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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest piankowy materiat opatrunkowy na rany na bazie agarozy do zasto-
sowan w medycynie regeneracyjnej oraz sposob jego wytwarzania.

Gojenie ran jest dynamicznym i ztozonym procesem, ktéry wymaga odpowiedniego $rodowiska
wspierajgcego proces regeneracji. W zaleznosci od typu rany nalezy zastosowaé odpowiedni materiat
opatrunkowy, ktéry bedzie spetniaé stosowne wymagania, m.in.: zapewniac¢ i utrzymywac wilgotne $ro-
dowisko, stymulowaé migracje naskérka, wspiera¢ angiogeneze i synteze tkanki tgcznej, umozliwiac¢
wymiane gazowg miedzy zraniong tkankg a Srodowiskiem zewnetrznym, zapewniaé ochrone przed in-
fekcjami bakteryjnymi. Ponadto opatrunek powinien by¢ nietoksyczny, nie uczulaé oraz nie przylegaé
(przysychac) do tozyska rany (Dhivya i wsp., BioMedicine, 2015, 5(4):24-28; Gonzalez i wsp., Anais
Brasileiros de Dermatologia, 2016, 91(5):614-20).

Wraz z rozwojem technologii i nauki, na rynku farmaceutycznym pojawity sie réznorodne rodzaje
materiatow opatrunkowych (biologiczne, syntetyczne, biologiczno-syntetyczne). Bardzo czesto strategie
opracowywania nowych materiatéw opatrunkowych opierajg sie na wykorzystaniu naturalnych polisa-
charydéw ze wzgledu na ich cenne wtasciwosci biologiczne oraz szerokg dostepnos¢. Agaroza to na-
turalny polisacharyd, ktéry charakteryzuje sie biokompatybilnoscig, biodegradowalnoscig, brakiem im-
munogennos$ci oraz wysokg zdolnoscig absorpcji cieczy. Ponadto, struktura usieciowanej agarozy za-
pewnia odpowiednie przenikanie gazéw, w tym tlenu. Wymienione powyzej wtasciwosci agarozy, spra-
wiaja, ze stanowi ona godny zainteresowania naturalny polisacharyd do zastosowan jako matryca ma-
teriatu opatrunkowego (Zarrintaj P. i wsp., Carbohydrate Polymers, 2018, 187.66—-84).

Wynalazek rozwigzuje zagadnienie otrzymywania kriozelowego, piankowego, porowatego,
chtonnego biomateriatu na bazie agarozy i kurdlanu, ktéry bedzie absorbowat wysiek z rany oraz za-
trzymywat go w obrebie struktury opatrunku.

Dotychczas nie zostat opracowany materiat opatrunkowy sktadajgcy sie z agarozy oraz kurdlanu
(bakteryjnego B-1,3 glukanu). W dostepne;j literaturze naukowej z zakresu medycyny regeneracyjnej
istniejg wytgcznie doniesienia opisujgce sposéb produkcji oraz przypuszczalne zastosowanie materia-
tow opatrunkowych powstatych z 3-glukanu pochodzenia innego niz bakteryjne lub powstatych z pota-
czenia agarozy z innymi polisacharydami.

Celem wynalazku jest otrzymanie kriozelowego, piankowego materiatu opatrunkowego na rany
na bazie agarozy i kurdlanu, ktéry — ze wzgledu na cenne wiasciwosci biologiczne wchodzgcych w jego
skfad polisacharyddéw — bedzie wspierat proces gojenia.

Z chinskiego opisu patentu nr CN107096062 (A) znany jest sposéb otrzymywania materiatu opa-
trunkowego na bazie agarozy i karageniny do zastosowan w leczeniu powierzchniowych ran. Sposéb
otrzymywania polega na rozprowadzeniu karageniny w roztworze wodnym agarozy o temperaturze 75—
90°C, a nastepnie suszeniu lub zamrozeniu i liofilizacji.

Z czeskiego opisu patentu nr CZ2007683 (A3) znany jest sposéb otrzymywania kompleksu chi-
tozan-schizofylan (grzybowy 3-1,3-D-glukan) lub jego soli, wystepujacych samodzielnie lub w potacze-
niu z jednym lub wiekszg liczbg innych naturalnych polisacharydéw, do zastosowarn 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 liofilizacji.

Przedmiotem wynalazku jest piankowy materiat opatrunkowy na rany zbudowany z agarozy oraz
kurdlanu, rozprowadzonych w wodzie destylowanej lub dejonizowanej, przy czym proporcje wagowe
komponentdéw wynoszg odpowiednio 1-5% (w/v) agarozy oraz 1-15% (w/v) kurdlanu w odniesieniu do
wody destylowanej lub dejonizowane;j.

Korzystnie, gdy agaroze stosuje sie w ilosci 1-3% (w/v) w odniesieniu do wody destylowanej/de-
jonizowanej.

Korzystnie, gdy kurdlan stosuje sie w ilosci 1-3% (w/v) w odniesieniu do wody destylowanej/de-
jonizowanej.

Sposo6b wytwarzania piankowego materiatu opatrunkowego na rany wedtug wynalazku polega na
tym, ze przygotowuje sie zawiesine 1-5% (w/v) agarozy korzystnie 1-3% (w/v) oraz 1-15% (w/v) kur-
dlanu korzystnie 1-3% (w/v) w wodzie destylowanej lub dejonizowanej, a nastepnie mieszanine prze-
ktada sie do formy, ktérg inkubuje sie w fazni wodnej w temperaturze 90-95°C, korzystnie 95°C, przez
15-30 minut, korzystnie 20 minut, po czym studzi w temperaturze 4-8°C, ostudzong probke umieszcza
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sie w zamrazarce w temperaturze od -60 do -80°C na okres 1-2 godzin, po czym zamrozony materiat
poddaje sie procesowi liofilizacji przez okres 16 godzin lub do momentu catkowitego wysuszenia prébki.

Otrzymany wedtug wynalazku biomateriat moze znalez¢ zastosowanie jako porowaty, chionny
opatrunek na rany z obfitym wysiekiem, ktérego powierzchnia kontaktowa nie przysycha do tozyska
rany, minimalizujgc ryzyko uszkodzenia nowo powstatych tkanek.

Alternatywnie wynalazek zawiera dodatkowo oprécz agarozy i kurdlanu, w ilosciach wczes$niej
opisanych, co najmniej jedng substancje bioaktywng wybrang z grupy: witamin, antybiotykéw, czynni-
kow wzrostu, hormondw, kurkuminy. Korzystnie, gdy wynalazek jako witaminy zawiera witamine C oraz
witamine E, jako antybiotyki zawiera wankomycyne, gentamycyne, daptomycyne, tygecykline, jako
czynniki wzrostu zawiera FGF i EGF, za$ jako hormony zawiera insuline i hydrokortyzon.

Alternatywny sposob otrzymywania materiatu opatrunkowego wedtug wynalazku polega na tym,
ze przygotowuje sie zawiesine 1-5% (w/v) agarozy korzystnie 1-3% (w/v) oraz 1-15% (w/v) korzystnie
1-3% (w/v) kurdlanu w wodzie destylowanej lub dejonizowanej, a nastepnie mieszanine prze-
ktada sie do formy, ktorg inkubuje sie w tazni 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 prébke
suszy sie na powietrzu. Wysuszong prébke nasgcza sie roztworem co najmniej jednej substancji bioak-
tywnej wybranej z grupy: witamin, antybiotykdw, czynnikéw wzrostu, hormonéw, kurkuminy, przy czym
korzystnie gdy jako witaminy stosuje sie witamine C oraz witamine E, jako antybiotyki zawiera wanko-
mycyne, gentamycyne, daptomycyne, tygecykline, jako czynniki wzrostu zawiera FGF i EGF, za$ jako
hormony zawiera insuline i hydrokortyzon przez okres korzystnie 10 minut lub do momentu catkowitego
nasgczenia materiatu. Nasgczong prébke umieszcza sie w zamrazarce w temperaturze od -60 do -80°C
na okres 1-2 godzin, po czym zamrozony materiat poddaje sie procesowi liofilizacji przez okres 16 go-
dzin lub do momentu catkowitego wysuszenia probki.

Korzystnie, gdy stosuje sie roztwér witaminy C (kwasu askorbinowego) w stezeniu 0,05-2 mg/ml
lub/i roztwor witaminy E w stezeniu 0,05-2 mg/ml lub/i roztwdr hydrokortyzonu w stezeniu 1-20 pg/ml
lub/i roztwor insuliny w stezeniu 5-50 pug/ml lub/i roztwdr czynnika wzrostu FGF w stezeniu 5-50 ng/ml
lub/i roztwér czynnika wzrostu EGF w stezeniu 5-50 ng/ml lub/i roztwér kurkuminy w stezeniu 0,5—
50 mg/ml lub/i roztwér gentamycyny w stezeniu 1-20 pg/ml lub/i roztwér wankomycyny w stezeniu 1-
20 pg/ml lub/i roztwdr daptomycyny w stezeniu 0,5-10 pug/ml lub/i roztwor tygecykliny w stezeniu 0,5-
10 pg/ml — przygotowanym w soli fizjologicznej (0,9% NaCl), roztworze Ringera, HBSS lub buforze PBS.

Zaletg opracowanego wedtug wynalazku sposobu wytwarzania piankowego materiatu opatrun-
kowego na rany jest otrzymanie porowatego, chtonnego biomateriatu, ktéry bedzie absorbowat wysiek
z rany oraz zatrzymywat go w obrebie struktury opatrunku, co bedzie zapewniaé odpowiednig wilgot-
no$¢ Srodowiska rany, zapobiegajac tworzeniu sie strupéw. Ponadto porowata struktura kriozelowego
materiatu bedzie utatwia¢ wymiane gazowg miedzy zraniong tkankg a $rodowiskiem zewnetrznym.
Wazng cechg materiatu opatrunkowego wedtug wynalazku, jest jego brak toksycznosci w stosunku do
komoérek eukariotycznych oraz powierzchnia materiatu uniemozliwiajgca adhezje fibroblastéw skéry,
dzieki czemu opatrunek moze byé usuniety bez naruszenia tozyska rany, zapobiegajgc tworzeniu sie
nieestetycznych blizn. Ponadto, alternatywny spos6b produkcji piankowego materiatu opatrunkowego,
umozliwia stopniowe uwalnianie substancji bioaktywnych (np. witamina C, witamina E, kurkumina, an-
tybiotyki, czynniki wzrostu, hydrokortyzon, insulina) w miejscu zranienia, znaczaco przyspieszajac re-
generacje skéry oraz chronigc tozysko rany przed infekcjami.

Kriozelowy materiat opatrunkowy bedacy przedmiotem wynalazku, ze wzgledu na swoje wtasci-
wosci strukturalne i biologiczne bedzie zapewniat odpowiednie warunki wspierajgce gojenie rany. Opra-
cowany materiat opatrunkowy moze znalez¢ zastosowanie w medycynie regeneracyjnej jako chtonny,
piankowy opatrunek na rany wysiekowe, ktérego zastosowanie jest szczegdlnie pozgdane w fazie
oczyszczania i silnego wydzielania z rany. Powierzchnia kontaktowa materiatu opatrunkowego wedtug
wynalazku nie sprzyja adhezji fibroblastéw, zatrzymuje wysiek oraz utrzymuje wilgotne Srodowisko,
dzieki czemu nie bedzie przysychaé do tozyska rany, minimalizujgc ryzyko uszkodzenia nowo powsta-
fych tkanek podczas zmiany opatrunku.

Przedmiot wynalazku ilustrujg przedstawione ponizej przykfady:

Przyktad I

Do 0,04 g agarozy i 0,06 g kurdlanu dodano 2 ml wody destylowanej i mieszano do uzyskania
jednolitej masy. Otrzymang mase umieszczono w ptaskiej formie (o powierzchni 3 cm? i grubosci
2,5 mm) odpornej na dziatanie wysokiej i ultra-niskiej temperatury. Forme inkubowano w fazni wodnej
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w temperaturze 95°C przez 20 minut, a nastepnie ostudzono w temperaturze 6°C. Ostudzony biomate-
riat umieszczono w zamrazarce w temperaturze -75°C na okres 1 godziny. Zamrozong prébke poddano
procesowi liofilizacji w $redniej prézni (6 x 102 mbar) przez okres 16 godzin.

Otrzymany biomateriat charakteryzuje sie porowata, chtonng strukturg, jest nietoksyczny oraz
zapobiega adhezji fibroblastéw skéry do jego powierzchni.

Przyktad Il

Do 0,02 g agarozy i 0,16 g kurdlanu dodano 2 ml wody dejonizowanej i mieszano do uzyskania
jednolitej masy. Otrzymang mase umieszczono w ptaskiej formie (o powierzchni 3 cm? i grubosci
2,5 mm) odpornej na dziatanie wysokiej i ultra-niskiej temperatury. Forme inkubowano w tazni wodnej
w temperaturze 90°C przez 25 minut, a nastepnie ostudzono w temperaturze 4°C. Ostudzony biomate-
riat umieszczono w zamrazarce w temperaturze -70°C na okres 2 godzin. Zamrozong prébke poddano
procesowi liofilizacji w $redniej prézni (6 x 102 mbar) przez okres 16 godzin.

Otrzymany biomateriat charakteryzuje sie porowata, chtonng strukturg, jest nietoksyczny oraz
zapobiega adhezji fibroblastéw skéry do jego powierzchni.

Przyktad Il

Do 0,06 g agarozy i 0,10 g kurdlanu dodano 4 ml ultraczystej wody dejonizowanej i mieszano do
uzyskania jednolitej masy. Otrzymang mase umieszczono w ptaskiej formie (o powierzchni 6 cm? i gru-
bosci 2,5 mm) odpornej na dziatanie wysokiej i ultra-niskiej temperatury. Forme inkubowano w tazni
wodnej w temperaturze 95°C przez 20 minut, a nastepnie ostudzono w temperaturze 8°C. Ostudzony
biomateriat umieszczono w zamrazarce w temperaturze -78°C na okres 1 godziny. Zamrozong probke
poddano procesowi liofilizacji w Sredniej prozni (6 x 102 mbar) przez okres 16 godzin.

Otrzymany biomateriat charakteryzuje sie porowata, chtonng strukturg, jest nietoksyczny oraz
zapobiega adhezji fibroblastéw skéry do jego powierzchni.

Przyktad IV.

Do 0,02 g agarozy i 0,01 g kurdlanu dodano 1 ml wody destylowanej i mieszano do uzyskania
jednolitej masy. Otrzymang mase umieszczono w ptaskiej formie (o powierzchni 1,5 cm? i grubosci
2,5 mm) odpornej na dziatanie wysokiej i ultra-niskiej temperatury. Forme inkubowano w fazni wodnej
w temperaturze 95°C przez 20 minut, a nastepnie ostudzono w temperaturze 8°C. Ostudzony biomate-
riat wysuszono na powietrzu. Wysuszony biomateriat nasgczono przez okres 10 minut roztworem za-
wierajgcym witamine C w stezeniu 300 pg/ml oraz czynnik wzrostu (FGF lub EGF) w stezeniu 25 ng/ml,
przygotowanym w buforze PBS i umieszczono w zamrazarce w temperaturze -75°C na okres 1,5 go-
dziny. Zamrozong probke poddano procesowi liofilizacji w $redniej prozni (6 x 102 mbar) przez okres
16 godzin.

Otrzymany biomateriat charakteryzuje sie porowatg, chtonng strukturg, uwalnia zwigzki bioak-
tywne, jest nietoksyczny oraz zapobiega adhezji fibroblastow skéry do jego powierzchni.

Przyktad V.

Do 0,04 g agarozy i 0,08 g kurdlanu dodano 4 ml wody dejonizowanej i mieszano do uzyskania
jednolitej masy. Otrzymang mase umieszczono w ptaskiej formie (o powierzchni 6 cm? i grubosci
2,5 mm) odpornej na dziatanie wysokiej i ultra-niskiej temperatury. Forme inkubowano w fazni wodnej
w temperaturze 95°C przez 20 minut, a nastepnie ostudzono w temperaturze 8°C. Ostudzony biomate-
riat wysuszono na powietrzu. Wysuszony biomateriat nasgczono przez okres 10 minut roztworem za-
wierajgcym hydrokortyzon w stezeniu 10 pg/ml oraz insuline w stezeniu 20 pug/ml, przygotowanym
w roztworze Ringera i umieszczono w zamrazarce w temperaturze -75°C na okres 2 godzin. Zamrozong
probke poddano procesowi liofilizacji w Sredniej prozni (6 x 102 mbar) przez okres 16 godzin.

Otrzymany biomateriat charakteryzuje sie porowatg, chtonng strukturg, uwalnia zwigzki bioak-
tywne, jest nietoksyczny oraz zapobiega adhezji fibroblastow skéry do jego powierzchni.

Przyktad VI

Do 0,02 g agarozy i 0,06 g kurdlanu dodano 2 ml wody destylowanej i mieszano do uzyskania
jednolitej masy. Otrzymang mase umieszczono w ptaskiej formie (o powierzchni 3 cm? i grubosci
2,5 mm) odpornej na dziatanie wysokiej i ultra-niskiej temperatury. Forme inkubowano w fazni wodnej
w temperaturze 95°C przez 20 minut, a nastepnie ostudzono w temperaturze 8°C. Ostudzony biomate-
riat wysuszono na powietrzu. Wysuszony biomateriat nasgczono przez okres 15 minut roztworem za-
wierajgcym antybiotyk (wankomycyne, gentamycyne, daptomycyne lub tygecykline) w stezeniu 10 ng/ml
oraz witamine E w stezeniu 300 pg/ml, przygotowanym w roztworze soli fizjologicznej i umieszczono
w zamrazarce w temperaturze -75°C na okres 1 godziny. Zamrozong probke poddano procesowi liofili-
zacji w $redniej prozni (6 x 102 mbar) przez okres 16 godzin.
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Otrzymany biomateriat charakteryzuje sie porowatg, chtonng strukturg, uwalnia zwigzki bioak-
tywne, jest nietoksyczny oraz zapobiega adhezji fibroblastow skéry do jego powierzchni.

Przyktad VI

Do 0,04 g agarozy i 0,06 g kurdlanu dodano 2 ml wody destylowanej i mieszano do uzyskania
jednolitej masy. Otrzymang mase umieszczono w ptaskiej formie (o powierzchni 3 cm? i grubosci
2,5 mm) odpornej na dziatanie wysokiej i ultra-niskiej temperatury. Forme inkubowano w fazni wodnej
w temperaturze 95°C przez 20 minut, a nastepnie ostudzono w temperaturze 8°C. Ostudzony biomate-
riat wysuszono na powietrzu. Wysuszony biomateriat nasgczono przez okres 15 minut roztworem kur-
kuminy o stezeniu 20 mg/ml przygotowanym w buforze PBS i umieszczono w zamrazarce w tempera-
turze -75°C na okres 1 godziny. Zamrozong probke poddano procesowi liofilizacji w $redniej prézni
(6 x 10”2 mbar) przez okres 16 godzin.

Otrzymany biomateriat charakteryzuje sie porowatg, chtonng strukturg, uwalnia zwigzki bioak-
tywne, jest nietoksyczny oraz zapobiega adhezji fibroblastow skéry do jego powierzchni.

Zastrzezenia patentowe

1. Piankowy materiat opatrunkowy na bazie agarozy, znamienny tym, ze stanowi go agaroza
i kurdlan (bakteryjny 3-1,3-D-glukan) rozprowadzone w wodzie destylowanej lub dejonizowa-
nej, przy czym proporcje wagowe stalych komponentéw wynoszg odpowiednio 1-5%
(w/v agarozy oraz 1-15% (w/v) kurdlanu w odniesieniu do wody destylowanej/dejonizowane;j.

2. Piankowy materiat opatrunkowy wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze zawiera agaroze w ilo-
Sci 1-3% (w/v) w odniesieniu do wody destylowanej/dejonizowane;j.

3. Piankowy materiat opatrunkowy wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze zawiera kurdlan w iloSci
1-3% (w/v) w odniesieniu do wody destylowanej dejonizowane;j.

4. Sposbéb wytwarzania piankowego materiatu opatrunkowego na rany okre$lonego w zastrz. 1,
znamienny tym, ze przygotowuje sie zawiesine 1-5% (w/v) agarozy korzystnie 1-3% (w/v)
oraz 1-15% (w/v) korzystnie 1-3% (w/v) kurdlanu w wodzie destylowanej lub dejonizowa-
nej, a nastepnie mieszanine inkubuje sie w temperaturze 90-45°C, korzystnie 95°C, przez
15-30 minut, korzystnie 20 minut, a nastepnie studzi w temperaturze 4-8°C, ostudzong
prébke zamraza sie w temperaturze od -60 do -80°C przez okres 1-2 godzin, po czym zamro-
zony materiat poddaje sie procesowi liofilizacji.

5. Piankowy materiat opatrunkowy na bazie agarozy, znamienny tym, ze stanowi go agaroza
i kurdlan (bakteryjny 3-1,3-D-glukan) rozprowadzone w wodzie destylowanej lub dejonizowa-
nej przy czym proporcje wagowo statych komponentéw wynoszg odpowiednio 1-5% (w\v)
agarozy oraz 1-15% (w/v) kurdlanu w odniesieniu do wody destylowanej/dejonizowanej, po-
nadto biomateriat zawiera co najmniej jedng substancje bioaktywng wybrang z grupy: witamin,
antybiotykéw, czynnikéw wzrostu, hormonéw, kurkuminy.

6. Piankowy materiat wedtug zastrz. 5, znamienny tym, ze jako witaminy zawiera wita-
mine C oraz witamine E, jako antybiotyki zawiera wankomycyne, gentamycyne, daptomycyne,
tygecykline, jako czynniki wzrostu zawiera FGF i EGF, za$ jako hormony zawiera insuline
i hydrokortyzon.

7. Piankowy materiat wedtug zastrz. 5, znamienny tym, ze agaroze stosuje sie w ilosci 1-3%
(w/v) w odniesieniu do wody destylowanej/dejonizowane;j.

8. Piankowy materiat wedtug zastrz. 5, znamienny tym, ze kurdlan stosuje sie w ilosci 1-3%
(w/v) w odniesieniu do wody destylowanej/dejonizowane;j.

9. Sposéb wywarzania piankowego materiatu opatrunkowego na rany na bazie agarozy okre$lo-
nego w zastrz. 5, znamienny tym, ze przygotowuje sie zawiesine 1-5% (w/v) korzystnie 1-
3% (w/v) agarozy oraz 1-15% (w/v) korzystnie 1-3% (w/v) kurdlanu w wodzie destylowane;j
lub dejonizowanej, a nastepnie mieszanine przektada sie do formy, ktérg inkubuje sie w tem-
peraturze 90-95°C, korzystnie 95°C, przez 15-30 minut, korzystnie 20 minut, a nastepnie
studzi w temperaturze 4—8°C, po czym ostudzong i wysuszong probke nasgcza sie roztworem
co najmniej jednej substancji bioaktywnej wybranej z grupy: witamin, antybiotykéw, czynnikéw
wzrostu, hormondéw, kurkuminy, przy czym korzystnie gdy jako witaminy zawiera wita-
mine C oraz witamine E, jako antybiotyki zawiera wankomycyne, gentamycyne, daptomycyne,
tygecykline, jako czynniki wzrostu zawiera FGF i EGF, za$ jako hormony zawiera insuline



10.

11.

12.
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i hydrokortyzon, do catkowitego nasgczenia materiatu. po czym nasgczong proébke zamraza
sie w temperaturze od -60 do -80°C, po czym zamrozony materiat poddaje sie procesowi lio-
filizacji.

Sposo6b wedtug zastrz. 9, znamienny tym, ze agaroze stosuje sie w ilosci 1-3% (w/v) w od-
niesieniu do wody destylowanej/dejonizowane;j.

Sposo6b wedtug zastrz. 9, znamienny tym, ze kurdlan stosuje sie w ilosci 1-3% (w/v) w od-
niesieniu do wody destylowanej/dejonizowane;j.

Spos6b wedtug zastrz. 9, znamienny tym, ze zwigzki bioaktywne stosuje sie w nastepuja-
cych ilociach: roztwér witaminy C (kwasu askorbinowego) w stezeniu 0,05-2 mg/ml lub/i roz-
twor witaminy E w stezeniu 0,05-2 mg/ml lub/i roztwér hydrokortyzonu w stezeniu 1-
20 pg/ml lub/i roztwér insuliny w stezeniu 5-50 pg/ml lub/i roztwdr czynnika wzrostu
FGF w stezeniu 5-50 ng/ml lub/i roztwér czynnika wzrostu EGF w stezeniu 5-50 ng/mi
lub/i roztwér kurkuminy w stezeniu 0,5-50 mg/ml lub/i roztwér gentamycyny w stezeniu 1-
20 pg/ml lub/i roztwdr wankomycyny w stezeniu 1-20 pg/ml lub/i roztwdr daptomycyny w ste-
zeniu 0,5-10 pg/ml lub/i roztwor tygecykliny w stezeniu 0,5-10 pg/ml — przygotowanym w soli
fizjologicznej (0,9 % NacCl) lub roztworze Ringera lub HBSS lub buforze PBS.



