PL 243151 B1

URZAD
(19) PATENTOWY w0 PL 243151 B1
’ RZECZYPOSPOLITE)
POLSKIEJ
(12) Opis patentowy
(21) Numer zgtoszenia: 430456 (51) MKP:
(22) Data zgtoszenia: 2019.07.01 AG61L 27/20 (2006.01)
(43) Data publikacji o zgltoszeniu: 2021.01.11 BUP 01/2021 A61L 27/52 (2006.01)
(45) Data publikacji o udzieleniu patentu: 2023.07.10 WUP 28/2023 AG61L 27/60 (2006.01)
(73) Uprawniony z patentu:
UNIWERSYTET MEDYCZNY W LUBLINIE,
Lublin, PL
(72) Twoérca(-y) wynalazku:
AGATA PRZEKORA-KUSMIERZ, Lublin, PL
VLADYSLAV VIVCHARENKO, Lublin, PL
PAULINA KAZIMIERCZAK,
Kolonia Milpszewice, PL
MICHAL WOJCIK, Ozaréw, PL
(74) Pelnomocnik:
Anna Beliz, Lublin, PL
(54) Tytutk:

Hydrozelowy substytut skéry na bazie chitozanu oraz sposoéb jego wytwarzania



2 PL 243151 B1

Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest hydrozelowy substytut skéry na bazie chitozanu stanowiacy bioak-
tywny preparat do zastosowan w medycynie regeneracyjnej oraz sposéb jego wytwarzania.

Substytuty skoéry to niejednorodna grupa materiatidw wykorzystywanych do pokrywania po-
wierzchni rany w celu zapewnienia przejsciowego lub trwatego fizjologicznego zamkniecia rany, w tym
ochrone przed urazami mechanicznymi, kolonizacja bakterii oraz zapewnienia wilgotnego srodowiska
rany. Optymalny substytut skéry powinien posiadaé nastepujace cechy: chroni¢ przed infekcjami, za-
pewnia¢ odpowiednia wilgotnos¢, nie uczulaé oraz nie wywotywac stanu zapalnego, powinien by¢ po-
reczny i elastyczny w celu dopasowania sie do nieregularnych powierzchni rany oraz posiada¢ dtugi
okres trwatosci. Niemniej jednak, do tej pory nie opracowano idealnego substytutu skory, ktéry spet-
niatby wszystkie wymienione powyzej funkcje (Halim i wsp., Indian journal of plastic surgery: official
publication of the Association of Plastic Surgeons of India, 2010,43.23-28).

Naturalne polisacharydy znajduja szerokie zastosowanie w inzynierii biomateriatéw oraz w me-
dycynie regeneracyjnej, co przede wszystkim wynika z ich cennych wiasciwosci oraz szerokiej dostep-
nosci. Do powszechnie uzywanych naturalnych polimeréw nalezy chitozan, ktéry charakteryzuje sie
biokompatybilnoscia, biodegradowalnoscia, hydrofilnoscia, brakiem toksycznosci oraz wiasciwosciami
przeciwbakteryjnymi (Jayakumar i wsp., Biotechnology Advances, 2011, 29(3):322-37). Wynalazek roz-
wiazuje zagadnienie otrzymywania hydrozelowego, cienkiego, elastycznego substytutu skéry, ktéry be-
dzie zapewniat przejsciowe fizjologiczne zanikniecie rany, ochrone przed wnikaniem patogenéw oraz
przyspieszong regeneracje lub rekonstrukcje skéry w przypadku wczesniejszego zasiedlenia materiatu
komorkami pacjenta.

Celem wynalazku jest otrzymanie bioaktywnego substytutu skory na bazie chitozanu i kurdlanu,
ktory — ze wzgledu na cenne wiasciwosci biologiczne wchodzacych w jego sktad polisacharydéw — be-
dzie zapewniat fizjologiczne zamkniecie rany oraz przyspieszat proces regeneracji uszkodzonej tkanki.

Dotychczas nie zostat opracowany substytut skory skiadajacy sie z chitozanu oraz kurdlanu (bak-
teryjnego B-1,3-glukanu). W dostepnej literaturze naukowej z zakresu medycyny regeneracyjne;j istnieja
wylacznie doniesienia opisujace zastosowanie chitozanu i B-glukanu (pochodzenia innego niz bakte-
ryjne) do produkcji materiatéw opatrunkowych.

Z czeskiego opisu patentu nr CZ2007683 (A3) znany jest sposéb otrzymywania kompleksu chi-
tozan-schizofylan (grzybowy B-1,3-D-glukan) lub jego soli, wystepujacych samodzielnie lub w potacze-
niu z jednym lub wieksza liczbg innych naturalnych polisacharydéw, do zastosowan jako preparat do
przyspieszania gojenia sie ran oraz zapobiegania przywierania bandaza do rany. Sposéb otrzymywania
charakteryzuje sie tym, ze chitozan i schizofylan oraz $srodek antyseptyczny rozprowadza sie w sterylnej
wodzie i nastepnie poddaje suszeniu na powietrzu lub zamrozeniu i liofilizaciji.

Z czeskiego opisu patentu nr CZ201398 (A3) znany jest sposob otrzymywania widkien oraz
ostony na rany sktadajgcych sie z kompleksu chityny/chitozan-schizofylan (grzybowy B-1,3-D-glukan).
Sposdb otrzymywania charakteryzuje sie tym, ze kompleks chityna/chitozan-schizofylan rozpuszcza sie
w zasadzie sodowej i moczniku lub w mieszaninie N,N-dimetyloacetamidu i chlorku litu, po czym naste-
puje ich wirowanie w mieszaninie alkoholu i kwasu.

Z francuskiego opisu patentu nr FR2843972 (A1) znany jest sposob otrzymywania substytutu
skoéry na bazie matrycy chitozanowej zasiedlonej fibroblastami i/lub keratynocytami do zastosowan jako
bioaktywny opatrunek komérkowy do leczenia ran przewlekiych, ostrych oraz do zastosowarn w testach
in vitro w toksykologii. Metoda otrzymywania substytutu skéry polega na przygotowaniu roztworu chito-
zanu w kwasie maleinowym lub w innym kwasie z dodatkiem lub bez dodatku alkoholu poliwinylowego,
glicerolu, srodka porogennego (chlorek sodu, glukoza, sacharoza), a nastepnie suszeniu lub liofilizacji
oraz stabilizacji otrzymanej matrycy w roztworze zasadowym, ptukaniu w wodnym roztworze izopropa-
nolu, w PBS i/lub w pozywce hodowlanej, a nastepnie hodowli komorkowe;j in vitro na matrycy chitoza-
nowe;j.

Znany jest sposdb otrzymywania powtoki sktadajacej sie z chitozanu i -(1,3-1,6)-glukanu
pochodzenia drozd2zowego do zastosowan w leczeniu ran. Metoda otrzymywania polega na rozpro-
wadzeniu chitozanu w roztworze wodnym f-glukanu, a nastepnie zelowaniu B-glukanu w kwasie
octowym i suszeniu w temperaturze pokojowej (Kofuji i wsp., Reactive and Functional Polymers,
2010, 70(10):784—89).

Przedmiotem wynalazku jest bioaktywny substytut skéry zbudowany z chitozanu oraz kurdlanu,
rozprowadzonych w 0,5-3% (v/v) wodnym roztworze kwasu octowego, przy czym proporcje wagowe
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komponentow wynosza odpowiednio 0,5-4% (w/v) chitozanu oraz 2—-15% (w/v) kurdlanu w odniesieniu
do kwasu octowego.

Korzystnie, gdy chitozan wystepuje w ilosci 2% (w/v) w odniesieniu do kwasu octowego.

Korzystnie, gdy kurdlan wystepuje w ilosci 5-8% (w/v) w odniesieniu do kwasu octowego.

Sposob wytwarzania bioaktywnego substytutu skéry wedtug wynalazku polega na tym, ze przy-
gotowuje sie mieszanine zawierajaca 0,5-4% korzystnie 2% (w/v) chitozanu oraz 2-15% korzystnie
5-8% (w/v) kurdlanu w 0,5-3% (v/v) wodnym roztworze kwasu octowego, korzystnie 1% (v/v), a na-
stepnie mieszanine rozprowadza sie w postaci cienkiej 0,5—2 mm warstwy na powierzchni formy, ktérag
inkubuje sie w fazni wodnej w temperaturze 90-95°C, korzystnie 95°C, przez 15-30 minut, korzystnie
20 minut, a nastepnie studzi w temperaturze 4-8°C, po czym ostudzong probke umieszcza sie w 1%
(w/v) wodnym roztworze zasady sodowej na okres 10—-20 minut, a nastepnie po wyjeciu materiatu z roz-
tworu zasady sodowej, ptucze sie w wodzie dejonizowanej korzystnie trzykrotnie, a nastepnie probke
suszy sie w temperaturze pokojowe;.

Zaleta opracowanego wedtug wynalazku sposobu wytwarzania bioaktywnego substytutu skoéry
jest otrzymanie biokompatybilnego biomateriatu w formie cienkiego, elastycznego, chionnego, hydroze-
lowego filmu, ktéry charakteryzuje sie brakiem toksycznosci w stosunku do komaérek eukariotycznych.
Ponadto powierzchnia materiatu sprzyja adhezji i proliferacji fibroblastow skory, keratynocytéow i mezen-
chymalnych komoérek macierzystych. Biomateriat sprzyja réwniez tworzeniu macierzy zewnatrzkomor-
kowej, w tym widkien kolagenowych, co przyczynia sie do przyspieszenia procesu odbudowy zranionej
tkanki. Bioaktywny substytut skory wedtug wynalazku bedzie zapewniat fizjologiczne zamkniecie rany
chronigc przed rozwojem infekciji, a dzieki zdolnosci zatrzymywania wysieku bedzie utrzymywat wilgotne
srodowisko rany, stwarzajac optymalne warunki dla procesu regeneracji.

Bioaktywny substytut skéry bedacy przedmiotem wynalazku, ze wzgledu na swoje wiasciwosci
biologiczne bedzie zapewniat odpowiednie warunki wspierajace regeneracje skory. Opracowany bio-
materiat moze znalez¢ zastosowanie w medycynie regeneracyjnej jako bioaktywny substytut skéry do
pokrywania powierzchniowych ran lub jako funkcjonalny ekwiwalent skory zasiedlany komoérkami pa-
cjenta w warunkach in vitro.

Przedmiot wynalazku ilustruja przedstawione ponizej przyktady:

Przyktad |

Do 0,04 g chitozanu i 0,16 g kurdlanu dodano 2 ml 1% (v/v) wodnego roztworu kwasu octowego
i mieszano do uzyskania jednolitej masy. Otrzymana mase rozprowadzono w postaci cienkiej (1,5 mm)
warstwy na powierzchni ptaskiej formy o powierzchni 10 cm? odpornej na dziatanie wysokiej i ultra-
-niskiej temperatury. Forme inkubowano w tazni wodnej w temperaturze 95°C przez 20 minut, a nastep-
nie ostudzono w temperaturze 6°C. Ostudzony biomateriat umieszczono na 20 minut w 1% (w/v) wod-
nym roztworze zasady sodowej. Po wyjeciu materiatu z roztworu zasady, ptukano go trzykrotnie przez
okres 30 minut w wodzie dejonizowanej, a nastepnie probke suszono w temperaturze pokojowe;.

Otrzymany biomateriat posiada strukture chtonnego, hydrozelowego filmu, jest nietoksyczny,
a jego powierzchnia sprzyja adhezji i proliferac;ji fibroblastow skory, keratynocytow i mezenchymainych
komodrek macierzystych.

Przyktad Il

Do 0,01 g chitozanu i 0,30 g kurdlanu dodano 2 ml 0,5% (v/v) wodnego roztworu kwasu octowego
i mieszano do uzyskania jednolitej masy. Otrzymana mase rozprowadzono w postaci cienkiej (0,5 mm)
warstwy na powierzchni ptaskiej formy o powierzchni 10 cm? odpornej na dziatanie wysokiej i ultra-
niskiej temperatury. Forme inkubowano w tazni wodnej w temperaturze 90°C przez 25 minut, a nastep-
nie ostudzono w temperaturze 4°C. Ostudzony biomateriat umieszczono na 20 minut w 1% (w/v) wod-
nym roztworze zasady sodowej. Po wyjeciu materiatu z roztworu zasady, ptukano go trzykrotnie przez
okres 30 minut w wodzie dejonizowanej, a nastepnie probke suszono w temperaturze pokojowe;.

Otrzymany biomateriat posiada strukture chtonnego hydrozelowego filmu, jest nietoksyczny,
a jego powierzchnia sprzyja adhezji i proliferacji fibroblastéw skoéry, keratynocytow i mezenchymainych
komodrek macierzystych.

Przyktad IlI

Do 0,02 g chitozanu i 0,05 g kurdlanu dodano 1 ml 2% (v/v) wodnego roztworu kwasu octowego
i mieszano do uzyskania jednolitej masy. Otrzymana mase rozprowadzono w postaci cienkiej (1 mm)
warstwy na powierzchni ptaskiej formy o powierzchni 5 cm? odpornej na dziatanie wysokiej i ultra-niskiej
temperatury. Forme inkubowano w tazni wodnej w temperaturze 95°C przez 15 minut, a nastepnie ostu-
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dzono w temperaturze 8°C. Ostudzony biomateriat umieszczono na 20 minut w 1% (w/v) wodnym roz-
tworze zasady sodowej. Po wyjeciu materiatu z roztworu zasady, ptukano go trzykrotnie przez okres 30
minut w wodzie dejonizowanej, a nastepnie prébke suszono w temperaturze pokojowe;j.

Otrzymany biomateriat posiada strukture chtonnego, hydrozelowego filmu, jest nietoksyczny,
a jego powierzchnia sprzyja adhezji i proliferacji fibroblastéw skoéry, keratynocytow i mezenchymainych
komodrek macierzystych.

Przyktad IV

Do 0,04 g chitozanu i 0,16 g kurdlanu dodano 2 ml 3% (v/v) wodnego roztworu kwasu octowego
i mieszano do uzyskania jednolitej masy. Otrzymana mase rozprowadzono w postaci cienkiej (1,5 mm)
warstwy na powierzchni ptaskiej formy o powierzchni 10 cm? odpornej na dziatanie wysokiej i ultra-
-niskiej temperatury. Forme inkubowano w tazni wodnej w temperaturze 95°C przez 20 minut, a nastep-
nie ostudzono w temperaturze 4°C. Ostudzony biomateriat umieszczono na 20 minut w 1% (w/v) wod-
nym roztworze zasady sodowej. Po wyjeciu materiatu z roztworu zasady, ptukano go trzykrotnie przez
okres 30 minut w wodzie dejonizowanej, a nastepnie probke suszono w temperaturze pokojowe;.

Otrzymany biomateriat posiada strukture chtonnego, hydrozelowego filmu, jest nietoksyczny,
a jego powierzchnia sprzyja adhezji i proliferacji fibroblastéw skoéry, keratynocytow i mezenchymainych
komodrek macierzystych.

Zastrzezenia patentowe

1. Hydrozelowy substytut skory na bazie chitozanu znamienny tym, ze stanowi go chitozan
i kurdlan (bakteryjny B-1,3-D-glukan) rozprowadzone w 0,5-3% (v/v) wodnym roztworze
kwasu octowego, przy czym proporcje wagowe statych komponentéw wynoszg odpowiednio
0,5-4% (w/v) chitozanu oraz 2—-15% (w/v) kurdlanu w odniesieniu do kwasu octowego.

2. Hydrozelowy substytut skéry wedtug zastrz. 1 znamienny tym, ze chitozan wystepuje w ilosci
2% (w/v) w odniesieniu do kwasu octowego.

3. Hydrozelowy substytut skory wedtug zastrz. 1 znamienny tym, ze kurdlan wystepuje w ilo$ci
5-8% (w/v) w odniesieniu do kwasu octowego.

4. Sposoéb wytwarzania hydrozelowego substytutu skéry na bazie chitozanu znamienny tym, ze
przygotowuje sie mieszanine 0,5-4% (w/v) chitozanu oraz 2—-15% (w/v) kurdlanu w 0,5-3%
(v/v) wodnym roztworze kwasu octowego, korzystnie 1% (v/v), a nastepnie mieszanine roz-
prowadza sie w postaci cienkiej 0,5—-2 mm warstwy na powierzchni formy, ktéra inkubuje sie
w temperaturze 90-95°C, korzystnie 95°C, przez 15-30 minut, korzystnie 20 minut, po czym
studzi w temperaturze 4-8°C, a ostudzong probke umieszcza sie w 1% (w/v) wodnym roztwo-
rze zasady sodowej na okres korzystnie 20 minut, a nastepnie po wyjeciu z roztworu zasady
sodowej ptucze sie w wodzie dejonizowanej i suszy w temperaturze pokojowe;.

5. Sposob wedtug zastrz. 4 znamienny tym, Zze chitozan stosuje sie w ilosci 2% (w/v) w odnie-
sieniu do kwasu octowego.

6. Sposob wedtug zastrz. 4 znamienny tym, ze kurdlan stosuje sie w ilosci 5-8% (w/v) w odnie-
sieniu do kwasu octowego.

7. Sposob wedtug zastrz. 4 znamienny tym, ze biomateriat ptucze sie w wodzie dejonizowane;j
przez okres 30 minut.
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