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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Opracowanie i rozw6j technologii produkcji inzynierowanego jedwabiu stworzyty realne mozli-
wosci jego praktycznych zastosowan. Rekombinowany inzynierowany pajeczy jedwab (IPJ) sta-
nowi substrat do produkcji réznych biomaterialéw, takich jak: filmy, hydrozele, wiékna, ruszto-
wania, mikrokapsutki, mikro- i nanosfery. Wytwarzanie in vitro wtékien odbywa si¢ w sposéb
nasladujacy warunki naturalnie panujace w gruczole przednym pajaka: w obecnosci jonéw fosfo-
ranowych oraz sit ciagnacych. Filmy otrzymywane sa przez odparowanie rozpuszczalnika z roz-
tworu jedwabiu, natomiast rezultatem odparowywania rozpuszczalnika w obecnosci porogenu
sg jedwabne rusztowania. Hydrozele powstaja w wyniku polimeryzacji czastek jedwabiu w roz-
tworach o niskim pH. Polimer jedwabiu powstajacy na granicy niemieszajacych si¢ faz wyko-
rzystywany jest do otrzymywania mikrokapsutek. Najmniejsze z opisywanych form — jedwab-
ne sfery powstaja przez wysolenie biatek jedwabiu jonami fosforanowymi. Cechami wsp6lnymi
jedwabnych biomateriatléw sa biokompatybilnos¢ oraz biodegradowalnos¢ pozwalajace na wy-
korzystanie ich w medycynie i farmacji, a strategia konstrukcji biatek hybrydowych polegajaca
na nadaniu metodami inzynierii genetycznej pozadanej funkcji dalej rozszerza mozliwosci ich
wykorzystania.

jedwab pajeczy ¢ inzynierowany jedwab pajeczy * biomateriat » wtokna  film « hydrozel ¢
rusztowania * mikrokapsutki ¢ mikro-, nanosfery

Summary

The development and progress in engineered spider silk manufacturing has enabled its practi-
cal application. Recombinant spider silk can assemble in several morphological forms such as
films, hydrogels, fibers, scaffolds, microcapsules, and micro- and nanospheres. The in vitro fiber
formation takes place by mimicking the natural spinning process in the spider spinning gland:
in the presence of phosphate ions and dragging forces. Films are obtained by evaporation of so-
Ivent from the silk solution, while the result of evaporation of the solvent in the presence of po-
rogens is a silk scaffold. Hydrogels are formed by spontaneous polymerization of silk particles
in solutions at low pH. The silk film assembled at the interface of two immiscible phases forms
microcapsules. The smallest of the described forms — silk spheres — are obtained by salting out
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the silk protein solution after addition of the phosphate ions. Common properties of the silk bio-
materials are biocompatibility and biodegradability, which make them suitable for a number of
applications in medicine and pharmacy. Moreover, the strategy of hybrid proteins which provi-
des the desired function to biomaterial will further expand their potential use.
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WPROWADZENIE

Nadzwyczajne wlasciwosci mechaniczne nici pajeczych,
takie jak wytrzymatosé, rozciagliwos¢, odpornosé na pe-
kanie, a przy tym biokompatybilnos¢ i biodegradowalnos¢
czynia jedwab biomaterialem o licznych potencjalnych za-
stosowaniach w medycynie i farmacji. Jednak przez wiele
lat postep badan byt ograniczony dostepnoscia materiatu.
Poznanie sekwencji genéw kodujacych biatkowy budulec
jedwabnych nici (tzw. spidroin) otworzyto droge do kon-
struowania syntetycznych genéw, kodujacych tzw. inzynie-
rowany pajgczy jedwab (IPJ). Strategia ta polega na synte-
zie krotkiej nici DNA kodujacej sekwencj¢ konsensusowa
danej spidroiny, tzw. modut DNA. Konstrukcja modutéw
DNA zaktada optymalizacj¢ kodonéw odpowiednio do da-
nego systemu ekspresyjnego. Zapewnia to wysoki poziom
ekspresji, co wiaze sig¢ ze zwigkszeniem iloSci jedwabne-
go materiatu. Ponadto dodatkowe polipeptydy tworzace
funkcjonalne domeny dodane do IPJ metodami inzynierii
genetycznej nadaja IPJ dodatkowe funkcje, np. enzyma-
tyczne, rozpoznajace receptory komoérkowe, wiazace me-
tale, cukry, adhezji, przechodzenia przez btony komoérko-
we i inne. Te syntetyczne, funkcjonalne biatka jedwabiu
stanowig nowa klase spidroin [33]. Zagadnienie konstruk-
cji IPJ i ich funkcjonalizacji zostato opisane w czesci I do-
tyczacej inzynierowanego jedwabiu pajeczego.

Zwigkszenie dostgpnosci biatek jedwabiu stato si¢ punk-
tem przelomowym w badaniach prowadzacych do praktycz-
nych zastosowan biomateriatow opartych na IPJ. Jedwab
naturalny, wytwarzany przez larwy jedwabnika morwowe-
go, od lat wykorzystywany jest do produkowania réznych
morfologicznych biomateriatéw [2]. Opracowywane tech-
niki pozyskiwania struktur, takich jak: widkna, maty, zele,
filmy/blony, porowate rusztowania, kapsulki czy sfery sta-
nowig obecnie punkt wyjscia do badan nad mozliwoscia-
mi wytwarzania r6znych form morfologicznych réwniez
z jedwabiu pajeczego (ryc. 1). Intensywne badania prowa-
dzace do poznania proceséw zachodzacych w gruczotach
przednych pajaka przyczyniaja si¢ réwniez do zrozumie-
nia, a zatem kontroli proceséw wytwarzania jedwabnych
biomaterialéw. Biatka jedwabiu zmagazynowane w worku
gruczotu przednego wystgpuja w postaci rozpuszczalnej

i maja strukture nieuporzadkowanego zwoju (kigbka staty-
stycznego). Musza one zosta¢ poddane sktadaniu tak, aby
ostatecznie otrzymac nierozpuszczalne wtdkna o domi-
nujacej strukturze drugorzedowej typu pofatldowana kart-
ka B [8]. Analiza procesu przechodzenia biatek jedwabiu
z roztworu do fazy statej zachodzacego w gruczole przed-
nym pajaka wykazata wazne znaczenie czynnikéw, takich
jak: stezenie soli, pH, zawarto$¢ wody, stgzenie biatka oraz
dziatanie sit mechanicznych [8]. Nasladujac naturg w wa-
runkach sztucznych naukowcy pracuja nad kontrolowa-
nym przej$ciem biatek jedwabiu z fazy ciektej do stalej
przy jednoczesnym nadawaniu pozadanego ksztaltu two-
rzonemu biomateriatowi [13]. Ponizej przedstawiono do-
tychczasowe osiagnigcia w dziedzinie pozyskiwania bio-
materialéw opartych na IPJ.

WeGKNA | MATY

Wigkszos¢ metod eksperymentalnych uzytych dotychczas
w prébach uzyskania wiékien z rekombinowanych biatek
bazowatla na wytlaczaniu rozpuszczalnika zwanym inaczej
mokrym przedzeniem, elektroprz¢dzeniu oraz na metodach
zwiazanych z mikroprzeptywami [8]. Metoda produkcji
witokien in vitro najbardziej zblizona do naturalnego proce-
su jest metoda oparta na mikroprzeptywach [30]. Warunki
przeptywu laminarnego zapewniaja precyzyjna kontrolg
nad st¢zeniem jondw, wartoscig pH wzdtuz kanatu, szyb-
koscia przeptywu oraz dziataniem sit ciagnacych [32].
Wazna rolg w formowaniu ostatecznego ksztattu i wlasci-
wosci widkien jest mechaniczne wyciaganie imitujace sity
ciggnace wystgpujace w naturze. Wyciaganie prowadzi do
powstania dtuzszych oraz cieiszych widkien. Widkno pod-
dane wyciaganiu ma wigksza zawartos¢ struktury -kartki,
a co za tym idzie zwigkszona wytrzymatos¢ [15]. Widkno,
ktore przeciagnigte zostanie przez wodny roztwor nabiera
wigkszej odpornosci na odksztatcanie i zerwanie, jest jed-
nak mniej rozciagliwe [36]. Na mechaniczna wytrzyma-
1os¢ oraz strukture widkna znaczacy wpltyw ma wielkos¢
biatka uzytego do jego produkcji oraz obecnos¢ korico-
wych niepowtarzajacych si¢ domen. Wykazano, iz biatko
oparte na sekwencji MaSp1 ztozone z 96-krotnie powt6-
rzonych domen alaninowych i glicynowych (czyli wielko-
Scig zblizona do naturalnego) formuje wytrzymate wtékna
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A) Rusztowanie

G

B) Hydrozel

C) Wiékna

E) Sfery

Ryc. 1. Formy morfologiczne (strukturalne) uzyskiwane z jedwabiu naturalnego i inzynierowanego jedwabiu pajeczego; (A) obraz SEM rusztowania,
widoczna porowata struktura rusztowania, wstawka: makroskopowy obraz rusztowania, (B) makroskopowy obraz hydrozelu w probéwce,
wstawka: krazki hydrozelu, (€) obraz SEM wiékien uzyskanych metoda elektroprzedzenia, (D) makroskopowy obraz filmu, (E) obraz z mikroskopu
Swietlnego sfer uzyskanych z IPJ (powiekszenie 400), wstawka: obraz z mikroskopu fluorescencyjnego sfer znakowanych FITC (powiekszenie 200)

o regularnej strukturze. Krétsze, 32-16-merowe biatka two-
rza wadliwe widkna o niewielkiej wytrzymatosci na rozcig-
ganie [45]. Oznacza to, iz chcac uzyskac in vitro wtékno
o wlasciwosciach zblizonych do pajeczej nici nalezy uzy-
skaé ekspresje jak najdtuzszego biatka. Koricowe, niepo-
wtarzajace si¢ domeny biatka jedwabiu odgrywaja wazna
role w procesie formowania sig¢ witdkien, zapobiegajac nie-
pozadanej agregacji biatek oraz promujac agregacje biatek
w sposob rownolegly do dlugiej osi wtdkna. IPJ pozbawio-
ne konicowych domen niepowtarzajacych si¢ poddane sile
Scinajacej nie wykazuja zmian lepkosci, tworza niewiel-
kie, nieprawidtowe, nieuporzadkowane agregaty zawiera-
jace przypadkowo sparowane struktury B-kartki. W tych
samych warunkach biatka majace C-koicowa domeng for-
muja fibrylarne agregaty bogate w struktury [3-kartki ukta-
dajace si¢ wzdtuz osi witdkna [7]. IPJ oparte na sekwen-
cji ADF-3 (eADF3) tworzytly widkna uzyskane technika
mikroprzeptywéw po zastosowaniu sit ciagnacych i obni-
zeniu pH z 8 do 6. Widkna te miaty Srednicg 10—40 pm.
Charakteryzowaly si¢ znacznie mniejsza odpornoscia na
rozerwanie niz naturalne nici pajecze. Na przyktadzie tych
wilokien zaobserwowano, iz proces wyciagania ma znacza-
cy wpltyw na wytrzymatos¢ i rozciagliwos¢ witdkna [19].
Ta sama technikg uzyskano réwniez wtdkna z mieszaniny
inzynierowanych biatek eADF3 i eADF4. Biatko eADF4
nie tworzy widkien, polimeryzuje jedynie w sfery o du-
7ej zawartoS$ci B-kartki. Mieszanina obu biatek sktada sig
w odpowiednich warunkach z witékna o wtasciwosciach

zblizonych do widkien zbudowanych tylko z biatka eADF3
[32]. Widkna z rekombinowanego IPJ produkowane me-
toda elektroprze¢dzenia mozna uktada¢ w porowate maty
doskonale imitujace topograficzne wtasciwosci przestrzeni
mig¢dzykomorkowej [41]. Obecnie podejmowane sa proby
tworzenia mat powstatych z IPJ jako alternatywy dla na-
turalnych witékien stosowanych jako poditoze do hodowli
komorek. Przyktadowo, rozwér hybrydowego IPJ opartego
na sekwencji MaSp1 potaczonego z sekwencja tréjpeptydu
RGD (wspomagajaca adhezj¢ komdrek) poddano elektro-
przedzeniu, uzyskujac maty zbudowane z widkien o sred-
nicy okoto 100 nm [4].

FiLmy

Cienkie blony ztozone z czastek rekombinowanego IPJ sta-
nowig podstawg stabilnego, biokompatybilnego polimeru
o obiecujacych wiasciwosciach i potencjale do zastoso-
wan biomedycznych. Jedwabny film moze by¢ uzyskany
przez catkowite odparowanie rozpuszczalnika z roztworu
IPJ. Przezroczyste filmy o grubosci 0,5-1,5 um otrzyma-
no z uzyciem rozpuszczalnika HFIP — heksafluoroizopro-
panolu zawierajacego roztwor biatka IPJ opartego na se-
kwencjach pajgczych: ADF-3 i ADF-4 [12]. Roztworem
tym pokrywano plytki krzemowe i odparowywano rozpusz-
czalnik. Uzyskane w ten sposéb filmy mialy wewngtrzna
strukture zbudowana z motywdéw B-kartki, B-zwrotéw, o-he-
lis oraz nieuporzadkowanych fragmentéw. Aby wzbogacié
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zawarto$¢ struktury B-kartki, a przez to zwiekszy¢ mecha-
niczna wytrzymatos¢ filmu, inkubowano go z roztworem
metanolu [12]. Film potraktowany metanolem sktadat sie
gtéwnie z krystalicznych struktur B-kartki tworzonych
przez motywy polialaninowe [21]. Otrzymane filmy byty
stabilne w warunkach denaturujacych, takich jak wysokie
stgzenia mocznika i chlorowodorku guanidyny, doréwnu-
jac wlasciwosciom naturalnego jedwabiu pajeczego [37].
Powierzchnia filmu doskonale nadaje si¢ do hodowli ko-
morek tkanki tacznej, gdyz pobudza nie tylko ich wzrost,
ale takze wytwarzanie substancji mi¢dzykomérkowej, co
wykazano na przyktadzie fibroblastow deponujacych na
jedwabnej matrycy kolagen typu I [44]. Wlasciwos¢ te
wykorzystano do projektowania opatrunkéw wspomaga-
jacych regeneracj¢ skéry po oparzeniach. Zastosowanie
membrany z rekombinowanych IPJ na poparzone miejsce
znacznie przyspieszalo gojenie si¢ rany oraz wzmagato
ekspresje czynnika wzrostu fibroblastow, przewyzszajac
dziatanie standardowo stosowanego kolagenu [3]. Jednak
do wielu zastosowan niezbedne jest nadanie IPJ nowej
funkcji poprzez modyfikacje chemiczne gotowego filmu,
badZ genetyczne modyfikacje biatka uzytego do produk-
¢ji filmu. Zmodyfikowane filmy moga si¢ sta¢ narzedzia-
mi do kontrolowanego uwalniania lekéw lub innych sub-
stancji aktywnych, dziata¢ jako biosensory lub stanowié
rusztowania do wzrostu komoérek w inzynierii tkankowe;j.
Przyktadem moze by¢ wprowadzenie cysteiny do sekwen-
cji IPJ bazujacego na sekwencji ADF-4. Modyfikacja skut-
kujaca pojawieniem si¢ grupy tiolowej na powierzchni fil-
mu pozwolita na zakotwiczenie na btonie takich czastek
jak nanoczastki ztota, barwniki, biotyna, B-galaktozydaza
oraz inne enzymy [40]. Innym przyktadem sa biatka fuzyj-
ne jedwabiu inzynierowanego z sekwencjami konsensuso-
wymi lub fragmentami innych biatek. Fuzja IPJ z 10-krot-
nie powtérzonym pentapeptydem sekwencji konsensusowe;j
elastyny i wykorzystanie go jako podtoze (film) do ho-
dowli ludzkich chondrocytéw poprawito warunki wzro-
stu komérek w poréwnaniu z hodowla na ptytkach poli-
styrenowych. Uzyskano podobne rezultaty jak w hodowli
na plytkach pokrytych kolagenem badz fibronektyna [35].
Jednak ze wzgledu na brak poréwnania biatka fuzyjnego
z biatkami sktadowymi, nie mozna jednoznacznie stwier-
dzi¢, czy o skutecznosci decyduje sktadowa elastyno-
wa, sekwencja IPJ czy tez obie [35]. Z rekombinowanego
15-merowego IPJ z peptydem RGD utworzono filmy, kt6-
re stanowily matrycg¢ do wzrostu komoérek macierzystych
szpiku kostnego [4]. Hormonalna indukcja ich réZnicowa-
nia w kierunku komérek kosci prowadzita do wzrostu oste-
ocytéw i do wzmozonego odkladania soli wapnia w po-
réwnaniu ze standardowymi warunkami hodowli. Bardzie;j
intensywne odktadanie soli wapniowych zaobserwowano
jednakze w kontroli z hodowlg komérek na rekombinowa-
nym 15-merowym biatku pozbawionym sekwencji RGD.
Wynik ten moze sugerowac, iz wzrost tych komorek jest
promowany przez sama strukture filmu z rekombinowane-
go biatka [4]. Ponadto wykazano, ze zawartos¢ struktury
kartki B, odpowiedzialnej za sztywno$¢ materiatu, w dru-
gorzedowej strukturze filmu bedacego mieszaning rekom-
binowanego IPJ bez oraz z motywem RGD byta skorelo-
wana z zawarto$cia motywéw RGD [23]. Zaobserwowano
zwigkszona ilos¢ struktury kartki B w przypadku rekombi-
nowanego IPJ z RGD. Co wigcej, wykazano, ze niezalez-
nie od stosunku obu sktadnikéw mieszaniny, peptyd RGD
byt zawsze eksponowany na powierzchni filmu [23]. Inne

doniesienia opisuja fuzj¢ IPJ z peptydami powodujacymi
odktadanie si¢ substancji nieorganicznych na powierzch-
ni biopolimeru. W przypadku dotaczania sekwencji kon-
sensusowej pochodzacej z biatka silafiny (sekwencja R5),
na powierzchni filmu odktadata si¢ krzemionka. Uzyskane
filmy oraz porowate struktury tréjwymiarowe zbudowane
z IPJ zostaly wzmocnione czasteczkami krzemionki two-
rzac stabilne rusztowanie do wzrostu komorek. Struktura
ta moze by¢ potencjalnie zastosowana w regeneracji tka-
nek kostnych, co potwierdza adhezja ludzkich mezen-
chymalnych komérek macierzystych (hMCS). Komérki
te, hodowane na podtozu filmu z IPJ-R5 rozmnazaly sig
oraz réznicowaty w kierunku komérek kosciotworczych
[22]. Obecnos¢ komponentu krzemionkowego w filmach
wplywata na ekspresje genéw zwiazanych z osteogeneza.
W komorkach rosnacych na filmach pokrytych krzemion-
ka zaobserwowano wzrost ekspresji genéw markerowych
komoérek kosciotworczych o prawie 5% w poréwnaniu
z komorkami hodowanymi na jedwabnych filmach pozba-
wionych komponentu krzemionkowego [21]. Kolejny przy-
ktad to potaczenie IPJ z C-koricowa domeng biatka den-
tyny 1 (CDMP1) [11]. Domena ta jest odpowiedzialna za
wigzanie jonéw wapnia. Biatko fuzyjne wykazywato zdol-
nos¢ do samoistnej agregacji i tworzenia filmu, ktéry po
inkubacji z metanolem miat duza zawartos¢ struktury p—
-kartki. Dodana domena dentyny zapewniata biatku zdol-
nos$¢ wigzania i gromadzenia czasteczek hydroksyapaty-
tu. Filmy uzyskane z tego biatka podlegaty mineralizacji
podczas inkubacji z roztworami imitujacymi ptyny orga-
nizmu ludzkiego [11].

HyprozELE

Hydrozele to tréjwymiarowe sieci polimerowe mogace
chtonaé¢ wodne roztwory bez rozpuszczania si¢ w nich.
Zel powstaje z roztworu biatek jedwabiu, gdy jego ste-
zenie jest dostatecznie duze, aby mogta utworzy¢ si¢ cia-
gla sie¢ polimeru, w ktérej uwigziona zostaje faza ciekta.
Zelowanie promowane jest przez niskie pH oraz obecnosé
jonéw Ca?*. Warunki te powoduja spontaniczne sktadanie
si¢ bialek jedwabiu w nanofibryle o Srednicy okoto 3 nm
i dlugosci prawie 1 um podobne do tych tworzonych przez
biatka jedwabiu w przewodzie wyprowadzajacym gruczo-
16w przednych pajaka. Po kilku dniach inkubacji nanofi-
bryle asocjuja w sie¢ tworzac hydrozel [14]. Tak powsta-
fe hydrozele sa lepkimi elastycznymi materiatami o duzej
kruchosci. Dotychczas wigkszos¢ badan nad konstrukcja
i zastosowaniami hydrozeli przeprowadzono z uzyciem
jedwabiu naturalnego pozyskanego z kokonéw jedwabni-
kéw. Wykorzystywane sa one przede wszystkim w inzy-
nierii tkankowej do formowania podtozy do wzrostu ko-
morek. W celu polepszenia ich wtasciwosci stosuje sig
takze mieszanki protein jedwabiu z glikolem badz zelaty-
na. Wykazano, iz na hydrozelowych jedwabnych podtozach
mozliwa jest hodowla i ré6znicowanie komoérek kostnych,
ktore efektywnie regeneruja defekty tkanki u zwierzat do-
Swiadczalnych [24]. Bada si¢ réwniez ich zastosowanie jako
systemy kontrolowanego, powolnego uwalniania substan-
cji aktywnych np. cytokin [42]. Hydrozele powstate z IPJ
bedacego 16-merem sekwencji opartej na ADF-4 zbudo-
wane byty z nanofibryli o Srednicy okoto 3 nm i dtugo-
$ci nie wigcej niz 1 um. Nanofibryle o podobnej dtugosci
tworzyly wewnatrz hydrozelu pételastyczna sie¢. Formy
te makroskopowo byly przezroczyste, kleiste oraz lepko
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sprezyste, podobnie jak hydrozele uzyskane z jedwabiu
naturalnego. Ze wzgledu na swoja elastycznos¢ oraz duza
stabilno$¢ pozwalajaca na przechowywanie przez kilka
tygodni, w przysztosci hydrozele z rekombinowanego je-
dwabiu moga by¢ wykorzystane jako dépot, czyli systemy
powolnego uwalniania leku lub podtoze do przestrzenne;j
hodowli komérek [31].

Ruszrowania

Jesli do roztworu biatek jedwabiu doda sig substancje be-
daca porogenem, w wyniku odparowania rozpuszczalnika
powstana porowate rusztowania. Substancjami powoduja-
cymi powstanie poréw moze by¢ np. chlorek sodu lub glu-
koza [25]. Stgzenie i rodzaj porogenu warunkuje rozmiar
poréw, ktéry moze wynosi¢ 100-1100 pm. Stanowia one
doskonate rusztowanie do adhezji i wzrostu, réznicowania
si¢ komorek, tworzenia potaczeft migdzy nimi, a w konse-
kwencji budowy tkanki. Przestrzenna hodowla komérek
zapewnia réwniez idealne warunki przeptywu substancji
odzywczych oraz usuwania produktéw przemiany mate-
rii [15]. Obecnie porowate rusztowania do tréjwymiaro-
wej hodowli komérek z powodzeniem uzyskuje si¢ z je-
dwabiu naturalnego pochodzacego od jedwabnikow [42].
Podjete zostaly rowniez proby produkeji tych struktur z je-
dwabiu pozyskanego z otoczek jaj pajeczych, czyli natural-
nego jedwabiu pajgczego. Rusztowania zbudowane z tego
materialu, podobnie jak te z jedwabiu jedwabnikéw pod-
trzymywaty wzrost chondrocytéw i produkcj¢ chrzast-
ki stawowej [6]. Niedostateczna ilo§¢ materialu stanowi
jednak powazne ograniczenie tej metody. Istniejg réw-
niez doniesienia o zakonczonym sukcesem wytworzeniu
trojwymiarowych rusztowan z IPJ opartego na sekwencji
MaSpl1 pajaka z gatunku Nephila clavipes. Porowate struk-
tury uzyskano przez dodanie do roztworu IPJ krysztatkéw
NaCl o srednicach 50-100 i 200-400 um. Po odparowa-
niu rozpuszczalnika i potraktowaniu etanolem otrzyma-
no jedwabne rusztowania w postaci dyskéw o wymiarach
10 mm na 1 mm, w ktérych wielkos¢ poréw odpowiada-
ta wielkosci dodanych zastosowanych krysztatkéw chlor-
ku sodu. Rusztowania te wspomagaty adhezj¢ i wzrost fi-
broblastow 3T3 [1].

IMIKROKAPSULKI

Kolejnym wykorzystaniem wtasciwosci jedwabiu pajecze-
go jest tworzenie mikrokapsutek. System taki moze dostar-
czaé substancje aktywne przez zamknigcie w barnice poli-
meru lekdw, czynnikéw diagnostycznych czy np. substancji
odpowiadajacych za smak. Mikrokapsutkowanie zapew-
nia przede wszystkim kontrol¢ nad wchtanianiem i uwal-
nianiem sktadnikéw aktywnych, obniza ich immunogen-
nos¢, a takze chroni je przed zbyt wezesna degradacja, np.
przez enzymy trawienne. Mikrokapsutki z IPJ bazujacego
na sekwencji spidroiny ADF-4 otrzymano poprzez kon-
trolowane spontaniczne sktadanie polimeru na styku fazy
olej-woda [10]. Biatka jedwabiu adsorbowaty si¢ na gra-
nicy faz formujac film i natychmiastowo zmieniajac swoja
konformacje na strukture B-kartki. Kropelki fazy wodnej,
ktére przechodzity przez granicg faz byly otaczane przez
film i w ten sposéb kapsutkowane ptaszczem polimeru.
Struktury te to cienkie powloki polimeru o grubosci $cia-
ny 3—-80 nm i $rednicy 1-30 pum. Ich rozmiar zalezat od
wielkosci kropel emulsji powstatej podczas emulsyfikacji

[10]. W ptaszczu polimerowym wystepuja otwory, kté-
re stanowia wybidrczy filtr umozliwiajacy kontrolg pro-
cesu dyfuzji. W kapsutce zamknigte moga by¢ zwiazki
o duzej masie czasteczkowej, podczas gdy mniejsze cza-
steczki moga swobodnie dyfundowac. Zmierzony ekspe-
rymentalnie Sredni punkt odcigcia dla czasteczek moga-
cych przechodzi¢ przez powtoke mikrokapsutki to 27 kDa.
Wielkos¢ ta §wiadczy o dobrej ochronie zawartosci kap-
sutki przed uktadem immunologicznym, stanowi tez do-
bry system kontrolowanego transportowania i uwalniania
enzyméw oraz innych bioaktywnych makroczasteczek [9].
Nano- i mikrokapsutki moga by¢ zniszczone, a ich sktadni-
ki uwolnione in vivo chemicznie, fizycznie (np. przez sity
rozrywajace) lub biologicznie (przez trawienie proteoli-
tyczne). Istnieje wiele mozliwych zastosowan przedstawio-
nych torebek/balonéw z pajeczego jedwabiu, poczynajac
od zywnosci, do zastosowan kosmetycznych i farmaceu-
tycznych. W zastosowaniach farmaceutycznych bariera dy-
fuzyjna otoczki biatkowej pozwala na powolny (kontrolo-
wany) proces uwalniania zakapsutkowanego materiatu.
Dalsze zaprojektowanie otoczki biatkowej moze da¢ opa-
kowanie o zdefiniowanych parametrach uwalniania, ktére
uwalnia zawarto$¢ jedynie po aktywacji z zastosowaniem
okreslonych proteaz lub innych czynnikéw uruchamiaja-
cych proces uwalniania [33].

IMIKRO- | NANOSFERY

Agregacja bialek jedwabiu i tworzenie nano- i mikrosfer
przebiega spontanicznie, podobnie jak tworzenie nanofi-
bryli. Forma utworzonej struktury zalezy przede wszyst-
kim od obecnosci i stgzenia jonéw fosforanowych. Niskie
stezenie fosforandw promuje tworzenie si¢ nanofibryli,
stgzenie migdzy 300 a 400 mM promuje stan przejscio-
wy, natomiast pod wptywem wyzszego niz 500 mM ste-
zenia fosforanéw IPJ eADF4 skladajq si¢ w struktury sfe-
ryczne [38]. Dodanie jonéw fosforanowych prowadzi do
enukleacji, czyli wyodrebnienia si¢ z roztworu rozproszo-
nych kropel fazy bogatej w biatko. Zageszczone czasteczki
zaczynaja ze soba oddziatywac, co powoduje przeksztat-
cenia konformacyjne. Interakcje te skutkuja przeksztatce-
niem si¢ kropelek roztworu bogatego w biatko w stabilne
mikrosfery [18,38]. Jedwabne sfery wykazuja niezwykta
odporno$¢ chemiczna na czynniki denaturujace, takie jak
mocznik czy chlorowodorek guanidyny, co poréwnywal-
ne jest ze stabilnoscig chemiczng naturalnych nici pajg-
czych. Obie struktury zawdzigczaja te wlasciwos¢ bogatej
zawartosci regionéw B-kartki zbudowanej z motywow po-
lialaninowych [20]. Mikrosfery i nanosfery uzyskaé¢ moz-
na w bardzo prostym procesie mieszania roztworu biat-
ka przy odpowiedniej zawartosci jonéw fosforanowych.
Badano trzy metody mieszania: poprzez dializg, proste
mieszanie za pomocg pipety oraz z uzyciem pomp zapew-
niajacych szybki przeptyw i mieszanie o okreslonej pred-
kosSci. Wykazano, iz wraz ze wzrostem intensywnosci mie-
szania maleje Srednica otrzymywanych sfer. Na rozmiar
uzyskiwanych struktur wptywa réwniez stgzenie biatka
jedwabiu: przy wigkszej jego koncentracji otrzymujemy
sfery o wigkszej srednicy. Opracowane metody miesza-
nia pozwalaja na uzyskanie stabilnych sfer o zréznicowa-
nych wielkosciach. Sfery powstate podczas dializy maja
wielkos¢ 2-1 um. Mieszanie pipeta formuje sfer o sredni-
cy 3501 510 nm, odpowiednio przy st¢zeniu biatka jedwa-
biu 0,5 i 1 mg/ml. Najmniejsze czasteczki otrzymac mozna
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Tabela 1. Formy morfologiczne (strukturalne) wykonane z rekombinowanego jedwabiu pajeczego i ich potencjalne zastosowania

Forma morfologiczna Metoda pozyskania Genetycazne modyfikacje Potencjalne zastosowanie Pismiennictwo
Wiokna wyttaczanie tekstylia [19,32,45]
rozpuszczalnika nici chirurgiczne
elektroprzedzenie maty do hodowli komérek
mikroprzeptywy
Filmy kontrolowane RGD system opdZznionego uwalniania [3,4,11,12,22,35,
odparowywanie peptyd pochodzacy z elastyny lekdw 40,44]
rozpuszczalnika peptyd pochodzacy z silafiny matryce do wzrostu i réznicowania
fragment dentyny 1 sie komérek
cysteina opatrunki
biosensory np. wykrywajace
poziom glukozy
Hydrozele zelowanie roztworu kontrolowane uwalnianie lekéw (5,24,31]
biatek jedwabiu opatrunki
w niskim pH podtoze do hodowli osteoblastow,
tkankitacznej
Rusztowania dehydratacja zeli system opdznionego uwalniania [1,6,25]
metanolem lekow
dodatek porogenéw tréjwymiarowe rusztowanie do
(Nadl, glukoza) hodowli komdrek, regeneracja
porowanie gazem tkanki kostnej, tkanki chrzestnej,
liofilizacja skory wiasciwej i naskérka
opatrunki
Mikrokapsutki powstawanie polimeru system dostarczania [9,10,34]
na powierzchni styku i kontrolowanego uwalniania
faz olej/woda wielkoczasteczkowych
kosmetykéw, substangji
odzywezych, lekéw, odczynnikéw,
znacznikéw fluorescencyjnych
Mikro- i nanosfery mieszanie w obecnosci system dostarczania [17,38,39]
jonéw fosforanowych i kontrolowanego uwalniania
niskoczasteczkowych lekow,
kosmetykéw, substancji
odzywczych
Kompleksy mieszanie RGD transfekcja komorek [26,28,29]
zplazmidowym DNA  peptyd polilizynowy

peptyd destabilizujacy btony

Przedstawione metody pozyskiwania oraz potencjalne zastosowania biomateriatéw bazuja na danych dotyczacych zaréwno jedwabiu pajeczego, jak
i jedwabiu naturalnego pochodzacego od jedwabnika morwowego (Bombyx mori).

dzigki zautomatyzowanej metodzie mieszania pozwalaja-
cej osiagna¢ predkosé przeptywu 50 ml/min. Srednia wiel-
kos$¢ srednicy sfer otrzymanych w ten sposéb wynosi 250
nm dla biatka o st¢zeniu 0,5 mg/ml i 320 nm dla biatka
o stezeniu 1 mg/ml [17].

Mikro- i nanosfery jako system dostarczania substancji
czynnych umozliwiaja precyzyjna przestrzenng oraz cza-
sowa kontrolg uwalniania leku, zapewniajac pozadany efekt
terapeutyczny. Sfery uzywane jako rezerwuar substancji
aktywnej powinny by¢ zdolne do przenoszenia leku bez
zmiany jego aktywnos$ci, powinny mie¢ takze zdolnos¢
uwalniania leku oraz nie wykazywac toksycznosci i immu-
nogennosci [43]. Szczegdtowa analiza procesu tadowania 12
przyktadowych lekéw do mikrosfer wykazala, iz czastecz-
ki te wnikaja do wnetrza sfery wedtug nastgpujacego me-
chanizmu. Czasteczki leku sa przyciagane do powierzchni

jedwabnej sfery przez sity elektrostatyczne. Nastgpnie, po
wysyceniu powierzchni sfery, niskoczasteczkowe leki wni-
kaja do wnetrza sfery. We wnetrzu czasteczki leku wiaza
si¢ z biopolimerem przez oddzialywania hydrofobowe badz
elektrostatyczne. Uwalnianie lekéw z powierzchni zachodzi
spontanicznie wraz z uptywem czasu. Szybsze uwalnianie
moze by¢ indukowane obnizeniem poziomu pH [39]. Co
najwazniejsze, substancja aktywna nie uposledza sktadania
czastek jedwabiu, biatko natomiast nie zaburza aktywnosci
dostarczanego leku [27]. Ponadto uzyskany w ten sposéb
system dépot jest catkowicie biodegradowalny. Proteazy
serynowe, obecne w organizmie maja zdolnos$¢ do catko-
witej degradacji jedwabnej sfery, a co wazniejsze degra-
dacja proteolityczna odbywa si¢ powoli, bez zaburzania
wewnegtrznej struktury sfery. Badania wykazaty, ze inku-
bacja sfer niosacych lek z proteazami serynowymi powo-
duje stopniowy i powolny proces uwalniania leku w ciagu
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7 dni [16]. Inne badania donosza, iz wyprodukowane inzy-
nierowane bialko bazujace na sekwencji spidroiny ADF-4
uzyte zostato do stworzenia modelowego systemu dostar-
czania leku o wiasciwosciach hydrofobowych. Betakaroten,
bedacy substancja stabo rozpuszczalng w wodzie, zyskuje
mozliwos¢ rozproszenia si¢ w roztworze wodnym dzigki
uwigzieniu go w strukturze jedwabiu. Uwolnienie takiego
sktadnika moze si¢ odbywaé poprzez proteolityczny roz-
ktad sfery przez enzymy obecne w komérkach lub w su-
rowicy. System ten moze by¢ wykorzystany do dostarcza-
nia substancji nierozpuszczalnych w wodzie w farmacji,
czy tez w kosmetyce i odzywianiu [20].

KompLEKsY BiAtKA JEDWABIU-DNA

Nosnik DNA do transfekcji komérek to kolejne zastoso-
wanie nadzwyczajnego biomateriatu jakim jest jedwab pa-
jeczy. Wykazano, iz biatko fuzyjne sktadajace si¢ z cze-
Sci opartej na sekwencji IPJ, taicucha polilizynowego oraz
powtdérzonych motywéw RGD po zmieszaniu z plazmido-
wym DNA tworzy stabilne kompleksy [26]. Biatka fuzyj-
ne zachowywatly wtasciwosci samosktadania w roztworze
charakterystyczne dla IPJ oraz wigzaty plazmidowy DNA
w wyniku oddziatywan jonowych. Najbardziej trwate oka-
zaly si¢ kompleksy, w ktérych stosunek liczby aminokwa-
sow w biatkowej czgsci kompleksu do liczby reszt fosfora-
nowych w DNA wynosit 2. Kompleksy te wykorzystano
jako efektywny czynnik transfekcyjny komorek zawie-
rajacych integryny wiazace peptyd RGD. Domena RGD
warunkowala proces transfekcji. Kompleksy bez moty-
wu RGD nie wprowadzaly DNA do komoérek, a im wig-
cej domen RGD, tym wyzszy byl stopien transfekcji [26].
Analogicznie zastosowano IPJ potaczone z oddziatujaca
z DNA domena polilizynowa oraz domena destabilizuja-
cg btony [28]. Fuzja prowadzita do utatwienia penetracji
kompleksu jedwabiu z DNA do wnetrza komérki. Uzyskane
kompleksy zapobiegaly enzymatycznej degradacji DNA
przez DNazg, a stopiet uwalniania DNA z kompleksu po-
przez enzymatyczna degradacj¢ biatkowego komponentu
byt regulowany zawartoscia struktur B-kartki. W przypad-
ku fuzyjnego IPJ i dimerycznej domeny destabilizujace;j

PismiENNICTWO

btong uzyskano duza wydajnos¢ transfekcji, porownywal-
na ze standardowo stosowanym czynnikiem transfekcyj-
nym Lipofektaming 2000 [28].

PobpsumowaNIE

Biokompatybilnos¢, biodegradowalnos¢ oraz zdolnos¢ sa-
mosktadania biatek jedwabiu czyni z nich podstawe do wy-
twarzania biomateriatéw o korzystnych z punktu widzenia
medycyny wlasciwosciach, a ostatnie osiagnigcia w dziedzi-
nie optymalizacji metod produkcji i oczyszczania sztucz-
nych spidroin stwarzaja realne mozliwosci wprowadzenia
jedwabnych biomateriatléw na rynek. Polimery uzyskiwa-
ne z IPJ mozna formowac¢ w zaleznos$ci od zastosowanych
warunkéw w struktury nici (wtdkien), filmow, hydrozeli,
rusztowan, mikrokapsutek, mikro- i nanosfer oraz kom-
pleksow jedwab/DNA. Ponadto strategia biatek hybrydo-
wych umozliwia nadanie funkcji biomaterialom. Mozna
zbudowaé materiat spetniajacy okreslong role nadang mu
poprzez dotaczong metodami inzynierii genetycznej do-
meng funkcyjna. W zaleznosci od formy morfologicznej
oraz zastosowanej modyfikacji jedwabne biopolimery moga
mie¢ wiele zastosowan (tabela 1). Potencjat biomateriatow
uzyskanych z IPJ moze zosta¢ wykorzystany w medycy-
nie regeneracyjnej, np. rusztowanie do odbudowy tkanki.
Hydrozele oraz filmy znaleZ¢é moga zastosowanie w produk-
cji opatrunkéw oraz projektowaniu systemow kontrolowa-
nego, opdznionego uwalniania leku. Podobnie mikrosfery
i kapsulki poddane stosownym modyfikacjom moga taczy¢
cechy systemu dépot oraz celowanego dostarczania lekéw
do wybranych komoérek organizmu. Biomateriaty oparte
na inzynierowanym jedwabiu pajeczym stwarzaja ogrom-
ne mozliwosci zachgcajace do dalszych badan nad eksplo-
rowaniem ich mozliwych zastosowan in vivo.
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