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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest opatrunek do leczenia trudno gojacych sie ran i sposéb jego wytwa-
rzania, ktéry moze znalezé zastosowanie w praktyce klinicznej, w szczegélnosci leczeniu owrzodzen
stopy cukrzycowe;.

Mezenchymalne komérki macierzyste (ang. mesenchymal stem cells, MSC) lub inaczej multipo-
tencjalne mezenchymalne komorki zrebu, mogg by¢ pozyskiwane z wielu zrédet np. szpiku, tkanki thusz-
czowej, krwi pepowinowej, stanowig niejednorodng populacje. Mimo dzielgcych réznic wykazujg row-
niez wiele cech wspdlnych np. zdolno$é do podziatéw komorowych, morfologie zblizong do fibroblastow,
zdolnos$¢ przylegania do plastiku potencjat do réznicowania w kierunku chondrogennym, osteogennym
i adipogennym oraz obecno$¢ markerdéw powierzchniowych [1, 2], Do gtéwnych markerédw MSC nalezg
CD73 (ekto-5-nukleotydaza), CD90 (Thy-1) oraz CD105 (endoglina) [3]. MSC nie wykazujg natomiast
ekspresji markeréw komdrek hematopoetycznych, takich jak CD11b (integryna aM), CD14 (koreceptor
TLR4), CD34 (sialomucyna), CD45 (receptor typu C biatkowej fosfatazy tyrozynowej) oraz CD79u (bto-
nowa glikoproteina MB-1) [2]. Podstawowym kryterium dla odréznienia MSC od innych komdérek jest
jednoczesna obecno$¢ antygenéw powierzchniowych CD105, CD73 i CD90 przy braku ekspresji mar-
keréw CD45, CD34, CD14 lub CD11b, CD79 lub CD19 [3]. Komoérki macierzyste znajdujgce sie
w tkance ttuszczowej (ADSC, ang. adipose derived stromal/stem cells) wykazujg wiele podobienstw
z MSC pochodzacymi z innych tkanek [4]. Podobnie jak MSC takze ADSC wykazujg wiasciwosci immu-
nomodulacyjne i majg zdolno$¢ do réznicowania w komérki pochodzgce z mezodermy - chondro-,
osteo-, adipoblasty [2, 5], a takze inne wyspecjalizowane komorki jak mioblasty miesni szkieletowych
[6] czy nawet neurony [7, 8].

Z punktu widzenia przysztych zastosowan MSC istotny jest fakt, ze komorki te majg zdolno$é do
hamowania stanu zapalnego. Efekt ten moze byé wywierany przez blokowanie naptywu komérek stanu
zapalnego, ktére poprzez zbyt dtugg obecnos¢ i aktywno$é w tkance zaburzatyby jej naprawe. Prze-
wagg MSC nad miejscowym podawaniem np. cytokin jest sprzezenie zwrotne pomiedzy MSC a innymi
komdrkami, umozliwiajgce dostosowywanie sygnalizacji MSC do zmieniajgcej sie sytuacji, np. hamo-
wanie odczynu zapalnego w pierwszej fazie regeneracji i wytwarzanie stymulatoréw dla proliferaciji
i roznicowania komorek w fazie nastepnej. Tak wiec MSC mogg wptywaé pozytywnie na przebieg rege-
neracji tkanki, nawet wtedy, gdy same nie biorg udziatu w powstawaniu nowej, naprawionej tkanki. Po-
nadto, stymulacja MSC wybranymi czynnikami jest w stanie zwiekszy¢ ich zdolno$¢ do poprawy rege-
neracji tkanek. Ogromng zaletg MSC jest to, ze mozna pozyskiwac je z réoznych zrédet i na kazdym
etapie zycia pacjenta. W ostatnich latach popularnym zrédtem MSC stata sie tkanka ttuszczowa i uzy-
skiwane z niej komorki ADSC, czyli mezenchymalne komorki macierzyste/stromalne pochodzace
z tkanki ttuszczowej. Zaletg ADSC jest ich dostepnos¢ i obfitoS¢ w tkance tluszczowej oraz mozliwos¢
relatywnie fatwego ich pozyskiwania. ADSC zwykle nie wymagajg intensywnego namnazania w labora-
torium, aby osiagngé ich wymagang ilo$¢, okre$lang jako prog terapeutyczny. Duza dostepno$¢é ADSC
pozwala na prowadzenie terapii allogenicznych z ich zastosowaniem. Tak wiec, terapeutyczny efekt
ADSC moze byé uzyskiwany przy wykorzystaniu ich zdolno$ci do réznicowania, efektu immunomodu-
lacyjnego oraz zdolnoSci do regulacji zjawisk zachodzgcych w ich otoczeniu poprzez wydzielanie odpo-
wiednich cytokin i bezposredni kontakt z innymi komérkami.

W stanie techniki opisano sposoby izolacji mezenchymalnych komérek macierzystych z tkanki
tluszczowej, prowadzgce do uzyskiwania heterogennej frakcji SVF (ang. Stromal VVascular Fraction) (np.
[9, 10]) z ktérych wyprowadzane sg komérki ADSC.

Obecnie, mezenchymalne komdrki macierzyste to najczesciej stosowane i niebudzace kontro-
wersji zrédto komorek wykorzystywanych w szybko rozwijajgcej sie medycynie regeneracyjnej, a szcze-
gOlnie korzystnym ich zrédtem jest tkanka tluszczowa.

Przewlekie owrzodzenie (PO) definiuje sie jako uszkodzenie tkanek, czesto skory, ktdre nie goi
sie samoistnie lub goi sie dtuzej niz sze$¢ tygodni. PO jest wynikiem ztozonej kaskady czynnikéw pato-
genetycznych i jest zwigzane z wieloma ré6znymi schorzeniami, w tym cukrzycg, dysfunkcjg naczyn,
infekcjami i unieruchomieniem/uciskiem (korzystanie z wézka inwalidzkiego lub dtugie lezenie w t6zku).
Waznym wspo6lnym mianownikiem PO jest obecno$¢ niedokrwienia tkanek. PO dotyka ponad 1% po-
pulacji ogéinej i do 4% oséb w wieku powyzej 80 lat. Okoto 10% pacjentéw dotknietych cukrzycg ma
PO w postaci owrzodzen stopy cukrzycowej (OSC). Te ostatnie to przewlekte rany stép zwigzane
z infekcjg, bélem, przebarwieniami skéry i sporadycznym krwawieniem. Wynika to z nagromadzonych
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uszkodzen naczyn, ktére sprawiajg, ze tkanki sg bardziej podatne na uszkodzenia przez niewielki na-
cisk. OSC i ogdlnie PO sg niezwykle bolesne i determinujg istotne obnizenie jakosci zycia pacjenta,
czesto prowadzace do zaburzen depresyjnych. PO narazajg na ryzyko przewlekiej infekcji i amputacii.

PO sg wynikiem potgczonej angiopatii i neuropatii, powodujgc zmniejszenie czucia w zaatakowa-
nej tkance (Tahergorabi i Khazaei, 2012, Int J Prev Med, 3(12), 827-38).

Niezauwazony uraz w obszarze bez wystarczajgcego przeptywu krwi, ktéry mogtby zapewnic go-
jenie sie rany, stanowi dogodne $rodowisko dla urazu i infekcji, co skutkuje przewleklym owrzodzeniem
skory. Obecne metody leczenia PO majg ograniczong skuteczno$¢, obejmujgc opatrunek na rany, miej-
scowe stosowanie czynnikow wzrostu, stosowanie zwierzecych substytutow skdérno-naskérkowych,
usuwanie wysieku, tlenoterapie hiperbaryczng (Kessler i wsp., 2003, Diabetes Care, 26(8), 2378-82)
i oczyszczenie tkanek martwiczych. Ze wzgledu na swoje ksenogenne pochodzenie, zastosowane $swin-
skie substytuty dermo-epidermiczne (Apligraf®, Organogenesis Inc., USA) zapewniajg przejsciowe re-
akcje zapalne, wspomagajgce gojenie, ale ostatecznie sg szybko odrzucane. W Swietle tych faktow
wiele badan koncentruje sie na nowatorskich terapiach biologicznych, ktére mogg by¢ stosowane
w leczeniu PO.

Komorki macierzyste pochodzenia ttuszczowego (ADSC) sg sktadnikiem ludzkiej tkanki ttuszczo-
wej wytwarzajgcym duze ilosci czynnikéw potrzebnych do skutecznego gojenia sie ran.

ADSC moga by¢ tatwo izolowane i namnazane w hodowli z materiatu po lipoaspiracji lub pobie-
raniu prébek tluszczu. ADSC sg klasyfikowane wedtug okreslonych kryteriéw Miedzynarodowej Fede-
racji Terapii i Nauki Ttuszczu (IFATS) (Bourin i wsp., 2013, Cytotherapy, 15(6), 641-8) i sg obecnie
jednymi z najlepiej przebadanych komérek do zastosowania w regeneracyjnej terapii komaérkowej (Si
iin., 2019, Biomed. Pharmacother., 114: 108765).

ADSC sg uwazane za zachecajacg opcje leczenia ran przewlektych, poniewaz liczne badania
przedkliniczne na zwierzetach wykazaty, ze przeszczepione w $Srodowisko owrzodzenia sprzyjajg goje-
niu ran (Gdelkarim i wsp., 2018, Biomed. Pharmacother., 107, 625-633) poprzez wydzielanie i odkfa-
danie kolagenu/matrycy, wydzielanie czynnika wzrostu, angiogeneze i odbudowe nabtonka. Domie-
Sniowe wstrzykniecie ADSC w ptynnej zawiesinie moze byé korzystng opcjg terapeutyczng u pacjentéw
z OSC (Lee et al., 2012, Circ. J., 76(7), 1750-60; Burai in., 2014, Cytotherapy, 16(2), 245-57), jednak
ich fizyczna/czasowa stabilno$é w tozysku rany pozostaje krytycznym problemem do rozwigzania.
Wstrzykiwane ADSC sg lokalnie niestabilne, wykazujg wysokg ruchliwo$¢ i ostatecznie rozprzestrze-
niajg sie do miejsc oddalonych od rany (Zhao i wsp., 2016, Cytotherapy, 18(7) 816-27).

Zgtoszenie patentowe WO 2016/209166 ujawnia sposdb regeneracji skéry za pomocg komérek
macierzystych osadzonych na porowatym materiale w wyniku ich hodowli w obecnoéci tego typu ma-
trycy.

Zgtoszenie patentowe EP3795184A1 ujawnia opatrunki majgce postaé bioresorbowalnej gabki
wykonanej z kolagenu i/lub zelatyny nasgczonej autologicznymi ADSC, ktére sg przeznaczone do le-
czenia PO, a zwlaszcza regeneraciji i gojenia skéry u pacjentéw z OSC.

Celem wynalazku jest dostarczenie opatrunku nadajgcego sie do leczenia PO, a zwlaszcza OSC,
ktéry nadawatby sie do dtugotrwatego przechowywania w niskiej temperaturze, wykorzystywat sprzyja-
jace gojeniu sie ran wiasciwosci ADSC oraz nie ograniczat sie do zastosowan autologicznych. Tego
typu opatrunek pozwalatby na tatwiejsze i bardziej powszechne stosowanie w praktyce klinicznej.

Szczego6lnym celem wynalazku jest dostarczenie takiej postaci opatrunku, ktéra pozwalataby na
proliferacje komérek na opatrunku, zaréwno w trakcie jego przygotowywania jak rowniez w warunkach
odpowiadajacych $rodowisku rany.

Kolejnym celem wynalazku jest dostarczenie takiej postaci opatrunku, aby po procesie mrozenia
oraz pézniejszego, krétkotrwatego przechowywania w -80°C (do 24h) zapewniataby przezywalnos$é ko-
morek ADSC na poziomie co najmniej 50%.

Kolejnym celem wynalazku jest dostarczenie takiej postaci opatrunku, ktéra jednoczesnie, w mo-
delowym $rodowisku rany zapewniataby mozliwo$¢ migracji ADSC z opatrunku. Pozadane jest aby do
Srodowiska rany migrowato co najmniej 80% zywych komérek ADSC zawartych w opatrunku wzgledem
puli komérek zywych po rozmrozeniu.

Kolejnym celem wynalazku jest dostarczenie takiej postaci opatrunku, ktéra jednoczes$nie zapew-
niataby gojenie rany w modelowym tesScie zarastania rysy. Pozadane jest aby po 72h prowadzenia testu
z wykorzystaniem opatrunku powierzchnia rysy zmniejszyfa sie o co najmniej 80%.

Nieoczekiwanie, opisany powyzej kompleksowy efekt techniczny zostat osiggniety w przedmioto-
wym wynalazku.
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Przedmiotem wynalazku jest opatrunek i sposéb jego uzyskiwania szczegdtowo zdefiniowane
w zatgczonych zastrzezeniach patentowych.

W celu utatwienia zrozumienia istoty wynalazku jego opis zostat zilustrowany zatgczonymi figu-
rami oraz ponizszymi przyktadami.

Na Fig. 1 przedstawiona zostata proliferacja komoérek okre$lona przy wykorzystaniu testu Presto
Blue mierzacym aktywnos$é metaboliczng komérek, dla hodowli ADSC zawieszonych na opatrunkach.
Wyniki badan zostaty przedstawione jako wartosci Srednie z kilku (co najmniej trzech) powtérzen tech-
nicznych + SD (odchylenie standardowe).

Na Fig. 2 przedstawiona zostata hodowla komérek ADCS na opatrunkach:

a-d — zdjecia z mikroskopu Swietinego Nikon TE2000-U: a — UrgoTul, b — Vliwaktiv, ¢ — MepitelOne,
d-Mepilex. (Niebieskimi) waskimi strzatkami zaznaczono komoérki ADSC ktére znajdujg sie na opa-
trunku. (Z6tte) Grube strzatki wskazujg opatrunek.
e-g — zdjecia ze skaningowego mikroskopu elektronowego HITACHI TM3000, potwierdzajgce obecnos¢
komoérek na opatrunkach: e — opatrunku UrgoTul z komérkami ADSC, f — opatrunek Mepilex z komér-
kami ADSC, g — opatrunek Vliwaktiv z komérkami.

Na Fig. 3 przedstawiono zdjecia opatrunkéw przed zamrozeniem. Strzatki wskazujg miejsca
wzrostu komérek, a) MepitelOne przed zamrozeniem, b) MepitelOne po rozmrozeniu, ¢) UrgoTul przed
zamrozeniem, d) UrgoTul po rozmrozeniu. Warunki przechowywania mrozonych opatrunkéw to -196°C.

Na Fig. 4 zaprezentowano zdjecia z obserwacji mikroskopowych po natozeniu opatrunkéw na
model $rodowiska rany. (Niebieskie) Waskie strzatki wskazujg miejsca, gdzie komérki jeszcze znajdujg
sie na opatrunku, (zétte) szerokie strzatki wskazujg miejsca gdzie komoérki wypetzty z opatrunku do pod-
toza kleju poptuczynowego imitujgcego Srodowisko rany. a-b — UrgoTul 3 dni po natozeniu opatrunkéw,
c-d — MepitelOne 3 dni po natozeniu opatrunkéw, e-f — MepitelOne 7 dni po natozeniu opatrunkéw,
g — UrgoTul 7 dni po natozeniu opatrunkéw, h — zdjecia opatrunku MepitelOne od razu po rozmrozeniu
i natozeniu na model Srodowiska rany dzien 1, i — zdjecia opatrunku MepitelOne 3 dni po rozmrozeniu
i natozeniu na model srodowiska, j — zdjecia opatrunku MepitelOne 7 dnia po rozmrozeniu i natozeniu
na model Srodowiska, k — obraz kleju po zdjeciu opatrunku MepitelOne z modelu Srodowiska rany miej-
sce gdzie znajdowat sie brzeg opatrunku — mozna zaobserwowaé miejsca migracji komoérek z opa-
trunku, ale widoczny jest réwniez caly ,ptaszcz” komérkowy ktéry znajdowat sie na opatrunku a po jego
zdjeciu z modelu — pozostat na kleju, oraz drugie zdjecie z miejsca centralnego potozenia opatrunku na
klej (nie brzegowe).

Na Fig. 5 zaprezentowana zostata: a) Proliferacja komérek okres$lona przy wykorzystaniu badania
Presto Blue mierzacym aktywno$¢ metaboliczng komorek fibroblastow (nHF) przed i po zakonczeniu
testu. Nizszy odczyt intensywnosci fluorescencji w przypadku nHF+UrgoTul+ADSC wynika z tego, ze
podczas manipulacji zwigzanych ze $cigganiem opatrunkéw — ,zarysowano” dotek gdzie rosty fibrobla-
sty i cze$¢ z nich zostata zdarta i zdjeta razem z opatrunkiem; b) wykres przedstawiajgcy tempo zara-
stania rysy: préby kontrolne — nHF bez opatrunku najwolniej pozostawiajgc 20,33% pierwotnej po-
wierzchni rysy. Najszybciej rysa zarastata w wariancie z komérkami ADSC wysianymi na MepitelOne,
gdzie po 72h obserwacji powierzchnia byta w 100% zarosnieta, powierzchnia rysy na opatrunku UrgoTul
zmniejszyta sie do odpowiednio do 10,3% pierwotnej powierzchni.

Przyktad 1. Otrzymywanie opatrunkéw pokrytych komérkami ADSC

Wszystkie czynnos$ci zwigzane z przygotowaniem opatrunkéw i komérek oraz prowadzeniem ho-
dowli przeprowadzane sg w warunkach sterylnych pod komorg laminarng.

1. Przygotowanie materiatu opatrunkowego do hodowli z komérkami.

Uzywaijac sterylnego skalpela lub nozyczek pocigé materiat opatrunkowy na kawatki mieszczace
sie w naczyniu hodowlanym (np. dla ptytki 24-dotkowej nalezy wycig¢ fragmenty o wielkosci 1,2 cm
x 1,2 cm) a nastepnie umiesci¢ w zamykanym, sterylnym naczyniu. W osobnym naczyniu przygotowaé
roztwor fibronektyny poprzez zmieszanie DPBS w/o Ca, Mg i fibronektyny w stosunku 1:100. Tak przy-
gotowanym roztworem zala¢ materiat opatrunkowy aby byt catkowicie zanurzony w roztworze fibronek-
tyny a nastepnie umiesci¢ w 37°C na czas inkubacji 30-60 minut. Po zakonczeniu inkubaciji odciggnac
roztwor fibronektyny, w ktérym inkubowany byt materiat opatrunkowy, a nastepnie przeptukaé go Swiezg
porcjg DPBS. Tak przygotowany materiat opatrunkowy przeniesé na ptytke nieadherentng (24-dotkow3)
(jeden fragment na jeden dotek ptytki). Na kazdym opatrunku umiesci¢ silikonowy separator, na ktory
zostanie nakropiona zawiesina komérek. Separator zapewnia utrzymanie zawiesiny komérek na mate-
riale opatrunkowym do czasu ich adhezji na jego powierzchni.
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2. Przygotowanie komérek ADSC do hodowli na materiale opatrunkowym.

Przechowywane w ciektym azocie, komérki ADSC, rozmrazano w temp. 37°C i przenoszono do
probéwek typu Falcon z wtasciwym podifozem wzrostowym. Zawiesine zwirowano przy ustawieniach:
5 min, 350 x g, 22°C. Usunieto nadsgcz po wirowaniu, do pozostatego peletu dodano Swiezej porcji
pozywki hodowlanej ogrzanej wczesniej do 37°C, a nastepnie okreslano ich gesto$é wykorzystujgc do
tego celu licznik komérek ADAM MC. Optymalna gesto$¢ komérek ADSC wysiewanych na butelke T75
wynosi 0,5-1,5 x 108 komorek.

Warunki inkubacji zapewniaty utrzymanie temperatury 37°C i stezenie 5% CO,. Komérki hodo-
wano w medium hodowlanym dla tego rodzaju komérek (XenoFree medium). Hodowle umieszczono
w inkubatorze i prowadzono do momentu uzyskania konfluencji na poziomie okoto 85%, po czym pasa-
zowano je lub wykorzystywano do przygotowania eksperymentu. W tym celu nalezy odciagngé po-
zywke, przeptukaé komoérki DBPS w/o Ca, Mg uprzednio podgrzanym do temperatury 37°C. Po usunie-
ciu DPBS'u, komérki zalewano akutazg ogrzang do temperatury pokojowej. Naczynie hodowlane z aku-
tazg umieszczano w 37°C na 5 minut (czas inkubacji z akutazg mozna wydtuzy¢ do 20 minut, spraw-
dzajac co 3-5 minut stopief oderwania komérek). W celu zebrania komoérek nalezy dodac do naczynia
hodowlanego odpowiednig ilo$¢ pozywki hodowlanej, przepipetowaé kilkukrotnie i zebraé catg zawie-
sine hodowlang do sterylnej probéwki. Zawiesine komérek zwirowaé przez 5 minut przy 350 x g, w 22°C.
Po wirowaniu usungc¢ supernatant. Do peletu komérek dodaé $wiezej porcji, ogrzanej do 37°C pozywki
a nastepnie przepipetowac kilkukrotnie w celu uzyskania jednorodnej zawiesiny komérek w celu ich
policzenia. Gestos¢ komorek po liczeniu powinna byé w granicach 1,25 x 106-4,0 x 108 komarek/ ml.
Do kolejnych etapéw pobierano komérki znajdujgce sie pomiedzy 2. a 4. pasazem.

3. Hodowla komérek ADSC na materiale opatrunkowym.

Na przygotowany uprzednio (patrz pkt 1) materiat opatrunkowy nanoszono namnozone komorki,
przygotowane zgodnie z pkt. 2. Na fragment materiatu opatrunkowego wielkosci 1,2 cm x 1,2 cm opty-
malna gesto$é komorek to 2,5 x 10° w objetosci 200 ul. Nalezy stosowaé znane medium hodowlane
typu XenoFree (poréwnaj np. US20130136721, WO2015008275A1) przeznaczone do hodowli ludzkich
mezenchymalnych komérek macierzystych, takie jak przyktadowo Nutristem (Biological Industries Ge-
nos). Umiescié¢ naczynie hodowlane w 37°C, 5% CO2 na minimum 3h w celu umozliwienia komérkom
osadzenia sie na materiale opatrunkowym. Po tym czasie zdjgé separatory z opatrunkéw i uzupetnié
dotki z opatrunkami pozywkg do odpowiedniej objetosci zgodnie z zalecang specyfikacjg dla danego
naczynia hodowlanego. Aby unikna¢ unoszenie sie opatrunkéw na powierzchni pozywki, w ramach ko-
niecznosci, unieruchomié opatrunki obcigznikami.

Sposrdéd komercyjnie dostepnych materiatédw opatrunkowych, po wstepnych testach i analizach
wybrano kilka r6znych materiatéw opatrunkowych opisanych w tabeli 1, ktére pokryto komérkami ADSC
zgodnie z powyzszym opisem i nastepnie poddano dalszym testom, ktére doprowadzity do uzyskania
opatrunku wedtug wynalazku.
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Tabela 1. Wstepnie wybrane materiaty opatrunkowe

Nazwa Budowa i sklad materialu Odnoénik literaturowy
handlowa /
Producent
UrgoTul / siateczka  poliestrowa  impregnowana  czastkami | EP1143895B1
Urgo. hydrokoloidu dyspergowanymi w matrycy z wazeliny. | W0 00116725
Masa ta zawiera hydrokoloid (karboksymetyloceluloze),
olej parafinowy, wazeling i polimery nosnikowe.
MepitelOne / | Blona poliuretanowa z regularnymi owalnymi otworami | EP2934611A1
M&lInlycke pokryta z jednej strony Zelem silikonowym W02014/096273
Health Care
AB
Mepitel / Polprzezroczysta membrana uzyskana 2z wiokien | https://www.malnlycke.pl/produkty-
MéInlycke poliamidowych pokryta dwustronnie zelem silikonowym i-rozwiazania/mepitel/
Health Care
AB
Mepilex / Gabka  poliuretanowa  pokryta od  zewnatrz | https://www.molnlycke.pl/produkty-
MolInlycke polprzepuszczaling ~ blong  poliuretanowa,  kiorej | i-rozwiazania/mepilex/
Health Care | powierzchnia zostala pokryta z jednej strony zelem
AB silikonowym
Viiwaktiv / Opatrunek chionny z weglem aktywowanym, ktérego | https://www.lohmann-
Lohmann & | podioze stanowi widknina o strukturze: 3-2-1-2-3 1, gdzie: | rauscher.com/pl-
Rauscher 1 - wegiel aktywowany z wiskozg, 2 - celuloza, 3- | pl/produkty/opatrywanie-
membrana polipropylenowa, przy czym podioze to jest | ran/specjalne-zaopatrywanie-
pokryte od zewnafrz wiskoza z paliamidem ran/vliwaktiv/

Przyktad 2. Ocena zywotnosci i proliferacji komérek ADSC na opatrunkach.

Dla opatrunkéw uzyskanych zgodnie z Przyktadem 1 z wykorzystaniem réznych materiatéw opa-
trunkowych przeprowadzono testy funkcjonalne oceny zywotnosci i proliferacji komérek ADSC na opa-
trunkach poprzez barwienie przyzyciowe. Do testu wykorzystano opatrunki, na ktérych zaobserwowano
obecno$¢ i wzrost komérek. Badanie Presto Blue byto przeprowadzane w trzech powt6rzeniach tech-
nicznych. Badanie Presto Blue stanowi test mierzgcy aktywnos$¢ metaboliczng komérek. Test wykorzy-
stuje konwersje resazuryny do resorufiny, do ktérej zdolne sg zywe komérki. Resazuryna, ma niebieskg
barwe oraz posiada zdolno$¢ przenikania do komarek. Zywe komorki majg zdolno$é przeksztatcania
resazuryny w rezorufine, ktéra ma barwe czerwong i wykazuje zdolnosci fluorescencyjne.

Do przeprowadzenia testu nalezy przygotowaé roztwér roboczy Presto Blue w pozywce na
wszystkie dotki w stosunku 1:10. Nalezy przeptuka¢ komérki ogrzanym do temperatury 37°C DPBS w/o
Ca, Mg jednokrotnie. Doda¢ odpowiednig ilo$¢ roztworu roboczego Presto Blue, na dofek ptytki 24-
dolkowej 0,5 ml, a nastepnie inkubowaé 2h w temp. 37°C.


https://www.molnlycke.pl/produkty-i-rozwiazania/mepilex/
https://www.lohmann-rauscher.com/pl-pl/produkty/opatrywanie-ran/specjalne-zaopatrywanie-ran/vliwaktiv/
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Po czasie inkubacji, nalezy przenie$¢ medium z kazdego dotka np. po 100 pl do ptytki 96d dedy-
kowanej do odczytow fluorescencyjnych. Fluorescencja byta odczytywana przy parametrach ekscytacii:
540 nm (10 nm) oraz emisji: 620 nm (10 nm). Do odczytu fluorescencji uzywano czytnika FLUOstar
OPTIMA.

Wyniki testu Presto Blue dla opatrunkdéw uzyskanych na materiatach Mepilex, Vlivaktive oraz Ur-
goTul przedstawiono na Fig. 1. Wyniki badan zostaly przedstawione jako wartosci Srednie z kilku (co
najmniej trzech) powtérzen technicznych + SD (odchylenie standardowe).

Ponadto przeprowadzono obserwacje mikroskopowe (mikroskop optyczny i mikroskop elektro-
nowy) opatrunkéw uzyskanych na materiatach wskazanych w Tabeli 1. Wyniki przedstawiono na Fig. 2.

Wykonana ocena zywotnosci i proliferacji komoérek ADSC na uzyskanych opatrunkach potwier-
dzita adhezje i proliferacje komérek ADSC na wszystkich materiatach za wyjgtkiem materiatu opatrun-
kowego Mepitel, co wykluczyto opatrunek uzyskany z wykorzystaniem tego materiatu z dalszych testow.

Przyktad 3. Test mrozenia opatrunkow.
Mrozenie opatrunkéw z komorkami

Wybrane opatrunki przeptukano DPBS w/o Ca, Mg, a nastepnie delikatnie, za pomocg pesety
umieszczono w 2 ml krioprobéwce i zalano krioprotektantem. Opisane krioprobdéwki umieszczono
w zamrazarce gtebokiego mrozenia w -80°C na minimum 24h, a nastepnie przenoszono do zbiornika
z ciektym azotem.

Rozmrazanie opatrunkéw

Wyciggna¢ krioprobéwki z dewara/zamrazarki -80°C i umiescié w bloku grzejnym o temperaturze
37°C na 5 minut. Nastepnie do krioprobéwki dodano $wiezej porcji pozywki ogrzanej do 37°C. Opatru-
nek przetozono do sterylnego naczynia hodowlanego wypetnionego Swiezg porcjg pozywki. Naczynie
umieszczono na kotysce z lekkim wytrzgsaniem na czas 5 minut w celu usuniecia pozostatosci kriopro-
tektantu. Nastepnie po usunieciu roztworu dodawano $wiezej porciji pozywki hodowlanej w celu zatoze-
nia hodowli lub wykorzystywano opatrunki do dalszych testéw.

Do testu uzyto opatrunkéw uzyskanych na materiatach Urgotul, MepitelOne, oraz Mepilex. Na
otrzymanych po rozmrozeniu nowych hodowlach przeprowadzono serie obserwacji mikroskopowych
w celu oceny stanu komoérek. Wyniki przedstawiono na Fig. 3. Niebieskie strzatki wskazujg miejsca
wzrostu komoérek, a) MepitelOne przed zamrozeniem, b) MepitelOne po rozmrozeniu, ¢) UrgoTul przed
zamrozeniem, d) UrgoTul po rozmrozeniu. Warunki przechowywania mrozonych opatrunkéw to -196°C.

W obserwacji mikroskopowej opatrunkéw (UrgoTul i MepitelOne) po rozmrozeniu widoczne byty
miejsca zywych komoérek. Mrozenie i rozmrazanie to procesy, ktére mogg wptyng¢ na obnizenie zywot-
nosci i kondycje komoérek — tutaj réwniez jest to widoczne w postaci zmniejszenia obszaréw wystepo-
wania zywych komoérek przed i po mrozeniu, oraz obszarami gdzie widoczne sg strefy komérek mar-
twych.

W przypadku opatrunku Mepilex nie udato sie zaobserwowaé odzysku komdrek po rozmrozeniu.
Prawdopodobnie wptyw na ten stan rzeczy ma przestrzenna struktura opatrunku (ggbka), ktéra silnia
chtonie roztwory. Podczas ptukania opatrunku w DPBS przed procesem mrozenia nie udato sie catko-
wicie pozby¢ tego roztworu, co wptyneto na rozcienczenie krioprotektantu a to poskutkowato tym, ze
btony komdrkowe zostaty rozerwane pod wptywem krysztatkéw pozostatych po PBS w opatrunku i do-
szto do $mierci komorek.

Negatywny wynik testu mrozenia opatrunku uzyskanego z uzyciem materiatu Mepilex wyelimino-
wat ten opatrunek z dalszych testow.

Przyktad 4. Test migracji komérek ADSC z opatrunkéw w modelowym Srodowisku rany.
Model $rodowiska rany

Do otrzymania modelu imitujgcego $rodowisko rany wykorzystano klej fibrynowy zmieszany
z nadsgczem z wyskrobin uzyskanych od 3 pacjentéw z ranami cukrzycowymi, tak aby stezenie biatka
catkowitego w kofncowym roztworze byto réwne we wszystkich probach . Nadsgcz z wyskrobin stanowi
DPBS w/o Ca, Mg do ktérego zebrano materiat (wyskrobiny) podczas oczyszczania rany cukrzycowej.

Przeprowadzono do$wiadczenie, w ktérym obserwowano reakcje komérek zawieszonych na opa-
trunkach, a ktére natozono na warstwe kleju fibrynowego zmieszanego z nadsgczem z wyskrobin ma-
jacym na celu imitowanie srodowiska rany oséb z trudno gojgcymi sie ranami cukrzycowymi. Nieocze-
kiwanie zaobserwowano bardzo silng migracje komoérek z dwédch opatrunkdédw na model $rodowiskowy
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rany. Obserwacje te dotyczyly opatrunkéw uzyskanych na materiatach UrgoTul i MepitelOne pochodza-
cych bezposrednio z hodowli jak i opatrunkéw rozmrozonych (opis mrozenia i rozmrazania zgodnie
z przyktadem 3).

Wyniki przedstawiono na Fig. 4, ktéra prezentuje zdjecia z obserwacji mikroskopowych po nato-
zeniu opatrunkéw na model Srodowiska rany. Waskie strzatki wskazujg miejsca, gdzie komérki jeszcze
znajdujg sie na opatrunku, grube strzatki wskazujg miejsca gdzie komérki wypeizty z opatrunku do pod-
foza kleju poptuczynowego imitujgcego Srodowisko rany. a-b) UrgoTul 3 dni po natozeniu opatrunkéw,
c-d) MepielOne 3 dni po natozeniu opatrunkdw, f) MepitelOne 7 dni po natozeniu opatrunkéw, g) UrgoTul
7 dni po natozeniu opatrunkéw, h — zdjecia opatrunku MepitelOne od razu po rozmrozeniu i natozeniu
na model Srodowiska rany dzien 1, i — zdjecia opatrunku MepitelOne 3 dni po rozmrozeniu i natozeniu
na model Srodowiska, j — zdjecia opatrunku MepitelOne 7 dnia po rozmrozeniu i natozeniu na model
Srodowiska, k — obraz kleju po zdjeciu opatrunku MepitelOne z modelu $rodowiska rany miejsce gdzie
znajdowat sie brzeg opatrunku — mozna zaobserwowaé miejsca migracji komoérek z opatrunku, ale wi-
doczny jest rowniez caly ,ptaszcz” komérkowy ktéry znajdowat sie na opatrunku a po jego zdjeciu
z modelu — pozostat na kleju, oraz drugie zdjecie z miejsca centralnego potozenia opatrunku na klej (nie
brzegowe).

Przyktad 5. Test gojenia rany (,test zarastania rysy”).

W celu potwierdzenia przydatnosci terapeutycznej opatrunkdéw wybranych we wczes$niejszych te-
stach, ktére uzyskano na materiatach UrgoTul i Mepitel One, zostaty one poddane dodatkowemu bada-
niu w tescie gojenia rany z wykorzystaniem komérek fibroblastow ludzkich.

Przygotowanie komorek fibroblastéw ludzkich (nHF) do testu gojenia rany

Przechowywane w cieklym azocie, komérki nHF, rozmrazano w temp. 37°C i przenoszono do
probéwek typu Falcon z wtasciwym podtozem wzrostowym. Zawiesine zwirowano przy ustawieniach:
5 min, 350 x g, 22°C. Usunieto nadsgcz po wirowaniu, do pozostatego peletu dodano Swiezej porcji
pozywki hodowlanej ogrzanej wczeséniej do 37°C a nastepnie okreslano ich gesto$¢ wykorzystujgc do
tego celu licznik komérek ADAM MC. Optymalna gesto$¢ komérek nHF wysiewanych na butelke T75
wynosi 0,3-0,8 x 10° komorek. Warunki inkubacji zapewniaty utrzymanie temperatury 37°C i stezenie
5% CO2. Komoérki hodowano w medium hodowlanym dedykowanym do tego rodzaju komérek. Hodowle
umieszczono w inkubatorze i byly prowadzone do momentu pokrycia catej powierzchni naczynia ho-
dowlanego, po czym pasazowano je lub wykorzystywano do przygotowania eksperymentu. W tym celu
nalezy odciggna¢ pozywke, przeptuka¢ komérki DBPS w/o Ca, Mg uprzednio podgrzanym do tempera-
tury 37°C. Po usunieciu DPBS'u, zalewamy komérki akutazg ogrzang do temperatury pokojowej. Na-
czynie hodowlane z akutazg umieszczamy w 37°C na 5 minut (czas inkubaciji z akutazg mozna wydtuzyé
do 20 minut, sprawdzajgc co 3—-5 minut stopien oderwania komérek). W celu zebrania komérek nalezy
doda¢ do naczynia hodowlanego odpowiednig ilos¢ pozywki hodowlanej, przepipetowac kilkukrotnie
i zebraé catg zawiesine hodowlang do sterylnej probdéwki. Zawiesine komoérek zwirowaé przez 5 minut
przy parametrach 350 x g, 22°C. Po wirowaniu usuna¢ supernatant. Do peletu komérek dodac Swiezej
porcji, ogrzanej do 37°C pozywki a nastepnie przepipetowad kilkukrotnie w celu uzyskania jednorodne;j
zawiesiny komoérek w celu ich policzenia.

Na ptytke 24-dotkowg natozono dwukomorowe insterty zapewniajgce otrzymanie réwnej prze-
strzeni do zarastania. W przestrzenie miedzy insertami wysiano komorki w gestosci 1,5 x 10* komo-
rek/dotek insertu. Plytke wstawiono do inkubatora. Warunki inkubacji zapewniaty utrzymanie tempera-
tury 37°C i stezenie 5% CO2. Komérki hodowano w medium hodowlanym DMEM Low Glucose z dodat-
kiem 10% FBS (ang. fetal bovine serum — serum ptodowe z cielgt) oraz 1% mieszanki antybiotykow:
penicyliny oraz streptomycyny. Komérki stosowane w doSwiadczeniach byty pomiedzy 1. a 4. pasazem.

Test gojenia rany

Przed i po zakonczeniu testu mimikujacego gojenie rany — przeprowadzono badanie Presto Blue
pozwalajgcego na ocene/okreslenie metabolicznej aktywno$¢ komadrkowej fibroblastéw Nastepnie wy-
barwiono komérki nHF oraz ADSC na opatrunkach barwnikami fluorescencyjnymi zgodnie z protokotem
producenta, po czym niezwtocznie przystgpiono do natozenia opatrunkéw z komérkami na fibroblasty.
Test rysy jest technikg laboratoryjng uzywang do analizy migracji komérkowej oraz interakcji komérka—
komoérka. Wykonuje sie go poprzez wytworzenie obszaru wolnego od komoérek np. zadrapanie pojedyn-
czej warstwy komorek lub przy wykorzystaniu insertdw i rejestrowaniu obrazéw z przestrzeni rysy
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w regularnych odstepach czasu. Test rysy jest dedykowany do testowania potencjatu migracyjnego ko-
morek takich jak np. fibroblasty remodelujgce i naprawiajgce tkanke tgczng. Wykorzystujgc analize ob-
razdéw zebranych w czasie doswiadczenia okre$lono procentowy stopien zarastania wolnej przestrzeni.
W poczatkowym okresie stanowi 100%. Pojawiajgce sie, w polu obserwacji, nowe komorki $wiadczg
o ich potencjale do migracji i proliferacji co przektada sie na procentowe zmniejszenie przestrzeni reje-
strowanej rysy. Zdjecia mikroskopowe zarastania rys zostaty wykonane zautomatyzowanym mikrosko-
pem fluorescencyjnym Nikon Ti, w konfiguracji odwrdconej z komorg przeznaczong do inkubacji komo-
rek, ktéra zapewnia utrzymanie wiasciwych parametréw srodowiskowych (37°C, 5% COy).

Mikroskop pracowat w trybie PFA (Perfect Focus system). Komorki byty barwione fluorescencyj-
nie barwnikami Vybrant Cell-Labeling Solutions w celu rozréznienia komérek. Do wybarwienia komérek
fibroblastéw uzyto czerwonego barwnika, komérki ADSC wybarwione zostaty zielonym barwnikiem. Ob-
razy rejestrowano w odstepach 3h przez 72h.

Zebrane wyniki badan z poszczegdlnych etapoéw testu gojenia rany podsumowano na Fig. 5.

Zaobserwowano pozytywny wptyw na zarastanie rysy przez fibroblasty w obecnos$ci opatrunkéw
uzyskanych z ADSC z wykorzystaniem materiatéw UrgoTul i MepitelOne.

W przypadku opatrunku uzyskanego z ADSC i materiatu UrgoTul, po 72h testu powierzchnia rysy
zmniejszyta sie do 10,3%. Natomiast w przypadku opatrunku uzyskanego z ADSC i materiatu Mepite-
IOne w 72h testu zaobserwowano catkowite zaro$niecie rysy.
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Zastrzezenia patentowe

1. Opatrunek do leczenia owrzodzen, zwtaszcza stopy cukrzycowej, znamienny tym, ze sktada
sie z materiatu opatrunkowego oraz komérek ADSC osadzonych na nim przy pomocy fibro-
nektyny, przy czym materiat opatrunkowy sktada sie z posiadajgcego otwory ptaskiego pod-
foza oraz pokrywajgcej jego powierzchnie warstwy adhezyjnej, przy czym podfoze wykonane
jest z polimeru organicznego zawierajgcego poliester lub poliuretan, natomiast warstwa adhe-
zyjna zawiera substancje wybrang z grupy obejmujgcej zel silikonowy i hydrokoloid zawiera-
jacy hydroksypropylometyloceluloze lub jej sole z metalami alkalicznymi dyspergowany w ma-
trycy zawierajgcej wazeline i olej parafinowy.
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Opatrunek wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze zawiera co najmniej 1,73 x 10° komorek

ADSC w przeliczeniu na 1 cm? powierzchni podfoza.

Opatrunek wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze $rednia wielko$¢ otworéw podtoza wynosi

od 600 pum do 1300 um.

Opatrunek wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze podtoze ma postaé siatki lub membrany.

Sposo6b otrzymywania opatrunku do leczenia owrzodzen, zwtaszcza stopy cukrzycowej, zna-

mienny tym, ze obejmuje etapy w ktérych:

a) materiat opatrunkowy pokrywa sie fibronektyng,

b) na powierzchnie pokrytego fibronektyng materiatu opatrunkowego nakfada sie zawiesine ko-
moérek ADSC w medium hodowlanym,

¢) prowadzi sie hodowle komérek na materiale opatrunkowym,

d) oddziela sie materiat opatrunkowy z osadzonymi na nim komérkami ADSC i ewentualnie
przechowuje sie w formie zamrozone;,

przy czym stosuje sie materiat opatrunkowy sktadajacy sie z posiadajgcego otwory ptaskiego

podtoza oraz pokrywajgcej jego powierzchnie warstwy adhezyjnej, przy czym podtoze wykonane

jest z polimeru organicznego zawierajgcego poliester lub poliuretan, natomiast warstwa adhe-

zyjna zawiera substancje wybrang z grupy obejmujgcej zel silikonowy i hydrokoloid zawierajgcy

hydroksypropylometyloceluloze lub jej sole z metalami alkalicznymi dyspergowany w matrycy

zawierajgcej wazeline i olej parafinowy.

Sposo6b wedtug zastrz. 5, znamienny tym, ze w etapie a) materiat opatrunkowy zanurza sie

na czas od 30 do 60 minut w roztworze fibronektyny bedgcy mieszaning DPBS w/o Ca, Mg

i fibronektyny, korzystnie w stosunku 1:100.

Spos6b wedtug zastrz. 5, znamienny tym, ze w etapie b) naktada sie zawiesine ADSC

w medium XenoFree o gestosci komorek w zakresie od 1,25 x 108 do 4,0 x 10% komorek/ ml.

Sposo6b wedtug zastrz. 5 lub 7, znamienny tym, ze w etapie b) na opatrunek o powierzchni

1,2 cm x 1,2 cm nakfada sie 200 pl zawiesiny ADSC w medium XenoFree o gestosci komérek

1,25 x 10% komérek/ ml.

Spos6b wedtug zastrz. 5, znamienny tym, ze w etapie ¢) hodowle komoérek prowadzi sie

w medium XenoFree przeznaczonym do hodowli ludzkich mezenchymalnych komérek macie-

rzystych przez co najmniej 3 godziny w 37°C i 5% CO..

Sposo6b wedtug zastrz. 5, znamienny tym, ze w etapie d) materiat opatrunkowy z osadzonymi

na nim komérkami ADSC zamraza sie w -80°C przez minimum 24h, a nastepnie przechowuje

sie w cieklym azocie.
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