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ВВЕДЕНИЕ
Хитозан – альгинатные микрочастицы в настоящее время имеют приоритетное значение в лечении раковых заболеваний, а именно использование их в составе таблетированных форм. Эффективность использования таблетированных форм на основе данных микрочастиц объясняется точным воздействием лекарственного препарата в очаге поражения, снижением риска развития побочных реакций и пролонгированным (длительным) действием лекарственного препарата. [1]
Цель работы: оценка эффективности поглощающей способности хитозан-альгинатных микрочастицы.
Задачи работы:

1) На основе литературных источников изучить способы, средства, методы введения лекарственных препаратов непосредственно в место развития опухоли.
2) В лабораторных условиях получить хитозан-альгинатные микрочастицы для изучения их способности к поглощению фолиевой кислоты.
3) Оценить степень поглощения фолиевой кислоты в буферах с различным значением pH, моделирующих желудочно-кишечный тракт человека.
Объект исследования: хитозан-альгинатные микрочастицы.
Предмет исследования: степень адсорбции поглощающей способности фолиевой кислоты хитозан-альдегидными микрочастицами.
Методы исследования: теоретический метод, анализ и синтез, эксперимент, сравнение, наблюдение и описание.

Гипотеза исследования: если хитозан-альгинатные микрочастицы способны удерживать фолиевую кислоту, то при определенном pH, соответствующим различным тканям и полостям организма они могут высвобождать фолиевую кислоту в соответствующих концентрациях.
Практическое значение: Смесь альгината и хитозана используют для формоустойчивых гидрогелиевых матриц, предназначенных для адресного пролонгированного высвобождения лекарственных препаратов в пораженных полостях.
ГЛАВА 1. ОБЩИЕ СВЕДЕНИЯ О АЛЬГИНАТ-ХИТОЗАНОВЫХ МИКРОЧАСТИЦАХ
1.1. Характеристика альгинат-хитозановых носителей
Альгинат является наиболее широко применяемым полимером для включения различных биологических объектов. Альгинат - природный полисахарид, состоящий из нерегулярно чередующихся остатков Р-О-маннуроновой и а-β-гулуроновой кислот, связанных 1-4-гликозидными связями. Хитозан – этодезацетилированный хитин, состоящий в основном из 2-амино-2-дезокси-О-глюкопира-нозных звеньев. Носители на основе альгината получают путем сшивки полимерных цепей катионами Ca2+.[3]
Альгинат - это вытяжка из морской водоросли ламинария. А точнее, высоромолекулярный полисахарид, представляющий собой блок-сополимер D-маннуроновой и L-гулуроновой кислот. В среднем на долю альгиновых кислот в бурых водорослях приходится от 13 до 54 % сухого остатка. Максимальное содержание альгинатов у дальневосточных водорослей наблюдается в августе-сентябре, а у северных видов - весной и осенью, поэтому это время является благоприятным для сбора водорослей. В бурых водорослях альгиновые кислоты содержатся в форме растворимых и нерастворимых солей - альгинатов калия, натрия, магния, кальция. [2]
Хитозан получают из пчелинного хитина, в природе встречается в клеточных стенках клеток грибов отдела Zygomycota (в комплексе с хитином) и панцирях ракообразных. Хитозан - катионный полисахарид основного характера. На сегодня достигнут уровень очистки до 85 %. [3]
1.2. Характеристика фолиевой кислоты и её биологическая роль

Фолиевая кислота - витамин группы В (витамин В9), может синтезироваться микрофлорой кишечника. В организме фолиевая кислота восстанавливается до тетрагидрофолиевой кислоты, являющейся коэнзимом, участвующим в различных метаболических процессах. Необходима для нормального созревания мегалобластов и образования нормобластов.
Фолиевая кислота необходима для создания и поддержания в здоровом состоянии новых клеток, поэтому её наличие особенно важно в периоды быстрого развития организма — на стадии раннего внутриутробного развития и в раннем детстве. Процесс репликации ДНК требует участия фолиевой кислоты, и нарушение этого процесса увеличивает опасность развития раковых опухолей. В первую очередь от нехватки фолиевой кислоты страдает костный мозг, в котором происходит активное деление клеток. Клетки-предшественницы красных кровяных телец (эритроцитов), образующиеся в костном мозге, при недостатке фолиевой кислоты увеличиваются в размере, образуя так называемые мегалобласты (см. макроцитоз), и приводят к мегалобластной анемии. Фолиевая кислота необходима беременным женщинам, особенно на ранних сроках беременности, а также мужчинам для нормальной выработки сперматозоидов.

Наибольшую потребность в фолиевой кислоте испытывают ткани с часто делящимися клетками с интенсивным синтезом ДНК - у взрослого человека это кроветворная ткань, слизистые оболочки, гонады.

1.3. Возможность использования хитозан – альгинатных микрочастиц в химиотерапии.
Химиотерапия - это один из широко применяемых методов лечения рака. Химиотерапия — метод лечения рака, основанный на использовании лекарственных средств для уничтожения раковых клеток. Она считается системным лечением, так как лекарства расходятся по всему организму и могут уничтожать злокачественные клетки, которые распространились (метастазировали) в части тела, отдаленные от основной опухоли.
При лечении злокачественных новообразований химиотерапия предусматривает в большинстве случаев внутривенное (парентеральное) введение препаратов. Зачастую такое введение лекарств сопровождается тем, что препарат оказывает негативное влияние на весьорганизм и внутренние органы, а не только на очаг опухли. [4] Поэтому некоторые формы рака лечатся путем приема препаратов в виде таблетированных форм (пероральное введение). Для того, чтобы такие формы препаратов оказывали действие именно на очаг поражения с минимальным действием на весь организм, производят иммобилизацию действующего вещества на модифицированных носителях. Такой подход позволяет не только точно доставлять препарат в очаг поражения, снижать развитие побочных реакций, но и дает возможность создавать препараты длительного (пролонгированного) действия, что в свою очередь снижает кратность их приема. Хитозан – альгинатные микрочастицы используются для транспорта и целенаправленной доставки противоопухолевых препаратов. Они стабилизируют инкапсулированный в них препарат, минимизируют его негативное действие на организм, позволяют получать препараты с длительным действием. [5]
Использование хитозан – альгинатных микрочастиц – одно из перспективных направлений в онкологии.
ГЛАВА 2. МЕТОДИКА СОЗДАНИЯ ХИТОЗАН-АЛЬГИНАНТНЫХ МИКРОЧАСТИЦ И ОЦЕНКА ИХ ПОГЛОЩАЮЩЕЙ СПОСОБНОСТИ

2.1. Получение хитозан-альгинатных микрочастиц.
Для получения хитозан-альгинатных микрочастиц, нагруженных фолиевой кислотой, к раствору альгината натрия добавляли фолиевую кислоту и по каплям, перемешивая хлорид кальция, для восстановления фолиевой кислоты и образования фолината кальция. Это помогает стабилизировать присоединение фолиевой кислоты к месту болезни и улучшить ингибирование синтеза ДНК. Что в свою очередь играет важное значение в послеоперационном периоде у больных колоректальным раком 2 и 3 стадий и улучшает безрецедивную и общую выживаемость. К полученному раствору добавляли раствор хитозана. (Приложение А) Полученную смесь центрифугировали (Приложение А). Хитозан и альгинат в данном опыте использовались для создания матриц для лекарственного средства, способных его поглотить, удерживать до определенного места внутренней среды организма человека, а также для высвобождения лекарственного средства в нужном отделе человека. В свою очередь хитозан также выступал в роли вещества, обладающего противораковыми свойствами, и являлся добавкой для борьбы с раком. 
Взаимодействие в исследуемой системе обусловлено электростатическими силами, возникающимимежду положительно заряженной протонированной аминогруппой хитозана и карбоанионом кислот в составе альгината. Также большую роль играют межмолекулярные водородные связимежду NH2-группой молекулы хитозана и ОН-группами углеводной части молекулкислот.
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Рис. 1 Предполагаемая схема образования комплекса «хитозан-альгинат»
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Рис. 2 Фолинат кальция

Кальция фолинат, в отличие от фолиевой кислоты, не требует восстановления дигидрофолатредуктазой для превращения в тетрагидрофолат. Поэтому блокада данного фермента антагонистами фолиевой кислоты не влияет на действие кальция фолината. Кальция фолинат, вводимый в соответствующий момент времени, предотвращает токсическое действие метотрексата на клетки костного мозга (обеспечивает сохранность гемопоэза) и ЖКТ.

В онкологической практике кальция фолинат применяют в качестве антидота при развитии токсических эффектов (язвенно-некротический стоматит, энтеропатия и др.) при использовании обычных доз метотрексата, для предупреждения возможного токсического действия повышенных, высоких и сверхвысоких доз метотрексата, а также при паллиативном лечении больных раком толстой и прямой кишки (в комбинации с фторурацилом).

Анионы фолинната кальция присоединяюся к остаткам хитозанна, которые не успели полностью соединиться с альгинатом, а катионы кальция в свою очередь соединяются с остатками альната соответственно. Образуется хитозан – альгинатный комплекс, в составе которого находится фолинат кальция.
Лекарственные средства, содержащие хитозан-альгинатные частицы, обычно вводятся перорально, но это приводит к различными побочным эффектам.  Из-за этого врачи часто назначают пациентам внутривенное введение лекарственных средств.
2.2. Принцип метода
Фотоколориметрический метод анализа — основан на поглощении полихроматического (немонохроматического) излучения, т. е. пучка лучей с близкими длинами волны в видимой области спектра.

Фолиевую кислоту оксиляется перманганатом калия, в результате чего от фолиевой кислоты отщепляются парааминобензойная кислота, глутаминовая кислота и птеридин-6-карбоновая кислота (или альдегид), дающая интенсивно-голубую флюоресценцию с максимумом свечения при 470 нм.
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2.2. Оценка поглощающей способности хитозан-альгинантных микрочастиц.

Для оценки поглощающей способности хитозан-альгинатных микрочастиц, проводился анализ на фолиевую кислоту. Фолиевую кислоту рассчитывали исходя из заранее сделанного калибровочного графика, измеряя оптическую плотность. Исходная концентрация фолиевой кислоты и полученная в опыте сравнивались и делался вывод о поглощающей способности микрочастиц.

Исходя из калибровочного графика (приложение В) видно, что содержание фолиевой кислоты в растворе минимально и составляет 0, 0015 мг/мл (3%) из 0,05 мг/мл исходного содержания фолиевой кислоты. Следовательно, поглощающая способность хитозан-альгинатных микрочастиц составила 97%.
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График 1 – Содержание фолиевой кислоты в исходном растворе и полученной в опыте. 

Для оценки способности хитозан-альгинатных микрочастиц, высвобождать фолиевую кислоту, брали микрочастицы и добавляли к буферным растворам (pH 1,2; pH 4,2; pH 6,2; pH 7,2), моделирующим разные отделы ЖКТ человека и ткани человека. Предполагалось высвобождение в буферных растворах фолиевой кислоты.Высвободившуюся фолиевую кислотурассчитывали исходя из заранее сделанного калибровочного графика, измеряя оптическую плотность (Приложение 1,3).
Исходя из калибровочного графика было видно, что в буфере сpH 1,2 выход фолиевой кислоты не наблюдается. В буфере pH 4,2 выход фолиевой кислоты составил 0, 0043 мг/мл, в буфере с pH 6,2 выход фолиевой кислоты составил 0,012 мг/мл. В буфере pH7,0 выход фолиевой кислоты - 0,046 мг/мл.
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График 2 – Выход фолиевой кислоты в растворах с разными значениями pH
Экспериментально было установлено, что поглощающая способности хитозан-альгинатных микрочастиц довольно высока и поставляет порядка 97%. Также было установлено, что степень высвобождения лекарственного препарата – фолиевой кислоты неодинакова для разных показателей pH. Для буфера со значением pH 4,2 она оказалась самой минимальной (5-10%), а максимальное высвобождение фолиевой кислоты наступило при с pH 7,0 и составила около 90-95%. 
Следовательно, можно говорить о том, что при применении препаратов, в составе которых есть фолиевая кислота, лучший выход фолиевой кислоты и дальнейшее её всасывание наступает в кишечнике, а именно в тонкой кишке, где кислотность сока тонкой кишки в районе 7,2-7,5.Такой подход позволяет не только точно доставлять препарат в очаг поражения, снижать развитие побочных реакций, но и дает возможность создавать препараты длительного (пролонгированного) действия, что в свою очередь снижает кратность их приема. Хитозан – альгинатные микрочастицы используются для транспорта и целенаправленной доставки противоопухолевых препаратов. Они стабилизируют инкапсулированный в них препарат, минимизируют его негативное действие на организм, позволяют получать препараты с длительным действием. 
Использование хитозан – альгинатных микрочастиц – одно из перспектиных направлений в онкологии.
ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В ходе исследования была рассмотрена научная литература, был изучен способ получения хитозан-альгинатных микрочастиц. Подтверждена гипотеза о том, что хитозан-альгинатные микрочастицы могут удерживать фолиевую кислоту и высвобождать её при определенном pH в кишечном тракте.

По результатам работы можно сделать ряд выводов:

1. Хитозан-альгинатные микрочастицы можно получить в лабораторных условием путем поэтапного смешивания альгината, фолиевой кислоты, CaCl2, хитозана. Они находят шикрокое применение при лечении онкологии, стабилизируют инкапсулированный в них препарат, минимизируют его негативное действие на организм, позволяют получать препараты с длительным и локальным действием.
2.Хитозан-альгинатные микрочастицы имеют высокую степень включения лекарственного средства – фолиевой кислоты, которая составила 97%.
3. Степень высвобождения лекарственного препарата – фолиевой кислоты неодинакова для разных показателей pH. Для буфера со значением pH 4,2 она оказалась самой минимальной (5-10%), максимальное высвобождение фолиевой кислоты наступило при с pH 7,0 и составила около 90-95%.
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ПРИЛОЖЕНИЯ

ПРИЛОЖЕНИЕ А
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ПРИЛОЖЕНИЕ Б
Методика получения хитозан-альгинатных частиц

Материалы и методы:

В качестве объектов исследования в работе использовали альгинат натрия со степенью диацетилирования не менее 75% и молекулярной массой 30 кДа, производства компании Sigma-Aldrich; хитозан низкой вязкости производства компании ALDRICH Chemistry с молекулярной массой 800 кДа, фолиевую кислоту с содержанием основного вещества не менее 95%. Для приготовления нагруженных микрочастиц к 117,5 см3 0,063%-ного раствора альгината натрия с внесенным в него лекарственным средством (фолиевой кислотой), по каплям при перемешивании добавляли 7,5 см3 18мМ раствора хлорида кальция. К полученному раствору по каплям добавляли 25 см3 0,070%-ного раствора хитозана. Микрочастицы отделяли от надосадочного раствора путем центрифугирования на центрифуге «Eppendorf AG 22331» со скоростью 11000 об/мин в течение 30 минут. Вышеприведенные концентрации реагентов были подобраны ранее и позволяют получить микрочастицы размеров 800-1000 нм, что является оптимальным для перорального введения. Дзета-потенциал хитозан-альгинатных микрочастиц составляет 30±3 мВ, что свидетельствует об отсутствии агрегации.

Для дальнейшего исследования к 0,3 г микрочастиц добавляли 3 см3 буферного раствора с требуемым значением рН среды, инкубировали в течение заданного времени при комнатной температуре, периодически перемешивая. По истечении времени инкубации микрочастицы отделяли от надосадочного раствора путем центрифугирования на центрифуге «Eppendorf AG 22331» со скоростью 11000 об/мин в течение 30 минут.
При проведении эксперимента по изучению динамики процесса высвобождения лекарственных средств из хитозан-альгинатных микрочастиц моделировали желудочно-кишечный тракт человека, используя растворы соляной кислоты (рН 1,2) и фосфатного буфера со значениями рН 4,2; 6,2; 7,2, что соответствует различным отделам желудочно-кишечного тракта человека. Высвобождение 5-фторурацила и фолиевой кислоты из микрочастиц изучали в последовательном и параллельном режимах согласно вышеописанной методике.

ПРИЛОЖЕНИЕ В
Метод определения фолиевой кислоты

Метод определения основан на извлечении внесенной в продукт фолиевой кислоты0,001M раствором NaOH с последующим анализом аликвотной части щелочного раствора методом колориметрии. Нижний предел измерения составляет 0,25 мкг/мл анализируемого раствора. Интервал определяемых концентраций 15-300 мкг/100г продукта.

Средства измерений

Весы лабораторные общего назначения ВЛР 200, 2-го класса точности с наибольшим пределом взвешивания 200г ГОСТ 24104-2001

Колбы мерные 

Стакан химический

Пипетки градуированные

Цилиндры мерные на 100см3
Вспомогательные устройства и оборудование

Колориметр КФК-3

Фильтр стеклянный пористый (Пор16) ГОСТ 12026-76

Реактивы, материалы и растворы

Фолиевая кислота, х. ч.

Кислота соляная, х.ч., водный раствор концентрации 10% 

Кислота серная, ч.д.а. или х.ч.

Вода бидистиллированная

Ацетонитрил, ч. или для HPLC

Натрий хлористый, х.ч., водный раствор концентрации 15%

Натрий уксуснокислый 3-водный, ч.д.а. или х.ч., насыщенный 

Натрия гидроокись, ч.д.а. или х.ч., водный раствор молярной концентрации 0,01 M и водный раствор нормальной концентрации 2н

Кислота трихлоруксусная, ч., водный раствор концентрации 50 г/см3

Персульфат аммония

Приготовление растворов и реактивов
1. Приготовление водного раствора 0,01M NaOH

Взвешивают 0,40 ± 0,001г NaOH на весах 2-го класса точности, растворяют в 300-500 см3 дистиллированной воды в мерной колбе вместимостью 1000 см3, доводятдистиллированной водой до метки и перемешивают. Годен в течение 1 месяца.

2. Приготовление водного раствора 2н NaOH

Взвешивают 80 ± 0,001г NaOH на весах 2-го класса точности, растворяют в 300-500 см3 дистиллированной воды в мерной колбе вместимостью 1000 см3, доводятдистиллированной водой до метки и перемешивают.

3. Приготовление 10% водного раствора соляной кислоты (10% HCl)

23,9 см3 концентрированной соляной кислоты плотностью 1,185 г/см' помещают в мерную колбу вместимостью 100 см' и доводят до метки дистиллированной водой. Годен в течение 2 месяцев.

4. Приготовление 15% водного раствора хлористого натрия (15% NaCl)

Взвешивают 15 ±0,001г NaCI на весах 2-го класса точности и растворяют в 85 см дистиллированной воды. Годен в течение 1 месяца.

5. Приготовление насыщенного раствора уксуснокислого натрия

Взвешивают 100,0±0,001 г уксуснокислого натрия и растворяют в 50-100 см3дистиллированной воды в мерной колбе вместимостью 250 см', доводят объем до метки иперемешивают. Годен в течение 2 месяцев.

6. Приготовление раствора трихлоруксусной кислоты массовой концентрации 50 г/см3
Взвешивают 50,0±0,001 г трихлоруксусной кислоты и растворяют в 30-40 см3дистиллированной воды в мерной колбе вместимостью 100 см3, доводятдистиллированной водой до метки и перемешивают. Годен в течение 2 месяцев.

Приготовление градуировочных растворов

1. Приготовление основного стандартного раствора фолиевой кислоты 2000 мкг/см3.

Готовят основной стандартный раствор фолиевой кислоты концентрацией 2000 мкг/см3, взвешивая 200 мг фолиевой кислоты с точностью ± 0,15мг и растворяя в мернойколбе на 100 см3 раствором 0,01M NaOH.

2. Приготовление рабочего стандартного раствора фолиевой кислоты 200 мкг/см3.

Из основного стандартного раствора фолиевой кислоты готовят рабочий стандартный раствор фолиевой кислоты концентрацией 200 мкг/см3. Для этого отбирают10 см3 основного стандартного раствора, переносят в мерную колбу на100 см3и доводят раствором 0,01M NaOH до метки.

3. Приготовление градуировочных растворов фолиевой кислоты.

Градуировочные растворы фолиевой кислоты готовят по схеме, представленной в таблице 1. Аликвотные части рабочего стандартного раствора фолиевой кислотыпереносят в мерные колбы объемом 100см' и доводят до метки 0,01M NaOH.

Проведение анализа

Количественное определение фолиевой кислоты
В мерную колбу вместимостью 50 мл отбирают 50 мл исследуемого раствора или меньшим объемом, содержащего по качественной пробе не более 1 мг/л фолиевой кислоты и доводят объем до метки дистиллированной водой. Затем добавляют 1 мл соляной кислоты, несколько кристаллов персульфата аммония, перемешивают и добавляют 1 мл перманганата калия. После перемешивания сразу же измеряют оптическую плотность на ФЭКе, применяя сине-зеленый светофильтр (λ = 490 – 500 нм) в кюветах с толщиной оптического слоя 2,3 или 5 см по отношению к дистиллированной воде, в которую добавлены те же реактивы.

Массовую концентрацию фолиевой кислоты находят по калибровочному графику.

Для построения калибровочного графика в мерные колбы на 50 мл вносят 0,25; 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; мл рабочего стандартного раствора и доводят дистиллированной водой до метки. Получают серию растворов с массовой концентрацией фолиевой кислоты 0,5; 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; мг/л.

К стандартным растворам и раствору сравнения прибавляют 1 мл соляной кислоты, несколько кристаллов персульфата аммония и перемешивают. Затем в раствор сравнения и стандартный раствор с массовой концентрацией фолиевой кислоты 0,1 мг/л прибавляют по 1 мл раствора перманганата калия, содержимое перемешивают и сразу же измеряют оптическую плотность в тех же условиях, что и исследуемого раствора. Затем добавляют перманганат калия в следующий стандартный раствор и опять определяют оптическую плотность и т. д.

По полученным данным строят калибровочный график, откладывая по оси абсцисс массовую концентрацию фолиевой кислоты (мг/л), а по оси ординат – соответствующие значения оптической плотности.

Таблица 1-Схема приготовления градуировочных растворов фолиевой кислоты
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Обработка результатов измерений

Расчет концентрации фолиевой кислоты (мкг/100г продукта) проводится по формуле (2):
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где C - концентрация фолиевой кислоты, найденная по градуировочному графику;

V1 - общий объем экстракта, см3;

V2 - объем экстракта, взятого для пропускания через картридж, см3 ;

m - масса навески, г;

100 - расчет на 100 г продукта.

Построение калибровочного графика №1 для проверки поглощающей способности микрочастиц.
	Концентрация (С)
	Оптическая плотность (D)

	0, 003
	2,053

	0, 008
	2,124

	0, 016
	2,161

	0, 032
	2, 293

	0, 064
	2, 470

	0, 095
	2, 671
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Рис 1. Калибровочный график фотометрического определения содержания фолиевой кислоты в надосадочной жидкости после центрифугирования.

Оптическая плотность раствора составила1, 345.

Исходя из калибровочного графика видно, что содержание фолиевой кислоты в растворе минимально и составляет 0, 0015 мг/мл (3%) из 0,05 мг/мл исходного содержания фолиевой кислоты. Следовательно, поглощающая способность хитозан-альгинатных микрочастиц составила 97%.
Построение калибровочного графика №2 с образцами 1 и 2 (в буфере pH 1,2 и 4, 2 соответсвенно).

	Концентрация (С)
	Оптическая плотность (D)

	0, 003
	2,053

	0, 008
	2,124

	0, 016
	2,161

	0, 032
	2, 293

	0, 064
	2, 470

	0, 095
	2, 671
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Рис 2. Калибровочный график фотометрического определения содержания фолиевой кислоты для буферов pH 1,2 и 4,2.

В буферах с pH 1,2 и 4,2 оптическая плотность 1,501 и 2,065 соответственно.

Исходя из калибровочного графика видно, что в буферес pH 1,2 выход фолиевой кислоты не наблюдается. В буфере pH 4,2 выход фолиевой кислоты составил 0, 0043 мг/мл.

Построение калибровочного графика №3 с образцами 3 и 4 (в буфере pH6,2 и 7,0 соответсвенно).

	Концентрация (С)
	Оптическая плотность (D)

	0, 008
	0,134

	0, 016
	0,195

	0, 032
	0,234

	0, 064
	0,430

	0, 095
	0,671
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Рис 3. Калибровочный график фотометрического определения содержания фолиевой кислоты для буферов pH 6,2 и 7,0.

В буферах с pH6,2 и 7,0 оптическая плотность составила 0,159 и 0,342 соответственно.

Исходя из калибровочного графика видно, что в буфере с pH 6,2 выход фолиевой кислоты составил 0,012 мг/мл. В буфере pH 7,0 выход фолиевой кислоты составил 0,046 мг/мл.
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