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Opatrunek hydrozelowy zawierajacy substancje bioaktywne i sposéb jego wytwarzania

Przedmiotem wynalazku jest opatrunek hydrozelowy zawierajgcy substancje bioaktywne oraz
sposobu jego wytwarzania. Wynalazek dotyczy réwniez zastosowania opatrunku hydrozelowego

zawierajgcego substancije bioaktywne do leczenia ran.

Choroby cywilizacyjne do ktérych zaliczamy miedzy innymi choroby sercowo-naczyniowe, otytosc,
cukrzyce czy nowotwory sg powodem $mierci okoto 40 milionéw 0s6b kazdego roku, co stanowi okoto
70% wszystkich zgondéw na $wiecie. Szacuje sie, ze, choroby sercowo-naczyniowe, rak, a nastepne
choroby ukfadu oddechowego i cukrzyca sg najczestszymi przyczynami zgondw wérdéd wszystkich
choréb cywilizacyjnych. Aktualnie w Polsce na cukrzyce choruje ponad 2 min osé6b, z czego okoto 25%
o tym nie wie. Prognozy przewidujg, ze w najblizszych 15-20 latach podwoi sie liczba chorych na
cukrzyce w naszym kraju. Warto podkre$li¢, iz ryzyko powstania owrzodzenia w ciggu catego zycia
chorego na cukrzyce wynosi 12-25%, a prawdopodobienstwo amputacji u pacjentéw z cukrzycg jest
30-40 razy wyzsze niz u 0séb bez cukrzycy. Co wiecej gojenie ran u chorych na cukrzyce jest
zaburzone. Dlatego poszukiwanie produktéw leczniczych pochodzenia naturalnego, ktére przyczynityby
sie do poprawy zdrowia pacjenta, jest wazne nie tylko z punktu widzenia spoteczno-gospodarczego, ale

réwniez klinicznego.

Wedtug danych literaturowych problem ran trudno gojgcych sie dotyka 2 osoby na 100, natomiast u
ponad 10% pacjentéw z cukrzycg moze doj$¢ do rozwiniecia sie zespotu stopy cukrzycowej i dysfunkcji
zawodowej. Zgodnie z prognozami liczba chorych na cukrzyce w 2025 roku na Swiecie osiggnie 333
miliony. Choroba ta oraz jej powikfania, w tym rany i wrzody cukrzycowe, uwaza sie za globalng
epidemie XXI| wieku. Dlatego opracowany hydrozelowy opatrunek zawierajgcy substancje bioaktywne
mleka owczego i wielbladziego moze mie¢ zastosowanie miedzynarodowe. Problemy choréb
cywilizacyjnych dotykajg zarédwno spoteczenstwa rozwiniete jak i ubogie. Wedtug WHO to kraje o niskich
i Srednich dochodach, a takze osoby mniej zamozne we wszystkich panstwach, sg najbardziej dotkniete
zgonami spowodowanymi chorobami cywilizacyjnymi. Jest to btedne koto ryzyka, w ktérym biedni sg
coraz bardziej narazeni na posrednie czynniki ryzyka choréb cywilizacyjnych (palenie tytoniu, niezdrowg
diete, niewystarczajgcg aktywnos$¢ fizyczng i szkodliwe spozywanie alkoholu), a z kolei takie choroby

mogg odgrywaé znaczgcg role w popychaniu ludzi i ich rodzin do ubédstwa.

Jak donoszg Sezik et al., (2001), mleko owcze znalazto swoje zastosowanie w starej medycynie
tradycyjnej do leczenia trudno gojgcych sie ran, ukgszen oraz zmian ropnych skory. Nieodpowiednia
dieta, powtarzajgce sie urazy oraz cukrzyca to niektére z czynnikdw, ktére sprawiajg, ze proces gojenia
sie ran jest powaznie zaburzony. W zaleznosci od wielkosci rany i stopnia uszkodzenia, mogg wystgpic

rozlegte zmiany fizjologiczne i metaboliczne powodujgce komplikacje w procesie gojenia i spadek
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odpornoéci pacjentéw (Hrynyk i Neufeld, 2014). Dlatego w dobie szeroko rozwijajacych sie choréb
cywilizacyjnych, metabolicznych, wszelkiego rodzaju alergii oraz nowotworéw (np. czerniaka) bardzo
wazne jest wspieranie organizmu naturalnymi produktami o szczegdlnych wtasciwo$ciach leczniczych.
Do takiej grupy nalezg mleko owcze oraz mieko wielbtadzie ze wzgledu na swéj bogaty profil substancji
bioaktywnych. Oba te produkty, w poréwnaniu do np. mleka krowiego, zawierajg wysoki poziom insuliny,
ktéra ma szczegdblne znaczenie w procesie gojenie sie ran. Insulina reguluje poziom glukozy we krwi i
moze wspomagac gojenie uszkodzonej skéry poprzez regulacje reakcji oksydacyjnych i zapalnych oraz
stymulacje migracji komoérkowej. Badania wykazujg, ze miejscowe podanie insuliny ma znaczgacy wptyw
na gojenie sie ran na podtozu cukrzycowym oraz ran oparzeniowych, ostrych i przewlekiych. U
pacjentéw cukrzycowych miejscowa iniekcja insuliny w miejscu rany sprzyja gojeniu sie ran poprzez
poprawe wzrostu tkanki ziarninowej (Zhang i Lv, 2016). Jednakze iniekcja we wrazliwg tkanke jest
bolesna dla pacjentéw i trudna do wykonania samemu, natomiast w przypadku kreméw medycznych z
insuling problematyczna moze by¢ skuteczno$é wchianiania, na skutek $Scierania sie preparatu z
powierzchni rany. Dlatego, ze wzgledu na tatwo$¢é w aplikacji i uzyciu, integracja insuliny z opatrunkami
hydrozelowymi moze okaza¢ sie przetomowa. Badania Zhao et al., (2017) ujawnily, ze wigczenie
insuliny i fibroblastow do opatrunku w formie hydrozelu moze sprzyjaé neowaskularyzacji i odktadaniu
sie kolagenu oraz usprawniaé proces gojenia sie ran cukrzycowych (Zhao et al., 2017). Z tego wzgledu
zaprojektowanie i wytworzenie opatrunkéw hydrozelowych zawierajgcych mleko owcze i wielbtgdzie jest
obiecujgcym krokiem na rynku opatrunkéw specijalistycznych na trudno gojace sie rany.

Laktoferyna (LF) to glikoproteina wigzgca zelazo, ktéra wspomaga wiele proceséw biologicznych
zwigzanych z gojeniem sie ran. Wykazuje dziatanie przeciwzapalne, bezposrednio sprzyja tworzeniu
sie tkanki ziarninowej, stymuluje proliferacje i migracje fibroblastéw i keratynocytéw oraz nasila synteze
kolagenu i hialuronianu. Mleko owcze, ze wzgledu na najwyzszg zawarto$é laktoferyny zmniejsza
autoimmunologiczne procesy zapalne i dziata ochronnie przed infekcjami bakteryjnymi i wirusowymi
(Caboni et al., 2019).

Mieko wielbtadzie jest bogate w bioaktywne substancje, takie jak aktywne peptydy, LF, cynk oraz
jedno- i wielonienasycone kwasy tuszczowe. Z tego powodu, mleko wielbtadzie ma réwniez dziatanie
przeciwutleniajgce, przeciwdrobnoustrojowe, przeciwcukrzycowe i przeciwcholesterolowe. Zawarto$é
LF w mleku wielbtgdzim wynosi 0,2-0,9 g/kg, w owczym 0,7-0,9 g/kg natomiast w mleku krowim zaledwie
0,02-0,5 g/kg (Alichanidis et al., 2016).

Zastosowanie biomateriatéw jako opatrunkéw na rany przyciggajg w ostatnich latach coraz wickszg
uwage, a hydrozele wypetnione bioaktywnymi substancjami majg potencjat w leczeniu ran jako
ukierunkowany system leczniczy (Zhao et al., 2017). Mleko wielbtgdzie moze byé stosowane w leczeniu
cukrzycy typu 1 i typu 2, ze wzgledu na wysoki poziom insuliny - okoto 52-59 jednostek/litr i substancji
insulinopodobnych (Abdalla et al., 2015). Biatka mleka owczego réwniez sg obiecujgcym zrodtem

insuliny, peptydéw przeciwcukrzycowych i hipotensyjnych (Iram et al., 2022).

Opracowanie nowatorskich opatrunkéw na rany o wiasciwosciach przyspieszajgcych gojenie ran

jest w ostatnim czasie przedmiotem wielu badan. Wang et al., (2022) zsyntetyzowali hydrozel
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zawierajgcy LF i krzemian litowo-magnezowy, ktéry po iniekcji skutecznie wspomaga gojenie sie ran
(Wang et al., 2022). Perspektywa wyprodukowania opatrunku hydrozelowego zawierajgcego naturalne
sktadniki takie jak mleko owcze i wielbfadzie, ktére sg bogate w substancje bioaktywne jest bardzo
obiecujgca. Jest to ogromna szansa dla polepszenia komfortu leczenia pacjentéw z ranami
oparzeniowymi lub na podtozu cukrzycowym. Kuleczka ttuszczu mlecznego jest waznym elementem
strukturalnym mleka o znaczeniu technologicznym i biologicznym. Btona kuleczek ttuszczowych mleka
wielbtgdziego posiada wtasciwosci antyadhezyjne i antybakteryjne. Jak donoszg Mansour et al., (2015),
krem zawierajgcy 25% kuleczek owczego ttuszczu mlecznego przyspiesza gojenie oparzen i zmniejsza
nasilenie stanu zapalnego, przyspiesza obkurczanie sie rany, minimalizuje blizny i poprawia leczenie
ran oparzeniowych. Innymi lipidami petnigcymi wazng role biologiczng sg: kwas mastowy, sprzezony
kwas linolenowy (CLA), sfingolipidy (sktadniki bton czgsteczek ttuszczu) oraz nosniki witamin A, D, E, K
i karotenoidéw. Najbardziej aktywny biologicznie izomer CLA to cis-9, trans-11, ktory hamuje
wystepowanie i rozw6j raka skéry (Wang i Jones, 2004). Wsrdd przezuwaczy najwickszg ilos¢ CLA
réwniez zawiera mleko owcze (Molik et al., 2020). Jedng ze specyficznych cech mleka wielbtadziego
jest obecnos¢ CLA, ktéry ma dziatanie przeciwutleniajgce i przeciwzapalne. Badania Park et al., (2010)
wykazaty, ze suplementacja CLA przyspiesza gojenie sie ran skoéry poprzez regulacje funkgcji
przeciwutleniajgcych i przeciwzapalnych. Stwarza to mozliwo$¢ do zbadania powierzchniowego wplywu

CLA na proces gojenia sie ran.

Hydrozele charakteryzujg sie dobrg ciggliwoscig, duzg zawartoscig wody i korzystnym transportem
tlenu, co czyni je jednymi z najbardziej obiecujgcych materiatdbw na opatrunki na rany (Zhang et al.,
2023). Dodatkowo nanomateriaty wykazujg lepszg biodegradowalnos$é, biokompatybilnos¢ i stabilnos¢
koloidalng w gojeniu sie ran i mogg odgrywac role w promowaniu gojenia dzieki swoim wiasciwosciom
lub jako no$niki innych bioaktywnych substancji (Zhang et al., 2023). W obecnych czasach konsumenci
sg zainteresowani produktami pochodzenia naturalnego o prozdrowotnych wiasciwosciach. Ze wzgledu
na zawarto$¢ wielu substancji biologicznie czynnych mleko owcze oraz wielbtgdzie zyskuje na
znaczeniu, dlatego niezwykle obiecujgcym i nowatorskim rozwigzaniem jest wykorzystanie mleka tych

zwierzgt do produkcji opatrunkéw hydrozelowych na trudno gojgce sie rany.

W stanie techniki znane sg tez dokumenty patentowe dotyczace opatrunkéw hydrozelowych. Na
przyktad z amerykanskie zgtoszenie patentowe US2024277894 AA opisuje kompozytowy hydrozelowy
opatrunek antybakteryjny, jego metode wytwarzania oraz zastosowanie w leczeniu ran. Opatrunek
sktada sie z hydrozelu, ktory zatrzymuje duzg ilo$¢ wody, tworzgc wilgotne srodowisko wspomagajgce
regeneracje tkanek. Dodatkowo zawiera sktadniki o dziataniu antybakteryjnym, takie jak nanoczasteczki
metali (np. srebro), substancje organiczne lub zwigzki chemiczne, ktére eliminujg patogeny i
zapobiegajg infekcjom. Struktura opatrunku jest wielowarstwowa, co umozliwia jednoczesne dziatanie
antybakteryjne i skuteczng absorpcje wysiekéw z rany. Materialy uzyte do jego produkcji sg
biodegradowalne i biokompatybilne, co minimalizuje ryzyko dziatahn niepozgdanych. Proces
wytwarzania obejmuje mieszanie skfadnikédw hydrozelu i sieciowanie, co zapewnia odpowiednig

elastyczno$é i trwato$é produktu.
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Z kolei zgtoszenie wzoru uzytkowego DE202023104875 U1 opisuje kompozytowy opatrunek
hydrozelowy zaprojektowany do leczenia ran skfadajgcy sie z hydrozelowego korpusu, ktéry umozliwia
utrzymanie wilgotnego $rodowiska, wspomagajgc proces gojenia i regeneracji tkanek. Dzieki swojej
kompozytowej strukturze opatrunek moze byé wzbogacony o sktadniki o wiasciwosciach
antybakteryjnych, takie jak nanoczgsteczki metali (np. srebra) lub substancje wspierajgce odbudowe
skory. Hydrozel jest elastyczny, biokompatybilny i dostosowany do skutecznego zarzgdzania wysiekiem
Z rany, co czyni opatrunek odpowiednim do leczenia zaréwno ran przewlektych, jak i ostrych. Proces
produkcji obejmuje formowanie wielowarstwowego materiatu, ktéry tgczy w sobie funkcje ochronne,

antybakteryjne i terapeutyczne.

Zgtoszenie patentowe CN115414523 A ujawnia hydrozelowy opatrunek na rany oraz metode jego
wytwarzania. Opatrunek ten sktada sie z warstwy hydrozelowej, ktéra zapewnia wilgotne $rodowisko
sprzyjajgce gojeniu sie ran. Dzieki swojej strukturze hydrozel moze absorbowac wysieki z rany, co
pomaga w utrzymaniu czysto$ci i przyspiesza proces regeneracji tkanek. Metoda wytwarzania
opatrunku obejmuje mieszanie odpowiednich polimeréw z wodg, tworzgc jednolitag mieszanine, ktérg
nastepnie poddaje sie procesowi zelowania w kontrolowanych warunkach temperaturowych i pH. Tak
otrzymany hydrozel charakteryzuje sie elastycznoscig, biokompatybilnoscia oraz zdolnoscig do
dostosowywania sie do ksztattu rany, co zwieksza komfort pacjenta i skuteczno$é leczenia. Opatrunek
moze byé stosowany w leczeniu réznych typéw ran, w tym oparzen drugiego stopnia, dzieki swoim
wiasciwosciom adhezyjnym i ochronnym.

Zaden ze wspominanych dokumentéw nie ujawnia zastosowania mleka owczego i/lub

wielbtgdziego w opatrunkach hydrozelowych, ani tez liofilizatéw mleka owczego i/lub wielbtgdziego.

Celem wynalazku byto opracowanie nowego opatrunku hydrozelowy zawierajgcy substancje
bioaktywne. Wysoka zawarto$é korzystnych dla zdrowia substancji bioaktywnych w mleku owczym i
wielbtagdzim wptywa na szczegdlne wiasciwosci tych produktéw. Kolejnym celem byto opracowanie
sposéb wytwarzania opatrunku hydrozelowy zawierajgcy substancje bioaktywne. Waznym aspektem
opracowanego opatrunku jest fakt, ze zawiera substancje bioaktywne mleka owczego i wielbtgdziego,
ktére jest pozyskiwane w wielu krajach, wiec nie jest produktem kosztownym i trudno dostepnym.
Dlatego tez technologia produkcji opracowanego opatrunku nie bedzie kosztowna i mozliwa do
wprowadzenia w kazdym kraju. Wytworzony opatrunek hydrozelowy sfunkcjonalizowany substancjami
bioaktywnymi mleka owczego i wielbfagdziego jest produktem pochodzenia naturalnego. Celem
wynalazku byto takze zastosowanie opatrunku do leczenia ran. Opracowany opatrunek hydrozelowy
moze stanowié istotny czynnik w leczeniu trudno gojgcych sie ran w tym ran cukrzycowych ze wzgledu
na bogatg zawarto$é bioaktywnych substancji w tym insuliny, laktoferyny, kwasu orotowego czy
sprzezonego kwasu linolenowego. Substancje te majg szczegdlnie znaczenie w procesie gojenie ran
ze wzgledu na ich wiasciwosci miedzy innymi przeciwzapalne, stymulujgce proliferacje i migracje
komorek, czy stymulujgce synteze kolagenu. Opracowane biomateriaty na bazie naturalnych substancji
bioaktywnych mleka mogg znaczgco poprawi¢ wydajno$é oraz komfort leczenia pacjentéw z
problemami skérnymi ze szczeg6lnym uwzglednieniem pacjentéw cukrzycowych. Opracowany
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opatrunek stanowi innowacyjne, ale nie kosztowne rozwigzanie technologiczne mozliwe do

zastosowania w krajach UE i nie tylko.

Istotg wynalazku jest opatrunek hydrozelowy zawierajgcy co najmniej jedng warstwe matrycy
hydrozelowej z co najmniej jedng substancjg bioaktywng charakteryzujgcy sie tym, ze wspominana
matryca hydrozelowa zawiera od 4 do 8% wag. wodnego roztworu alkoholu poliwinylowego (PVA) i 4%
wag. wodnego roztworu czteroboranu sodu (boraksu), a substancjg bioaktywng jest mleko owcze w

ilosci od 5 do 20% wag i/lub mleko wielbtgdzie w ilosci od 2,5 do 15% wag.

Hydrozel posiada odpowiednig strukture umozliwiajgcg swobodng dyfuzje w strukturze zelowej
bioaktywnych czastek.Czteroboran sodu jest najlepszym sieciownikiem dla PVA, jest to sieciownik
bezpieczny, ma lekkie wiasciwosci bakteriobdjcze sam w sobie. Doskonale utrwala rusztowanie

hydrozelu i umozliwia wytworzenie powtarzalnych hydrozeléw.

Korzystnie, gdy w opatrunku hydrozelowym wedtug wynalazku matryca hydrozelowa zawiera 4%

wag. wodnego roztworu alkoholu poliwinylowego (PVA).

Testowano takze hydrozele alginianowe, ale w tym przypadku ciezko byto o powtarzalno$é i

stabilno$¢ hydrozelu, struktury te szybko ulegaty degradaciji biologiczne;.

Korzystnie, gdy w opatrunku hydrozelowym wedtug wynalazku mleko owcze i/lub mleko wielbtadzie

jest w postaci liofilizatu.

Liofilizacja ma na celu nieuszkodzenie bioaktywnych skiadnikéw zawierajgcych sie w mleku.
Stosowanie termicznej obrébki mleka powoduje, ze najdelikatniejsze czgsteczki ulegajg degradac;i
termicznej. Lifilizat umozliwia réwniez przetrzymywanie mleka w bezpiecznej i stabilnej formie proszku,
nie jest to mozliwe w przypadku, gdy w mleku mamy wode, zachodzg wtedy procesy biodegradacji,
rozktadu pod wplywem bakterii i grzybéw. Inng metodg testowang w celu wydzielenia substancji
bioaktywnych z mleka byto odwirowywanie mleka z predkoscig 35 tys. obrotéw na minute. Jednak
otrzymane produkty byty nieodpowiednie do stosowania w opatrunkach hydrozelowych z uwagi na
zawartos$¢ wody. Liofilizacja jest zdecydowanie najlepszg metodg, jest to metoda przede wszystkim
dajgca powtarzalny produkt, zawsze zachowujgcy petny sktad mleka (bioaktywne substancje) i
pozbawiony wody. Wirowanie jest obarczone ryzykiem, gdyz podczas zlewania odsgczu mleka z nam
czastek statym zostaje troche wody, a proszek odwirowany jest mokry. Moze to prowadzi¢ do skrécenia

sie terminu uzycia takiego proszku pozyskanego metodg odwirowania.

Réwnie korzystnie, gdy opatrunek hydrozelowy wedtug wynalazku zawiera 3 warstwy, przy czym:
warstwa wewnetrzna najblizej rany zawiera liofilizat mleka owczego w ilosci od 10 do 20% wag i liofilizat
mleka wielbtgdziego w ilosci od 10 do 15% wag.; warstwa $srodkowa zawiera od 5 do 15 % wag. liofilizatu
mleka owczego i od 2,5 do 10 % wag. liofilizatu mleka wielbtgdziego; warstwa zewnetrzna zawiera
wyltgcznie matryce hydrozelowa.

Szczegoblnie korzystnie, gdy opatrunek hydrozelowy wedtug wynalazku zawiera 3 warstwy, przy

czym: warstwa wewnetrzna najblizej rany zawiera liofilizat mleka owczego w ilosci 15% wag.i liofilizat
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mleka wielbtgdziego w ilosci 10% wag.; warstwa $rodkowa zawiera liofilizat mleka owczego w ilosci 5%
wag. i liofilizat mleka wielbfadziego w ilosci 5% wag.; warstwa zewnetrzna zawiera wytgcznie matryce
hydrozelowg.

W innym aspekcie wynalazek takze dotyczy sposobu wytwarzania opatrunku hydrozelowego
obejmujgcego nastepujgce etapy:

a) przygotowuje sie substancje bioaktywng w postaci liofilizatu z mleka owczego i/lub liofilizatu z

mleka wielbtgdziego w temperaturze mieszczacej sie w zakresie od -90 do -60°C.

b) przygotowuje sie matryce hydrozelowg mieszajac wodny roztwér alkoholu poliwinylowego
przygotowany w temperaturze mieszczgcej sie w zakresie od 60 do 80°C oraz mieszajgc wodny
roztwor czteroboranu sodu w temperaturze mieszczacej sie w zakresie od 35 do 45°C,
a nastepnie wkrapla sie wodny roztwdr czteroboranu sodu do wodnego roztworu alkoholu

poliwinylowego i miesza sie do otrzymania zelu,

c) dodaje sie substancje bioaktywng do matrycy hydrozelowej w postaci mleka owczego w ilosci
od 5 do 20% wag i/lub mleka wielbtgdziego w ilosci od 2,5 do 15% wag.

Korzystnie, gdy substancje bioaktywng w etapie a) sposobu wytwarzania opatrunku hydrozelowego
wedtug wynalazku przygotowuje sie w temperaturze -80°C.

Réwnie korzystnie, gdy roztwér boraksu w etapie b) sposobu wytwarzania opatrunku

hydrozelowego wedtug wynalazku przygotowuje sie w temperaturze 40°C.

Przedmiot wynalazku przedstawiony jest w przyktadach wykonania nieograniczajgcych jego
zakresu oraz na rysunku, na ktérym:

fig. 1 ilustruje sposéb przygotowania roztworu PVA,

fig. 2 ilustruje sposéb przygotowania roztworu boraksu,

fig. 3 ilustruje sposdb przygotowania hydrozelu 4/8% PVA,

fig. 4 stanowi wykres krzywej DSC dla warstwy opatrunku zawierajgcej 15% wagowo mleka

owczego,

fig. 5 stanowi wykres krzywej DSC dla matrycy hydrozelowej PVA/boraks,

fig. 6 stanowi wykres krzywej DSC dla probki PVA/boraks + 10% liofilizat mleka wielbtadziego,

fig. 7 stanowi wykres krzywej TG i DTG dla matrycy PVA/boraks,

fig. 8 stanowi wykres krzywej TG i DTG dla warstwy samo mleko owcze (MO),

fig. 9 stanowi wykres krzywa TG i DTG dla matrycy hydrozelowej z dodatkiem mleka wielbtgdziego

(MW),

fig. 10 ilustruje przebieg zmian wartosci E’ i E” czystej matrycy hydrozelowej w funkgcji

czestotliwosci,

fig. 11 ilustruje przebieg zmian wartoSci E’ i E” opatrunku MW (mleko wielbtadzie) w funkcji

czestotliwosci,

fig. 12 ilustruje przebieg zmian warto$ci E’ i E” opatrunku 3MEB (mleko owcze) w funkgciji

czestotliwosci,
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fig. 13 stanowi zdjecie probki opatrunku MW 10B przed badaniem wytrzymato$ci na Sciskanie,
fig. 14 stanowi zdjecie prébki opatrunku MW 10E przed badaniem wytrzymato$ci na $ciskanie,
fig. 15 stanowi wykres $ciskania prébki z hydrozelu PVA/boraks,

fig. 16 stanowi wykres $ciskania prébki z hydrozelu MW 5%,

fig. 17 stanowi wykres $ciskania prébki z hydrozelu MW 10%,

fig. 18 stanowi wykres $ciskania prébki z hydrozelu MO 5%,

fig. 19 stanowi wykres $ciskania prébki z hydrozelu MO 10%,

fig. 20 stanowi wykres $ciskania prébki z hydrozelu MO 10+MW15%,

fig. 21 stanowi zdjecie opatrunku w $wietle widzialnym (Axiocam503, Zeiss, powickszenie 5x)

W przykfadzie wykonania ponizej przedstawiono szczegdtowy opis opatrunku wraz z jego
charakterystykg, sposob jego wytwarzania oraz wyniki badan dotyczgcych bezpieczenstwa jego

stosowania oraz wptyw na skoére.

Opatrunek w przyktadzie wykonania przygotowano w 3 etapach. W pierwszym przygotowano

substancje aktywng, w drugim matryce hydrozelowg a w trzecim opatrunek.

Przygotowanie substancji aktywnej: Mleko wielbtadzie i owcze zostato zliofilizowane w -80°C

(zakres testowanych temperatur od -95 do -60°C). Zaobserwowano, ze w zastosowanych
temperaturach aktywne substancje zawarte w mleku nie ulegaty rozktadowi. Warunek ten jest kluczowy
w kontekScie zakleszczenia substancji czynnych pochodzacych z mleka owczego i mleka wielbtgdziego

w strukturze hydrozelowej opatrunku.

Przygotowanie hydrozelowej matrycy: Hydrozelowg matryce otrzymano z alkoholu poliwinylowego

(PVA) i czteroboranu sodu (Boraks) (Fig. 1-3). Przygotowanie roztworu PVA obejmuje rozpuszczanie
czystego proszku PVA w wodzie w temperaturze wody 80°C przy intensywnym mieszaniu.
Przygotowanie roztworu boraksu obejmuje rozpuszczanie boraksu w wodzie o temp 40°C przy
intensywnym mieszaniu. Do roztworu PVA wkrapla sie roztw6r boraksu. Podczas wkraplania roztwér

PVA jest poddawany intensywnemu mieszaniu na mieszadle.

Do wyboru najlepszego stezenia postuzyty badania DMA (wyniki uwidocznione na fig. od 10 do 13),
ktére zweryfikowaly odporno$é mechaniczng przy czestotliwosci drgan 1 Hz do 100 Hz oraz badanie

wytrzymato$ci mechanicznej na $ciskanie (wyniki uwidocznione na fig. od 15 do 20).

Przygotowanie opatrunku tréjwarstwowego: Liofilizat mleka dodaje sie do rozpuszczonego PVA w

wodzie, ktéry miesza sie po dodaniu liofilizatu przez 3-5 minut. Nastepnie dodaje sie czteroboran sodu
do PVA z liofilizatem i ponownie miesza az do otrzymania zelu. Opatrunek tréjwarstwowego posiada

trzy gradientowe warstwy:

a) warstwa wewnetrzna (najblizej przy skérze) to 20% wag. liofilizatu mleka owczego i 15% wag.
liofilizatu mleka wielbtadziego (najbardziej optymalna zawarto$ci mleka owczego to 15% wag.

a liofilizatu mleka wielbtgdziego to 10% wag.),

b) warstwa $rodkowa - najbardziej optymalna, zawarto$¢ liofilizatu mleka owczego to od 5 do

10%, a liofilizatu mleka wielbtadziego od 5 do 10% liofilizatu wielbtgdziego i mleka owczego),
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c) warstwa zewnetrzna bedgca warstwg ochronng nie zawierata mleka owczego i wielbtadziego.

W ramach przeprowadzonych badan przetestowano rézne receptury i skfady opatrunkéw
hydrozelowych (wyniki przedstawiono w Tabeli 1). Wnioski jakie wyciggnieto z przeprowadzonych
badan sg nastepujgce: (1) ponizej 2,5% MW i 5% MO nie ma efektu koncentracji bioaktywnej substancji,
jest jej zbyt mato i efekt jest niezadowalajgcy (dyfuzja bioaktywnych substancji z liofilizatu mleka do
rany); (2) powyzej 15% MW i 20% MO nastepujg problemy podczas syntezy, hydrozel zaczyna si¢
separowad i liofilizat wydostaje sie wraz z wodg z hydrozelu; nie ma mozliwosci zwigzania w strukturze
wiekszej ilosci liofilizatu.

Otrzymane opatrunki badano metodami: TG, DSC, DMA, badania wytrzymato$ci na Sciskanie,
mikroskopia optyczna, konduktometria — tempo uwalniania jonéw z warstw - posrednie okreSlenie

przenikania insuliny.

PL 450667 A1

Tabela 1. Testowane receptury i sklady opatrunkéw hydrozelowych

(MW - mileko wielbtadzie, MO — mleko owcze)

PVA/Boraks lub

3ml 4% r-r PVA+ 1 ml 4% r-r Boraksu

MW 0, MO 0
MW 1 3 ml 4% r-r PVA + 1 ml 4% r-r Boraksu + 0,03 g MW
MW 2,5 3 ml 4% r-r PVA + 1 ml 4% r-r Boraksu + 0,075 g MW
MW 5 3ml 4% r-r PVA + 1 ml 4% r-r Boraksu + 0,15 g MW
MW 10 3 ml 4% r-r PVA + 1 ml 4% r-r Boraksu + 0,3 g MW
MW 15 3 ml 4% r-r PVA + 1 ml 4% r-r Boraksu + 0,45 g MW
MO 15 3 ml 4% r-r PVA + 1 ml 4% r-r Boraksu + 0,45 g MO
MO 10 3 ml 4% r-r PVA + 1 ml 4% r-r Boraksu + 0,3 g MO
MO 5 3ml 4% r-r PVA + 1 ml 4% r-r Boraksu + 0,15 g MO
Rodzaj Warstwa zewnetrzna Warstwa $rodkowa Warstwa wewnetrz’na
trojwarstwowego (stosowana przy skorze)
opatrunku Objetosci i masy stosowanych substancji

Skrajnie niskie

3 ml 4% r-r PVA
1 ml 4% r-r Boraksu
0% MW
0% MO

3 ml 4% r-r PVA
1 ml 4% r-r Boraksu
2,5% MW
5% MO

3 ml 4% r-r PVA

1 ml 4% r-r Boraksu
5% MW

5% MO

Skrajnie wysokie

3 ml 4% r-r PVA
1 ml 4% r-r Boraksu
5% MW
5% MO

3 ml 4% r-r PVA
1 ml 4% r-r Boraksu
10% MW
15% MO

3 ml 4% r-r PVA

1 ml 4% r-r Boraksu
15% MW

20% MO

Optymalny skfad

3 ml 4% r-r PVA
1 ml 4% r-r Boraksu
0% MW
0% MO

3 ml 4% r-r PVA
1 ml 4% r-r Boraksu
5% MW

5% MO

3 ml 4% r-r PVA

1 ml 4% r-r Boraksu
10% MW

15% MO
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Wyniki badan DSC i TG

Przy pomocy skaningowej kalorymetrii réznicowej otrzymano krzywe DSC réznych rodzajow
warstw wytworzonych materiatéw hydrozelowych. Eksperymentowi poddano takie substancje jak
hydrozel PVA/boraks, ktéry stanowit materiat referencyjny oraz poszczeg6lne warstwy opatrunku
hydrozelowego sktadajgce sie z matrycy PVA/Boraks i wykorzystywanych substancji aktywnych.

Ponizej zamieszczono uzyskane wykresy (Fig. 4-6).

Tabela 2. Warto$ci odczytane z uzyskanych krzywych TG/TDG dla poszczegdinych hydrozeli.

Uzyskane wartosci podczas badania DSC
. Parowanie wody do 100 °C Rozktad prébki do 220 °C
Rodzaj . :
badanej prébki Poczgtek Energia Konlec' Energla' Liczba
parowania wody arowania [J/q] parowania parowania oW
rC] i 9| wody[C] Vgl P
PVA/Boraks 30,12 170,54 178,79 1424,07 4
344 24 1761,41
Mieko W 34,58 ' 144,23 3
(T 101,85%) (T 23,69%)
245,07 1756,74
Mieko O 36,97 154,42 8
(150,61%) (122,30%)

Poréwnujgc wartoéci energii parowania dla zbadanych materiatbw do 100°C wynika, ze
najmniejszg energig potrzebng do odparowania 1g masy cechowata sie podstawowa matryca
hydrozelowa PVA/Boraks. Kazdy dodatek substancji zwiekszat energie parowania wody do 100°C i tym
samym umacniat strukture wytworzonego hydrozelu. W zakresie temperaturowym catego
przeprowadzonego badania zauwazyé mozna, ze kazdy dodatek substancji aktywnej do czystej matrycy
hydrozelowej PVA/Boraks spowodowat obnizenie temperatury konca parowania hydrozelu, co
Swiadczy¢ to moze o rozluznieniu struktury matrycy lub o wzroscie zawartosci wody luznej. Aczkolwiek,
dodajgc do rozwazan uzyskane w zakresie do 220°C energie potrzebne do wyparowania owej wody z
matrycy zauwazyé mozna, w wiekszosci wypadkéw, ich wzrost. Wzrost energii $wiadczy o wzroscie
zwieztosci hydrozelu. Jedynym przypadkiem sytuacji odwrotnej jest hydrozel 10 MW, MO 15 u ktérego
obserwuje sie spadek energii parowania wody, ktéry w swojej strukturze posiadat zaréwno mniej luznej
i zwigzanej wody w swojej objetosci (co wykazata analiza TG). Jednakze, opatrunek stosowany w
leczeniu ran pracuje w temperaturze zblizonej do temperatury ciata cztowieka. Analiza ta wykazata, ze
kazdy dodatek substancji aktywnej podnosi energie parowania powodujgc trudniejsze parowanie wody
z hydrozelu. Takie opatrunki, dzieki tej zaleznos$ci, bedg mogly utrzymywac wilgotne $rodowisko
niezbedne w procesach regeneracji.

Wyniki badan TG

Wyniki krzywych TG i DTG uzyskane dla wytworzonej czystej matrycy hydrozelowej oraz tych

wzbogaconych wybranymi dodatkami (mleko owcze i wielbtgdzie) przedstawione zostaty na fig. 7-9.

Hydrozel PVA/boraks jako matryca na pograniczu ciata statego i wody ma wysokg zawarto$é, na
poziomie 17%, luznej wody wbudowang w swojej objetosci. Matryca dodatkowo ma wbudowang mocno
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zwigzang wode, ktérej parowanie konczy sie w okolicach 200°C. Pomimo matej stabilno$ci Boraksu,
substancje wykorzystane do produkcji podstawowej matrycy pozwalajg na stworzenie stabilnej struktury
hydrozelu z duzg zawarto$cig zwigzanej wody. W poréwnaniu do czystego hydrozelu zawarto$¢ luzne;j
wody w matrycy z dodatkiem liofilizatu mleka wielbtgdziego jest wieksza jedynie o 1 p. p. Zawarto$é
mocno zwigzanej wody réznita sie juz o 4 p. p. co pozwala stwierdzié, ze dodatek liofilizatu mleka

wielbtgdziego umochnit strukture hydrozelu.

Informacje zawarte w wynikach w przedziale temperaturowym od 0-100°C ilustrujg informacje o
iloSci wody luzniej w strukturze hydrozelu. Matryca PVA/Boraks oraz warstwa EE posiada jej najwiecej,
warto$¢ ta miesci sie w przedziale od 17-20%. Dodatek substancji aktywnej do hydrozelu znaczgco
zmniejsza ilo$¢ wyparowanej wody luzniej w strukturze juz o 6-8 p. p. Swiadczy to o umocnieniu
struktury hydrozelu przy pomocy dodatkéw aktywnych wbudowanych w jej strukture. Matryce
hydrozelowe charakteryzujg sie réwniez obecnoscig mocno zwigzanej wody w ich strukturze. Jej
parowanie konczy sie w okolicach 200°C. W tym przedziale temperatur réwniez mozna zauwazyé
zmniejszone parowanie wody. Dodatki sprawity, ze zawarto§¢ mocno zwigzanej wody w strukturze
hydrozelu réznita sie nawet o 51 p.p. Taki wynik udato sie uzyska¢ w warstwie MEE. Procent

zachowanej masy koncowej przy temperaturze 400°C jest najwiekszy dla warstwy MO.

Wyniki badan DMA

Przeprowadzone badanie miato na celu zasymulowanie warunkéw w jakich opatrunek bedzie
pracowat bedgc mieszczonym na skoérze pacjenta. Temperatura badania byta stafa, o wartosci 36°C,
natomiast parametrem ulegajgcym zmianie byta czestotliwo$¢. Z racji tego, ze opatrunek pracuje wraz
ze skorg, na ktdérg jest natozony oraz musi przeciwstawiaé sie sitom Sciskajgcym, badanie to pozwolito
na ocene jego zdolnoSci do przenoszenia naprezen i wartoSci krytycznych czestotliwosci, ktére
powodujg zniszczenie hydrozelu. Analiza badata zmiany wartoSci modutu zachowawczego
E’(odpowiadajgcego za przenoszenie naprezeh w ciatach stalych) oraz zmiany warto$ci modutu
stratnosci E”(odpowiadajgcego za rozpraszanie energii), ktére przedstawiono na fig. 10-12, ktére

odpowiadajg czystej matrycy hydrozelowej i docelowym opatrunkom z dodatkami mleka.

W przypadku czystej matrycy hydrozelowej, badanie wykazato, ze warto§¢ modutu
zachowawczego E’ jest stata w zakresie czestotliwosci od 1-32Hz i oscyluje wokot wartosci
8500000 Pa. Spadek warto$ci E' a zatem ostabienie wtasciwosci hydrozelu PVA/Boraks zauwazy¢
mozna dopiero po przekroczeniu czestotliwosci pracy 32Hz. Podobne zalezno$ci mozna zaobserwowac
w opatrunku z dodatkiem mleka wielbtgdziego. Uzyskane warto$ci modutu zachowawczego E’
wskazujg, ze najlepsze wyniki, czyli stabilnosé wiasciwosci w najwiekszym zakresie czestotliwosci,

uzyskano dla opatrunku zawierajgcego dodatek owczego.

Wytworzony opatrunek wykazuje odpowiednig wytrzymato$¢ mechaniczng statyczng i dynamiczng
w czestotliwosci drgan umozliwiajgcg przenoszenie naprezen, ktére moga wystapic i wystepujg podczas

codziennego uzytkowania takiego typu opatrunkéw.
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Wyniki badan mechanicznych

Podczas préby Sciskania wytworzonych opatrunkéw przebadano osobno poszczegéine warstwy
wybranych opatrunkéw oraz cate opatrunki hydrozelowe. Kazde badanie wykonano w dwéch
powtérzeniach. Wyglad przyktadowych prébek poddanych badaniu wytrzymatosSci na Sciskanie
przedstawiono na wykresach. Ksztatt badanych prébek byt ograniczony ze wszystkich stron, a podczas
badania mierzono site nacisku do momentu osiggniecia 80% skrdcenia wzglednego. Krzywe zaleznosci
przytozonej sity odksztalcajgcej (w niutonach N) od skrécenia probki (wyrazonego w procentach),

przedstawiono dla poszczeg6inych probek na odpowiednich wykresach (figury 13-20).

W przypadku czystej matrycy hydrozelowej PVA/Boraks, ktorej krzywa Sciskania zostata
przedstawiona na fig 13., hydrozel wytrzymuje nacisk o wartoéci ~ 6N zmniejszajgc swéj wymiar o 10%
co odpowiada skréceniu o 1,7 mm i op6rten utrzymywany jest przez kolejne 12 cm powodujgc skrécenie
prébki o 80% wzgledem poczatkowej wielkosci. Drobne fluktuacje, obecne na tym wykresie oraz na
kolejnych, $wiadczg o obecnosci powietrza w objetosci hydrozelu i o uwalnianiu ich ze struktury podczas
Sciskania materiatu. Dodatek 1% mleka wielbtgdziego wzgledem objetosci uzytego PVA podczas
wytwarzania matrycy sprawit, ze hydrozel zmniejszyt swojg wysokos¢ o 10% przy sile nacisku o 2N
mniejszej. Przy dalszym obcigzeniu prébka delikatnie umacnia sie. Na podstawie tej wartosci stwierdzié
mozna, ze pomimo tak malej ilo$¢ dodanej substancji aktywnej do fazy rozproszonej, hydrozel jest
bardziej plastyczny i odksztatca sie przy uzyciu mniejszej sity. Znaczgacg zmiane wiasciwosci
mechanicznych zaobserwowaé mozna dla hydrozelu z 10% dodatkiem liofilizatu mleka wielbtadziego,
dla ktérego wynik badania przedstawiono na fig. 17. Najwyzszy opdr stawiany przez hydrozel
zaobserwowano dla 15-20% skrocenia o wartosci 7N. Obecnos$¢ wiekszej ilosci liofilizatu w strukturze
mleka korzystnie wptywa na jego przenoszenie obcigzen $ciskajgcych, a wiec takich z ktérymi opatrunki
najwiecej majg do czynienia. Jest to pozytywny efekt obecnosci liofilizatu mleka w hydrozelowym

rusztowaniu.

W kolejnym etapie wykonano analizy z wykorzystaniem technik in vitro, stosujgc w tym celu
prawidtowe komérki ludzkiej skéry. Prowadzenie badan z wykorzystaniem keratynocytéw daje
mozliwo$¢ okre$lenia w warunkach laboratoryjnych bezpieczenstwa stosowania danej substancji oraz
jej wptywu na skoére. Keratynocyty to komorki nablonkowe wystepujg we wszystkich warstwach
naskdrka, stanowig okoto 95% komoérek naskérka. Celem prowadzonych analiz byta obserwacja
zachowania komdrek naskérka - keratynocytéw w procesach gojenia sie ran podczas stosowaniu
wytworzonego opatrunku. Podczas gojenia rany wyrdznia sie trzy nachodzgce na siebie fazy: zapalenia,
proliferacji i przebudowy. Przy czym faza proliferacji jest kluczowa dla tego procesu, dlatego byta

analizowana w badaniach komérkowych.

Bezpieczenstwo stosowania opatrunku hydrozelowego wedtug wynalazku oraz jego wptyw na skére.

Przeprowadzono dwa rodzaje badan: (1) Posiew komérek bezposrednio na tréjwarstwowe

opatrunki hydrozelowe; (2) Hodowla komérek w pozywce kondycjonowanej (ang. conditioned medium).
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W obu wariantach doswiadczenia wytworzone opatrunki wysterylizowano stosujgc 30 minutowg
ekspozycje na promienie UV w temperaturze pokojowej. Kazdy rodzaj tréjwarstwowego opatrunku
przygotowano w 3 powtdrzeniach.

W badaniach stosowano ludzkie pierwotne keratnocyty, dostepne komercyjnie. Do hodowli
komérkowej wykorzystywano petng pozywke hodowlang Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium — high
glucose (DMEM, numer 1145, Sigma Aldrich), zawierajgca 10% FBS (ang. Fetal Bovine Serum,
Ptodowa surowica bydleca) zapewniajgc w ten sposéb warunki optymalne dla hodowli in vitro.
Dodatkowo do pozywki dodano antybiotyki (penicylina + streptomycyna) w celu zapewniania sterylnosci
catej hodowli. Hodowle prowadzono w inkubatorze z dozowanym CO2 (5%C02/95% tlenu) w 37°C

(warunki standardowe dla ludzkich komérek).

Posiew komérek bezposrednio na opatrunku

Komorki przed posianiem wybarwiono barwnikiem CellTracker Green CMFDA (firmy Invitrogen,
USA), ktory miat umozliwi¢ obserwacje ilosci, morfologii i potozenia komoérek w mikroskopie
fluorescencyjnym poprzez wzbudzenie ich fluorescencji Swiattem niebieskim (A, =492 nm; A,, =
517 nm). Inkubacja z barwnikiem trwata 30 minut w temperaturze 37°C w inkubatorze (zgodnie z
wytycznymi producenta).

W przypadku pierwszego rodzaju przeprowadzonego badania komérki zostaly wysiane na
trojwarstwowy opatrunek, tak by byly w bezposrednim kontakcie z warstwg docelowo znajdujgca sie
przy skérze pacjenta. Do dotka hodowlanego, z opatrunkiem, od pipetowano 200 ul zawiesiny komérek
w petnej pozywce hodowlanej, co odpowiadato 10 tys. komérek na dotek. Komérki z opatrunkiem
inkubowano przez 48h w warunkach standardowych (37°C, 5% CO-, 95% tlenu).

Niestety nieprzezroczysto$¢ opatrunku spowodowata, ze nie mozna byto dokonaé¢ oceny morfologii i
ilosci komoérek z wykorzystaniem mikroskopu fluorescencyjnego, pomiary te nie dostarczaty

pozadanych wynikow.

Dlatego w kolejnym etapie, po wysianiu komérek i wybarwieniu CellTracker Green CMFDA,
zastosowano czytnik wieloptytkowy do iloSciowego pomiaru fluorescencji, jednak ze wzgledu na niska
czuto$¢ metoda ta zostata odrzucona w dalszych badaniach, potwierdzita jedynie obecno$¢ komoérek
na opatrunku. Po 24h najwiekszg intensywnos$¢ fluorescencji proporcjonalnie przekfadajgcg sie na
liczbe zywych komérek zarejestrowano dla opatrunku kontrolnego. W przypadku opatrunku z dodatkiem
mieka wielbtgdziego oraz witaminy E (MWE), najwiekszg zywotno$¢ zaobserwowano dla 5% stezenia
witaminy E, a najmniejszg dla 2,5% stezenia (Tabela 3). Dla opatrunku z witaming B (MWB)
zaobserwowaé mozna wzrost zywotnosci komérek wraz ze wzrostem zastosowanego stezenia tej
witaminy (Tabela 4). Jednak, uzyskane wyniki nie byty satysfakcjonujgce, niezaobserwowany istotnych
statystycznie réznic pomiedzy opatrunkiem kontrolnym (sktadajgcego sie jedynie z czystej matrycy

hydrozelowej PVA/Boraks) w stosunku do opatrunkéw wzbogaconych.
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Tabela 3. Warto$ci pomiaréw intensywnosci fluorescencji dla komoérek
z opatrunkami po 24h inkubacji z uzyciem barwnika CellTracker Green CMFDA.

Intensywnos$é fluorescencji komérek po hodowli na opatrunku po 24h [a.u.]
Rodzaj opatrunku PVA/Boraks | MWB (2,5) | MWB (5) | MWB (10)
Dotek 1 9,90 7,43 9,14 8,05
Dotek 2 11,55 9,18 10,84 7,48
Dotek 3 12,75 7,10 10,33 8,44
Warto$¢ $rednia 11,40 7,90 10,10 8,14
Odchylenie standardowe 1,43 1,12 0,87 0,57

Tabela 4. Wartosci pomiaréw intensywnosci fluorescencji dla komoérek

z opatrunkami po 24h inkubacji z uzyciem barwnika CellTracker Green CMFDA.

Intensywno$¢ fluorescencji komérek po hodowli na opatrunku po 24h [a.u.]
Rodzaj opatrunku PVA/Boraks | MWB (2,5) | MWB (5) | MWB (10)
Dotek 1 9,90 9,24 8,42 9,99
Dotek 2 11,55 9,71 9,26 11,45
Dotek 3 12,75 8,15 12,65 9,98
Warto$¢ Srednia 11,40 9,03 10,11 10,48
Odchylenie standardowe 1,43 0,80 2,24 0,84

W kolejnym etapie, po wysianiu komérek na opatrunki jak powyzej zastosowano test CellTiter-Glo®
Luminescent Cell Viability Assay (Promega), ktéry okre$la liczbe zywych komérek na podstawie
ilosciowego oznaczenia obecnego ATP. Test ten wymaga jedynie bezposredniego dodania odczynnika
do komérek i dokonanie pomiaru. Po 48h wykonano pomiar luminescenciji, ktérego wynik przedstawiono
w tabeli 5. W przeciwienstwie do wczes$niejszego testu, po 48h najmniejszg ilos¢ zywych komoérek
mozna byto zaobserwowa¢ dla czystej matrycy hydrozelowej PVA/Boraks. Swiadczy to o tym, ze kazdy

dodatek modyfikatora, w postaci substancji aktywnej, pozytywnie wplyng na zywotno$é komérek.

Tabela 5. Zywotnosci komoérek po 48h inkubacji z opatrunkiem
na podstawie ilo§ciowego pomiaru ATP

Intensywno$é luminescencji po hodowli komérek na opatrunku po 48h
Rodzaj opatrunku PVA/Boraks | MWB 2,5 | MWB 5 | MWB 10

Dotek 1 1101 7728 6919 10896

Dotek 2 908 6614 8873 10680

Dotek 3 1349 4505 8616 12770

Warto$¢ $rednia 1119 6282 8136 11449

Odchylenie standardowe 221 1637 1062 1149
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Hodowla komérek w pozywce kondycjonowanej (ang. conditioned medium)

Drugi rodzaj przeprowadzonego badania, z wykorzystaniem keratynocytéw polegat na hodowli
komérek w pozywce kondycjonowanej (ang. conditioned medium). Badanie to miato na celu okre$lenie
wplywu substancji uwalniajgcych sie z matrycy hydrozelowej na keratynocyty ludzkie. Pozywke
kondycjonowana otrzymano poprzez inkubacje opatrunkéw w pozywce DMEM przez 24h w
temperaturze 4°C, tak, aby warstwa opatrunku majgca mie¢ kontakt ze skoérg byta w kontakcie z
pozywka (ang. spend medium). Nastepnie, spend medium zebrano znad opatrunku i wymieszano w
réznych proporcjach z petng pozywkg hodowlang Keratynocyty wysiano na plytki hodowlane 96-
dotkowe w gestosci 4 tys. komérek/dotek i hodowano w pozywce kondycjonowanej przez 24 godziny.
Proliferacje mierzono z uzyciem komercyjnego fluorymetrycznego testu do analizy proliferacji komérek
PrestoBlue (Thermo Fisher Scientific). Dla proporcji 1:1 wymieszano 50% obj. spend medium z 50%
obj. petnej pozywki hodowlanej, a dla proporcji 1:4 wymieszano 20% obj. spend medium z 80% obj.
pozywki hodowlanej, a dla proporcji 1:19 wymieszano 5% obj. spend medium z 95% obj. pozywki
hodowlanej. Tabela 6 przedstawiajg wyniki dla proporcji 1:1. Tabela 7 przedstawiajg wyniki dla proporcji
1:4, gdzie zaobserwowano wzrost proliferacji komorek w stosunku do kontroli (PVA/Boraks).

Tabela 6. Zywotno$¢ komérek po 24h inkubacji w pozywce kondycjonowanej 1:1 otrzymane

na podstawie pomiaru intensywnosci luminescencji z wykorzystaniem barwnika PrestoBlue

Intensywno$é fluorescencji komérek po inkubacji (24h) z pozywkg kondycjonowang 1:1 [a.u.]
Rodzaj opatrunku PVA/Boraks | MWE 2,5 | MWE 5 MWE 10

Dotek 1 72,92 114,1 113,8 114,6

Dofek 2 64,39 100,1 101,6 134,2

Dofek 3 65,27 103,0 107,2 105,9

Warto$¢ $rednia 67,5 105,7 107,5 118,2

Odchylenie standardowe 4,7 7.4 6,1 14,5

Tabela 7. Zywotno$¢ komérek po 24h inkubacji w pozywce kondycjonowanej 1:4 otrzymane

na podstawie pomiaru intensywnosci luminescencji z wykorzystaniem barwnika PrestoBlue

Intensywno$¢ fluorescencji komérek po inkubaciji (24h) z pozywka kondycjonowang
1:4 [a.u.]

Rodzaj opatrunku PVA/Boraks MWE 2,5 MWE 5 MWE 10
Doftek 1 105,5 116,1 113,2 125,5
Dotek 2 84,29 1171 101,8 107,2
Dotek 3 89,08 101,9 120,7 108,4
Warto$¢ Srednia 93,0 111,7 111,9 1137
Odchylenie standardowe 11,1 85 9,5 10,2

Tabela 8 przedstawiajg wyniki dla proporcji 1:19, gdzie pomiaru dokonano po 48 h dla mleka owczego

(MO), uzyskujac istotny i wysoki wzrost proliferacji komérek w stosunku do kontroli (PVA/Boraks).
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Tabela 8. Zywotnosé komérek po 48h inkubacji w pozywce kondycjonowanej 1:19 otrzymane
na podstawie pomiaru intensywnosci luminescencji z wykorzystaniem barwnika PrestoBlue

Rodzaj opatrunku PVA/Boraks MO
Dofek 1 7816 12303
Dotek 2 8519 13506
Dofek 3 7895 14033
Dotek 4 8317 14880
Dofek 5 7384 14458
Dotek 6 7868 12994
Warto$¢ $rednia 7967 13696
Odchylenie standardowe 401 956

Wspéiczesna koncepcja miejscowego leczenia trudno gojgcych sie ran zaktada zgodnie z
opracowang przez European Wound Management Association strategig TIME (T - tissue management,
I — infection and inflammation control, M — moisture balance, E — epithelial advancement) kolejno:
oczyszczanie rany, kontrole infekcji i zapalenia w ranie, zapewnienie odpowiedniej wilgotnosci i
stymulacje naskérkowania. Zapewnienie wiasciwej wilgotnosci w dnie rany i wspomaganie
zachodzgcych w niej proceséw samoodnowy to z kolei zadania, w ktérych kluczowg role odgrywajg
nowoczesne, aktywne biologicznie opatrunki. Odchodzi sie od tradycyjnych metod opatrywania ran
suchym bgdz wysychajgcym opatrunkiem gazowym. Suchy kompres nie spetnia, bowiem zadnej
dodatkowej funkcji poza zewnetrzng ostong rany. Ponadto zmianie suchego opatrunku moze
towarzyszy¢ uraz nadbudowanych struktur tkankowych, co znacznie wydtuza catkowity czas gojenia.
Do alternatywnych metod terapii najbardziej w praktyce klinicznej zaliczajg sie preparaty komérkowych
czynnikéw wzrostu, opatrunki podciSnieniowe (ang. negative pressure wound therapy—NPWT) czy
wykazujgce wiasciwosci przeciwbakteryjne opatrunki z dodatkiem srebra. Opracowany nowoczesny,
aktywny biologicznie opatrunek, sfunkcjonalizowany substancjami czynnymi pochodzacymi z mleka
owczego i wielbtgdziego, posiada cechy, umozliwiajgce konkurencje z dostepnymi na rynku produktami.
Nie ma do tej pory na rynku podobnego rozwigzania technologicznego. Bogaty profil substancji
bioaktywnych mleka owczego i wielbtadziego dzieki posiadanym wiasciwosciom, poza zewnetrzng
ostong rany, stymulujg naturalne procesy reparacji tkanek, zapewniajg wtasciwe srodowisko dla procesu

gojenia, a takze zabezpieczajg wnetrze rany przed rozwojem infekcji.
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Zastrzezenia patentowe

1. Opatrunek hydrozelowy zawierajgcy co najmniej jedng warstwe matrycy hydrozelowej z co
najmniej jedng substancjg bioaktywng znamienny tym, ze wspominana matryca hydrozelowa
zawiera od 4 do 8% wag. wodnego roztworu alkoholu poliwinylowego (PVA) i 4% wag. wodnego
roztworu czteroboranu sodu (boraksu), a substancjg bioaktywng jest mleko owcze w ilosci od

5 do 20% wag i/lub mleko wielbtadzie w iloSci od 2,5 do 15% wag.

2. Opatrunek hydrozelowy wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze matryca hydrozelowa zawiera

4% wag. wodnego roztworu alkoholu poliwinylowego (PVA).

3. Opatrunek hydrozelowy wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze mleko owcze i/lub mleko

wielbtgdzie jest w postaci liofilizatu.

4. Opatrunek hydrozelowy wedtug zastrz. 1 lub 2, znamienny tym, ze zawiera 3 warstwy, przy

czym:

warstwa wewnetrzna najblizej rany zawiera liofilizat mleka owczego w iloéci od 10 do 20%

wag i liofilizat mleka wielbtadziego w ilosci od 10 do 15% wag.,

warstwa $rodkowa zawiera od 5 do 15 % wag. liofilizatu mleka owczego i od 2,5 do 10 %

wag. liofilizatu mleka wielbtgdziego,
warstwa zewnetrzna zawiera wytgcznie matryce hydrozelowg.
5. Opatrunek hydrozelowy wedtug zastrz. 4, znamienny tym, ze zawiera 3 warstwy, przy czym:

warstwa wewnetrzna najblizej rany zawiera liofilizat mleka owczego w ilosci 15% wag.i

liofilizat mleka wielbtadziego w ilosci 10% wag.,

warstwa Srodkowa zawiera liofilizat mleka owczego w ilosci 5% wag. i liofilizat mleka

wielbtgdziego w ilosci 5% wag.,
warstwa zewnetrzna zawiera wytgcznie matryce hydrozelowg.

6. Sposo6b wytwarzania opatrunku hydrozelowego okreSlonego w ktérymkolwiek z zastrz. od 1 do
5 obejmujacy nastepujgce etapy:

a) przygotowuje sie substancje bioaktywng w postaci liofilizatu z mleka owczego i/lub
liofilizatu z mleka wielbtagdziego w temperaturze mieszczgcej sie w zakresie od -90 do
-60°C.

b) przygotowuje sie matryce hydrozelowg mieszajagc wodny roztwér alkoholu
poliwinylowego przygotowany w temperaturze mieszczacej sie w zakresie od 60 do
80°C oraz mieszajgc wodny roztwor czteroboranu sodu w temperaturze mieszczgcej
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sie w zakresie od 35 do 45°C, a nastepnie wkrapla sie wodny roztwér czteroboranu
sodu do wodnego roztworu alkoholu poliwinylowego i miesza sie do otrzymania zelu,

c) dodaje sie substancje bioaktywng do matrycy hydrozelowej w postaci mleka owczego
w ilosci od 5 do 20% wag i/lub mleka wielbtgdziego w ilosci od 2,5 do 15% wag.

Sposdb wytwarzania opatrunku hydrozelowego wedtug zastrz. 6, znamienny tym, ze

substancje bioaktywng w etapie a) przygotowuje sie w temperaturze -80°C.

Sposdb wytwarzania opatrunku hydrozelowego weditug zastrz. 6 znamienny tym, Ze do

roztwor broraksu w etapie b) przygotowuje sie w temperaturze 40°C.
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