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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest krioZzelowy, piankowy materiat opatrunkowy na rany na bazie chito-
zanu i agarozy do zastosowan w medycynie regeneracyjnej oraz sposob jego wytwarzania.

Gojenie ran jest dynamicznym i zlozonym procesem, ktéry wymaga odpowiedniego srodowiska
wspierajacego proces regeneracji. W zaleznoéci od typu rany nalezy zastosowa¢ odpowiedni materiat
opatrunkowy, ktéry bedzie spetniaé¢ stosowne wymagania, m.in.: zapewniac¢ i utrzymywacé wilgotne $ro-
dowisko, stymulowa¢ migracje naskoérka, wspiera¢ angiogeneze i synteze tkanki tacznej, umozliwiaé
wymiane gazowa miedzy zraniona tkankg a srodowiskiem zewnetrznym, zapewnia¢ ochrone przed in-
fekcjami bakteryjnymi. Ponadto opatrunek powinien by¢ nietoksyczny, nie uczula¢ oraz nie przylegac
(przysychac) do fozyska rany (Dhivya i wsp., BioMedicine, 2015, 5(4):22; Gonzalez i wsp., An Bras
Dermatol, 2016, 91(5):614-20).

Wraz z rozwojem technologii i nauki, na rynku farmaceutycznym pojawity sie réznorodne ro-
dzaje materiatow opatrunkowych (biologiczne, syntetyczne, biologiczno-syntetyczne). Bardzo cze-
sto strategie opracowywania nowych materiatéw opatrunkowych opieraja sie na wykorzystaniu na-
turalnych polisacharydéw ze wzgledu na ich cenne wtasciwosci biologiczne oraz szeroka dostep-
nos¢. Chitozan jest naturalnym kationowym polimerem otrzymywanym z chityny. Chitozan jest roz-
puszczalny w kwasnym srodowisku wodnym i czesto wykorzystywany do przygotowania hydrozeli,
folii, wiokna lub gabek — zatem wiekszosci biomateriatow stosowanych w inzynierii biomedycznej,
dla ktorej biokompatybilnos¢ jest cechg kluczowa. Do najwazniejszych cech chitozanu zalicza sie:
biokompatybilnos¢, brak toksycznosci, biodegradowalnos¢, zdolnos$é przyspieszania procesu goje-
nia ran, zdolnos¢ zatrzymywania ptynéw oraz wtasciwosci przeciwbakteryjne (Rinaudo, Prog Polym
Sci, 2006, 31(7):603-32). Ponadto, chitozan jest w stanie tworzy¢ wigzania wodorowe z innymi
polimerami ze wzgledu na obecnos$¢ grup polarnych takich jak -OH i -NH2 (Chaudhary i wsp., ACS
App Mater Interface, 2015, 7(44):24957-62). Z tego wzgledu chitozan zostat réwniez z powodze-
niem wykorzystany w kombinacji z réznymi naturalnymi i syntetycznymi polimerami, takimi jak algi-
nian, kolagen, kwas hialuronowy, agaroza, celuloza, skrobia, zelatyna, polikaprolakton, kwas po-
limlekowy i alkohol poliwinylowy (Lewandowska i wsp., Inter J Biol Macromol, 2014, 65:534-41;
Zheng i wsp., Macromol Biosci, 2014, 14(5):655-66; Lewandowska i wsp., J Molec Liqg, 2015,
212:879-84). Agaroza to naturalny polisacharyd, ktéry charakteryzuje sie biokompatybilnoscia, bio-
degradowalnoscia, brakiem immunogennosci oraz wysoka zdolno$cia absorpcji cieczy. Ponadto,
struktura usieciowanej agarozy zapewnia odpowiednie przenikanie gazéw, w tym tlenu. Wymie-
nione powyzej wtasciwosci agarozy, sprawiajg, ze stanowi ona godny zainteresowania naturalny
polisacharyd do zastosowan jako matryca materiatu opatrunkowego (Zarrintaj P. i wsp., Carbohydr
Polym, 2018, 187:66-84).

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

Dotychczas nie zostat opracowany kriozelowy materiat opatrunkowy na bazie chitozanu i aga-
rozy, majacy postaé chtonnej, cienkiej pianki. W dostepnej literaturze naukowej z zakresu medycyny
regeneracyjnej istnieja wytacznie doniesienia opisujace sposéb produkcji oraz przypuszczalne zastoso-
wanie materiatléw na bazie chitozanu i agarozy, majacych posta¢ kriozelowych tréjwymiarowych rusz-
towan, hydrozeli do miejscowych wstrzykiwan lub hydrozelowych nosnikow lekow. Celem wynalazku
jest otrzymanie kriozelowego, piankowego materiatu opatrunkowego na rany na bazie chitozanu i aga-
rozy, ktéry — ze wzgledu na cenne wtasciwosci biologiczne wchodzacych w jego sktad polisacharydow
— bedzie wspierat proces gojenia.

Z chinskiego opisu patentu nr CN107096062 (A) znany jest sposob 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 B-1,3-D-glukan) lub jego soli, wystepujacych samodzielnie lub w potacze-
niu z jednym lub wieksza liczba 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 $rodek antyseptyczny rozprowadza sie w sterylne;
wodzie i nastepnie poddaje suszeniu na powietrzu lub zamrozeniu i liofilizaciji.
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Znany jest sposob otrzymywania kriozelowego, trojwymiarowego rusztowania z chitozanu i aga-
rozy przeznaczonego do naprawy tkanek miekkich. Sposoéb otrzymywania biomateriatu polega na tym,
ze do wodnego roztworu agarozy o temperaturze 95°C dodaje sie roztwor chitozanu przygotowany
w 2% kwasie octowym, otrzymang mase przektada sie do formy, zamraza w -20°C i liofilizuje (Felfel
i wsp., Carbohydr Polym, 2019, 204:59-67).

Znany jest sposob wytwarzania tréjwymiarowego rusztowania na bazie chitozanu, agarozy i ze-
latyny do zastosowan w inzynierii tkankowej, w tym do regeneracji tkanki chrzestnej. Spos6b produkcji
biomateriatu obejmuje rozpuszczenie chitozanu w 1% wodnym roztworze kwasu octowego, dodanie
zelatyny, zmieszanie powstatego roztworu z wodnym roztworem agarozy o temperaturze 50°C, a na-
stepnie dodanie aldehydu glutarowego ($rodka sieciujacego). Powstaty roztwor przelewa sie do strzy-
kawek i inkubuje 16 godzin w fazni chtodzacej w temperaturze -12°C. Po inkubacji zele rozmraza sie
w wodzie dejonizowanej w temperaturze pokojowej, przemywa wodg dejonizowana i suszy na powietrzu
(Bhat i wsp., J R Soc Interface, 2010, 8(57):540-54; Bhat i wsp., J Biosci Bioeng, 2012, 114(6):
663-70).

Znany jest sposob wytwarzania kriozelowego rusztowania na bazie chitozanu i agarozy do za-
stosowan w inzynierii tkanki chrzestnej, polegajacy na dodaniu roztworu chitozanu w kwasie octowym
do wodnego roztworu agarozy przygotowanego w temperaturze 90°C, a nastepnie zamrozeniu otrzy-
manej mieszaniny w temperaturze -80°C i liofilizacji (Merlin Rajesh Lal i wsp., J Biomed Mater Res Part
A, 2017, 105A: 1845-55).

Przedmiotem wynalazku jest kriozelowy, piankowy materiat opatrunkowy na rany otrzymany
z chitozanu i agarozy, charakteryzujacy sie tym, ze chitozan jest rozpuszczony w 0,5% (v/v) wod-
nym roztworze kwasu octowego a agaroza w 0,1% (w/v) wodnym roztworze zasady sodowej, przy
czym proporcje wagowe statych komponentéow wynosza odpowiednio 2—4% korzystnie 3% (w/v)
chitozanu w odniesieniu do kwasu octowego i 4% (w/v) agarozy w odniesieniu do zasady sodowe;j
a ponadto komponenty przygotowane w odpowiednich roztworach sg ze soba zmieszane w sto-
sunku 1:1 (v:v), dajac kohcowe stezenie w finalnym produkcie 1-2% (w/v) chitozanu i 2% (w/v)
agarozy.

Korzystnie, gdy wynalazek zawiera dodatkowo oprécz chitozanu i agarozy, w ilosciach wczeséniej
opisanych, substancje bioaktywne takie jak witaminy, antybiotyki, hydrokortyzon, kurkumine. Korzystnie
gdy wynalazek jako witaminy zawiera witamine C oraz witamine E, zas jako antybiotyki zawiera wanko-
mycyne, gentamycyne, daptomycyne, tygecykline.

Sposob wytwarzania piankowego materiatu opatrunkowego wedtug wynalazku polega na
tym, ze do 2-4% korzystnie 3% (w/v) roztworu chitozanu przygotowanego w 0,5% (v/v) wodnym
roztworze kwasu octowego dodaje sie w stosunku 1:1 (v:v) 4% (w/v) zawiesine agarozy przygoto-
wang w 0,1% (w/v) wodnym roztworze zasady sodowej, catos¢ miesza sie na mieszadle magne-
tycznym z ptyta grzejna w temperaturze 70-90°C, korzystnie 75°C, przez 10-25 minut lub do cai-
kowitego rozpuszczenia agarozy, a nastepnie mieszanine przektada sie do formy, studzi w tempe-
raturze 4-8°C, ostudzona 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 do momentu cat-
kowitego wysuszenia prébki.

Korzystnie, gdy do powstatej mieszaniny komponentow dodaje sie zwiazki bioaktywne jak wita-
miny, antybiotyki, hydrokortyzon, kurkumine. Korzystnie gdy stosuje sie witamine C (kwas askorbinowy)
w ilosci 0,05-2 mg na 1 ml mieszaniny chitozan/agaroza lub/i witamine E w ilosci 0,05-2 mg na 1 ml
mieszaniny chitozan/agaroza lub/i hydrokortyzon w ilosci 1-20 ug na 1 ml mieszaniny chitozan/agaroza
lub/i kurkumine w ilosci 0,5-50 mg na 1 ml mieszaniny chitozan/agaroza lub/i gentamycyne w ilosci
1-20 ug na 1 ml mieszaniny chitozan/agaroza lub/i wankomycyne w ilosci 1-20 ug na 1 ml mieszaniny
chitozan/agaroza lub/i daptomycyne w ilosci 0,5-10 ug na 1 ml mieszaniny chitozan/agaroza lub/i tyge-
cykline w ilosci 0,5-10 pug na 1 ml mieszaniny chitozan/agaroza.

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

Opracowana wedtug wynalazku metoda wytwarzania kriozelowego materiatu opatrunkowego,
wykorzystujgca neutralizacje kwasnego roztworu chitozanu za pomoca zasadowej zawiesiny agarozy,
jest metoda dotychczas niestosowana w procesie tworzenia biomateriatéw, ze wzgledu na dobrze
znany mechanizm zelowania i wytracania sie kwasnego roztworu chitozanu w srodowisku zasado-
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wym. Wszystkie opisane dotychczas metody produkcji materiatéw agarozowo-chitozanowych zakta-
daja zmieszanie wodnego roztworu agarozy z kwasnym roztworem chitozanu lub dodanie proszku
agarozowego do kwasnego roztworu chitozanu. Sposéb produkcji materiatu wedtug wynalazku za-
ktada dodanie zawiesiny agarozy w zasadzie sodowej do kwasnego roztworu chitozanu. Sposoéb pro-
dukcji jest unikatowy, poniewaz uwzglednia takie stezenia poszczegdlnych komponentéw (chitozanu
i agarozy) oraz rozpuszczalnikow (kwasu octowego i zasady sodowej), ktére umozliwiajg neutralizacje
kwasnego roztworu chitozanu z jednoczesnym zachowaniem jednolitej mieszaniny bez znamion stra-
cenia/zzelowania chitozanu. Nowoscig jest rowniez mozliwos¢ dodawania (immobilizowania metoda
putapkowania) na etapie produkcji zwigzkéw bioaktywnych: antybiotykow, hormonoéw, witamin czy
ekstraktow roslinnych.

Zaleta opracowanego weditug 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 zapewnia¢ odpowiednig wilgot-
nos¢ srodowiska rany, zapobiegajac tworzeniu sie strupéw. Ponadto porowata struktura kriozelowego
materiatu bedzie utatwia¢ wymiane gazowa miedzy zraniong tkanka a srodowiskiem zewnetrznym.
Wazna cecha materiatu opatrunkowego weditug wynalazku, jest jego biodegradowalnosé, brak toksycz-
nosci w stosunku do komérek eukariotycznych oraz powierzchnia materiatu uniemozliwiajaca adhezje
fibroblastow skory, dzieki czemu opatrunek moze by¢ usuniety bez naruszenia fozyska rany, zapobie-
gajac tworzeniu sie nieestetycznych blizn. Ponadto, alternatywny sposéb produkcji piankowego mate-
riatu opatrunkowego, umozliwia stopniowe uwalnianie substancji bioaktywnych (np. witamina C, wita-
mina E, kurkumina, antybiotyki, hydrokortyzon) w miejscu zranienia, znaczaco przyspieszajac regene-
racje skory 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 wspierajace gojenie rany. Opra-
cowany materiat opatrunkowy moze znalez¢ zastosowanie w medycynie regeneracyjnej jako chtonny,
piankowy opatrunek na rany wysiekowe, ktérego zastosowanie jest szczegodlnie pozadane w fazie
oczyszczania i silnego wydzielania z rany. Powierzchnia kontaktowa materiatu opatrunkowego wediug
wynalazku nie sprzyja adhezji fibroblastoéw, zatrzymuje wysiek oraz utrzymuje wilgotne $rodowisko,
dzieki czemu nie bedzie przysychac¢ do tozyska rany, minimalizujgc ryzyko uszkodzenia nowo powsta-
tych tkanek podczas zmiany opatrunku.

Przedmiot wynalazku ilustruja przedstawione ponizej przyktady:

Przyktad |

Do 0,06 g chitozanu dodano 2 ml 0,5% (v/v) wodnego roztworu kwasu octowego i mieszano do
uzyskania jednolitej masy. Do 0,08 g agarozy dodano 2 ml 0,1% (w/v) zasady sodowej i mieszano
w celu uzyskania jednolitej masy. Oba przygotowane roztwory potgczono i mieszano przez 15 minut na
mieszadle magnetycznym w temperaturze 75°C, po czym mase umieszczono w ptaskiej formie (o po-
wierzchni 6 cm? i grubosci 2,5 mm), ostudzono w temperaturze 6°C, po czym probke umieszczono
w zamrazarce w temperaturze -80°C na okres 1 godziny. Zamrozong probke poddano procesowi liofili-
zacji w sredniej prézni (6 x 102 mbar) przez okres 16 godzin.

Otrzymany biomateriat charakteryzuje sie porowata, chtonna struktura, jest biodegradowalny, nie-
toksyczny oraz zapobiega adhezji fibroblastéw skoéry do jego powierzchni.

Przyktad Il

Do 0,02 g chitozanu dodano 1 ml 0,5% (v/v) wodnego roztworu kwasu octowego i mieszano do
uzyskania jednolitej masy. Do 0,04 g agarozy dodano 1 ml 0,1% (w/v) zasady sodowej i mieszano
w celu uzyskania jednolitej masy. Oba przygotowane roztwory potgczono i mieszano przez 10 minut na
mieszadle magnetycznym w temperaturze 70°C. Mieszanine ostudzono do temperatury 45°C, dodano
25 ul roztworu witaminy C (kwasu 3-o-etylo-L-askorbinowego) o stezeniu 24 mg/ml (koncowe stezenie
w materiale 300 pg/ml) i 5 pl roztworu hydrokortyzonu o stezeniu 4 mg/ml (koricowe stezenie w materiale
10 pg/ml), po czym mase umieszczono w ptaskiej formie (o powierzchni 3 cm? i grubosci 2,5 mm),
ostudzono w temperaturze 8°C, po czym prébke umieszczono w zamrazarce w temperaturze -75°C na
okres 2 godzin. Zamrozong prébke poddano procesowi liofilizacji w $redniej prozni (6 x 102 mbar) przez
okres 16 godzin.

Otrzymany biomateriat charakteryzuje sie porowata, chionna struktura, uwalnia zwiazki bioak-
tywne, jest biodegradowalny, nietoksyczny oraz zapobiega adhezji fibroblastow skoéry do jego po-
wierzchni.
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Przyktad Il

Do 0,03 g chitozanu dodano 1 ml 0,5% (v/v) wodnego roztworu kwasu octowego i mieszano do
uzyskania jednolitej masy. Do 0,04 g agarozy dodano 1 ml 0,1% (w/v) zasady sodowej i mieszano
w celu uzyskania jednolitej masy. Oba przygotowane roztwory potaczono i mieszano przez 15 minut na
mieszadle magnetycznym w temperaturze 75°C. Mieszanine ostudzono do temperatury 50°C, dodano
3 mg witaminy E (koncowe stezenie w materiale 1,5 mg/ml) i 5 ul roztworu antybiotyku (wankomycyny,
gentamycyny, daptomycyny lub tygecykliny) o stezeniu 4 mg/ml (koncowe stezenie w materiale
10 ug/ml), po czym mase umieszczono w ptaskiej formie (o powierzchni 3 cm? i grubosci 2,5 mm),
ostudzono w temperaturze 6°C, po czym prébke umieszczono w zamrazarce w temperaturze -80°C na
okres 1 godziny. Zamrozong probke poddano procesowi liofilizacji w $redniej prozni (6 x 10-2 mbar)
przez okres 16 godzin.

Otrzymany biomateriat charakteryzuje sie porowatg, chionna struktura, uwalnia zwigzki bioak-
tywne, jest biodegradowalny, nietoksyczny oraz zapobiega adhezji fibroblastéw skéry do jego po-
wierzchni.

Przyktad IV

Do 0,03 g chitozanu dodano 1 ml 0,5% (v/v) wodnego roztworu kwasu octowego i mieszano do
uzyskania jednolitej masy. Do 0,04 g agarozy dodano 1 ml 0,1% (w/v) zasady sodowej i mieszano
w celu uzyskania jednolitej masy. Oba przygotowane roztwory potgczono i mieszano przez 10 minut na
mieszadle magnetycznym w temperaturze 80°C. Mieszanine ostudzono do temperatury 60°C, dodano
30 mg kurkuminy (koncowe stezenie w materiale 15 mg/ml), po czym mase umieszczono w ptaskie;
formie (o powierzchni 3 cm? i grubosci 2,5 mm), ostudzono w temperaturze 4°C, po czym probke
umieszczono w zamrazarce w temperaturze -70°C na okres 2 godzin. Zamrozong probke poddano pro-
cesowi liofilizacji w $redniej prozni (6 x 102 mbar) przez okres 16 godzin.

Otrzymany biomateriat charakteryzuje sie porowata, chionna struktura, uwalnia zwigzki bioak-
tywne, jest biodegradowalny, nietoksyczny oraz zapobiega adhezji fibroblastéw skory do jego po-
wierzchni.

Zastrzezenia patentowe

1. Kriozelowy materiat opatrunkowy na bazie chitozanu i agarozy, znamienny tym, ze stanowi
go chitozan rozpuszczony w 0,5% (v/v) wodnym roztworze kwasu octowego oraz agaroza
rozpuszczona w 0,1% (w/v) wodnym roztworze zasady sodowej, przy czym proporcje wagowe
statych komponentow wynoszg odpowiednio 2—4% korzystnie 3% (w/v) chitozanu w odniesie-
niu do kwasu octowego i 4% (w/v) agarozy w odniesieniu do zasady sodowej a komponenty
sg ze sobg zmieszane w stosunku 1:1 (v:v) zachowujac kohcowe stezenie w finalnym produk-
cie 1-2% (w/v) chitozanu i 2% (w/v) agarozy.

2. Kriozelowy materiat opatrunkowy wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze zawiera substancje
bioaktywne takie jak witaminy, antybiotyki, hydrokortyzon, kurkume, gdzie jako witaminy za-
wiera witamine C oraz witamine E, zas jako antybiotyki zawiera wankomycyne, gentamycyne,
daptomycyne, tygecykline.

3. Sposob wytwarzania kriozelowego materiatu opatrunkowego na bazie chitozanu i agarozy,
znamienny tym, ze do 2—-4% korzystnie 3% (w/v) roztworu chitozanu przygotowanego w 0,5%
(v/v) wodnym roztworze kwasu octowego dodaje sie 4% (w/v) zawiesine agarozy przygoto-
wana w 0,1% (w/v) wodnym roztworze zasady sodowej, przy czym oba komponenty wystepuja
w stosunku 1:1 (v:v), catos¢ miesza sie w temperaturze 70-90°C, korzystnie 75°C, przez 10—
25 minut lub do catkowitego rozpuszczenia agarozy, a nastepnie mieszanine studzi sie w tem-
peraturze 4-8°C, a ostudzonag prébke zamraza sie w temperaturze od -60 do -80°C, po czym
zamrozony materiat poddaje sie procesowi liofilizacji.

4. Sposoéb wedtug zastrz. 3, znamienny tym, ze otrzymanag mieszanine komponentéw do-
prowadza sie do temperatury 45-65°C i dodaje sie zwiazki bioaktywne jak witaminy, an-
tybiotyki, hydrokortyzon, kurkumine, przy czym korzystnie jako witaminy stosuje sie wita-
mine C oraz witamine E, za$ jako antybiotyki wankomycyne, gentamycyne, daptomycyne,
tygecykline.
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5. Sposob wedtug zastrz. 4, znamienny tym, Zze zwiazki bioaktywne stosuje sie w nastepujacych
ilosciach: witamine C (kwasu askorbinowy) w ilosci 0,05-2 mg na 1 ml mieszaniny chito-
zan/agaroza lub/i witamine E w ilosci 0,05-2 mg na 1 ml mieszaniny chitozan/agaroza lub/i
hydrokortyzon w ilosci 1-20 pug na 1 ml mieszaniny chitozan/agaroza lub/i kurkumine w ilosci
0,5-50 mg na 1 ml mieszaniny chitozan/agaroza lub/i gentamycyne w ilosci 1-20 ug na 1 ml
mieszaniny chitozan/agaroza lub/i wankomycyne w ilosci 1-20 ug na 1 ml mieszaniny chito-
zan/agaroza lub/i daptomycyne w ilosci 0,5-10 ug na 1 ml mieszaniny chitozan/agaroza lub/i
tygecykline w ilosci 0,5-10 pug na 1 ml mieszaniny chitozan/agaroza.
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