeho mole-
kulové hmotnosti, rozpustnosti a obsahu acetylovych sku-
pin. Vysokomolekuldrni chitosan je neucinny, proto je
tieba pfipravit chitosan o niz§i molekulové hmotnosti. Ke
Stépeni polymert chitosanu jsou nejcastéji pouzivany pfi-
rozené enzymy chitosanasy a chitinasy”. Pro hydrolyzu lze
vyuzit i nékolika dalSich levnéjSich hydrolytickych enzy-
mi, napt. lysozymu®, pektinasy”', hemicellulasy®* a papa-
inu®. Pro piipravu chitosanu rozpustného ve vodé byl
pouzit také Bacillus amyloliquefaciens V656 obsahujici
chitinasu®. Ziskané hexamery vykazaly protinadorovou
aktivitu, inhibovaly rdst bunék adenokarcinomu CT26
u mysi a indukovaly apoptézu. Hydrolyzaty indukuji cha-
rakteristickou DNA fragmentaci bun¢k CT26. Po ¢astecné
hydrolyze N-acetylovaného chitosanu cellulasou™ se zmé-
nila krystalova struktura, termostabilita a zvysila se roz-
pustnost ve vodé bez zmény chemické struktury. Césteéns
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Obr. 9. Chitosan-kamptotecin

acetylovany nizkomolekularni chitosan, hexamery a hepta-
mery chitosanu a chitooligosacharidy vykazuji protinado-
rovou UCinnost u sarkomu 180 po intraperitonealnim
a peroralnim podani. Hlavnim cilem vyzkumu v této oblas-
ti je objasnéni vlastnosti nizkomolekularnich chitosant,
jejich ptisobeni na inhibici angiogeneze a indukce apopto-
zy u Erichova ascitického tumoru u mysi. Po intraperitone-
alni injekci bunky tohoto nadoru ztraceji v dasledku in-
dukce apoptozy az 90 % kapalné faze™.

Na bunééné linii 293 a HeLa byly testovany rtzné
poméry chitosanu a pentahydratu siranu médnatého
(1:1.56, 1:0.8, a 1:0.4). Médnaty komplex interaguje
s DNA, coZ zplisobi roz§t€peni DNA a protinddorovou
ucinnost. Chelatace médnatych iontd vede k zesile-
ni pozitivniho néboje na aminoskupin€ chitosanu. Kom-
plex inhibuje rozmnozovani bun¢k v S fazi rastového cyk-
lu obou linii. K butikdm linie 293 byl komplex selektivnéj-
$i nez k bunkam HeLa; na normalni plicni bunécné linie
HLF neputisobi. Nejvyssi aktivitu vykazal pfi poméru 1:0,4.
Uginnost tedy zavisi na koncentraci iontl v komplexu®’.

Chitosan se pouZiva pfedevsim jako nosi¢ protinado-
rové latky na misto u¢inku. Kamptotecin je alkaloid a pro-
tirakovinné 1éCivo. Je velmi G¢inny pfi lécbé nadoru zalud-
ku, tlustého stfeva a moc¢ového méchyte, jeho nevyhodou
je Spatna rozpustnost a toxicita. Kamptotecinové alkaloidy
blokuji topoisomerasu I, enzym dulezity pro replikaci
DNA. Pfi inhibici topoisomerasy I je zablokovano rozple-
teni dvojit¢tho vlakna DNA a fetézec DNA se rozpada.
Agregaci s O-(karboxymethyl)chitosanem (OCMCS) byl
pfipraven biokompatibilni a amfifilni systém pro fizené
uvoliovani latky v cilové tkani, (obr. 9, cit.™®).

Dalsim znamym 1é¢ivem proti leukemii P388, leuke-
mii L1210 a melanomu B16 je mitomycin C. Poskozuje
DNA zptisobem podobnym alkylacnim cytostatikiim. Jako
nosi¢ byl pouzit N-sukcinylchitosan, ktery je netoxicky
pii koncentraci 2 gkg™ ip. a protinadorové neaktivni.
Reakci N-sukcinylchitosanu a mitomycinu C za pouziti
vodného karbodiimidu byl pfipraven konjugat, ktery neni

nutné podavat i.p. (obr. 10, cit.>*%").
NH,
o={

OH OH CH, ©@

0 0 CH30 NH,
—0 0 3

HO HO
NHCO(CH,),CO—N N CH,
NHCO(CH,),COOH o}

Obr. 10. Konjugat N-sukcinylchitosanu a mitomycinu C
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5-Fluoruracil (SFU) patii do skupiny antimetaboliti,
ktery je pouzivan jiz fadu let. M4 vSak nepfijemné vedlejsi
ucinky. Pro jejich snizeni za zachovani protinadorové akti-
vity byl navdzan na chitosan pfes hexamethylenovy miis-
tek a mocovinovy zbytek. Konjugat chitosan/mocovina/
C6/mocovina/5FU a chitosan-oligosacharid/mocovina/C6/
mocovina/5SFU konjugat vykazaly silnou inhibi¢ni aktivitu
vici Meth-A fibrosarkomu a MH-134Y hepatomu. Ve
vod¢ rozpustné makromolekuly se do buiky dostavaji
endocytéozou a fagocytdozou. Nadorové builky piijimaji
vice téchto makromolekul. V lysosomech nadorovych
bungk je pfitomno zvySené mnozstvi lysosomové proteasy
— kathepsinu B. Bylo zjisténo, ze tetrapeptidovy spojovaci
¢lanek Gly-Phe-Leu-Gly umoziuje specifické uvoliiovani
1é¢iva v lysosomech timto enzymem, a proto byl SFU kon-
jugovan s Castecné acetylovanym O-(methoxykarbonyl)
chitosanem (obr. 11, cit.5").

o)
NH
OCHZCOGIy-Phe-Leu-GIy-CHZ-N\:(EO
0 O oH
HC?%/ F
NH, n

Obr. 11. Konjugat O-(karboxymethyl)chitosanu a Gly-Phe-
Leu-Gly-5-fluoruracilu

Doxorubicin je antracyklinové protinddorové antibio-
tikum s Sirokym spektrem protinadorové aktivity. Plsobi
blokadu enzymu topoisomerasy II, ktery se podili na zmé-
nach v prostorovém uspotfadani DNA pfi jeji replikaci pred
délenim builky. Pii blokadé topoisomerasy II se nespojuji
jednotlivé ¢asti DNA a ta se rozpada. Pro velmi silné ved-
lejsi ucCinky (kardiotoxicita), nizkou stabilitu a Spatnou
rozpustnost ve vodé byl pfipraven jako nékolikavrstvé
mikrotobolky obsahujici chitosan a algindt vazané na
(karboxymethyl)celulose dotované koloidnimi casticemi
uhli¢itanu vépenatého®. Enkapsulace 1é&iva efektivné
indukuje apoptézu HepG2 nadorovych bunék.

3.3. Antioxidaéni aktivita

Antioxidanty jsou latky, které zpomaluji nebo brani
oxidaci oxidovatelnych bunécénych substratli. Zachytavaji
radikaly a ROS (reaktivni kyslikové species) obsahujici
reaktivni kyslikové atomy, zahrnujici hydroxylovy radi-
kal «OH, superoxidovy radikal <O, aperoxid vodiku H,O,.
Tyto radikdly jsou velmi nestabilni a reaguji rychle
s jinymi latkami v téle, coz vede k poSkozeni bunék a tka-
ni. Antioxidanty pulsobi proti tvorbé volnych radikalt
a ROS nebo aktivuji celou fadu detoxikujicich proteind.

V poslednich letech je vénovana velka pozornost také
antioxidacni U¢innosti chitosanu. Tato ucinnost rovnéz
zavisi na velikosti molekuly a stupni acetylace® ®*. Nizko-
molekularni, ¢aste¢n€ N-acetylovany chitosan rozpustny
ve vodé je mozné povazovat za prirodni antioxidant.
I kdyz presny mechanismus jeho antioxidacni ucinnosti



Chem. Listy 103, 56—65 (2009)

Referat

1
OR o OR
n H DMSO 0
0 (] + CH3—C-N SO,Cl— I-CI)O
HO NHn NH n
SO,
R =H, R" =-S0,-p-C4H4-NHCOCH;
=R'=S0x
R=R=80 NHCOCH;
Schéma 6. Sulfatované derivaty chitosanu o molekulové hmotnosti 4000 Da a 20 000 Da
OH cs OH NH.R OH
2 2
0 O o o)
HO KOH HO 2 HCHO [ Ho
NH,Jn NHn NH.n
C=8 N.__S
$x Y
R/N S

CH Cl
Q 3
5O
(0}

Schéma 7. Priprava 1,3,5-thiadiazin-2-thionovych derivati chitosanu

neni znam, predpokladd se, Zze amino a hydroxyskupiny
vazané na C-2, C-3 a C-6 pyranosového cyklu reaguji
s radikaly za tvorby stabilngjSich polymernich radikald.
Uginnost pravdépodobné souvisi s chelatagnimi vlastnost-
mi chitosanu, které vedou ke zpomaleni oxidace lipida®.
Chitosan inhibuje peroxidaci linolenové kyseliny, vykazu-
je vysokou aktivitu vici hydroxylovym radikalim
(83,7 %, cit.%’).

Xing a spol.”® publikovali antioxida¢ni aktivitu riiz-
nych druht sulfatovanych chitosant pfi reakci s radikaly.
Byly pfipraveny sulfaty a sulfanilamidové derivaty chito-
sanu o ruznych molekulovych hmotnostech (schéma 6).
Vysledky ukézaly, Ze zavedeni sulfanilamidové skupiny
zvy§uje nejenom rozpustnost, ale i antioxidaéni aktivitu®.

Glutathion jako zndmy pfirodni antioxidacni peptid
obsahujici siru inspiroval pfipravu celé fady sirnych ob-
mén. Do chitosanu byly zavedeny 1,3,5-thiadiazin-2-

AN
OH OH CHz
o o o L. CAN
SO HO
NH, NH, | OCH,
OH

CAN = dusi¢nan diamonnoceri¢ity

Schéma 8. Eugenolovy polymer chitosanu
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-thionové derivaty obsahujici dva typy siry s potencialni
antioxida¢ni aktivitou” (schéma 7).

Eugenol (4-allyl-2-methoxy-fenol) byl zabudovan do
molekuly chitosanu (schéma 8), aby zvysil jeho antioxi-
daéni Gc¢innost svymi fenolickymi hydroxyskupinami.
Zavedenim objemného substituentu se snizila citlivost na
pH a zvysila se inhibice iniciace a propagace oxidacnich
fetézovych reakci’’.

Caste¢né  kvarternizované  derivaty  chitosanu
s kyselinou gallovou vykazovaly ucinnost proti superoxi-
dam’. Superoxidovy anion O, vznikd témé&f ve viech
bunkach a je hlavni pfi¢inou toxicity kysliku. V porovnani
s ostatnimi kyslikovymi radikdly ma superoxidovy radikal

Stejné jako u antibakterialn€ u¢innych derivati chito-
sanu byla kvuli zvySeni antioxidacni G¢innosti aminosku-
pina chitosanu alkylovdna ethylem, 2-(dimethylamino)

OH OH
00 g0
HNtC_IC'i;)_ NH2 n
Hy 'y
CH,
OCHj
OH
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OH OR
o o RCI o
NaOH HO
NHR'Jn NHR'J n

AEC: R = -(CH,),NHy; R" = H, COCHj
DMAEC: R = -(CH,),N(CH3),; R = H, COCHj
DEAEC: R = -(CH,),N(CH,CHj); R' = H, COCHj

Schéma 9. Alkylace chitosanu

ethylem a 2-(diethylamino)ethylem’. Antioxidagni uéin-
nost zalezi na stupni deacetylace chitinu a typu substituce.
Nejucinngjsi lapa¢ ROS volnych radikald se ukazal
AEC90, coz je 90% deacetylovany N-aminoethylovany
chitosan majici nejvyssi procento volnych aminoskupin
(schéma 9).

5-Chlor-2-hydroxybenzaldehyd a 2-hydroxy-5-nitro-
benzaldehyd byly pouzity pro pfipravu Schiffovych bazi
s aminoskupinami chitosanu a (karboxymethyl)chitosanu
(schéma 10, cit.”"). Prestoze byla do molekuly vnesena
fenolick4 hydroxyskupina, antioxidac¢ni G¢innost vici su-
peroxidovému a hydroxylovému radikalu se nezvysila.
Z toho vyplyva, ze pro tuto U€innost je nezbytna piede-
v§im volna aminoskupina, i kdyz hydroxyskupiny u pted-
chozich derivati piisobily stimula¢né.

4. Zavér

Chitosan vykazuje celou fadu biologickych aktivit.
Podle naristajiciho poctu publikaci v poslednich letech lze
usuzovat, ze jde o velice perspektivni polykationtovy poly-
sacharid s Sirokym potencidlem vyuZiti v nejriznéjsich
aplikacich. V oblasti farmacie je jeho budoucnost prede-
v§im v roli biodegradabilniho nosice 1é¢iv riznych farma-
kologickych skupin s moznosti jejich modifikace pro cilo-
vou tkan, odstranéni nékterych nezadoucich vlastnosti
léciva a zvySeni biodostupnosti 1é¢iva.

Tato prdace byla podporena
0021620822 a GAUK 76807/2007.

projekty  MSM

/O/ﬁ/o/
HO + )
NH, R

R'=H, R?=NO,
R'=-CH,COOH, R = NO,
R'=H,R?=Cl
R'=-CH,COOH, R?=ClI
R'=-CH,COOH,R2=H

Schéma 10. PFiprava Schiffovych bazi
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E. Vaviikova and J. VinSova (Department of Inor-
ganic and Organic Chemistry, Faculty of Pharmacy,
Charles University, Hradec Kralové): Chitosan and Its
Pharmaceutical Applications

Chitosan is a prospective cationic polysaccharide
which shows a number of functions in many fields, includ-
ing biomedicinal, pharmaceutical, preservation, microbial
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and others. In this review, we have summarized three main
areas of its biomedicinal applications due to its antimicro-
bial, anticancer, and antioxidant effects. The applications
are influenced by a number of factors such as its polymeri-
zation degree, the degree of chitin deacetylation and some
other physicochemical properties. The biodegradable, non-
toxic and non-allergenic nature of chitosan suggests its use
as a carrier in drug delivery systems.
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