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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb wytwarzania wysoko chtonnego i biokompatybilnego bioma-
teriatlu opatrunkowego na bazie liniowego f-1,3-glukanu (kurdlanu) do zastosowan biomedycznych,
w celu pochfaniania uwalnianego ptynu z rany i przyspieszenia proceséw gojenia w miejscu zranienia.

Gojenie ran, w tym ran przewlektych, jest procesem diugotrwatym, sktadajgcym sie z kilku faz,
takich jak homeostaza, zapalenie, proliferacja i przebudowa (Klein K.C, Guha S.C, Indian J. Plast. Surg.
2014, 47, 303-317). Warto podkresli¢, ze w procesie gojenia ran kluczowa role odgrywajg jony wapnia,
na kazdym ze wspomnianych powyzej etapéw (Lansdown B.G, Wound Repair Regen. 2002, 10, 271-
285). Juz podczas procesu homeostazy, jony wapnia bedgce IV czynnikiem krzepniecia sg uwalniane
z ptytek krwi i stymulujg konwersje protrombiny do trombiny, co wplywa na wstepne zamkniecie rany
i utworzenie skrzepu (Baugh R.F., Hougie C., Clin. Hematol. 1979, 8, 3-30). W fazie zapalnej oraz
proliferacji, stezenie jondw wapnia zaczyna sukcesywnie wzrasta¢, prowadzgc do rekrutacji komérek
uktadu immunologicznego, tj. neutrofilii, monocytéw i makrofagéw, a takze do migraciji komoérek skoéry —
fibroblastéw w miejsce zranienia (Kok S. i wsp. J. Cell. Sci. 2001, 114, 1155-1167; Lansdown B.G,
Wound Repair Regen. 2002, 10, 271-285). W ostatniej fazie — przebudowy, dochodzi do reorganizaciji
kolagenu i tworzenia dojrzatej blizny, co réwniez zalezy od stezenia jondw wapnia. Wskazuje sie, ze
wapn wplywa na pobudzenie sygnatéw wewnatrzkomdrkowych prowadzacych do przebudowy macierzy
zewnatrzkomoérkowej (Lansdown B.G, Wound Repair Regen. 2002, 10, 271-285).

Znanym rozwigzaniem w terapii gojenia ran jest stosowanie biokompatybilnych opatrunkéw
wzbogaconych wapniem, ktére dostarczajg ten pierwiastek w miejsce zranienia, przyspieszajac przy
tym procesy regeneracyjne (Rojczyk-Gotebiewska E. i wsp. Leczenie Ran 2013, 10, 65-70). Znany jest
z opisu patentowego CN109550072 chtonny opatrunek na bazie alginianu oraz chitozanu, ktéry uwalnia
jony wapnia w miejscu zranienia, przez co wspiera procesy proliferacji komérek skéry — fibroblastow
i zapewnia szybki proces gojenia. Z kolei z opisu CN109260508 znany jest biokompatybilny opatrunek
na bazie alginianu sodowego oraz alkoholu poliwinylowego, ktéry uwalnia jony wapnia, wspierajac pro-
liferacje fibroblastow i procesy regeneracyjne skory. Z opisu patentowego CN106994133 znany jest
wapniowo-cynkowy kompozyt na bazie alginianu, ktéry uwalnia do $rodowiska jony wapnia oraz cynku
przez co zapewnia ochrone przeciwbakteryjng, a takze wpiera procesy gojenia ran.

Z powyzszych opiséw patentowych wynika, ze obecnie nie ma opatrunkéw na bazie bakteryjnego
liniowego B-1,3-glukanu (kurdlanu). Wiadomo jednak, ze hydrozel -1,3-glukanowy (kurdlanowy) otrzy-
mywany metodg termiczng znalazt zastosowanie jako sktadnik ceramiczno-polimerowego substytutu
kostnego (Patent PL 206 394 i International Patent nr EU 2 421 570 B1). Z kolei hydrozel kurdlanowy,
otrzymywany metodg dializy wzgledem roztworu jondéw wapnia znalazt zastosowanie jako skfadnik ce-
ramiczno-polimerowego rusztowania kostnego (Patent PL 229 329 B1).

Wynalazek rozwigzuje zagadnienie otrzymywania biomateriatu na bazie liniowego p-1,3-glukanu
(kurdlanu), charakteryzujgcego sie wysokg zdolno$cig do pochfaniania ptynéw oraz uwalniania jonéw
wapnia w srodowisku wodnym, a takze biokompatybilno$cig w warunkach in vitro, poprzez wspieranie
zywotnosci i proceséw proliferacji komoérek skoéry — fibroblastdw.

Sposbéb wytwarzania biomateriatu wedtug wynalazku polega na tym, ze 6—-20% (w/v) roztwor
-1,3-glukanu (kurdlanu), korzystnie 11% (w/v) przygotowuje sie w 0,1-0,5 M roztworze zasady sodowej
(NaOH), korzystnie 0,3 M, po czym otrzymany roztwér korzystnie umieszcza sie w formach o pozada-
nym ksztatcie i poddaje dializie w roztworze soli wapniowej o stezeniu od 5 g/l do 150 g/l, korzystnie
20 g/l w czasie 1-24 godziny/godzin, w temperaturze 19-30°C, a nastepnie umieszcza sie w wodzie
destylowanej lub dejonizowanej na okoto 15 minut. Otrzymany hydrozel p-1,3-glukanu (kurdlanu)
umieszcza sie w zamrazarce w temperaturze od -5°C do -40°C korzystnie -20°C na okres 2-5 dni ko-
rzystnie 2 dni, a nastepnie w temperaturze od -60°C do -195°C korzystnie -80°C na 2-8 godzin, po
czym zamrozony biomateriat poddaje sie suszeniu poprzez liofilizacje w czasie 15-30 godzin, korzystnie
19-26 godzin, a nastepnie sterylizacji gazowe;j.

Korzystnie jest, gdy przy dializie stosuje sie roztwory rozpuszczalnych w wodzie soli wapniowych
jak CaCl2 lub Ca(NO3)2 lub (CH3COO).Ca).

Korzystnie jest, gdy dialize prowadzi sie w temperaturze 25°C przez 3 godziny.

Korzystnie jest, gdy sterylizacje prowadzi sie tlenkiem etylenu (55°C) przez okoto 3 godziny.

Wytworzony wg wynalazku biomateriat kurdlanowy charakteryzuje sie bardzo dobrymi wtasciwo-
Sciami fizykochemicznymi oraz biologicznymi, zwtaszcza odznacza sie zdolnoscig do pochtaniania du-
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zej ilosci ptynéw (poréwnywalng z dostepnymi na rynku materiatami wysokochtonnymi; Adv. Skin. Wo-
und. Care 2012, 25, 215-320), a w stanie mokrym uwalnia duze ilosci jonéw wapnia (ok. 240 mg/l).
Ponadto zapewnia on transmisje pary wodnej na poziomie ok. 2100 g/m?/dzien (przyjmuje sie, ze po-
ziom umozliwiajgcy odpowiednie gojenie ran wynosi ok. 2000-2500 g/m?/dzien (J. Tissue Viability 2010,
19, 54-66)) oraz sprzyja zywotnosci i proliferaciji fibroblastow in vitro.

Zdolno$¢ do pochtaniania duzej ilosci ptynéw wynika ze sposobu wytwarzania biomateriatu. Za-
mrazanie, a nastepnie liofilizacja sprawiajg, ze biomateriat jest catkowicie pozbawiony wody, zachowu-
jac swoj ksztatt i strukture —w wygladzie biomateriat przypomina ,suchg ggbke”. Zdolno$¢ do uwalniania
jonéw wapnia wynika z faktu, ze podczas procedury wytwarzania biomateriatu, powstaje on w procesie
dializy wzgledem jonéw Ca?* — jony te wnikajg do wnetrza materiatu — zatem materiat zawiera je
w swojej strukturze, a nastepnie uwalnia je, gdy umieszcza sie go w roztworze wodnym. Zdolno$¢ do
transmisji pary wodnej wynika z faktu, ze podczas wchianiania ptyndéw przez materiat catkowicie wysu-
szony, zmienia on strukture na hydrozelowg. Biomateriat w stanie mokrym — biomateriat hydrozelowy,
umozliwia transmisje pary wodnej (umozliwia jej przepuszczanie) na poziomie, ktéry zapewnia prawi-
dtowe gojenie ran.

Proces dializy i dwuetapowe zamrazanie umozliwiajg temu biomateriatowi uzyskanie korzystnych
wiasciwosci — jest zdolny do pochfaniania duzej ilosci ptynéw oraz uwalniania duzych ilosci jonéw wap-
nia do Srodowiska. Ponadto poddanie go sterylizacji zwtaszcza tlenkiem etylenu sprawia, ze zachowuje
on swoje wiasciwosci.

Przedmiot wynalazku ilustrujg przedstawione ponizej przyktady.

Przyktad 1

0,5 g kurdlanu dodano do 10 ml roztworu NaOH o stezeniu 0,3 M. Skfadniki mieszano, az do
catkowitego rozpuszczenia kurdlanu, tj. otrzymania jednolitego roztworu o stezeniu 5%. Otrzymany roz-
twér umieszczono w formie o ksztaicie kota o Srednicy 2,2 cm, a nastepnie wkroplono 4 ml roztworu
chlorku wapnia o stezeniu 20 g/l i poddawano dializie przez 2 godziny w temperaturze 25°C. Otrzymany
hydrozel -1,3-glukanowy (kurdlanowy) wyjeto z formy i umieszczono w wodzie dejonizowanej na
15 minut. Nastepnie hydrozel umieszczono w zamrazarce -20°C na 2 dni, a potem w zamrazarce -80°C
na 2 godziny. Zamrozony biomateriat poddano suszeniu poprzez liofilizacje w czasie 24 godzin. Po
wysuszeniu biomateriat umieszczono w foliowych rekawach i poddano sterylizacji poprzez tlenek ety-
lenu w temperaturze 55°C, 3 godziny, a nastepnie prowadzono 15-godzinng wentylacje prébki w celu
odprowadzenia resztek tlenku etylenu po procesie sterylizacji. Otrzymany w ten sposéb biomateriat wy-
kazuje pozgdane wiasciwosci, tj. posiada zdolno$¢ do pochtaniania duzej iloSci ptynéw, uwalnia jony
wapnia w $rodowisku wodnym, umozliwia transmisje pary wodnej, wzmacnia zywotno$¢ i sprzyja pro-
cesom proliferaciji fibroblastéow skéry in vitro.

Przyktad 2

0,8 g kurdlanu dodano do 10 ml roztworu NaOH o stezeniu 0,3 M. Skfadniki mieszano, az do
catkowitego rozpuszczenia kurdlanu, tj. otrzymania jednolitego roztworu o stezeniu 8%. Otrzymany roz-
twér umieszczono w formie o ksztaicie kota o Srednicy 2,2 cm, a nastepnie wkroplono 4 ml roztworu
chlorku wapnia o stezeniu 50 g/l i poddawano dializie przez 3 godziny w temperaturze 25°C. Otrzymany
hydrozel -1,3-glukanowy (kurdlanowy) wyjeto z formy i umieszczono w wodzie dejonizowanej na
15 minut. Nastepnie hydrozel umieszczono w zamrazarce -20°C na 2 dni, a potem w zamrazarce -80°C
na 2 godziny. Zamrozony biomateriat poddano suszeniu poprzez liofilizacje w czasie 19 godzin. Po
wysuszeniu biomateriat umieszczono w foliowych rekawach i poddano sterylizacji poprzez tlenek ety-
lenu (55°C, 3 godziny, a nastepnie 15-godzinna wentylacja probki w celu odprowadzenia resztek tlenku
etylenu po procesie sterylizacji). Otrzymany w ten spos6b biomateriat wykazuje pozgdane wtasciwosci,
tj. posiada zdolno$¢ do pochfaniania duzej ilosci ptyndw, uwalnia jony wapnia w srodowisku wodnym,
umozliwia transmisje pary wodnej, wzmacnia zywotno$¢ i sprzyja procesom proliferacji fibroblastow
skory in vitro.

Przyktad 3

1,1 g kurdlanu dodano do 10 ml roztworu NaOH o stezeniu 0,3 M. Sktadniki mieszano, az do
catkowitego rozpuszczenia kurdlanu. tj. otrzymania jednolitego roztworu o stezeniu 11%. Otrzymany
roztwor umieszczono w formie o ksztaicie kota o Srednicy 4 cm, a nastepnie wkroplono 8 ml roztworu
chlorku wapnia o stezeniu 20 g/l i poddawano dializie przez 3 godziny w temperaturze 25°C. Otrzymany
hydrozel -1,3-glukanowy (kurdlanowy) wyjeto z formy i umieszczono w wodzie dejonizowanej na
15 minut. Nastepnie hydrozel umieszczono w zamrazarce -20°C na 2 dni, a potem w zamrazarce -80°C
na 2 godziny. Zamrozony biomateriat poddano suszeniu poprzez liofilizacje w czasie 24 godzin. Po
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wysuszeniu biomateriat umieszczono w foliowych rekawach i poddano sterylizacji poprzez tlenek ety-
lenu (55°C, 3 godziny, a nastepnie 15-godzinna wentylacja probki w celu odprowadzenia resztek tlenku
etylenu po procesie sterylizacji). Otrzymany w ten spos6b biomateriat wykazuje pozgdane wtasciwosci,
tj. posiada zdolno$¢ do pochfaniania duzej ilosSci ptynéw, uwalnia jony wapnia w Srodowisku wodnym,
umozliwia transmisje pary wodnej, wzmacnia zywotno$¢ i sprzyja procesom proliferacji fibroblastow
skory in vitro.

Wyniki badan dla biomateriatu kurdlanowego 11% (w/v) wytworzonego wedtug wynalazku przed-
stawiono w Tabeli 1.

Tabela 1. Wybrane wiasciwosci fizykochemiczne i biologiczne biomateriatu kurdlanowego
wytwarzanego wedtug wynalazku.

Cecha

Biomslerial kurdlanowy wytwarzany wedlug wynalazku

Zdolnos¢ do pochlaniania plynéw. na przykladzie plyou
symulujacego wysiek 2 rany (SWF). Zdolnosé 1 wyrazono
jako ilos¢ (g) pochlonigtego plynu SWF przez pram
biornaterialuy w trakcic 24 godz. inkubacji.

793+ 1,44 g

(dostgpne na rynku biomaterialy wykazujy zdolnosé¢ do
pochianiania plynéw na poziomic od 5 g/g do 13 g'g [Adyv.
Skin. Wound, Care 2012, 25, 215-320))

Zdolno$¢ do uwalniania jonéw wapnia do srodowiska
wodnego po 24-godz. inkubacji. na przykladzic plynu
hodowlanego dedykowancge fibroblastom skéry. Ekstrakt 2
biomaterialu przvgotowano wg normy 180 10993-5:2009.

242,30 + 5,60 mg/l
(si¢zenic jonow wapnia ok. 4 razy wyzsze niz w plynic
hodowlanym)

Zdolnos¢ do transmisji pary wodnej. Zdolnoéc (3 wyrarono
jako ilos¢ gram przepuszczanej pary wodngj przcz m?
biomaterialu przez okres 1 dnia.

2091.00 = 48.41 g/m*/dzicn
(@2 opatrunkow  umoziiwiajagcych  odpowiednic gojenie
zaleca sig transmisj¢ pary wodnej na poziomic 2000-2500

gim*idzien {J. Tissue Viability 2010, 19. 54-66])

Zdolnos$¢ do wspicrunia zywotnosci fibroblastow skéry in
virro, £dolnos¢ g wyrazono jako procemt zywotnosci
komérck  po  inkubacji 2 ckstrakiem  poryskanym 2
biomaterialu wg normy 1SO  10993-5:2009. Wynik na
podstawie testu MTT.

120,60% = 3.70%

Zdolno$¢ do wspicrania procesow prolileracii fibroblasiow
skory in vitro. Zdolnoéé 19 oceniono poprzez banwienic
cytoszkictetu  (barwmk  —  falloidyno)  oraz. jyder
komarkowych (barwnik — Hocchst33342) fibroblastow
skary po 3- { 5- dniowej inkubagji 2 ekstraktern pozyskanym

¢z biomaterialu wg normy 1SO 10993-5:2009.

Obserwacje  mikroskopowe  wykavzaty, 2¢  morfologia
fibroblastow skéry po 3- i 5- dniowe) inkubacji z ckstraktem
possskanym 7z biomnaterialu  wytwarzanego  wedtug
wynalazku byvla prawidtowa. Komorki byly rozptaszezone.
mialy podluzny kszalt i posiadaty duze jadra oraz
rozbudowany system cytoszkicletu,

Na podstawic obserwacji mikroskopowych siwierdza sig
rownicz e ilos¢ komorek zardwno po 3- 1 5- dniowgj
inkubacit 2 ckstraktem  pozyskunym 7z biomaterialu
wytwarzanepo wedlug wiynalazku byla znaczgeo wyvzsza w
porownaniu  do ilesci  komorck rosngeych w plynice
hodowlunvin.

Przedstawione w Tabeli 1. wyniki wskazujg, ze wytworzony wg wynalazku biomateriat kurdla-
nowy, zapewnia dogodne warunki do gojenia sie ran, stanowigc nosnik jonéw wapniowych. Wynalazek
moze by¢ stosowany w medycynie regeneracyjnej, jako biomateriat opatrunkowy na sgczace sie rany.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposo6b wytwarzania wysoko chtonnego biomateriatu opatrunkowego do zastosowan biome-
dycznych z wykorzystaniem roztworu 3-1,3-glukanu (kurdlanu) w roztworze zasady sodowe;,
znamienny tym, ze najpierw przygotowuje sie 6—20% (w/v) roztwdr p-1,3-glukanu, korzystnie
11% (w/v) w 0,1-0,5 M roztworze zasady sodowej (NaOH), korzystnie 0,3 M, po czym otrzy-
many roztwér poddaje sie dializie w roztworze soli wapniowej o stezeniu od 5 g/l do 150 g/I,
korzystnie 20 g/l w czasie 1-24 godziny/godziny, w temperaturze 19-30°C, a nastepnie
umieszcza sie w wodzie destylowanej lub dejonizowanej na 10-30 minut korzystnie na okoto
15 minut, tak otrzymany hydrozel §-1,3-glukanu umieszcza sie w zamrazarce w temperaturze
od -5°C do -40°C w czasie 2-5 dni, a nastepnie w temperaturze od -60°C do -195°C w czasie



PL 238 256 B1 5

2-8 godzin, po czym zamrozony biomateriat poddaje sie suszeniu poprzez liofilizacje, a na-
stepnie sterylizacji gazowe;.

. Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze hydrozel -1,3-glukanu umieszcza sie w tem-
peraturze -20°C w czasie 2 dni, a nastepnie w temperaturze -80°C.

. Spos6b wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze liofilizacje prowadzi sie w czasie od 15-30 go-
dzin korzystnie 19 do 26 godzin.

. Spos6b wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze przy prowadzeniu dializy stosuje sie roztwory
rozpuszczalnych w wodzie soli wapniowych jak: CaClz, Ca(NO3)2, (CH3COO).Ca.

. Sposéb wedtug wynalazku, znamienny tym, ze otrzymany roztwoér p-1,3-glukanu przed dia-
lizg umieszcza sie w formach o pozadanym ksztaicie.

. Spos6b wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze dialize prowadzi sie w temperaturze 25°C przez
3 godziny.

. Spos6b wediug zastrz. 1, znamienny tym, ze sterylizacje prowadzi sie tlenkiem etylenu
(55°C) korzystnie przez okoto 3 godziny.
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