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Streszczenie
W niniejszej pracy przedstawiono opis wynikéw badan materiatow

kolagenowych z wprowadzonymi do nich zwigzkami bakteriobdjczymi. Badania
miaty na celu otrzymanie i scharakteryzowanie biomateriatdow na bazie kolagenu,
ktory stanowil matryce do inkorporacji zwigzkoéw aktywnie czynnych, ktorymi
byly fenole pochodzenia naturalnego.

Podczas realizacji pracy doktorskiej wykonano testy przesiewowe
zwigzkéw fenolowych 1 ich mieszanin w celu ustalenia ich wlasciwosci
biobojczych. Tymol, karwakrol i ich mieszanina 1:1 wykazywaly najsilniejsze
wlasciwosci hamujace wzrost drobnoustrojow. Fenole te wprowadzono do
matrycy polimerowej, ktéra stanowit kolagen typu I. Do otrzymania materiatéw
kolagenowych z wbudowanymi zwigzkami fenolowymi wykorzystano metode
odparowania rozpuszczalnika. Interdyscyplinarny charakter pracy polegat na
scharakteryzowaniu wlasciwosci fizykochemicznych materialow oraz ich
wlasciwosci bakteriobojczych.

Wilasciwosci bakteriobdjcze otrzymanych materiatéw scharakteryzowano
zgodnie z normg ISO 22196. Zbadano réwniez ich wplyw na aktywno$¢ tancucha
transportu elektronow oraz na ilos¢ ATP syntetyzowanego przez komorki
bakteryjne. Na podstawie zdjg¢ SEM oceniono wplyw otrzymanych materialéw na
tworzenie si¢ biofilmu bakteryjnego na ich powierzchni. Biokompatybilno$¢
materialow zostata oceniona wzgledem erytrocytow.

Strukture chemiczng kolagenu i1 jego ukladow ze zwigzkami aktywnymi
badano metoda ostabionego catkowitego odbicia w podczerwieni (ATR-FTIR).
Wplyw fenoli na strukture powierzchni analizowano na podstawie zdje¢ AFM.
Okreslono rowniez ich wplyw na zwilzalno$¢ powierzchni i swobodng energie
powierzchniowa materialow. Degradacja enzymatyczna i degradacja w buforze
PBS pozwolita okresli¢ ubytek masy materiatéw w warunkach in vitro. Okreslono
roOwniez stopien uwalniania zwigzkow aktywnych z matrycy. Ponadto zbadano
wlasciwosci antyoksydacyjne otrzymanych materiatow 1 ich przepuszczalnos¢

wzgledem par 1 gazow.



Otrzymane wyniki badan wskazuja, ze fenole moga stanowic
bakteriobojczy zwigzek aktywny a materialy kolagenowe z ich dodatkiem moga
zosta¢ otrzymane metoda odparowania rozpuszczalnika. Uzyskane wyniki
pozwolity na wytypowanie optymalnego skladu materialu, ktéry moglby
potencjalnie zosta¢ wykorzystany jako materiat opatrunkowy stosowany na trudno

gojace si¢ rany.



Abstract
The aim of the research was to obtain and characterize biomaterials based

on collagen, which was a matrix for incorporation of active compounds - natural
origin phenols.

During this work, screening tests of phenolic compounds and their mixtures
were performed to determine their biocidal properties. Thymol, carvacrol and their
mixture 1:1 showed the strongest inhibitory properties of microbial growth. These
phenols were introduced into type | collagen matrices. Materials were obtained
during solvent evaporation method. The interdisciplinary character of this work
based on characterizing the physicochemical and bactericidal properties of the
materials.

Bactericidal properties of the obtained materials were characterized
according to 1SO 22196 standard. The influence of prepared materials on the
activity of electron transport chain and on the amount of ATP synthesized by
bacterial cells was also investigated. The antibiofilm properties of materials were
investigated based on SEM photos. The biocompatibility of the materials was
evaluated in relation to erythrocytes.

The chemical structure of collagen as well as the interaction between
collagen and phenols were confirmed by attenuated total reflection infrared
spectroscopy (ATR-FTIR). The influence of phenols on the surface structure was
analyzed based on AFM images. Their influence on surface wettability and surface
free energy of materials was also determined. Enzymatic degradation and
degradation in PBS buffer allowed to determine the weight loss of materials in
in vitro conditions. The release of active compounds from the matrices was also
determined. Moreover, the antioxidant properties of the obtained materials were
tested as well as gases permeability through materials.

The results indicate that phenols can be used as bactericidal active
compounds and collagen materials with their addition can be obtained by solvent
evaporation method. The data obtained during this research allowed to select the
optimal composition of the material, which could potentially be used as a dressing

material for hard to heal wounds.
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1. AKTUALNY STAN WIEDZY

1.1. Antybiotykoopornos¢

Wzrost oporno$ci na $rodki przeciwdrobnoustrojowe (eng. antimicrobial
resistance AMR) ma znaczacy wptyw na zdrowie spoteczenstwa, rozwoj globalny
a nawet na gospodarke Sswiatowa (Padiyara 1 wsp. 2018). Do roku 2016 okoto
700 000 zgonow rocznie na catym $wiecie byto wynikiem infekcji powodowanych
przez mikroorganizmy oporne na $rodki przeciwdrobnoustrojowe. Szacuje sig,
ze do roku 2050 liczba ta osiggnie 10 miliondow zgonow kazdego roku, jesli
problem oporno$ci na $rodki przeciwdrobnoustrojowe nie zostanie rozwigzany
(O’Neill, 2016). Ponadto  ciggly  wzrost opornosci na  Srodki
przeciwdrobnoustrojowe jest przyczyna dluzszych pobytdow w szpitalach
I kosztownej intensywnej opieki. Powoduje to i w dalszym ciggu bedzie
powodowac znaczne obcigzenie finansowe (Tavoukjian 2019).

Nieprawidlowe stosowanie 1 naduzywanie antybiotykow, bez identyfikacji
czynnika etiologicznego jest przyczyng narastania lekoopornosci (Jablonski 1 wsp.
2010). Zdolnos¢ bakterii do nabywania antybiotykoopornosci zalezy od ich
mozliwosci dostosowywania si¢ do selekcyjnej presji. Jednym z mechanizmow
nabywania antybiotykoodpornosci jest posiadanie przez bakterie pomp
efluksowych, dzieki ktorym antybiotyk wydalany jest z komorki. Inny mechanizm
stanowig zmiany w sktadzie 1 funkcji btony komorkowej, ktore powoduja jej
zredukowang przepuszczalno$¢. Kolejnym jest inaktywacja antybiotyku przez
enzymy zewnatrzkomérkowe 1 wewnatrzkomérkowe. Dostosowywanie si¢
komorek bakteryjnych moze polega¢ na redukcji substratu stanowigcego cel
dziatania antybiotyku lub mutacje bakterii (Truszczynski i wsp. 2013).

Istnieja dwa typy antybiotykoopornosci. Pierwszym  jest
antybiotykooporno$¢ naturalna, wynikajagca z biologii komdrki, jej cech
strukturalnych lub funkcjonalnych (Li i Webster, 2018). Drugim typem jest
antybiotykooporno$¢ nabyta. Powstaje na przyklad na skutek mutacji
chromosomalnych lub w wyniku transferu materialu genetycznego z innej bakterii

za posrednictwem plazmidow (Chellat i wsp. 2016). Przekazywanie gendéw przy
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pomocy plazmidow zachodzi na drodze koniugacji, transdukcji i transformacji lub
przy pomocy fimbrii zwanych pilami (Hershberg, 2017). W procesie transdukciji,
geny kodujace oporno$¢ przekazywane s3 z komorki bakterii opornej do
wrazliwej. Komorki wrazliwe na antybiotyki moga pobiera¢ materiat genetyczny,
ktory zostal uwolniony na skutek autolizy komorek opornych — proces ten
nazywany jest transformacja (Sieber i wsp. 2017; Truszczynski i wsp. 2013).

W 1987 roku Gristina sformutowala wyrazenie wysScig o powierzchnie
(“race for the surface”) aby opisa¢ wspotzawodnictwo o kolonizacj¢ powierzchni
miedzy komorkami somatycznymi a bakteriami (Gristina, 1987). Komorki
bakteryjne maja przewage w tym wyscigu ze wzgledu na zdolnos¢ kolonizowania
powierzchni zarowno biotycznych jak i abiotycznych (Shah i wsp. 2013). Otwarta
rana stanowi nisz¢ sprzyjajaca zasiedlaniu przez drobnoustroje. W wiekszo$ci rany
zakazone sg kilkoma rodzajami drobnoustrojow, szczeg6lnie przedostajacymi si¢
tam ze $rodowiska zewngtrznego i mikrobiomu pacjenta (Sarheed i wsp. 2016).
Drobnoustroje przedtuzaja czas gojenia rany, pozostawiajac obszar dotknigty
zakazeniem w stanie zapalnym przez dluzszy czas. W poczatkowych stadiach ran
przewlekltych dominuja organizmy Gram dodatnie, w szczegodlnoSci
Staphylococcus aureus. W pdzniejszych stadiach obserwuje si¢ Gram ujemne
Escherichia coli i Pseudomonas aeruginosa, ktére maja tendencj¢ do zakazen
glebszych warstw skory, powodujac znaczne uszkodzenie tkanek (Simodes 1 wsp.
2018).

Staphylococcus aureus odpowiedzialny jest za najwigkszy odsetek zakazen
szpitalnych (Alharbi, 2020). Na poczatku lat 60. XX w. po raz pierwszy opisano
S. aureus opornego na metycyling (MRSA). Opornos¢ S. aureus na ten antybiotyk
rozwingla si¢, przez mutacje genu mecA, ktory koduje biatko wigzace penicyling
PBP2a (Nicholas i wsp. 2010). S. aureus kolonizuje 20-30% populacji ludzkiej,
podczas gdy MRSA-1,5%. Ryzyko kolonizacji MRSA jest wigksze u pacjentow
hospitalizowanych, przebywajacych na oddzialach intensywnej terapii,
dializowanych, z zakazeniami ran 1 tkanek migkkich oraz zakazonych wirusem
HIV (Lohr i wsp. 2017). W szpitalach w Stanach Zjednoczonych S. aureus

stanowi 52% izolowanych gronkowcow, z czego 30% stanowig MRSA (Nicholas
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I wsp. 2010). Ponadto znaczny odsetek zakazen szpitalnych powodowanych jest

przez enterokoki oporne na wankomycyne (VRE) i oporne na antybiotyki
B-laktamowe bakterie Gram ujemne (Chellat i wsp. 2016).

Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO) w 2011 roku uruchomita program
pt. ,,Przeciwko lekoopornos$ci: brak dziatan dzisiaj, brak lekéw jutro” (Zhang
I wsp. 2019a). W odpowiedzi na Swiatowej skali problem antybiotykooporno$éi,
szuka si¢ nowych zwigzkéw przeciwdrobnoustrojowych, ktore moga stanowié

alternatywe¢ wzgledem antybiotykow.
1.2. Proces gojenia ran

Skora jest najwiekszym 1 najbardziej zewnetrznym organem pokrywajacym
cale cialo. Jej powierzchnia u dorostego cztowieka wynosi 1,5 — 2 m* a jej masa
wraz z tkanka podskorng moze dochodzi¢ do 20 kg (Sybilski, 2012). Zbudowana
jest z trzech warstw: naskorka, skory wilasciwej 1 tkanki podskornej. W skorze
wlasciwej 1 tkance podskornej rozmieszczone sg przydatki tj. mieszki wtosowe,
gruczoly potowe, lojowe oraz naczynia krwiono$ne, limfatyczne i zakonczenia
nerwowe (Jurzak i wsp. 2012). Jej podstawowa funkcjg jest ochrona znajdujgcych
si¢ pod nig migsni, wigzadel, kosci 1 narzagddow wewnetrznych przed fizycznymi,
chemicznymi 1 biologicznymi czynnikami zewng¢trznymi (Simdes i wsp. 2018).
Warstwa rogowa skory zapobiega dehydratacji a zwezanie 1 rozszerzanie naczyn
krwiono$nych umozliwia termoregulacje. Skéra odpowiedzialna jest takze za
syntez¢ witaminy D, hormondéw 1 melaniny (Reichrath 1 wsp. 2017). Skora ludzka
jest skolonizowana przez mikroorganizmy, nazywane mikrobiomem skory, ktory
zazwyczaj spehnia funkcje ochronng, konkurujac z patogenami 0 miejsce i pokarm
(Glinski 1 Kostro, 2015). Zaburzenia w mikrobiomie mogg przyczynia¢ si¢ do
patogenezy chorob skory np. tradziku pospolitego, tuszczycy i egzemy (Lai-
Cheong i McGrath, 2017).

Zdrowa i prawidlowo funkcjonujaca skora uczestniczy w zachowaniu homeostazy,
natomiast jej uszkodzenie powoduje utrate naturalnej ochrony (Hu

i wsp. 2019). Do przerwania ciggto$ci skory moze dochodzi¢ m.in. poprzez
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skaleczenia, otarcia, oparzenia, nacigcia chirurgiczne czy wystepujace jednostki
chorobowe (Paul i wsp. 2015). By zachowaé¢ homeostaze i zmniejszy¢ ryzyko
zakazenia, proces gojenia rany rozpoczyna si¢ bezposrednio po urazie. Opdznienie
procesu gojenia moze wigzaé si¢ z powstawaniem ci¢zkich obrzekow
i przewlektych wrzodéw (Simdes i wsp. 2018). Gojenie rany zachodzi w trzech,
nakltadajacych si¢ na siebie etapach: zapalenia, proliferacji 1 przebudowy (Ottergo
I wsp. 2018). Faza zapalna obejmuje reakcje naczyniowe, charakteryzujgce si¢
krzepnigciem krwi, dochodzi do oczyszczania rany z drobnoustrojow oraz
uwalniania cytokin, ktore inicjujag odpowiedz proliferacyjng na naprawe¢ rany (Li
1 wsp. 2007). Faza proliferacji wystepuje miedzy 4 a 21 dniem, dochodzi w niej do
angiogenezy  (tworzenie naczyn krwiono$nych), tworzenia  macierzy
pozakomorkowej (ECM) 1 epitelializacji (regeneracji uszkodzonego naskorka).
Tkanka ziarninowa rozrasta si¢ od brzegu rany, stopniowo wypelniajac ubytek,
warstwa plynu surowiczo-widknikowego 1 leukocytow zapobiega wtornym
zakazeniom. Faza przebudowy, w zaleznosci od wielkosci 1 glebokosci rany,
rozpoczyna si¢ okoto 3 tygodni do roku po urazie. Powierzchnia rany ulega
obkurczeniu i zmniejszeniu, ta faza charakteryzuje si¢ przebudowa wiokien
kolagenowych (Childs i Murthy, 2017). W efekcie rana pokryta zostaje cienka
warstwa nablonka a nastepnie naskorka. Powstajaca tkanka bliznowata jest bledsza
1 twardsza od otaczajacej skory, ze wzgledu na wigkszg ilos¢ widkiem ulegajacym
zmianom szklistym i mniejszej ilo§ci naczyn krwiono$nych (Karpinski i wsp.
2015).

Istnieje wiele czynnikow, ktore moga uposledzaé proces gojenia, naleza do nich
m.in. infekcje mikrobiologiczne. Leczenie zmian skornych (np. ran, owrzodzen
| oparzen) wymaga zastosowania opatrunkéw, ktore zapobiegng infekcjom,
wspomoga proces gojenia, zminimalizujg powstala blizng oraz zmniejszg

odczuwany przez pacjenta bol i dyskomfort (Miguel 1 wsp. 2019).
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1.3. Materialy opatrunkowe

Udokumentowana historia materiatow opatrunkowych 1 pielegnacji ran
siega czasOw prehistorycznych, kiedy to juz 2600 lat p.n.e. Egipcjanie
wykorzystywali miod, thuszcz zwierzecy 1 widkna roslinne do opatrywania ran.
Wiokna roslinne wspomagatly drenaz rany a midd 1 thuszcz zwierzecy zapobiegaty
infekcjom i przedostawaniu si¢ drobnoustrojow do jej wnetrza (Ficms, 2017).
Do pielegnacji ran wykorzystywali réwniez mineraty tj. chryzokola 1 malachit,
posiadajace  wlasciwosci  Sciggajace 1 antyseptyczne (Forrest, 1982).
Na 2200 r p.n.e. datowana jest gliniana tabliczka stanowigca prawdopodobnie
jeden z pierwszych manuskryptéw medycznych, opisujacej ,trzy gesty
uzdrawiajace - mycie ran, stosowanie plastrow i bandazowanie”. Owczesne plastry
byly mieszaninami glinki, roslin 1 zi6t, miaty za zadanie absorbowa¢ wydzieliny
i chroni¢ ran¢ przed czynnikami zewnetrznymi (Shah, 2011).

Starozytni Grecy podkreslali znaczenie czystosci rany, zalecali jej przemywanie
przegotowang wczesniej woda, octem (kwasem octowym) i winem (Forrest, 1982).
Natomiast Hipokrates wprowadzit koncept utrzymywania suchego S$rodowiska
rany, ktore miato wspomagac jej gojenie. Technika ta stosowana byta do XIX
wieku znajdujac zarowno zwolennikow jak i przeciwnikéw (Moues i wsp. 2009).
De Medicina byta pierwszym medycznym skryptem, napisanym przez Celsus’a,
gdzie opisano podstawowe objawy infekcji - zaczerwienienie, obrzek, goraczka
I bol (Broughton i wsp. 2006).

Obserwacja ran ponoszonych przez zolnierzy, rowniez przyczynita si¢ do
rozwinig¢cia metod ich leczenia. Poczatkowo, rany postrzalowe byty wyzarzane lub
zalewane gorgcym olejem. Ambroise Pare, zaobserwowal, ze lepszy skutek
przynosi aplikacja mieszaniny z zottka, oleju rézanego i terpentyny, zmniejszajac
obrzegk, goraczke 1 bol (Broughton 1 wsp. 2006). Ponadto, zauwazyt, ze larwy
rozwijajagce si¢ w ranach, zjadaja tkanke martwicza - oczyszczajac rane
i przyspieszajac jej leczenie. Niestety, mimo innowacyjnego jak na tamte czasy

podejscia, jego metody nie znalazly uznania wsrdd innych chirurgéw 1 tradycyjne
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podejécie do tego typu urazow bylo kontynuowane (Moues i wsp. 2009; Shah,
2011; Cohen, 2007).

Przetom w opatrywaniu ran nastapit dzigki wprowadzeniu technik
antyseptycznych, zacze¢to stosowaé antybiotyki aby kontrolowaé infekcje
1 zmniejszy¢ $§miertelnos¢ wsrdd chorych (Dhivya 1 wsp. 2015). Przyczynity si¢ do
tego badania mikrobiologiczne prowadzone przez Jamesa Young Simpsona
I Louisa Pasteura (Sabbatani i wsp. 2014). Joseph Lister korzystajac z ich odkry¢
wprowadzit kwas karbolowy jako $srodek do odkazania ran, zmniejszajac tym
samym ilos¢ amputacji wynikajacych z rozprzestrzeniania si¢ infekcji (Sabbatani
I wsp. 2014).

W XIX-XX wieku koncepcja opatrywania ran opierata si¢ na dwoch zasadach.
Rang nalezato przykry¢ i utrzymac ja suchg. Opatrunki na rany promujace jej
suche srodowisko, staty si¢ podstawg opieki. Materiaty opatrunkowe obejmowaty
glownie waty, naturalne i syntetyczne gazy oraz bandaze, miaty charakter pasywny
1 nie usprawnialy naturalnego procesu gojenia (Szycher i Lee, 1992).

Badania naukowe prowadzone przez Wintera w latach 60. XX wieku pokazaty, ze
wilgotne $rodowisko rany, sprzyja szybszej regeneracji rany 1 jej reepitelizacji.
Badania byty przeprowadzone wzgledem ran ostrych, jednak zalecenia dotyczace
zapewnienia wilgotnego $rodowiska rany, rozszerzono do wszystkich ich typoéw
(Vowden i Vowden, 2017). W rezultacie podejscie do projektowania opatrunkow
uleglo zmianie a idealny materiat opatrunkowy spetni¢ musi szereg stawianych mu
wymagan.

Obecnie uwaza si¢, ze materialy opatrunkowe powinny usuwaé nadmiar
wysiekow 1 zapewnia¢ wilgotne srodowisko rany, zapewnia¢ wymiang gazowa
m.in. tlenu i pary wodnej. Powinny by¢ elastyczne, tak by ich aplikacja byla
komfortowa i1 nie uszkadzata materialu opatrunkowego. Ponadto nie moga
przywiera¢ do rany a ich usuwanie nie moze jej naruszaé, by nie powodowaé
wtornego urazu, dodatkowego bolu i dyskomfortu. Materiaty opatrunkowe, jak
I produkty ich degradacji powinny by¢ biokompatybilne z tkankami. Dodatkowo
material powinien zapewnia¢ mechaniczng ochron¢ przez zabrudzeniami

I drobnoustrojami (Hu i wsp. 2019; Farokhi i wsp. 2018).

16



Materiaty opatrunkowe mozemy podzieli¢ na trzy kategorie. Pierwotne,
bezposrednio przylegajace w miejscu rany, wtorne - pokrywajace opatrunek
pierwotny. Trzecig kategorie stanowig materiaty wyspowe, zawierajace centralny
obszar chtonny otoczony samoprzylepng czescig (Fahimirad 1 Ajalloueian, 2019).

W ostatnich latach, wiele uwagi poswiecono opracowaniu nowatorskich
opatrunkéw, o zwigkszonej wydajnosci, przyspieszajacych regeneracje skory
1 promowaniu gojenia ran. Materialy opatrunkowe nowej generacji w swoim
sktadzie moga zawiera¢ réwniez skladnik aktywny np. zywe komorki, czynniki

wzrostu czy zwigzki przeciwdrobnoustrojowe (Gorczyca i Tylingo, 2011a).

1.4. Polimery stosowane w materialach opatrunkowych

Nowoczesne materiaty opatrunkowe wystepuja w réznych formach m.in.
nanowlokien, materiatow porowatych, membran czy hydrozeli (Jatoi i wsp. 2019;
Kamoun i wsp. 2017; Ghosal i wsp. 2019; Koehler i wsp. 2018). Do ich produkcji
wykorzystuje si¢ zarowno polimery naturalne jak i1 syntetyczne.

Materiaty wykonane z polimeréw syntetycznych charakteryzujg si¢ dobrymi
wlasciwos$ciami mechanicznymi, stabilno$cig termiczng oraz odpowiednim czasem
degradacji (Miguel 1 wsp. 2018). Jednak ich hydrofobowy charakter
(np. polikaprolakton, kwas poliglikolowy) oraz brak grup aminowych na
powierzchni materiatow, negatywnie wplywa na adhezje i proliferacj¢ komorek
somatycznych (Tallawi i wsp. 2015).

Z kolei polimery naturalne wykazuja biokompatybilnos¢, nietoksycznosé
1 biodegradowalnos$¢ (Sionkowska, 2011), niestety czesto ich wykorzystanie jest
kosztowne, a wlasciwosci zalezg od metody ich otrzymywania. Materiaty z nich
wykonane czesto wykazuja slabe wilasciwosci mechaniczne i1 degradujg zbyt
szybko (Tallawi i wsp. 2015).

Obiecujacy strategia jest wigc mieszanie polimerdw naturalnych i syntetycznych
w celu uzyskania materialu o nowych witasciwosciach. Podejscie takie laczy ze
sobg trwato$¢ 1 wytrzymalo$¢ polimeréw syntetycznych i biokompatybilno$¢ oraz

bioaktywno$¢ naturalnych (Miguel i wsp. 2018).
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1.4.1. Poli(alkohol winylowy)

Poli(alkohol winylowy) (PVA) jest syntetycznym, niejonowym polimerem,
rozpuszczalnym w wodzie (Lewandowska, 2012). Otrzymywany jest w wyniku
hydrolizy polimerycznego estru — poli(octanu winylu), syntezowanego w reakcji
polimeryzacji octanu winylu, uzyskiwanego z acetylenu i kwasu octowego
(acylowanie alkinu) (Teodorescu i wsp. 2019). Wiasciwosci PVA zalezg gtdéwnie
od jego masy czgsteczkowej oraz stopnia hydrolizy. Stosowany jest w przemysle
medycznym jako nietoksyczny, niekancerogenny i1 biokompatybilny material.

Przygotowywany material moze by¢ dostosowywany do pozadanego
ksztattu 1 rozmiaru, moze rdwniez wystepowa¢ w wielu formach tj. widkna, gabki
I filmy stosowane w inzynierii tkankowej skory. Wykorzystywany jest takze
w leczeniu ran cukrzycowych i jako matryca do kontrolowanego uwalniania lekow
(Joorabloo i wsp. 2019). Jest hydrofilowy i moze pochtania¢ duzg ilos¢ wody,
dlatego stosowany jest najczesciej w produkcji materialow hydrozelowych (Sikka
1 Midha, 2019). Dzi¢ki tej wlasciwosci, jako materiat opatrunkowy, jest w stanie
zapewni¢ wilgotne $rodowisko rany a takze pochiania¢ jej wysicki. Materiaty
z PVA sa przepuszczalne dla tlenu oraz przezroczyste co jest dodatkowym ich
atutem w leczeniu ran (Tavakoli i Tang, 2017). Wysieki z ran zawierajg sktadniki
odzywcze 1 zapewniaja odpowiednie warunki dla rozwoju bakterii, dlatego
materialy z PVA wzbogacane sg w $rodki przeciwbakteryjne (Jatoi i wsp. 2019).
Czesto PVA mieszany jest z innymi polimerami w celu uzyskania nowych,
lepszych wtasciwosci lub materiat poddawany jest sieciowaniu.

Ardekani 1 wsp. (2019) wykonali elektroprzgdzone maty z nanowlodkien
poli(alkoholu) winylowego, wzbogacone w olejek eteryczny z Zataria multiflora.
Materiat ten hamowat wzrost drobnoustrojéw patogennych takich jak S. aureus,
P. aeruginosa i Candida albicans. Ponadto, autorzy nie stwierdzili toksycznego
dziatania wobec mysich fibroblastow (L929) w warunkach in vitro, sugerujac
potencjalne uzycie takich materiatéw jako opatrunkéw na oparzenia. PVA moze
by¢  rowniez  wzbogacany w  nanoczastki  metali  jako = $rodki
przeciwdrobnoustrojowe. Nanoczastki tlenku cynku (nZnO) w materiatach

hydrozelowych z PVA hamowaly wzrost S. aureus, E. coli i C. albicans (Raafat
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I wsp. 2018). Khorasani i wsp. (2018) wykorzystali nZnO w potaczeniu
z chitozanem i PVA, takie hydrozele hamowaly rozwéj patogendéw. Ponadto
zaobserwowano ich pozytywny wplyw na wiasciwosci fizykochemiczne tj.
przepuszczalno$¢ pary wodnej, pgcznienie i porowatos¢. Jatoi i wsp. (2019)
przygotowali nanoczastki srebra unieruchomione na nanorurkach weglowych,
osadzonych na nanowldoknach PVA, takie rozwigzanie pozwolito na otrzymanie
materiatu o przedluzonym dzialaniu antybakteryjnym, zmniejszajac koszty
zwigzane z cze¢sta aplikacjg dodatkowo zwigkszajac komfort leczonych pacjentow.
Materiaty opatrunkowe na bazie PVA byly rowniez wzbogacane w tygecykline
(antybiotyk glicylocyklinowy) czy serycyng (pozostato$¢ po produkcji jedwabiu),
dzieki czemu material zyskat wlasciwosci antybakteryjne jak 1 przyspieszal proces
leczenia w warunkach in vivo (Chao i wsp. 2018).
Czasami nadanie wlasciwosci biobdjczych materiatom z PVA nie wystarcza, by
mogty by¢ z sukcesem wykorzystane w przemysle medycznym. Ich hydrofilowos$¢
wplywa na ich matg stabilno$¢ w wilgotnych warunkach, czgsto materialty z PVA
nie maja odpowiednich wlasciwosci mechanicznych, dlatego tez stosuje si¢ ich
sieciowanie, zarowno metodami fizycznymi jaki i chemicznymi (Kumar i wsp.
2019).
Jedng z prostych, skutecznych i przyjaznych dla srodowiska metod sieciowania
chemicznego materiatow z PVA jest uzycie kwasu cytrynowego. Nanowtokna na
bazie alginianu i PVA, sieciowane tym kwasem, byty bardziej stabilne w wodzie
1 plynie imitujacym plyn ustrojowy a takze wykazywaty lepsza termostabilnos¢
w stosunku do nanowldkien niesieciowanych (Stone i wsp. 2013). Aldehyd
glutarowy 1 alginian sodu, wykorzystywane do sieciowania PVA zwickszaty
termostabilnos$¢ elektroprzedzonych wtokien PVA. Fibroblasty 3T3 hodowane na
tych wldknach, mialy odpowiednig zywotnos$¢ a takze proliferowaly w czasie
(Yang i wsp. 2016).

W celu modyfikacji wiasciwosci polimerow, réwniez czynniki fizyczne
takie jak zmiany temperatur i promieniowanie gamma, mogg zosta¢ wykorzystane

jako crosslinkery. Syntez¢ hydrozeli przez napromienianie wodnych roztworow
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polimerow promieniowaniem gamma uznano za tatwa 1 odpowiednig metode
projektowania czystych, sterylnych, wolnych od dodatkoéw chemicznych
opatrunkow hydrozelowych - rowniez w stosunku do hydrozeli PVA. Stopien
usieciowania polimeru mozna kontrolowa¢ zmieniajagc warunki napromieniowania
(Singh i wsp. 2017).

Technika freez-thaw (zamraza¢é - rozmraza¢) to kolejna fizyczna metoda
sieciowania stosowana do modyfikacji materiatow hydrozelowych na bazie PVA.
Polega na kilkukrotnym wykonaniu cykli zamrazania i rozmrazania powodujacych
krystalizacje 1 wytworzenie struktury hydrozelu. Wlasciwosci fizyczne
otrzymanego materiatu, bedg zaleze¢ od ilosci wykonanych cykli (Kamoun i wsp.
2015). Pomimo wielu zalet PVA jak i metod jego modyfikacji, z powodu braku
sktadnikéw bioaktywnych PVA odporne jest na wchtanianie biatka i adhezje
komorek (Kim 1 wsp. 2018).

1.4.2. Poli(e-kaprolakton)

Poli(e-kaprolakton) (PCL) jest niepolarnym poliestrem alifatycznym,
otrzymywanym w wyniku polimeryzacji e-kaprolaktonu. W organizmie ulega
powolniej i stopniowej degradacji. Jest hydrolizowany do kwasu
6-hydroksykapronowego, ktory w cyklu kwasu cytrynowego jest metabolizowany,
a nastepnie wydalany z organizmu (Kruk i wsp. 2017). Dlatego, materiaty na bazie
PCL wykorzystywane sa do celow biomedycznych 1 farmaceutycznych.
Nanowtokna PCL moga nasladowa¢ dziatanie wtokien kolagenowych w macierzy
zewnatrzkomorkowej, dzigki czemu otrzymywane elektroprzedzone witdkna
o wielko$ci nanometrow moga stanowi¢ rusztowanie, ktore mozna wykorzystaé
jako tymczasow3g sztuczng macierz zewnatrzkomorkowa (Croisier i wsp. 2012).
Elektroprzedzone membrany z PCL w postaci nanowlokien posiadajg odpowiednie
wlasciwosci, ktore sprzyja¢ beda procesowi gojenia ran. Charakteryzuje je wysoka
porowato$¢, ktéra umozliwia wymian¢ gazowa, zapewnia dostep tlenu do
oddychania komorek, jak rdéwniez wchlania pojawiajacy si¢ wysiek
(Sundaramurthi i wsp. 2014). Poza tym, elektroprz¢dzone widkna PCL maja

doskonale wlasciwosci mechaniczne 1 fizyczne, a takze sg elastyczne, co sprawia,
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ze opatrunek przylega w miejscu rany, mimo ruchu czesci ciata pacjenta i sthuzy
jako bariera ochronna przed czynnikami zewne¢trznymi. Ponadto, wykorzystanie
procesu elektroprzedzenia do przygotowania materialow PCL, ufatwia
wprowadzenie lekow i innych substancji czynnych (Thanh i wsp. 2018).

Pomimo wielu zalet, elektroprzedzone rusztowania na bazie PCL majg rowniez
wady, wptywajace na proces gojenia ran. W szczego6lnosci, porowata struktura
materialu ma tendencj¢ do silnego przylegania do powierzchni rany z powodu
pochlaniania wilgoci, a puste pory zapewniajg srodowisko ulatwiajace infiltracje
i migracje komorek do membrany, powodujac uszkodzenie nowo utworzonej
tkanki, gdy opatrunek jest usuwany, op6zniajac tym samym proces gojenia tkanki
(Thanh i wsp. 2018).

W celu zapewnienia lepszych wlasciwosci materiatow PCL, stosuje si¢ ich
modyfikacje m.in. taczac kilka komponentow matrycy. Latwiejszy w usuwaniu
opatrunek otrzymano w wyniku zmieszania PCL, zelatyny i chlorku
trimetoksysililopropylu oktadecylodimetyloamoniowego (QAS; nazwa
komercyjna: DOW CORNING® 5700 antimicrobial agent). Otrzymano membrang
0 przedtuzonym uwalnianiu $rodka bakteriostatycznego dzialajacego wobec
S. aureus i P. aeruginosa i niewielkiej cytotoksycznosci (Shi i wsp. 2018).
Whbudowanie rozproszonego w matrycy PCL nanodiamentu, poprawia wtasciwosci
biologiczne matrycy, zwigkszajac proliferacje komodrek nablonka, przy
jednoczesnym ograniczeniu aktywnosci drobnoustrojow. Wiaczenie nanodiamentu
do matrycy PCL, spowodowato lepsze zarzadzanie wilgocig 1 wyzszg stabilno$¢
termiczng (Houshyar 1 wsp. 2019). Maty wykonane z PCL, chitozanu i kwasu
kawowego, powodowaty lepsza adhezja fibroblastow ludzkich a nastepnie ich
proliferacje w stosunku do materialu wykonanego wylacznie z PCL. Ponadto,
trojsktadnikowe kompozyty byly bakteriobdjcze wobec S. aureus (Oh i wsp.
2016). Membrany wykonane z nanowldkien PCL zostaly takze wzbogacane
w nanochitozan (NC), w celu uzyskania materiatu do kontrolowanego uwalniania
sktadnika aktywnego, w tym przypadku kurkuminy. Wigczenie nanochitozanu do

mat PCL zwickszalo ich hydrofilowo$¢, pochtanianie PBSu i przepuszczalnosé
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pary wodnej. Testy hemolizy i koagulacji krwi potwierdzity hemokompatybilno$¢
materiatu.  NC nadat réwniez odpowiednia aktywnos$¢ przeciwbakteryjna
I biokompatybilno$¢, dzigki czemu otrzymano material o obiecujacych
wlasciwosciach jako opatrunek (Reshmi i wsp. 2018).

Niewatpliwg zaleta PCL jest mozliwo$¢ wykorzystania go w produkcji materiatlow
opatrunkowych metoda drukowania 3D z réwnoczesnym wbudowaniem do
matrycy nanoczgstek metali o charakterze bakteriobojczym. To nowatorskie
podejscie  umozliwia drukowanie 3D  spersonalizowanych  materiatow
opatrunkowych. Dodatkowo, materialy wzbogacone w nanoczastki miedzi 1 srebra,
wykazaly dziatanie biobojcze wobec S. aureus. Wykorzystanie druku 3D
w projektowaniu materiatbw z PCL pozwala na otrzymanie opatrunku
dostosowanego indywidualnie do pacjenta pod wzgledem ksztattu, rozmiaru
1 $rodka biobojczego (Muwaffak i wsp. 2017).

1.4.3. Chitozan

Chitozan (CS) jest naturalnym liniowym polisacharydem zbudowanym
z dwoéch powtarzajacych si¢ jednostek, D-glukozaminy i N-acetyloglukozaminy,
polaczonych wigzaniami - (1 — 4) glikozydowymi. Otrzymywany jest w wyniku
deacetylacji chityny, ktéra jest drugim pod wzgledem dostepnosci, naturalnie
wystepujacym polisacharydem. Chityng mozna ekstrahowa¢ z egzoszkieletu
skorupiakow, kalmarow lub $cian grzybow (Biranje i wsp. 2019). W 1970 roku
odkryto, ze przyspiesza zasklepianie ran, dlatego chitozan i jego pochodne
stosowane sg w produkcji materiatdéw opatrunkowych od lat 80. XX wieku, Kiedy
to na rynek trafil opatrunek Beschitin® (Patrulea i wsp. 2015). Jednakze
zastosowanie chitozanu nie ogranicza si¢ wytacznie do przemyshu medycznego,
z powodzeniem stosuje si¢ go w oczyszczaniu Sciekow, filtracji powietrza czy
w przemysle spozywczym i1 kosmetycznym (Dimassi i wsp. 2018).
Wilasciwosci  chitozanu,  takie  jak  rozpuszczalno$¢,  krystalicznos$¢,
biodegradowalnos¢, lepkos¢ i biokompatybilnos¢, zwigzane sg ze stopniem
deacetylacji (DD) 1 masg czasteczkowa (MW). DD chitozanu to stosunek

D-glukozaminy do sumy D-glukozaminy i N-acetylo-D-glukozaminy. Polimer ten,
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by nazwaé go chitozanem musi mie¢ stopnien deacetylacji wyzszy niz 60%
(Croisier 1 Jérome, 2013). Chitozan spetnia szereg wymagan stawianych
polimerom, ktore wykorzystywane sa do produkcji materiatow opatrunkowych.
Chitozan stanowi¢ moze tani surowiec, ktory posiada odpowiednie wiasciwosci
mechaniczne, jest stabilny termicznie i ma zdolno$¢ do tworzenia filmu (Avcu
I wsp. 2019). Pomimo wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych, materiaty
chitozanowe wzbogacane sg w biobojcze czynniki aktywne. Filmy chitozanowe
wzbogacone w olejek z Hypericum perforatum (Dziurawiec zwyczajny)
wykazywaty lepsze dziatanie hamujace wzrost S. aureus i E. coli, nie hamujac
wzrostu fibroblastow (NIH3T3) (Giines i Tithminlioglu, 2017). Gritsch i wsp.
(2018) nie obserwowali dziatania hamujacego wzrost drobnoustrojow dla
materiatu chitozanowego, jednak wprowadzenie do matrycy czastek miedzi,
powodowato zahamowanie wzrostu, testowanych bakterii Gram dodatnich i Gram
ujemnych. Filmy chitozanowe lepiej hamowaty wzrost P. aeruginosa, S. aureus,
E. coli i C. albicans, kiedy zostaly wzbogacone sproszkowang skorkg banana
(Kamel 1 wsp. 2017). Natomiast, chitozanowe czasteczki aerozelu, nie
wykazywaly dzialania hamujacego wzrostu S. aureus, jednak wprowadzenie do
nich wankomycyny, spowodowalo zahamowanie wzrostu tego patogenu po 48h
ekspozycji (Lopez-lglesias i wsp. 2019).

Chitozan moze depolimeryzowaé, uwalniajgc N-acetylo-p-d-glukozaming, ktora
inicjuje proliferacje fibroblastow podczas procesu gojenia si¢ ran. Monomery
chitozanu pomagaja w uporzagdkowanym odktadaniu si¢ kolagenu 1 stymuluja
zwigkszony poziom naturalnej syntezy kwasu hialuronowego w miejscu rany.
Ponadto ten biopolimer zapewnia matryce do regeneracji tkanek skory i aktywuje
makrofagi w celu zatrzymania nieprawidlowej aktywnosci wzrostu tkanki. Pomaga
to w szybszym gojeniu ran o petlnej grubos$ci i zapobiega powstawaniu blizny
(Bano i wsp. 2017).

Chitozan ceniony jest w przemysle medycznym roéwniez dzigki swoim
wlasciwosciom hemostatycznym. Powoduje zatrzymanie Krwawienia, co uznaje

si¢ za pierwszy etap gojenia ran. Prawdopodobnie, zwigzane jest to z obecnoscia
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pozytywnie natadowanych grup aminowych, ktore oddzialtywaja z negatywnie
natadowanymi blonami erytrocytow (Bano 1 wsp. 2017). Amerykanska Agencja
ds. Zywnosci i Lekow (Food and Drug Administration; FDA) zatwierdzila opaski
hemostatyczne oparte na chitozanie do zastosowan militarnych po tym jak badania
prowadzone na zwierzetach, wykazaty, ze byly one rownie skuteczne jak gaza
bojowa (Khan i Mujahid, 2019). Opatrunki chitozanowe HemCom testowane
podczas udzielania pomocy przedszpitalnej 64 zotnierzom, w 97% przypadkow
zahamowaty krwawienie 1 poprawily hemostaze. Lekarze bioracy udzial w testach,
potwierdzili ich skuteczno$¢, niestety zauwazyli trudno$¢ w naktadaniu takich
opatrunkéw na konczyny dolne (Wedmore i wsp. 2006). Materialy te nie sg
elastyczne, przez co utrudnione jest ich stosowanie w miejscach trudnodostepnych

np. w pachwinach (Khan i Mujahid, 2019).

1.4.4. Celuloza bakteryjna

Celuloza jest polimerem najczg$ciej wystepujacym w przyrodzie, chociaz
glownie pochodzi z ro$lin, niektore mikroorganizmy takie jak glony, grzyby
1 bakterie réwniez moga ja syntetyzowaé (Lin 1 wsp. 2013). Celuloza bakteryjna
(CB) moze by¢ wytwarzana przez wiele gatunkéw bakterii, jednak tylko
Gluconacetobacter xylinus jest w stanie syntetyzowac przemystowe ilosci tego
polimeru (Fijatkowski i wsp. 2016). Zaréwno celuloza bakteryjna jak i roslinna
zbudowane s3 z reszt P-D- glukopiranozowych polaczonych wigzaniem
B-1-4- glikozydowym, tworzac liniowy, nierozgateziony polisacharyd. Celuloza
bakteryjna posiada rézne zalety w stosunku do celulozy roslinnej m.in. wysoka
czystos¢, dobrze zorganizowang nanowloknistg strukture sieci, wysoka porowatosé¢
z witéknami w rozmiarze nanometréw, znacznie cienszymi niz w przypadku
celulozy roslinnej (Ye i wsp. 2019).

Celuloza bakteryjna ze wzglgdu na swoje wlasciwosci wykorzystywana jest
w przemysle medycznym. Szeroko stosowana jest w chirurgii rekonstrukcyjnej
m.in. jako sztuczne chrzastki, naczynia krwiono$ne i tymczasowe implanty kostne
(Niyazbekova i wsp. 2018; Torgbo i Sukyai, 2018). Materiat z CB pozwala na

dostep tlenu do ran, leczy 1 zapobiega powstawaniu blizn, zmniejsza réwniez bdl,
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chroni skore przed roznymi infekcjami 1 nie powoduje utraty ptyndw ustrojowych.
Dlatego, moze by¢ uzywany jako sztuczna skora w leczeniu owrzodzen i poparzen
(Niyazbekova 1 wsp. 2018). Celuloza bakteryjna, uzywana jest do produkcji
materialow opatrunkowych ze wzgledu na swoja wysoka wytrzymatos$é
na rozcigganie, elastyczno$¢ i1 zdolno$¢ do zatrzymywania wody. Materiaty
celulozowe sa przepuszczalne dla gazow a takze nie wykazuja dziatania
cytotoksycznego wobec komorek somatycznych (Czaja i wsp. 2006).

Wysoka porowatos¢ tego polimeru, pozwala na wprowadzenie do matrycy,
srodkdw przeciwdrobnoustrojowych, lekéw 1 innych materialéw biofunkcyjnych
(Shah 1 wsp. 2013). Obecnos¢ chemicznie reaktywnych miejsc w jej strukturze,
zapewnia dodatkowg mozliwo$¢ wprowadzenia specyficznych nienatywnych
funkcji. Reaktywno$¢ chemiczna tancucha polimeru moze przyczyni¢ sie do
powstania nowych materialdéw opatrunkowych o ulepszonych witasciwosciach do
leczenia kazdego typu rany (Sulaeva i wsp. 2015).

Tabaii i Emtiazi (2018) otrzymali transparentny material na bazie celulozy
bakteryjnej z nanoczastkami srebra, powstalymi w wyniku redukcji azotanu srebra
w obecnosci tripolifosforanu sodu. Powstaty materiat redukowat liczebnosé¢ E. coli
I S. aureus o 100% i 99%, odpowiednio. Kontrolowane uwalnianie jonéw srebra z
matrycy CB, nie byto cytotoksyczne wobec komorek jednojadrzastych krwi
obwodowej. Hydrozele z CB wzbogacone w tymol, hamowatly wzrost patogenow
I wspomagaty szybsze zasklepianie ran po oparzeniach trzeciego stopnia (Jiji
1 wsp. 2019). Innymi zwigzkami przeciwdrobnoustrojowymi wprowadzanymi
w matryce CB sa antybiotyki np. kwas fusydowy (Liyaskina i wsp. 2017),
tetracyklina (Shao i wsp. 2016) i amoksycylina (Ye i wsp. 2018). Celuloza
bakteryjna byta rowniez wzbogacona w sol srebrowa sulfadiazyny, ktora czesto
aplikowana jest w postaci masci na oparzenia. Taki kompozyt, wykazywat
dziatanie biobojcze, przy zachowaniu biokompatybilno$ci. Zastosowanie matrycy
CB jako no$nika zwigzku aktywnego, niwelowato cytotoksyczny wpltyw na
fibroblasty i keratynocyty, dzigki jego kontrowanemu uwalnianiu (Shao i wsp.

2019). Nie tylko s$rodki przeciwdrobnoustrojowe stosowane sg jako S$rodek
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aktywny w tych matrycach. Czgsto spotykane sg leki przeciwbolowe tj. ibuprofen,
lidokaina (Trovatti 1 wsp. 2012) i diklofenak (Silva i wsp. 2014), ale takze
wspomagajace gojenie ran krdlicze mezenchymalne komorki macierzyste szpiku
kostnego (Silva 1 wsp. 2018) czy wspomagajace produkcje kolagenu — argining
(Qiao 1 wsp. 2018) 1 serycyne jedwabiu (Napavichayanun i wsp. 2015).

Poczatkowo otrzymywanie celulozy bakteryjnej wigzato si¢ z duzym naktadem
finansowym, ze wzgledu na wysoki koszt substratéw. Substrat do produkcji CB
obeymuje kilka rodzajow zrodel wegla, takich jak glukoza, sacharoza, fruktoza,
glicerol, mannitol 1 arabitol. Tradycyjna pozywka Hestrin-Schramm byla
powszechnie stosowana do produkcji CB, jest droga i wymaga dodatkowych
substratow np. dodatkowych zrodel wegla. Dlatego czesto rozwazane sg niedrogie
surowce zawierajgce wysokie stezenia cukrow redukujacych jako obiecujace
substraty do produkcji CB (Abdelraof i wsp. 2019). Ostatnim trendem jest
wykorzystanie do jej produkcji produktow ubocznych z réoznych gatezi przemystu.
Dzi¢ki czemu, zmniejsza si¢ koszt uzyskania CB a takze zaproponowane metody

wpisuja si¢ w zasady zielonej chemii (Revin i wsp. 2018).
1.4.5. Kolagen

Kolagen jest biatkiem naturalnie wyst¢pujacym w organizmach zywych.
Polimer ten stanowi 25-35% masy wszystkich biatek ssakow (Bazrafshan i Stylios,
2019). W organizmie peni funkcje¢ strukturalng, zapewnia stabilno$¢ mechaniczna,
wytrzymato$¢ 1 elastyczno$¢ tkankom migkkim, laczac je ze szkieletem
(Sionkowska, 2011). Rowniez tkanki twarde tj. zeby i1 kosci skladajg si¢
z kolagenu wraz z czgsciami mineralnymi, gtdéwnie hydroksyapatytem. Dotychczas
znanych jest 29 typow genetycznych kolagenu, réznigcych si¢ sekwencja
aminokwasowg, masg czasteczkowy, strukturg przestrzenng, lokalizacjom
tkankowym 1 stopniem skomplikowania budowy. Do gtéwnych typow kolagenu
nalezg: typ I wystepujacy w kosciach, skorze i1 Sciegnach, typ Il obecny
w chrzagstce oraz typ Il w skoérze i naczyniach krwiono$nych. Najliczniej

wystepujacym jest typ | kolagenu (Lewandowska i Sionkowska, 2019).
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1.4.5.1. Budowa kolagenu

Kazdy o tancuch zbudowany jest z okoto 1000 aminokwasow, trzy
lewoskretne tancuchy polipeptydowe, splecione wokot wspdlnej osi tworza
superhelise. Wystepowanie struktury trojhelikalnej jest cechg wspolng wszystkich
typow kolagenu (Banas 1 Pietrucha, 2009). Ta unikalna struktura, zwigzana jest
z jego budowa aminokwasowg. Najczesciej wystepujaca sekwencja
aminokwasow3 jest ta, gdzie co trzecim aminokwasem jest glicyna, a pozostatymi
- prolina i hydroksyprolina (Ryc. 1) (Kisling i wsp. 2019). Dojrzaly kolagen jest
wysoce usieciowany, co czyni go nie rozpuszczalnym w wodzie. Rozpuszczalny
w wodzie 1 kwasach kolagen, pochodzi z tkanek mtodych osobnikow. Procesy
starzenia prowadza do sieciowania kolagenu, wplywajac na jego wiasciwosci

mechaniczne (Sionkowska, 2006).

tancuch aminokwasowy

o-helisa

kolagen trzeciorzedowy

wiokno kolagenowe
fibryla

Rycina 1. Hierarchiczna struktura kolagenu (Lin i wsp. 2019, zmodyfikowany)

1.4.5.2. Wykorzystanie kolagenu

Do tej pory gtéwnymi zrodtami z ktorych kolagen do celow przemystowych
byl pozyskiwany, byly tkanki ssacze tj. skory bydlece 1 $winskie (Arumugam

i wsp. 2018). Niestety, ze wzgledu na ryzyko przeniesienia chordb odzwierzgcych
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na ludzi (pryszczyca czy gabczasta encefalopatia bydta) a takze wzgledy religijne
zwigzane z wykorzystaniem kolagenu wolowego i wieprzowego, ogranicza si¢
jego stosowanie kliniczne. Alternatywnymi zrédlami staja si¢ organizmy wodne.
Kolagen typu I zostat otrzymany ze skor 1 tusek rybich wielu gatunkéw, zaréwno
stodko jak i stonowodnych (Sionkowska i wsp. 2015; Bhagwat i Dandge 2016).
Kolagen wykorzystywany jest migdzy innymi w przemysle kosmetycznym,
farmaceutycznym 1 medycznym (Liu 1 wsp. 2019). Dzieje si¢ tak, ze wzgledu na
jago wiasciwosci - biokompatybilno$¢, nietoksycznos¢ 1 biodegradowalnosé.
W szczegolnosci kolagen stosuje sie do regeneracji skory, tkanki tacznej i tkanki
nerwowej (Muthukumar 1 wsp. 2014). Ponadto materialy opatrunkowe oparte na
kolagenie absorbuja duze ilo$ci pltyndow ustrojowych i utrzymuja wilgotny
mikroklimat rany (Rethinam i wsp. 2018). Opatrunki na bazie kolagenu wykazaty,
ze sprzyjaja wzrostowi produkcji fibroblastow 1 stymulujg szybsze gojenie ran
(Moura 1 in. 2014). Kolagen typu I jest najczgstszym typem genetycznym
stosowanym jako sztuczna skora (Song i wsp. 2017). Ponadto materiaty
kolagenowe charakteryzuja si¢ zdolnoscia do uwalniania zawartych w nich lekow,
dlatego sa szeroko stosowane jako ich no$niki (Ramanathan 1 wsp. 2018).
Dodatkowo metaloproteinazy (enzymy proteolityczne) obecne w wysiekach z ran,
zdolne s3 do degradacji wiokna kolagenowego. Dzigki czemu mozliwe jest
wykorzystanie materiatu kolagenowego jako alternatywnego zrodta tego biatka, w
celu wspomagania procesu gojenia - podczas angiogenezy i procesu przebudowy
tkanki (Oryan i wsp. 2018; Lipka i Boratynski, 2008).

Wilasciwosci kolagenu moga by¢ modyfikowane, podobnie jak pozostatych
polimeréw. Jedng z najczegsSciej wybieranych metod jest przygotowywanie
materiatéw  kilkusktadnikowych. Jednymi =z czg$ciej wykorzystywanych
polimeréw sa: chitozan, kwas hialuronowy (Michalska-Sionkowska i wsp. 2018),
fibroina jedwabiu (Ramadass 1 wsp. 2019), elastyna (Skopinska-Wisniewska 1 wsp.
2016) 1 keratyna (Arslan i wsp. 2017). Czesto materialy kolagenowe
modyfikowane sg dodatkami nieorganicznymi m.in. hydroksyapatytem

(Koztowska 1 wsp. 2019a) i fosforanem wapnia (Kaczmarek i wsp. 2018a), ktoére
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potencjalnie moga znalez¢ zastosowanie jako tymczasowe rusztowania
w regeneracji tkanki kostnej.

Materialy kolagenowe moga by¢ przygotowywane w réznych formach, materiat
moze by¢ sieciowany a takze wzbogacany w zwigzki aktywne. Jednym z takich
materiatow byly mikrosfery kolagenowo-zelatynowe sieciowane chemiczne
mieszaning EDC (etylo-3(3-dimetyloaminopropylo) karbodiimid) i NHS
(N-hydroksysukcynimid) lub stosujac sieciowanie fizyczne wysoka temperatura
(110°C, 24h). Do mikrosfer wprowadzano ekstrakt z kwiatow Calendula
officinalis (nagietek lekarski). W rezultacie otrzymano obiecujacy system
dostarczania zwigzkow biologicznie czynnych o profilu przedtuzonego dzialania,
ktéry znalazitby zastosowanie w przemys$le kosmetycznym, farmaceutycznym
i medycznym (Koztowska i wsp. 2019D).

Kolagen wykorzystywany jest rowniez do produkcji ggbczastych materialow
wzbogaconych w leki np. cyprofloksacyne i1 gentamycyne. Leki te wraz
z kolagenem i chitozanem tacza si¢ wigzaniem kowalencyjnym - tworzac wigzanie
amidowe. Dzigki temu, ich dziatanie antybakteryjne zostalo wydtuzone. Ponadto
takie materialy promowaty proliferacjc komoérek fibroblastow in vitro
i przyspieszaly proces gojenia ran zakazonych E. coli i S. aureus w badaniach
in vivo. Wplywaly pozytywnie na reepitelizacj¢, odkladanie kolagenu
1 whasciwosci angiogenezy (Hu 1 wsp. 2019).

Natomiast usieciowane przy pomocy oligomerycznych proantocyjanidyn (OPC)
membrany kolagenowe, charakteryzowaly si¢ lepsza stabilno$cig termiczng niz te
nieusieciowane. Dodatkowo byly bardziej odporne na dziatanie kolagenazy -
stabilnos¢ wynosita 50 dni. Ponadto OPC promowaly wzrost komoérek 1.929.
W badaniach in vivo test podskorny wykazat, ze membrana ulegta degradacji po
okoto 30 dniach, a odpowiedz zapalna zmniejszyta si¢ w czasie implantacji (Li

I wsp. 2019).
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1.5. Zwiazki przeciwdrobnoustrojowe stosowane w materialach
opatrunkowych

Powstanie rany skutkuje utrata podstawowej funkcji skory, jakg jest

ochrona organizmu przed czynnikami zewne¢trznymi, w tym inwazjg
drobnoustrojow. Zraniona czg¢$¢ ciata produkcje duze ilosci wydzieliny, ktora wraz
z temperaturg ciata i skladnikami odzywczymi stanowi idealne miejsce dla
rozwoju bakterii. Kiedy system odpornosciowy nie jest w stanie usungé
patogenow, pojawia si¢ infekcja (Qin, 2019).
Dlatego zaprojektowanie i otrzymanie materialu opatrunkowego, zapobiegajacego
infekcji, cieszy si¢ wsrod naukowcow i lekarzy duzym zainteresowaniem.
Zastosowanie czynnika przeciwdrobnoustrojowego w materiale pozwala na
precyzyjne jego dostarczenie w miejscu zakazenia, co wydaje si¢ by¢ kluczowym
aspektem w ksztaltowaniu mechanizmow opornosci drobnoustrojow, dlugotrwale
narazonych na dziatanie czynnika antydrobnoustrojowego (Gorczyca 1 Tylingo,
2011b).

W latach 40 ubieglego wieku Alexander Fleming wraz z Howardem
Floreyem i Ernestem Chainem, pozyskali i uruchomili produkcje penicyliny.
Kolejne trzy dekady, uznawane sg za zlotg er¢ antybiotykow, podczas ktérych
odkryto wiele naturalnych, jak i opracowano syntetyczne. Efektem tego byt spadek
liczby zachorowan i $mierci wywotanych przez zakazenia bakteryjne (Grupta
I Birdi, 2017). Jednakze, z kazda mijajgca dekada, ilos¢ drobnoustrojow opornych
na ich dziatanie wzrasta. Szacuje si¢, ze ponad 70% bakterii wywolujacych
infekcje oporna jest na przynajmniej jeden z antybiotykéw stosowanych
w szpitalach. Niektore z nich podatne sg tylko na terapie eksperymentalne lub
potencjalnie toksyczne (Ranghar i wsp. 2013). Szczegélnie alarmujace jest
pojawienie si¢ lekoopornosci enterokokéw na wankomycyne i Staphylococcus
aureus (MRSA) na metycyling, ktére czgsto odpowiedzialne sg za zakazenia ran
(Cittterio i wsp. 2017).

Wozrastajaca liczba szczepoéw lekoopornych rodzi konieczno$¢ poszukiwania

nowych, alternatywnych zwigzkoéw przeciwdrobnoustrojowych. W ostatnich latach
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szczegOlnym zainteresowaniem cieszg si¢ nanoczastki, miod, olejki 1 ekstrakty

roslinne oraz zwigzki fenolowe.

1.5.1. Nanoczastki

Nanotechnologia to interdyscyplinarna dziedzina naukowa, ktora przykuta
uwage $wiata nauki 1 przemystu. Spowodowane jest to mozliwoscig syntezy
nanomaterialdw na bazie metalu, ktoérych zakres potencjalnych zastosowan jest
bardzo szeroki. Nanomaterialty wykorzystywane sg mig¢dzy innymi w naukach
medycznych, w przemysle spozywczym, kosmetycznym 1 wielu innych (Ge 1 wsp.
2014; Kumar i1 wsp. 2018). Nanomateriatly i nanoczastki to struktury o wielkos$ci
1-100 nm, dzigki czemu charakteryzuja si¢ korzystnym stosunkiem powierzchni
do objetosci, zwigkszajac powierzchni¢ aktywng (Rajendran 1 wsp. 2018).
Najpopularniejszymi, stosowanymi w materiatach opatrunkowych nanoczastkami

sg nanoczastki srebra (AgNPs), cynku 1 dwutlenku tytanu.

1.5.1.1. Nanoczastki srebra (AgNPs)

Srebro stosowane jest w celu uzyskania wlasciwosci antybakteryjnych
materialbw medycznych takich jak opatrunki, cewniki czy stabilizatory
zewnetrzne. Srebro, moze by¢ stosowane w postaci soli srebra np. azotanu srebra
i sulfadiazyny lub w postaci nanoczgstek. W poréwnaniu do soli srebra, AgNPs
charakteryzuja si¢ przedtuzonym uwalnianiem jondéw srebra, niwelujac
konieczno$¢ czestych zmian opatrunkow, zwiekszajac komfort pacjenta
a zmniejszajac bol oraz redukujac koszty leczenia (Shao 1 wsp. 2019). Nanoczastki
srebra otrzymuje si¢ metodami fizycznymi i chemicznymi, czgsto toksycznymi dla
srodowiska o niskiej efektywnosci. Coraz czeSciej do syntezy AgNPs
wykorzystywane sa mikroorganizmy lub substancje pochodzenia roslinnego,
dzigki czemu uzyskanie AgNPs jest bezpieczniejsze dla srodowiska (Siemieniec
2013; Golinska i wsp. 2015). Nanoczastki srebra dzialaja bakteriobdjczo na
szerokie spektrum bakterii Gram dodatnich 1 Gram ujemnych w tym
antybiotykoopornych (Ge 1 wsp. 2014). Istniejg cztery mechanizmy dzialania

srebra na komorki bakteryjne. Srebro moze powodowaé permeablilizacj¢ btony
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komorkowej, wigza¢ si¢ z DNA hamujac podziat komérkowy, wytwarza¢ wolne
rodniki 1 reaktywne formy tlenu oraz hamowac aktywno$¢ enzymatyczng
w tancuchu oddechowym (Namviriyachote 1 wsp. 2019). Ponadto AgNPs blokuja
quorum sensing, redukujac powstawanie biofilmu oraz usuwajg egzotoksyny
(Rajendran 1 wsp. 2018). Roznorodno$¢ materialdow  opatrunkowych
z nanoczgstkami srebra jest bardzo duza. W potaczeniu z polimerami uzyskuje si¢
hydrozele, bandaze, materialy porowate i membrany (Masood i wsp. 2019;
Mehrabani i wsp. 2018; Natarajan i Kiran, 2019; Shao i wsp. 2019). Materiaty
hydrozelowe na bazie chitozanu i glikolu polietylenowego uwalniaty AgNPs
powoli, przez 7 dni. Dodatkowo AgNPs wprowadzone do matrycy wykazywaty
lepsze dziatanie bakteriobojcze wobec E. coli, P. aeruginosa, Bacillus subtilis
I S. aureus w poréwnaniu do samych nanoczastek (Masood i wsp. 2019). Pomimo
duzego zainteresowania uzyciem AgNPs do celow medycznych, cze$s¢ wynikdw
badan pokazuje ich toksyczno§¢ wobec komoérek somatycznych. Poon i Burd
(2004) zaobserwowali toksyczny wplyw srebra uwolnionego z komercyjnie
dostepnego materialu opatrunkowego na fibroblasty 1 keratynocyty. Hsin 1 wsp.
(2008) odkryli prawdopodobny mechanizm dziatania cytotoksycznego na
fibroblasty, polegajacy na powstawaniu reaktywnych form tlenu oraz uwalnianiu

cytochromu ¢ do cytozolu prowadzac ostatecznie do apoptozy komorek.

1.5.1.2. Nanoczgstki tlenku cynku (nZnO)

Wykorzystanie nanoczastek tlenku cynku w materiatach opatrunkowych
jest popularnym rozwigzaniem ze wzgledu na wlasciwosci antybakteryjne.
Ponadto ich otrzymanie nie jest kosztowne a nZnO sg biozgodne i nietoksyczne
(Joorabloo 1 wsp. 2019). Uwolnione jony cynku pozytywnie wplywaja na proces
zasklepiania rany, wspierajac proliferacje keratynocytow 1 powstawanie nowych
naczyn krwiono$nych (Khorasani i wsp. 2018; Augustine i wsp. 2014). Wyniki
innych badan pokazuja, pozytywny wplyw na namnazanie fibroblastow (Ahmed
i wsp. 2018). Cynk jest waznym pierwiastkiem obecnym w wielu enzymach
np. polimerazie DNA i RNA, wptywa na synteze biatek, hormonéw i czerwonych

krwinek a takze odpowiedzialny jest za prawidlowe funkcjonowanie skoéry 1 blon
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Sluzowych (Augustine i wsp. 2014). Uczestniczy w wytwarzaniu prostaglandyn,
ktore wptywajg na funkcje wydzielnicze skory. Pierwiastek ten, bierze udziat
w przetwarzaniu kwasow thuszczowych 1 metabolizmie kolagenu, przyspieszajac
gojenie si¢ ran (Szczes$niak 1 wsp. 2014). Dodatkowa zaleta nanoczastek tlenku
cynku jest zakwalifikowanie ich przez Amerykanska Agencje ds. Zywnosci
1 Lekéw (FDA) jako bezpieczne (21CFR182.8991) w kontakcie z cztowiekiem
(Khorasani 1 wsp. 2018). Nanoczastki tlenku cynku dzialajg biobdjczo na bakterie
Gram dodatnie, Gram ujemne a takze na grzyby (Augustine 1 wsp. 2014).
Mechanizm ich dzialania bakteriobdjczego polega na zaburzaniu potencjalu
btonowego komorek bakteryjnych 1 rozerwaniu bton komorkowych (Liu 1 wsp.
2009). nZnO wprowadzone do materialbw z gumy z nasion bazylii,
karbometylocelulozy 1 karragenianu, wykazywaly silniejsze  dziatanie
bakteriobojcze wobec bakterii Gram dodatnich. Prawdopodobnie, wynikato to
z roznicy w budowie blony komodrkowej bakterii Gram dodatnich i Gram
ujemnych (Tantiwatcharothai i Prachayawarakorn, 2019; Kanmani i Rhim, 2014).
Ze wzgledu na réznice w budowie $cian komorkowych, bakterie Gram dodatnie sg
bardziej wrazliwe na dzialanie bakteriobdjcze nZnO. Nanoczastki cynku wplywaty
roOwniez pozytywnie na stabilno$¢ termiczng 1 wlasciwosci mechaniczne
materiatdw hydrozelowych z gumy z nasion bazylii, nie wykazujac przy tym
cytotoksyczno$ci  wzglegdem  ludzkich  keratynocytow  (Tantiwatcharothai
I Prachayawarakorn, 2019). Niestety, Elen i wsp. (2012) zauwazyli,
ze w zalezno$ci od morfologii nanostruktur, tlenek cynku wprowadzony do
matrycy polimerowej, hamuje jej przepuszczalno$¢ dla tlenu, ktorego dostep

podczas gojenia ran jest jednym z kluczowych elementow.

1.5.1.3. Nanoczastki dwutlenku tytanu (TiO,NP)

Dwutlenek tytanu (TiO,) stanowi jeden 2z najczeSciej stosowanych
nanomaterialow, ze wzgledu na swoje wtasciwosci tj. kolor, wysoki wspdtczynnik
zatamania $wiatla i odporno§¢ na przebarwienia, stosowany jest gtéwnie jako

pigment. Prawie 70% wszystkich produkowanych nanoczasteczek TiO; stosuje si¢

33


https://www-1sciencedirect-1com-101096blg093c.han3.uci.umk.pl/science/article/pii/S0141813019322573#!
https://www-1sciencedirect-1com-101096blg093c.han3.uci.umk.pl/science/article/pii/S0141813019322573#!
https://www-1sciencedirect-1com-101096blg093c.han3.uci.umk.pl/science/article/pii/S0141813019322573#!
https://www-1sciencedirect-1com-101096blg093c.han3.uci.umk.pl/science/article/pii/S0141813019322573#!

jako pigmenty w farbach, szkliwach, emaliach, tworzywach sztucznych, papierze,
wildknach, zywnosci, farmaceutykach i kosmetykach. Ponadto TiO, moze by¢
rowniez stosowany jako Srodek przeciwbakteryjny, nieorganiczny filtr UV oraz
katalizator do oczyszczania powietrza 1 wody oraz w przemysle medycznym
(Tomankova i wsp. 2015). TiO, charakteryzuje si¢ dobrg biokompatybilnoscia,
przyspiesza proces zrastania kosci 1 tkanek miekkich. Ze wzgledu na wlasciwosci
osteokonduktywne, TiO,NP wykorzystywany jest w medycynie regeneracyjnej, do
syntezy rusztowan stosowanych w naprawie tkanek (Zhang i wsp. 2018). Ponadto
syntetyczne nanomateriaty TiO, posiadaja wysoka porowato$¢, pozwalajac na
migracj¢ komorek, tworzenie naczyn krwionosnych, transport skladnikow
odzywczych 1 usuwane metabolitow (Sengottuvelan i wsp. 2017). Naswietlany
Swiattem bliskim UV 1 UVA ten polprzewodnik wykazuje zdolno$¢ utleniania
fotokatalitycznego,  dzigki czemu  moze  niszczyé  zanieczyszczenia
mikrobiologiczne. Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa TiO, przypisywana jest
produkcji reaktywnych form tlenu w tym nadtlenku wodoru 1 rodnikow
hydroksylowych (Siripatrawan i Kaewklin, 2018). TiO,NP w potaczeniu
z metalami (Ag, Ni, Pt, Au, Ag, Cu, Rh, Pd), tlenkami (ZnO, WO3;, SiO,, CrOs)
1 niemetalami (C, N, S, P) zwigksza absorpcje $wiatta widzialnego 1 zwigksza
swojg aktywno$¢ fotokatalityczng pod wplywem promieniowania UV (Ghosal
I wsp. 2019).

1.5.2. Miod

Od tysiacleci terapeutyczne dzialanie miodu doceniane jest 1 stosowane
w medycynie. Obecnie popularnym kierunkiem badan stato si¢ wykorzystanie tego
naturalnego surowca w leczeniu choréb np. przewodu pokarmowego (Nasuti
1 wsp. 2006) 1 jamy ustnej (Ramsay 1 wsp. 2019), owrzodzen (Mayer 1 wsp. 2014)
i ran przewlektych (El-Malek 1 wsp. 2017). Miod sktada si¢ gltownie
z weglowodanow (75-79%) i wody (20%), poza tym z bialek i enzymow takich jak
amylaza, oksydaza, katalaza, fosforylaza kwasowa (Vandamme i wsp. 2013).
Dodatkowo, midd zawiera aminokwasy, witaminy z grupy B, witamin¢ C, kwas

foliowy, mineraty, zelazo, cynk i przeciwutleniacze (Meo i1 wsp. 2017).
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Kompozycja chemiczna miodéw roézni si¢ w zaleznosci od gatunku roslin
i pszcz6t a takze czynnikow sezonowych i srodowiskowych (Leyva-Jimenez i wsp.
2019). Dlatego rézne rodzaje miodu majg inng warto$¢ leczniczg (Oryan
I wsp. 2016). Ponadto dziatanie przeciwdrobnoustrojowe miodu, zmieniaé si¢
bedzie wraz z warunkami jego przechowywania (Osés 1 wsp. 2016). Aktywnos¢
przeciwdrobnoustrojowa miodu przypisywana jest jego wysokiej osmolarnosci,
pH, produkcji nadtlenku wodoru, obecnym flawonoidom, zwigzkom fenolowym
a takze zawartosci innych sktadnikéw fitochemicznych takich jak metyloglioksal,
leptozyna 1 melanoidyny (Fyfe i wsp. 2017; Osés 1 wsp. 2016). Midd jest
nietoksyczny 1 moze stymulowac proces gojenia ran poprzez wspomaganie
autolitycznego oczyszczenia rany. Wykazuje on rowniez dziatanie przeciwzapalne,
aktywno$¢ przeciwutleniajacg, zmniejsza obrzek 1 zapach rany. Opatrunek
zawierajacy w swoim skladzie midod moze stymulowa¢ wzrost komorek do
naprawy tkanek (Simoén, 2016). Tavakoli i Tang (2017) przygotowali opatrunek
miod/PVA, w ktorym midd nie tylko posiadal wilasciwosci antybakteryjne, ale
takze wptywal pozytywnie na zywotno$¢ i proliferacje komorek. Szeroko
wykorzystywany w medycynie 1 przemys$le kosmetycznym jest midéd Manuka,
znany jako Leptospermum scoparium z Nowej Zelandii i Australii. Miéd Manuka
jest rodzajem miodu medycznego o specyficznym parametrze Unique Manuka
Factor (UMF) (Sasikala 1 wsp. 2018). UMF jest miarg sily dzialania
przeciwbakteryjnego miodu przeciwko S. aureus i obliczany jest na podstawie
stezenia roztworu fenolu, ktory daje podobng strefe zahamowania wzrostu w tescie
dyfuzji promieniowej w poréwnaniu do testowanego miodu (McLoone i wsp.
2016). Midd klasy medycznej moze by¢ stosowany po nacigciach chirurgicznych
w miejscu wszczepienia implantu. Przyspiesza on gojenie owrzodzen skory gtowy
w miejscu umieszczenia implantow §limakowych u pacjentow pediatrycznych
(Costeloe i wsp. 2018). Fyfe i wsp. (2017) wykazali, ze rowniez inne lokalne
rodzaje  miodu  (Szkocja) moga mie¢ taka samg  aktywno$¢
przeciwdrobnoustrojowa jak miéd Manuka wzgledem izolatow bakteryjnych

opornych na antybiotyki. Bioragc pod uwage globalny problem opornosci bakterii
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na antybiotyki, stosowanie miodu jako S$rodka antybakteryjnego moze by¢
obiecujgce. Gethin i Cowman (2008) wykorzystali midéd Manuka w leczeniu
zylnych owrzodzen podudzi. Miéd Manuka wyeliminowat S. aureus MRSA z 70%
zakazonych ran. Dla porownania, hydrozel (kontrola) wyeliminowat S. aureus
MRSA tylko z 16% zakazonych ran. Niestety nie wszystkie doniesienia
literaturowe sg tak optymistyczne. W tym samym badaniu, hydrozele okazaly si¢
bardziej skuteczne wobec eliminowania zakazen wywotanych P. aeruginosa
(Gethin i Cowman, 2008). Jull i wsp. (2008) przeprowadzili badanie kliniczne na
pacjentach z owrzodzeniami zylnymi, stwierdzili, Ze nie zaobserwowano
znaczacych réznic w leczeniu ran w stosunku do standardowych procedur.
Dodatkowo, leczenie miodem byto drozsze 1 wigzato si¢ z wystgpieniem wigkszej
ilodci skutkow ubocznych. Carnwath i wsp. (2013) w swoim projekcie wykazali,
ze wiele gatunkéw miodu byto bardziej skutecznych wobec badanych patogendéw
w poréwnaniu do miodu Manuka. Jednakze wiele z komercyjnie dostepnych
miodow byta zakazona potencjalnie patogennymi drobnoustrojami, dlatego

autorzy zalecajg ostrozno$¢ w stosowaniu miodow z klas niemedycznych.

1.5.3. Olejki eteryczne

Olejki eteryczne (EO) stanowig najwickszg grupe metabolitow wtornych
wytwarzanych przez ro§liny. W swoim skladzie zawierajg lotne zwigzki o niskiej
masie czgsteczkowe] 1 charakterystycznym zapachu. Gloéwnymi skladnikami
chemicznymi odpowiedzialnymi za ich zapach sa przede wszystkim terpeny,
monoterpeny i linalol (Edwards-Jones i wsp. 2004). Olejki eteryczne pozyskiwane
sa z roznych czgsci roslin (kwiatdw, lisci, pedow, pakow itd.). Gtownymi
metodami  pozyskiwania s3 ekstrakcja para wodna, rozpuszczalnikami
organicznymi 1 wytlaczanie (Pérez-Recalde 1 wsp. 2018). Ze wzgledu na ich
hydrofobowy charakter, sa rozpuszczalne w rozpuszczalnikach organicznych i nie
mieszajag si¢ z woda (El Asbahani 1 wsp. 2015). EO szczeg6lnym
zainteresowaniem ciesza si¢ W przemysle spozywczym, gdzie wykorzystywane sg

jako konserwanty i dodatki do materialow opakowaniowych (Burt, 2004).
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Ponadto dzigki swoim wtasciwosciom biobdjczym, staly si¢ cenionym surowcem
w przemysle farmaceutycznym 1 medycznym (EI Asbahani 1 wsp. 2015). Niektore
materialy opatrunkowe z wbudowanymi ekstraktami roslinnymi, posiadaty takie
same wilasciwosci bakteriobojcze co nanoczastki srebra, ale koszt ich otrzymania
byl duzo nizszy (Tan 1 wsp. 2013). Dziatanie biobojcze olejkéw, zalezy od ich
sktadu chemicznego, ktory podlega zmianom pod wptywem réznych czynnikdw.
Procentowa zawarto$¢ poszczegdlnych skladnikow uwarunkowana jest m.in.
od odmiany rosliny, stadium wegetacji, pochodzenia geograficznego surowca,
czynnikéw genetycznych a nawet warunkow przechowywania i metody ekstrakcji
(Nanasombat 1 wsp. 2011). Niemniej jednak, niewatpliwg =zaleta olejkow
eterycznych jest mata podatno$¢ mikroorganizméw na wytworzenie opornosci
wobec nich, ze wzgledu na ztozono$¢ ich sktadu (Veras i wsp. 2012). Dodatkowo,
wiele z nich, zostato uznane przez Amerykanska Agencje ds. Zywnosci i Lekow
(FDA) jako bezpieczne, nie zagrazajace zyciu cztlowieka (Cadena i wsp. 2018).
Olegjki eteryczne maja charakter lipofilowy, a =zatem s3 tatwo
przepuszczalne przez S$ciang 1 blong komorkows. Interakcje EOs
z polisacharydami, kwasami tluszczowymi 1 fosfolipidami sprawiajg, ze blony
bakteryjne sg bardziej przepuszczalne a utrata jonow i zawartosci komorek
prowadzi do ich S$mierci. Innymi znanymi mechanizmami dziatania
bakteriobojczego olejkéw eterycznych jest zakldcenie aktywnosci pompy
protonowej, denaturacja bialek cytoplazmatycznych i1 inaktywacja enzymoéw
komorkowych (Raut 1 Karuppayil, 2014). Niektore z olejkow eterycznych dzialaja
skutecznie wobec izolatow szpitalnych S. aureus MRSA (Warnke i wsp. 2009).
Niektére z olejkow eterycznych aktywnie wspomagaja gojenie ran. Ostatnie
badania EO na ludzkich fibroblastach wykazaty, Zze wptywaja one na biatka, geny
1 szlaki zwigzane z procesem zapalnym i przebudowy tkanki (Han i Parker, 2017a;
Han i Parker, 2017b). Olejek z Parrotiopsis jacquemontiana w warunkach in vivo
przyspieszal reepitelizacj¢ a po zagojeniu rany, blizna byla ciensza i mniej
zaczerwieniona (Ali i wsp. 2019). Podobnie dziatat olejek z Mentha piperita, ktory

ponadto zmniejszal obrzgk rany, zwiekszajac neowaskularyzacje, infiltracje
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fibroblastow i syntez¢ kolagenu (Ghodrati i wsp. 2019). Dias i wsp. (2013)
otrzymali biokompatybilny material z N-karboksybutylo chitozanu i ekstraktu
z Libidibia ferrea, jednakze nie zaobserwowali przylegania komorek do materiatu.
Autorzy sugeruja, ze moze stanowi¢ to dodatkowa zalete. Nowe komorki nie
przylegaja do materiatu, ktory podczas zmiany opatrunku, nie narusza
nowopowstatej tkanki. Abu-Al-Basal (2010) zaobserwowata poprawe w procesie
gojenia rany po zastosowaniu olejku eterycznego z rozmarynu. Badana probka
ro§linna zostala zebrana z kilku miejsc zréznicowanych jakoscig gleby,
stosowanych nawozoéw i nawodnienia, ktore wpltywaé moga na jej biologiczne
wlasciwosci. W przysztosci nalezaloby przeprowadzi¢ dalsze badania w celu
potwierdzenia i oceny zakresu potencjalu gojenia ran przez olejki eteryczne
z roznych chemotypdw, zebranych w réoznych miejscach, w kilku odstgpach czasu
(Abu-Al-Basal, 2010).

Dlatego cze¢$¢ naukowcow decyduje si¢ na uzycie pojedynczych lub zmieszanych
w kontrolowanych warunkach, zwigzkéw naturalnie wystepujacych w olejkach
eterycznych. Dzigki czemu, mozliwa jest kontrola sktadu i stezenia uzywanego
zwigzku a takze jego dzialania. Wigkszo§¢ badan opartych na tych zwigzkach
prowadzona jest na potrzeby przemyshu spozywczego, w ktorym zwiazki fenolowe
s3 uwazane za alternatywng metode konserwacji zywno$ci oraz dodatek do
aktywnych materiatow opakowaniowych. Ponadto s3 one badane pod katem
mozliwo$ci wykorzystania w branzy medycznej. Amerykanska Agencja ds.
Zywnosci i Lekow sklasyfikowata cze$é fenoli jako bezpieczne dla konsumentow.
Ponadto wigkszo$¢ naturalnie wystepujacych polifenoli uwazana jest za

nietoksyczne i niealergizujace (Vakiliana i wsp. 2018).

1.5.4. Zwiazki fenolowe

Zwigzkiem fenolowym wystepujacym w duzym stopniu w olejkach
eterycznych z gozdzikow (90%) i cynamonu (60%) jest eugenol (Jesudasan i wsp.
2015). Eugenol i produkty z dodatkiem eugenolu stosowane sa w stomatologii
(Mosquera i wsp. 2019). Badania kliniczne wykazaty, ze zmniejszaja bol, stan

zapalny 1 poprawiaja gojenie si¢ ran po ekstrakcji zgba (Jesudasan i wsp. 2015).
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Eugenol zwigksza dziatanie przeciwbolowe lidokainy i jest bezpieczny do
stosowania miejscowego (<5%), w wyzszych stezeniach (8%) powoduje
miejscowe podraznienie (Ahmad 1 wsp. 2019). Stosowany jest rowniez
w przemysle kosmetycznym, a takze wprowadzany jest do polimerowych matryc
(Cheng i wsp. 2019).

Gwajakol (2-metoksyfenol) pozyskiwany jest z zywicy gwajakowca lekarskiego
lub w procesie metylowania pirokatechiny. Gwajakol i jego pochodne znane sg
1 stosowane od ponad wieku. Stosuje si¢ go w produkcji srodkéw antyseptycznych
1 wykrztusnych a takze aromatow, dezodorantow, fungicydow 1 Srodkow
pasozytobdjczych (Liu 1 wsp. 2011).

Tymol (2-izopropylo-5-metylofenol) i karwakrol (5-izopropylo-2-metylofenol) sa
Izomerami, maja taki sam wzor sumaryczny, ale r6znig si¢ wzorem strukturalnym
(Ryc. 2). W duzych stgzeniach wystepuja w olejkach eterycznych ekstrahowanych
z roslin nalezacych do rodziny Lamiaceae m.in. lebiodki pospolitej (Origanum
vulgare) i tymianku (Thymus vulgaris L.) (Marchese i wsp. 2016). Zaréwno tymol
jak 1 karwakrol zostaty sklasyfikowane przez FDA jako ogélnie uznane za
bezpieczne, o znikomej toksycznosci (Rivas 1 wsp. 2010).

Tymol ze wzgledu na szereg sprawdzonych wlasciwosci farmakologicznych,
mechanizméw molekularnych 1 whasciwosci farmakokinetycznych zostal uznany
za obiecujacy $rodek terapeutyczny pochodzenia naturalnego (Rivas 1 wsp. 2010;
Milovanovic 1 wsp. 2019). Wykazuje on aktywno$¢ przeciwbakteryjng, zardGwno
wobec bakterii Gram dodatnich i Gram ujemnych, w tym takze wobec szczepow

opornych na metycyling (Nostro i wsp. 2004).
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Rycina 2. Wzory strukturalne tymolu i karwakrolu (Shiyab i wsp. 2012
zmodyfikowany)

Tymol podawany doustnie szybko si¢ wchiania, dlatego naukowcy uwazaja,
ze jego adsorpcja nastepuje w gornym odcinku jelita. Jego szybkie wchtanianie ma
prawdopodobnie zwigzek z niewielkim rozmiarem 1 lipofilowym charakterem
(Kohlert i wsp. 2002). Jego rozktad nastepuje w zotadku lub jelitach. Sredni okres
pottrwania tymolu w koncowej fazie eliminacji wynosi 10,2h a catkowita
eliminacja jego produktow degradacji nastgpuje w okoto 40 h po podaniu (Kohlert
I wsp. 2002; Milovanovic i wsp. 2019).

Tymol i karwakrol stosuje si¢ w preparatach kosmetycznych, zywnosci, lekach do
uzytku zewnetrznego oraz srodkach owadobojczych 1 grzybobdjczych (Marchese
I wsp. 2016). Te fenole szczegolnie cenione sg ze wzgledu na swoje whasciwosci
bakteriobdjcze. Tymol moze by¢ rowniez obiecujacym  $rodkiem
przeciwzapalnym, poniewaz zmniejsza obrzgk i napltyw leukocytow w obreb rany
(Riella i wsp. 2012) a wbudowany do matrycy polimerowej zapewnia ochrong
I idealne warunki do odbudowy uszkodzonych tkanek (Jiji i wsp. 2019).

Karwakrol, podobnie jak tymol, posiada wiele wtasciwosci biologicznych takich
jak:  wlhasciwosci  przeciwutleniajgce, przeciwzapalne, neuroprotekcyjne,
antynowotworowe, przeciwbakteryjne i inne (Marinelli i wsp. 2019). Dodatkowo,
w zaleznosci od dawki, karwakrol redukuje liczbe komoérek nowotworowych,
obniza cisnienie krwi i uS$mierza bol (de Souza Polli i wsp. 2019). Karwakrol moze

by¢ rowniez stosowany do fagodzenia skutkow choroby alkoholowej. Khan i wsp.
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2019 udowodnili, ze wykazuje dzialanie hepatoprotekcyjne wobec indukowanego
alkoholem zapalenia watroby u myszy.
Karwakrol moze by¢ rowniez stosowany jako repelent wobec komarow,
wykazujac silniejsze dzialanie niz te, komercyjnie dostgpne. Jednoczenie
posrednio wplywajgc na liczb¢ zachorowan, na choroby przenoszone przez
komary takie jak malaria, denga i z6tta febra (Park i wsp. 2005).

Aplikowanie olejkéw eterycznych lub ich skladnikow, w tym tymolu
1 karwakrolu, jest ograniczone ich niska rozpuszczalnosciag w wodzie 1 szybka
degradacja z powodu reaktywnos$ci chemicznej i1 lotnosci, co skutkuje ich
krétkoterminowa biodostepnoscig (Wattanasatcha 1 wsp. 2012). Wbudowanie
naturalnych zwigzkoéw bioaktywnych do no$nikow polimerowych moze pomoc
w podawaniu olejkow eterycznych lub ich skladnikow, w niezmodyfikowanej
formie i wplywa¢ na dynamike ich dostarczania do miejsc docelowych
(Milovanovic i wsp. 2019). Dlatego coraz czgsciej wykorzystuje si¢ je jako
zwiagzki aktywne wbudowane w matryce polimerowe, emulsje czy mikrokapsufki

(Guarda i wsp. 2011; Keawchaoon i Yoksan, 2011).
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2. CEL PRACY

Glownym celem badan byto zaprojektowanie 1 otrzymanie materiatéw na
bazie kolagenu stanowigcego matryce dla zwigzkdéw biobdjczych pochodzenia
naturalnego. Osiggniecie glownego celu bylo mozliwe dzigki wyznaczeniu

1 realizacji celow szczegdtowych.

1. Wytypowanie zwigzkow fenolowych i ich mieszanin o najlepszych
wiasciwos$ciach biobojczych.

2. Wytworzenie materiatu biobojczego na bazie kolagenu i substancji
biobdjczych.

3. Oznaczenie wlasciwos$ci biobdjczych otrzymanego materialu oraz jego
wplywu na niektore procesy komorkowe.

4. Charakterystyka  wlasciwosci fizykochemicznych ~ materiatow

aktywnych.
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3. MATERIALY I METODY

3.1. Mikroorganizmy stosowane podczas badan laboratoryjnych

W badaniach laboratoryjnych wykorzystywano mikroorganizmy takie jak
Escherichia coli ATCC8739, Pseudomonas aeruginosa KKP 991, Klebsiella
pneumoniae ATCC13883, Proteus vulgaris ATCC10541, Staphylococcus aureus
ATCC6538, Aspergilus niger ATCC16404 oraz Candida albicans ATCC10231.

3.2.  Testy przesiewowe

Wstepne testy wykonano dla zwigzkoéw fenolowych 1 ich mieszanin w celu
okreslenia dziatania hamujacego wzrost drobnoustrojow i mozliwych oddziatywan
wybranych zwigzkow fenolowych wzgledem siebie. W badaniach wykorzystano
tymol (Warchem), karwakrol (Sigma-Aldrich), eugenol (Sigma-Aldrich)
I gwajakol (Sigma-Aldrich). Sporzadzono 2% (w/v) i 0,2% (w/v) roztwory
badanych fenoli stosujac alkohol etylowy (96%) jako rozpuszczalnik.
Przygotowano takze ich mieszaniny w stosunku wagowym 1:1.

Na sterylne kwadraty celulozowe (1 cm x 1 cm), nanoszono przygotowane
roztwory i pozostawiano do odparowania rozpuszczalnika. W ten sposob
otrzymano kwadraty celulozowe (1 cm?) zawierajace zwiazki fenolowe
o st¢zeniach: 0,1; 0,4; 1,0; 4,0 mg/cm?. W tabeli 1 przedstawiono skréty stosowane

w nazewnictwie zwigzkow fenolowych i ich mieszanin.
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Tabela 1. Wykaz skrotow stosowanych w nazewnictwie zwigzkow fenolowych i

ich mieszanin
Badana substancja Skrot
Tymol TYM
Karwarkol KAR
Eugenol EUG
Gwajakol GWA
Tymol/Karwarkol TYM/KAR
Tymol/Eugenol TYM/EUG

Tymol/Gwajakol TYM/GWA
Karwarkol/Eugenol ~ KAR/EUG
Karwarkol/Gwajakol KAR/GWA
Eugenol/Gwajakol EUG/GWA

Zahamowanie wzrostu drobnoustrojow badano metoda dyfuzyjna. Bakterie
wstepnie namnazano na pozywce bulion odzywczy o sktadzie [g/dms]: pepton
[5,0], ekstrakt drozdzowy [3,0], woda destylowana [1,0 dm®]. Pozywke rozlewano
po 20 ml do kolb o pojemnosci 50 ml i autoklawowano przez 20 minut
w temperaturze 120°C. Sterylng pozywke o temperaturze pokojowej szczepiono
jednym oczkiem ezy bakteriologicznej biomasy danego szczepu. Po zaszczepieniu
pozywki inkubacje prowadzono w 37°C przez 24h. Z uzyskanych hodowli
pobierano 2 ml, przenoszono do sterylnych probéwek Eppendorf’a i wirowano
przy 10000 rpm. Supernatant usuwano, a osad zawieszano w sterylnej soli
fizjologicznej. C. albicans namnazano na pozywce statej Sabourauda o sktadzie
[g/dm°®]: pepton [10,0], glukoza [40,0], agar [15,0], woda destylowana [1,0 dm®].
A. niger namnazano na pozywce stalej o sktadzie [g/dm®]: ekstrakt stodowy [6,0],
glukoza [6,0], maltoza [6,0], ekstrakt drozdzowy [1,2], agar [15,0], woda
destylowana
[1,0 dm®]. Po zaszczepieniu plytki inkubowano w temperaturze 28°C przez 48h. Po

inkubacji na pozywkach stalych wykonano zmyw sterylng solg fizjologiczna,
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w przypadku A. niger z dodatkiem kropli Tween 20. Tween 20 zmniejsza napi¢cie
powierzchniowe i umozliwia réwnomierne rozmieszczenie zarodnikow w soli
fizjologicznej. Uzyskane zawiesiny komorkowe i zawiesing zarodnikow (A. niger)
przenoszono do probdéwek z sterylng solg fizjologiczng do otrzymania gestosci
optycznej OD=0,5 w skali McFarland. Nastepnie wykonywano wysiew tarty na
ptytki Petriego z odpowiednimi podiozami. C. albicans i A. niger zaszczepiono na
pozywki o skladzie wymienionym powyzej. Bakterie zaszczepiano na podioze
agarowe Mueller-Hinton o skladzie [g/dm®]: ekstrakt wolowy [2,0], kwasny
pepton kazeinowy [17,5], skrobia [1,5] agar [17,0], woda destylowana [1,0 dm®].
Nastgpnie, na zaszczepione podloza nanoszono bibul¢ nasgczong zwigzkami
fenolowymi i pozostawiano na 2 h w temp. 4°C (w celu ulatwienia dyfuz;ji).
Po tym czasie szalki umieszczano w temperaturze 37°C (bakterie) oraz 28°C
(C. albicans, A. niger) na odpowiednio 24 h i 48 h. Po tym czasie dokonywano
pomiaru strefy zahamowania wzrostu. Kazda probe przygotowano dwa razy

W dwoch powtorzeniach.
3.3.  Analiza statystyczna

Wyniki otrzymane w testach przesiewowych zostaly poddane obrdobce
statystycznej. Wykonano grupowanie hierarchiczne metoda Warda. Istotno$¢
statystyczng roznic pomigdzy grupami udowodnionymi metoda Warda,
sprawdzono testem PERMANOVA. Do wykonania analiz statystycznych
wykorzystano program PAST v 3.25.
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3.4. lzolacja kolagenu

Kolagen (Coll) zostal wyizolowany ze S$ciggien ogondow szczurzych
mtodych osobnikow. Wyizolowane $ciggna przemywano woda destylowang
I rozpuszczono w 0,1M kwasie octowym przez 72h w 4°C. Nierozpuszczone
czg$ci zostaty usunigte podczas wirowania (10 000 rpm, 10 min., 4°C). Nastepnie
roztwodr kolagenu zamrozono i zliofilizowano w -55 °C, 5 Pa (ALPHA 1-2 LD
plus, CHRIST, Niemcy). Liofilizat przechowywano w zamknigtym pojemniku
w -18°C.

3.5. Przygotowanie materialéw kolagenowych z dodatkiem zwiazkow

fenolowych

Na podstawie wynikow otrzymanych podczas testow przesiewowych do
dalszych badan wybrano tymol, karwakrol i ich mieszaning 1:1. W celu
przygotowania biobojczego materiatu laczono ze sobg 1% roztwor kolagenu
w 0,1M kwasie octowym jako rozpuszczalniku, 10% roztwory zwiazkow
fenolowych w 96% etanolu oraz niejonowy surfaktant Polysorbate 80 (NS)
ulatwiajacy  mieszanie. Materialy  otrzymywano metoda odparowania
rozpuszczalnika. Do badan przygotowano materialy o nastepujacych stezeniach
zwigzkow aktywnych: 4,0; 1,0; 0,75; 0,5; 0,25 mg/cm?. W tabeli 2 przedstawiono

wykaz skrotow stosowanych w nazewnictwie materiatow.
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Tabela 2. Wykaz nazw i stosowanych skrotow przygotowanych materiatow

Sklad materialu Skrot
Kolagen/Polysorbate 80 (kontrola) Coll/NS
Kolagen/tymol 4,0 mg Coll/T4
Kolagen/tymol 1,0 mg Coll/T1
Kolagen/tymol 0,75 mg Coll/T0.75
Kolagen/tymol 0,50 mg Coll/T0.5
Kolagen/tymol 0,25 mg Coll/T0.25
Kolagen/karwakrol 4,0 mg Coll/K4
Kolagen/karwakrol 1,0 mg Coll/K1
Kolagen/karwakrol 0,75 mg Coll/KO0.75
Kolagen/karwakrol 0,50 mg Coll/K0.5
Kolagen/karwakrol 0,25 mg Coll/K0.25
Kolagen/tymol+ karwakrol 4,0 mg Coll/TK4
Kolagen/tymol+ karwakrol 1,0 mg Coll/TK1
Kolagen/tymol+ karwakrol 0,75 mg Coll/TKO0.75
Kolagen/tymol+ karwakrol 0,50 mg Coll/TKO0.5
Kolagen/tymol+ karwakrol 0,25 mg Coll/TK0.25

3.6.  Wilasciwosci bakteriobéjcze otrzymanych materialow

Wilasciwosci bakteriobdjcze otrzymanych materiatéw zostaly zbadane
zgodnie metodg zawarta w normie 1SO 22196:2007 z matymi modyfikacjami.
Badanie zostalo wykonane wobec szczepow Staphylococcus aureus ATCC6538
i Escherichia coli ATCC8739. Badane szczepy bakterii namnazano
z zastosowaniem metodyki opisanej w punkcie 3.2.

Zawiesing komoérkowa w objetosci 100 ul nanoszono na materiat
0 wymiarach 25 cm X 2,5 cm. Cato$¢ przykrywano sterylnym parafilmem
0 wymiarach 2 cm x 2 cm. Na rycinie 3 przedstawiono schemat prowadzenia

eksperymentu.
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Rycina 3. Schemat uktadu doswiadczalnego; a- badany materiat, b-szalka Petriego,

c- inokulum bakteryjne, d- parafilm

Przygotowane probki inkubowano przez 24h w temperaturze 37°C.
Po inkubacji, oznaczano liczbe zywych 1 zdolnych do wzrostu komorek
bakteryjnych odzyskanych z powierzchni materiatow. Badanie wykonano metoda
wysiewu wglebnego stosujac jako pozywke TSA (agar kazeinowo - sojowy)
o sktadzie [g/dm®]: hydrolizat kazeiny [15,0], pepton sojowy [5,0], chlorek sodu
[5,0], agar [15,0], woda destylowana [1,0 dm®]. Dodatkowo sprawdzano odzysk
komorek z proby kontrolnej w czasie t,.
Wiasciwosci bakteriobdjcze materiatow okreslano w odniesieniu do préby
kontrolnej Coll/NS. Material uznawany jest za biobdjczy, jezeli redukcja komorek
bakteryjnych zdolnych do wzrostu (R) jest o co najmniej dwa rzedy wielko$ci
wicksza w odniesieniu do proby kontrolnej. Redukcje komoérek zdolnych do

wzrostu obliczono zgodnie ze wzorem:

R=(U¢- Ug) - (W -Uy)
gdzie:
Uo to $rednia logarytmu dziesi¢tnego liczby zywych i zdolnych do wzrostu
komorek bakteryjnych odzyskanych z probek kontrolnych (Coll/NS) w czasie tg

(walidacja skutecznos$ci odzysku);
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Ut to srednia logarytmu dziesigtnego liczby zywych 1 zdolnych do wzrostu
komorek bakteryjnych odzyskanych z probek kontrolnych (Coll/NS) w czasie to4n

W to $rednia logarytmu dziesi¢tnego liczby zywych 1 zdolnych do wzrostu
komorek bakteryjnych odzyskanych z prébek badanych po 24 godzinach kontaktu.

Analize wykonano dwa razy w dwoch powtorzeniach.
3.7.  Wplyw materialéw na aktywnos$¢ lancucha transportu elektronow.

Lancuch przenoszenia eclektronéw nazywany jest tancuchem oddechowym.
W procesie oddychania tlenowego, elektrony sa przenoszone od utlenianego
zwigzku organicznego na akceptor - tlen. Enzymy katalizujgce utlenianie substratu
w procesach oddechowych to dehydrogenazy. W komodrkach prokariotycznych
zlokalizowane s3 w kompleksach biatkowych w btonie komoérkowej (Kunicki-
Goldfinger, 2006). Test aktywno$ci dehydrogenaz przeprowadzono stosujac test
CellTiter 96 AQ One Solution Cell Proliferation Assay (Promega, Niemcy)
wedlug wskazowek producenta.

Staphylococcus aureus ATCC6538, Escherichia coli ATCC8739 wybrano jako
szczepy wzorcowe. Badane szczepy bakterii namnazano w pozywce bulion
odzywczy o sktadzie podanym w punkcie 3.2. Po inkubacji w 37°C przez
24 h hodowle komorkowa wirowano a osad zawieszano w sterylnej soli
fizjologicznej do uzyskania gestosci optycznej OD=1 co odpowiada okoto
3x10° jtk/ml.

Materiaty pocieto na kwadraty 10 mm x 10 mm, umieszczono w 24-dotkowych
ptytkach i sterylizowano promieniowaniem UV przez 20 minut dla kazdej ze stron.
Po sterylizacji, 450 pl bulionu odzywczego 1 50 pul zawiesiny komoérkowej dodano
do materiatéw 1 inkubowano w temperaturze 37°C przez 90 minut. Kontrolg
pozytywna przygotowano przez dodanie tej samej objetosci bulionu odzywczego
i zawiesiny komorkowej do sterylnej studzienki, a w kontroli negatywnej
zastosowano s0l fizjologiczng zamiast zawiesiny komorkowej. Po 90 minutowym
czasie kontaktu z materiatami, pobierano 100 pl zawiesiny komodrkowe;j

i dodawano 20 pl odczynnika CellTiter 96 AQ. Nastgpnie mieszaning inkubowano
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chronigc przed swiattem w 37°C przez 1-4h w zaleznosci od szczepu bakteryjnego.
Absorbancje mierzono przy dtugosci fali 490 nm (GloMax Discover, Promega).
Kazda probe analizowano w czterech powtdrzeniach, a wyniki przedstawiono jako

warto$¢ srednig z odchyleniem standardowym.

3.8.  Wplyw materialéw na ilo§¢ ATP syntetyzowanego przez komorki
bakterii

Adenozyno-5'-trifosforan (ATP) jest wykorzystywany przez komorki jako
uniwersalny no$nik energii. ATP jest produkowane wylacznie w aktywnych
metabolicznie komorkach, nie jest w nich magazynowane i szybko degraduje po
ich $mierci (Holm-Hansen 1 Karl, 1978). Podczas tej analizy wykorzystuje si¢
reakcje lucyferyny i lucyferazy oraz ATP uwolnionego ze zlizowanych komorek.
Lucyferaza katalizuje reakcje, wykorzystujac D-lucyferynge i ATP w obecnosci
tlenu i jonébw Mg*+, ktorej rezultatem jest luminescencja. Otrzymany sygnat
luminescencji jest skorelowany z biomasa mikroorganizméw i ich stanem
fizjologicznym, zdefiniowany jako catkowita ilo$¢ zywego materialu
komorkowego (Karl, 1993).

Poziom adenozynotrifosforanu (ATP) analizowano przy uzyciu testu BacTiter-
Glo ™ Microbial Cell Viability Assay (Promega, Niemcy). Przed analiza bufor
BacTiter-Glo ™ i substrat zmieszano 1 pozostawiono na dwie godziny
w temperaturze pokojowej, aby upewni¢ sie, ze ATP znajdujace si¢
w odczynnikach zostato zhydrolizowane.

Jako szczepy wzorcowe wybrano Staphylococcus aureus ATCC6538,
Escherichia coli ATCC8739, ktéore namnozono na pozywce plynnej o sktadzie
podanym w pkt. 3.2. Po 24h czasie inkubacji w temperaturze 37°C, hodowlg
komoérkowa zwirowano a biomas¢ zawieszono w sterylnej soli fizjologicznej do
uzyskania OD=1.

Sterylne materiaty o wielko$ci 10 mm x 10 mm, umieszczono w 24-dotkowe;j
plytce zawierajacej 450 pl bulionu odzywczego 1 50 pl zawiesiny komorkowe;.
Inkubacj¢ prowadzono w temperaturze 37°C przez 90 min. Po tym czasie do

96-dotkowej ptytki pobierano 50 pl zawiesiny komérkowej 1 mieszano z 50 ul
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odczynnika BacTiter-Glo ™ Microbial Cell Viability Assay. Nastepnie ptytke
wytrzgsano na wytrzasarce przez 5 minut. Luminescencja zostala mierzona za

pomoca GloMax Discover (Promega).
3.9. Biokompatybilno§é

Badanie biokompatybilnosci materiatow wykonano wzgledem komorek
Krwi — erytrocytow, przy uzyciu metody bezposredniego kontaktu, opisanej przez
Zhou i wsp. (2011) z matymi modyfikacjami. Antykoagulowang krew owcza
(0,2 ml) dodawano do 10 ml roztworu soli fizjologicznej, zawierajacego badane
probki (o powierzchni 1 cm?). Kontrole pozytywna i negatywna przygotowano
przez dodanie 0,2 ml $wiezej krwi odpowiednio do wody destylowanej i soli
fizjologicznej. Wszystkie probowki inkubowano w temperaturze 37°C. Po
1 godzinie zawiesing wirowano przy 10 000 rpm przez 10 minut, 100 ul
supernatantu przenoszono do ptytki 96-dotkowej. Udziat zhemolizowanych
erytrocytow, oznaczano spektrofotometrycznie na podstawie ilosci hemoglobiny
uwolnionej po rozpadzie czerwonych krwinek. Absorbancj¢ mierzono za pomoca
czytnika mikroptytek Multiscan FC (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)
przy dlugosci fali 540 nm. Kazdg probke przygotowano w trzech powtorzeniach.

Udziat procentowy komorek zhemolizowanych obliczono za pomocg réwnania:

Udzial komérek zhemolizowanych [%] = (ODprébki — 0D_)/(0D, — 0OD_) x 100

Wyniki przedstawiono jako warto$¢ srednig z odchyleniem standardowym.

3.10. Tworzenie biofilmu na powierzchni materialow

Kolby z 20 ml sterylnego bulionu odzywczego 0 sktadzie podanym w punkcie
3.2. zaszczepiono S. aureus i inkubowano 24h w 37°C. Nastepnie zawiesing
komorkowg pobrano i odwirowano w sterylnych probowkach Eppendorf’a.
Supernatant usunigto a osad komorkowy zawieszono w sterylnej soli fizjologiczne;j
do uzyskania OD=1. Tak przygotowang zawiesing zaszczepiono kolby z pozywka

ptynna i pozostawiono na 24h w 37°C. Do przygotowanych hodowli wprowadzono

o1



materiaty kolagenowe o wymiarach 0,5 cm x 1,5 cm i pozostawiono na 5 i 10 dni
w temperaturze 21°C. Po odpowiednim czasie materiaty wyciggnieto, przemyto
buforem PBS w celu odmycia komoérek niezwigzanych ze strukturg biofilmu.
Nastepnie materiaty wysuszono a biofilm obserwowano przy uzyciu
Elektronowego Mikroskopu Skaningowego (LEO Electron Microscopy Ltd,
England) po napyleniu ztotem. Badanie powstawania biofilmu przeprowadzono

dla materiatu kontrolnego oraz materiatéw z 0,5 i 0,75 mg/cm? tymolu.

3.11. Degradacja enzymatyczna w warunkach in vitro

Degradacja enzymatyczna zostata przeprowadzona zgodnie z metodyka
opisang przez Kaczmarek i wsp. (2018b). Materiaty o wymiarach 10 mm x 10 mm
0 znanej wadze zanurzono w 1 ml 0,1 M Tris—HCl (pH = 7,4) zawierajacego
50 mM CacCl; i inkubowano w temperaturze 37°C przez 0,5h. Nastepnie materiaty
przeniesiono do 1 ml 0,1 M Tris—HCI zawierajacego 50 jednostek kolagenazy
Clostridium histolyticum Typ | (Sigma—Aldrich, Polska). Reakcje zatrzymano po
1h przez dodanie 0,2 ml 0,25 M EDTA i ochtodzenie w lodzie. Materiaty
przemyto woda destylowang trzy razy i zanurzono w alkoholu metylowym na 3h.
Nastepnie probki zostalty wyjete, zamrozone i zliofilizowane (ALPHA 1-2 LD
plus, CHRIST, Niemcy). Zliofilizowane probki zwazono i obliczono procentowy
ubytek masy. Analize przeprowadzono dla materiatow z dodatkiem tymolu
w trzech powtdrzeniach. Wyniki przedstawiono jako wartos¢ S$rednig

z odchyleniem standardowym.

3.12. Spektroskopia absorpcyjna w podczerwieni

Widma ATR-FTIR otrzymanych materialbw o najwyzszych stezeniach
(40 mg/cm?) tymolu i karwakrolu 1 ich mieszaniny zarejestrowano
spektrofotometrem ,,Nicolet iS10” z rozdzielczoécia 4 cm™ i liczba 64 skanow,
wykorzystujac krysztal diamentowy. Widma ATR-FTIR otrzymano réwniez dla
materiatu kolagenowego bez zwigzkow fenolowych a takze, dla tymolu
1 karwakrolu nie wbudowanego w materiaty. Spektroskopia ostabionego

catkowitego odbicia w podczerwieni zostala wykonana w celu obserwacji
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potozenia charakterystycznych pasm pochodzacych od grup funkcyjnych fenoli
I kolagenu, umozliwiajac stwierdzenie obecnosci tymolu i karwakrolu w filmach

kolagenowych.
3.13. Topografia i chropowatos$¢ powierzchni

Topografi¢ powierzchni zbadano za pomoca mikroskopu sit atomowych
Nanoscope Illa (Digital Instruments, Santa Barbara, CA), w trybie przerywanego
kontaktu (Tapping mode), w atmosferze powietrza, w temperaturze pokojowej.
Obrazy powierzchniowe uzyskano w statej rozdzielczosci (512 x 512 punktdéw)
z szybkoScig skanowania 1,97 Hz. Zastosowano koncowki silikonowe o stalej
sprezynowe] 2—10 N/m. Parametr chropowatosci obliczono ze skanowanego

obszaru 10 um x 10 pm przy uzyciu oprogramowania Nanoscope.
3.14. Pomiar kata zwilzania

Materialy do tej analizy przygotowano na podstawowych szkietkach
mikroskopowych w postaci powtoki. Pomiary kata zwilzania przeprowadzono dla
dwoch cieczy, stosujac goniometr wyposazony w system analizy ksztattu kropli
(DSA 10 Control Unit, Kriiss, Niemcy). Jako ciecz hydrofilowa zastosowano
gliceryng, jako hydrofobowa - dijodometan. Ciecze te, sa Szeroko stosowane do
badania materiatow, ktore w kontakcie z wodg pecznieja (Skopinska-Wisniewska
I wsp. 2016). Swobodna energi¢ powierzchniowa (y) oraz jej sktadowe - polarng
(ydp) 1 dyspersyjna (yds) obliczono za pomocg metody Owensa-Wendta
(Zenkiewicz, 2014). Na rycinie 4 przedstawiono przyktadowe zdjecie kropli cieczy

pomiarowej na materiale kolagenowym wraz z zaznaczonym katem zwilzania.
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Rycina 4. Przykladowe zdjecie pomiaru kata zwilzania metodg siedzacej kropli

(Walczak i wsp. 2020, zmodyfikowane)
3.15. Wlasciwosci antyoksydacyjne

Wilasciwosci antyoksydacyjne materiatow kolagenowych wzbogaconych
w fenole =zostaly okreslone z wykorzystaniem odczynnika DPPH
(2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl, free radical, 95%) (Alfa Aesar, Niemcy). DPPH
jest stabilnym wolnym rodnikiem posiadajagcym niesparowany elektron na
powltoce walencyjnej na jednym z atomdéw azotu tworzacych mostek azotowy.
Roztwoér DPPH ma ciemnofioletowg barwe, ktora zmienia si¢ na z6ita w wyniku
jego redukcji. Spadek absorbancji jest proporcjonalny do ilosci formy utlenionej
DPPH w roztworze (Ryc. 5). Zalezno$¢ ta jest wykorzystywana w metodzie
z zastosowaniem DPPH do okre$lania wlasciwosci antyoksydacyjnych olejkow

eterycznych 1 naparow roslinnych (Zych i Krzepitko, 2010).
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Rycina 5. DPPH: a) wolny rodnik, b) forma zredukowana (Zych i Krzepitko,
2010)

Do reakcji przygotowano 250 uM roztwor DPPH w alkoholu metylowym jako
rozpuszczalniku. Materiaty pocieto na kwadraty o powierzchni 1 cm?,
umieszczono w 24-dotkowej ptytce i zalano 2 ml roztworu DPPH. Proby
pozostawiono bez dostepu S$wiatta na 1h. Proby badane wykonano
w 4 powtdrzeniach. Probge kontrolng stanowit roztwor DPPH pozostawiony
w plytce, bez kontaktu z materiatem. Po inkubacji dokonano pomiaru
spektrofotometrycznego przy dtugosci fali 517 nm (Hitachi U-1900). Aktywnos¢

antyoksydacyjng obliczono ze wzoru:

Abspppy — Abspp « 100

Aktywnos¢ antyoksydacyjna [%] = bs
DPPH

gdzie:
Abspppy to absorbancja roztworu DPPH bez kontaktu z materiatami
Abspgto absorbancja roztworu DPPH po kontakcie z badanym materiatlem

Wyniki przedstawiono jako warto$¢ $rednig z odchyleniem standardowym.
55



3.16. Ubytek masy w warunkach in vitro

Analize ubytku masy materialbw wykonano na podstawie metodykKi
zaproponowanej przez Inal i Miilazimoglu (2019) z malymi modyfikacjami. Kazdy
rodzaj materialu zwazono (powierzchnia 1 cm?) a nastepnie umieszczono w 5 ml
buforu fosforanowego (PBS) (0,8g NaCl, 0,2g KCIl, 2,9g NayHPO,,
02g KH,PO, rozpuszczonych w 1dm® wody destylowanej) o pH=7,4.
Tak przygotowane probki umieszczano w temperaturze 37°C. Po 7 dobach prébki
wyciagano, zamrazano i poddawano procesowi liofilizacji (ALPHA 1-2 LD plus,
CHRIST, Niemcy) a nastgpnie wazono. Analize przeprowadzono

w 3 powtdrzeniach, wyniki podano jako srednia z odchyleniem standardowym.

Ubytek masy obliczano korzystajac ze wzoru:

waga poczatkowa — waga koticowa
ubytek masy [%] = waga poczatkowa * 100

Dodatkowo, w celu obserwacji morfologii powierzchni materiatow
wykonano zdjecia za pomocg Elektronowego Mikroskopu Skaningowego (LEO
Electron Microscopy Ltd, England) po napyleniu zlotem. Zdj¢cia wykonano dla
materiatléw przed i po 7 dobach degradacji w PBS.

3.17. Uwalnianie zwigzkow aktywnych

Uwalnianie zwigzkow fenolowych wykonano z wykorzystaniem metody
Folin-Ciocatou, wykorzystywanej do oznaczania catkowitej zawartosci zwigzkow
fenolowych (Pieszko i wsp. 2015). Metoda ta oparta jest na barwnej reakcji, ktora
zachodzi migdzy zwigzkami fenolowymi a odczynnikiem Folin-Ciocatou. Zwiagzki
fenolowe w $rodowisku zasadowym znajdujg si¢ w postaci anionu fenolowego,
ktory redukuje odczynnik Folina-Ciocalteu tworzac niebieski barwnik. Dlatego
mozliwe jest zastosowanie metody spektrofotometrycznej do oznaczenia st¢zenia

fenoli w probie.
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Przygotowane materialty pocigto na fragmenty 10 mm x 10 mm
I umieszczono w 24-dotkowej plytce. Nastepnie, materiaty zostaty zalane buforem
fosforanowym PBS (pH=7,4) i umieszczone w 37°C na 7 dni. Po tym czasie
z kazdego dotka pobierano 20 ul roztworu i zastgpowano §wiezym roztworem PBS
(20 ul), tak by utrzymac statg objetos¢ w uktadzie badawczym. Pobrane proby
(20 pl) mieszano z 1580 ul wody destylowanej i 100 ul odczynnika Folin-
Ciocatou. Doktadnie po 3 minutach do mieszaniny dodawano nasycony roztwor
Na,CO3 (Koztowska i wsp. 2019b). Przygotowane proby inkubowano w 40°C
przez 30 min, do uzyskania charakterystycznego, niebieskiego zabarwienia.
Absorbancja zostala zmierzona przy pomocy spektrofotometru Hitachi U-1900
przy dhugosci fali 725 nm. Krzywa standardowa zostala przygotowana z uzyciem
kwasu galusowego w stezeniach 0-2,5 mg/ml (R%=0,9994). Analize

przeprowadzono w 4 powtdrzeniach dla kazdego rodzaju matrycy.

3.18. Przepuszczalno$¢ par i gazéw

Jedng z najwazniejszych cech, ktérymi powinien charakteryzowaé sig
material opatrunkowych jest przepuszczalnos¢ par i gazéw (Hu i wsp. 2019).
Badanie przepuszczalno$ci par 1 gazdéw zostaly przeprowadzone w Instytucie
Inzynierii Materialow Polimerowych 1 Barwnikow w Toruniu. Badano
przepuszczalno$¢ materialdw wobec pary wodnej, tlenu i dwutlenku wegla. Ze
wzgledow finansowych, przebadano tylko dwie probki - kontrolng i Coll/T4.
Zdecydowano si¢ na badanie proby z tymolem na podstawie wynikow,
uzyskanych w pozostatych analizach.

Przepuszczalno$¢ pary wodnej (WVTR) oceniono zgodnie z PN-EN SO
15106-1: 2007 przy uzyciu aparatu LYSSY L80-5000, okreslajac ilo$¢ [g] pary
wodnej, przenikajacej przez jednostke powierzchni w jednostce czasu 1 stalej
temperaturze. Testy przeprowadzono w temperaturze 38°C 1 wilgotnosci 90%.

Przepuszczalnos¢ tlenu (OTR) i dwutlenku wegla (CDTR) przeprowadzono
zgodnie z normg PN-EN ISO 2556:2002 przy uzyciu aparatu LYSSY L 100-5000,
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okreslajac objetos¢ [ml] gazu, ktoéry w statych warunkach przenika przez jednostke

powierzchni w jednostce czasu przy stalej temperaturze.

4. WYNIKI I DYSKUSJA
4.1. Testy przesiewowe

Zahamowanie wzrostu drobnoustrojow przez zwiagzki fenolowe, oceniano
na podstawie pomiaru $rednicy strefy bez widocznego wzrostu drobnoustrojow.
Tabele 3-6 przedstawiaja wyniki pomiaré6w S$rednicy zahamowania wzrostu

drobnoustrojow.

Tabela 3. Srednice stref zahamowania wzrostu [mm] po aplikacji zwiazkow

fenolowych w stezeniu 0,1 mg/cm?

E.coli S.aureus P.aeruginosa K.pneumoniae P.vulgaris C.albicans A. niger

KAR 0 15,0+ 0,6 0 0 11,1+0,3 0 0
TYM 0 11,0+£0,0 0 0 106+05 108+1,0 0
GWA 0 0 0 0 0 0 0
EUG 0 0 0 0 0 0 0
TYM/KAR 0 12,0+0,0 0 0 11,3+0,5 105+0,6 0
KAR/GWA 0 0 0 0 0 0 0
KAR/EUG 0 0 0 0 0 0 0
TYM/GWA 0 0 0 0 0 0 0
TYM/EUG 0 0 0 0 0 0 0
EUG/GWA 0 0 0 0 0 0 0

W tabeli 3 przedstawiono strefy zahamowania wzrostu drobnoustrojow po
zastosowaniu zwigzkow fenolowych w st¢zeniu 0,1 mg/cm? Tymol oraz
mieszanina tymol/karwakrol hamowata wzrost S. aureus, P. vulgaris i C. albicans,
ponadto karwakrol hamowatl wzrost S. aureus i P. vulgaris. Pozostate
mikroorganizmy, nie byly podatne na dziatanie zwigzkow fenolowych w tak
niskim stezeniu.

W tabeli 4 zaprezentowano wyniki stref zahamowania wzrostu
drobnoustrojow po zastosowaniu zwigzkéw fenolowych w stezeniu 0,4 mg/cm?.

Gwajakol, eugenol 1 ich mieszanina nie dziatata hamujaco na wzrost badanych
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mikroorganizméw. A. niger byl oporny na dzialanie wszystkich badanych
zwigzkow fenolowych. Rowniez, oporny na ich dziatanie byt P. aeruginosa, dla
ktorego zanotowano niewielkie strefy bez wzrostu tej bakterii po zastosowaniu
tymolu, tymolu+karwakrolu i tymolu+eugenolu. Najbardziej podatnym na zwigzki
fenolowe byl S. aureus, szczegdlnie po aplikacji tymolu, karwakrolu i ich
mieszaniny.

Tabela 4. Srednice stref zahamowania wzrostu [mm] po aplikacji zwiazkow

fenolowych w stezeniu 0,4 mg/cm?

E.coli S.aureus  P.aeruginosa K.pneumoniae P.vulgaris C.albicans  A.niger
KAR 120+00 17,0+15 0 108+03 11,8+05 11,7+172 0
T™YM 120+05 150+15 103=03 11,0400  11,3+05 12,5+1,0 0
GWA 0 0 0 0 0 0 0
EUG 0 0 0 0 0 0 0
TYM/KAR | 13,010 180+20 10,8+08 11,0£04  128+05 125+1,0 0
KAR/GWA | 11,0£0,0 11,0+0,0 0 0 106+08 10,5+0,6 0
KAR/EUG | 11,0£00 13,0+1,0 0 103+0,3  10,9+03 0 0
TYM/GWA | 120+£10 12,040, 0 104+05 109+03 11,5+06 0
TYM/EUG | 120+£0,0 12,0+£00 10,2+03 105+04 11,000 10,3+05 0
EUG/GWA 0 0 0 0 0 0 0

W tabeli 5 zostaly przedstawione wyniki hamowania wzrostu
drobnoustrojow po zastosowaniu zwigzkow fenolowych w st¢zeniu 1 mg/cm?.
Gwajakol nie hamowat wzrostu badanych mikroorganizméw, eugenol minimalnie
hamowat wzrost E. coli, K. pneumoniae, P. vulgaris i C. albicans, mieszanina tych
dwoch fenoli hamowata wzrost tylko E. coli. Natomiast pozostale zwigzki

1 mieszaniny hamowatly wzrost badanych patogenow.
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Tabela 5. Srednice stref zahamowania wzrostu [mm] po aplikacji zwigzkow

fenolowych w stezeniu 1,0 mg/cm?

E. coli S.aureus P.aeruginosa K.pneumoniae P.vulgaris C.albicans A. niger
KAR 285+05 250+15 10,2+0,3 12,1+0,6 155+13 155+23 10,5+0,6
TYM 18,0+2,3 17,0+06 10,7+0,6 12,4+0,5 165+30 183+1,7 11,1+0,9
GWA 0 0 0 0 0 0 0
EUG 11,0+0,0 0 0 10,3+0,5 10,4+05 10,3+0,5 0
TYM/KAR | 20,5+0,5 30,0+2,0 11,3+1.2 12,8+0,9 178+13 16,5+4,0 10,8+ 0,3
KAR/GWA | 20,0+1,0 130+10 10,7+0,8 124+11 138+1,0 135+1,7 10,1+0,3
KAR/EUG |17,0+1,0 13,0+12 105+05 12,0+0,4 148+13 13,8+19 10,9+ 0,6
TYM/GWA | 180+1,0 140+10 113+1.2 12,8+ 1,0 145+1,3 13,0+0,0 10,4+ 05
TYM/EUG | 18,0+1,0 120+0,0 10,7+0,6 11,6 +0,5 143+13 12,0+0,8 10,6 +0,5
EUG/GWA | 11,0+0,0 0 0 0 0 0 0

Srednice stref zahamowania wzrostu badanych mikroorganizmow po

aplikacji zwiazkow fenolowych w stezeniu 4,0 mg/cm?® zostaly przedstawione
w tabeli 6. Rowniez najwyzsze badane st¢zenie gwajakolu byto najmniej
skuteczne. Minimalng $rednice zahamowania wzrostu mozna bylo zauwazy¢
wobec E. coli. Analizujac wyniki mozna zauwazy¢, ze mikroorganizmami
najbardziej wrazliwymi na dziatanie badanych fenoli byly Eschericha coli
I Staphylococcus aureus, natomiast najmniej podatnym patogenem byt

Pseudomonas aeruginosa.
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Tabela 6. Srednice stref zahamowania wzrostu [mm] po aplikacji zwiazkow

fenolowych w stezeniu 4,0 mg/cm?

E. coli S.aureus  P.aeruginosa K.pneumoniae P.vulgaris C.albicans  A. niger

KAR ] 320+10 270+26 108+06 19.0+29  233+22 370+36 17313
TYM | 250+10 450:06 120+13 173+32  238+41 357+40 138+1,0

GWA 11,0+ 0,0 0 0 0 0 0 0

EUG 210+0,0 16,0=3,0 10,2+ 0,3 124+1,5 125+13 235+31 109+0,9
TYM/KAR | 39,006 53,0+2,0 123+1,3 19,5+4,2 263+3,2 353+46 150=x14
KAR/GWA | 245+15 27,0£2,0 11,8+0,8 16,6 1,7 24857 296+39 138+22
KAR/EUG | 250+2,0 30,0+0,0 10,8+ 0,8 18,3+2,0 223+2,2 278+28 140+08
TYM/GWA | 26,020 250+2,0 12,7+19 156+ 1,1 253+4,6 281+25 11,8+0,6
TYM/EUG | 280+2,0 250+20 115+13 13,8+ 1,0 235+58 296+43 122+1,0

EUG/GWA | 160+1,0 160+1,0  105+05 0 130+14 16,3+3,1 0

W przeprowadzonym badaniu gwajakol wykazywat najstabsze dzialanie,
hamujac minimalnie E. coli (11 mm) w najwyzszym z testowanych stezen
(4,0 mg/cm?), pozostate mikroorganizmy nie byly wrazliwe na jego dziatanie.
Réwniez eugenol i1 mieszanina eugenolu z gwajakolem wykazywaty stabe
dziatanie hamujace wzrost. Yu i wsp. (2015) réwniez zaobserwowali stabe
dziatanie biobdjcze gwajakolu wyizolowanego z olejku eterycznego Ligustrum
compactum. Liu i wsp. (2011) metoda seryjnych rozcienczen okreslili MIC
(minimalne stezenie hamujace wzrost drobnoustrojow) = 4,3 mg/ml (35 mM)
wobec Bacillus subtilis.

Devi i wsp. (2010) badali wptyw eugenolu na wzrost Salmonella typhi. Eugenol
wykazywal dziatanie bakteriostatyczne w stezeniu 0,0125% wobec Salmonella
typhi 1 dziatanie bakteriobojcze przy stezeniu 0,025%. Otrzymane przez nich
wyniki badan, sugeruja, ze eugenol uszkadza blon¢ cytoplazmatyczng powodujac
wyciek sktadnikow  wewnatrzkomérkowych poza komoérke. Tippayatum
I Chonhenchob (2007) =zbadali wptyw tymolu i eugenolu na Listeria
monocytogenes, S. aureus, E. coli i Bacillus cereus. Otrzymane przez nich wyniki
rowniez wskazywaly na silniejsze dziatanie tymolu wobec badanych bakterii.
W przypadku eugenolu, najnizsze stezenie hamujgce wzrost zanotowali wobec
E. coli i S. aureus (8 mg/ml), natomiast tymol najefektywniej hamowal wzrost
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E. coli (3 mg/ml). Stabsza aktywnos$¢ bakteriostatyczna eugenolu wzgledem
tymolu 1 karwakrolu, moze by¢ spowodowana jego mniejsza hydrofobowoscia
i stabszym oddzialywaniem na lipidy btony komorkowej. Ponadto, potozenie
grupy metoksylowej w pozycji orto moze zaklécaé uwalnianie jonow H,
zaktocajac aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa (Arfa i wsp. 2006; Pinheiro 1 wsp.
2017). Arfa i wsp. (2006) badajac zalezno$¢ migdzy strukturg chemiczng
a aktywnos$cig karwakrolu, eugenolu i dwéch zwigzkéw pochodnych karwakrolu
stwierdzili, ze obecnos¢ wolnej grupy hydroksylowej w fenolach jest wazna dla
aktywno$ci przeciwdrobnoustrojowe;.

Engel i wsp. (2017) oznaczyli wartosci MIC = 0,662 mg/ml zaréwno dla tymolu,
jak i karwakrolu wobec S. aureus. Jednak Lambert i wsp. (2001) wykazali,
ze wartosci MIC dla tymolu i karwakrolu wobec S. aureus byly nizsze i wynosity
odpowiednio 0,140 mg/ml i 0,175 mg/ml.

Badanie wspdlnego (synergistycznego lub antagonistycznego) dziatania
zwigzkow fenolowych naturalnie wystepujacych w olejkach eterycznych na wzrost
drobnoustrojow, byto juz wczesniej przeprowadzone. Pei i wsp. (2009) stwierdzili,
ze zastosowanie niektorych kombinacji zwigzkéw biobdjczych (aldehyd
cynamonowy/eugenol, tymol/eugenol, karwakrol/eugenol, tymol/karwakrol)
skutkuje zmniejszeniem wartosci MIC wobec E. coli. Skuteczniejsze hamowanie
wzrostu bakterii, skutkuje zmniejszeniem stezenia potrzebnych zwigzkow
aktywnych, zmniejszajac odczuwanie ich charakterystycznego zapachu.
Umozliwiajac ich zastosowanie jako konserwanty do zywnosci. Wspdlne dziatanie
zwigzkow pochodzenia roslinnego bylo badane wobec Staphylococcus
epiderminis. Tymol i aldehyd cynamonowy dzialaly synergistycznie na komorki
planktonowe oraz biofilm. Réwniez, zastosowanie aldehydu cynamonowego wraz
z tymolem skutkowato lepsza biokompatybilnoscig wzgledem linii komérkowe;j
Vero, w poroOwnaniu do dziatania samego aldehydu cynamonowego (Sharma
I wsp. 2017).

Na podstawie danych zawartych w tabelach 3-6 wykonano grupowanie
hierarchiczne metoda Warda otrzymujac dendrogramy przedstawione na rycinach

6-9. Zobrazowano w ten sposob grupy tworzone przez badane zwigzki.
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W przypadku najmniejszego stgzenia fenoli (0,1 mg/cm?) wyodrebniajg si¢
dwie gtowne grupy (Ryc. 6). Najliczniejsza i najbardziej podobna jest grupa
utworzona dla gwajakolu, eugenolu 1 mieszanin z ich udzialem. Byly to te
mieszaniny, ktore w teScie dyfuzyjnym, w tym stezeniu, nie wykazaly zadnego
wplywu na badane drobnoustroje. Drugg grupg jest ta, tworzona przez tymol,
karwakrol oraz ich mieszaning. R6znice pomigdzy dwoma gltdéwnymi grupami sg
istotne statystycznie p<0,01. W grupie drugiej, mozemy wyodrebni¢ dwie

podgrupy, jednak réznice migdzy nimi nie sg istotne statystycznie p=0,3.
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Rycina 6. Wyniki grupowania hierarchicznego wplywu zwigzkow fenolowych

o stezeniu 0,1 mg/cm? na badane mikroorganizmy

Na rycinie 7 przedstawiono wyniki grupowania hierarchicznego
zwigzkéw fenolowych zastosowanych w stezeniu 0,4 mg/cm?. Wyodrgbni¢ mozna
dwie grupy gltowne. Pierwsza z nich sktada si¢ z eugenolu, gwajakolu 1 ich
mieszaniny, druga z tymolu, karwakrolu i mieszanin z ich udzialem. Roznice
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pomiedzy grupami sg istotne statystycznie (p<0,01) i podziatl ten utrzymuje si¢
rowniez w przypadku wigkszych stezen (Ryc. 8-9). W drugiej grupie, mozemy
wyodrebni¢ dwie podgrupy, ktorych roéznice sg istotne statystycznie (p<0,03)

I EUG/GWA
TYM/KAR
KAR/GWA

KAR/EUG

=
=

Bl

GWA
EUG

Al
[ TYweve
L— rvmiewa

Distance
ra
w
1

Rycina 7. Wyniki grupowania hierarchicznego wplywu zwigzkoéw fenolowych

o stezeniu 0,4 mg/cm? na badane mikroorganizmy

Analizujgc grupy wyodrebnione dla zwigzkoéw fenolowych w stezeniu
1,0 mg/cm? (Ryc. 8) w grupie tworzonej przez tymol, karwakrol i mieszaniny z ich
udziatem, wyodrgbni¢ mozemy dwie podgrupy. Pierwsza, zbudowana
z karwakrolu i mieszaniny TYM/KAR oraz drugiej, sktadajacej si¢ z TYM;
TYM/GWA,; TYM/EUG; KAR/GWA; KAR/EUG. Roéznice miedzy tymi
podgrupami sg istotne statystycznie (p<0,05). Tymol jest bardziej wyodrebniony
niz pozostale mieszaniny. Analizujgc roznice wzgledem tymolu 1 pierwszej

podgrupy (KAR; TYM/KAR) sg one nieistotne statystycznie (p=0,32).
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Rycina 8. Wyniki grupowania hierarchicznego wplywu zwigzkow fenolowych

o stezeniu 1,0 mg/cm? na badane mikroorganizmy

Wyniki grupowania hierarchicznego zwigzkoéw fenolowych o st¢zeniu
4,0 mg/cm?, przedstawiono na rycinie 9. Zauwazy¢ mozna podobny uktad
zwigzkow fenolowych 1 ich mieszanin w grupach jak w przypadku st¢zenia
1,0 mg/cm?. Jedyng roznicag byto przyporzadkowanie karwakrolu, a nie tymolu do
podgrupy z TYM/GWA; TYM/EUG; KAR/GWA; KAR/EUG. Ro6znice pomig¢dzy
tymolem, karwakrolem i ich mieszaning, wzglgdem podgrupy TYM/GWA;
TYM/EUG; KAR/GWA; KAR/EUG byty istotne statystycznie (p=0,03).
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Rycina 9. Wyniki grupowania hierarchicznego wplywu zwigzkow fenolowych

o stezeniu 4,0 mg/cm? na badane mikroorganizmy

Na podstawie uzyskanych wynikéw, do dalszych badan wykorzystano

tymol, karwakrol oraz ich mieszaning jako zwiazki aktywne, ktére wbudowano do

matryc kolagenowych.
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4.2. Otrzymanie materialow

Drugim celem szczegdétowym niniejszej pracy byto wyizolowanie kolagenu
typu I ze Sciegien ogondéw szczurzych a nastepnie wykorzystanie tego polimeru
jako matrycy dla wytypowanych zwigzkéw fenolowych 1 ich mieszaniny.
Do otrzymania materiatow wykorzystano metode odparowania rozpuszczalnika.
Na rycinie 10 przedstawiono zdjgcie przyktadowego materialu otrzymanego

w trakcie realizacji badan.

il e, -

Rycina 10. Zdjecie przyktadowego materialu kolagenowego zawierajacego tymol
(fot. Michalska-Sionkowska)

4.3. Wlasciwosci bakteriobdjcze otrzymanych materialow

Badanie  wtasciwosci  bakteriobdjczych  otrzymanych  materiatow
przeprowadzono zgodnie z normg ISO 22196:2011. Przyjeto, ze materialy
wykazujg wlasciwosci bakteriobojcze jezeli, redukujg liczbe zdolnych do wzrostu
komorek bakterii testowych wzgledem préby kontrolnej o co najmniej 2 rzedy
wielkosci (wspotczynnik redukcji R>2).

Na rycinie 11 przedstawiono w formie wykreséw, wyniki wlasciwosci
bakteriobdjczych materiatow kolagenowych z tymolem, karwakrolem i ich

mieszaning.
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M Coll/NS/T  mColl/NS/K m Coll/NS/TK S. aureus

Bakteriobdjczos¢ badanych materiatow (R)

4 1 0.75 0.5 0.25
Stezenie [mg/cm?]

® Coll/NS/T  mColl/NS/K = Coll/NS/TK E coli

Bakteriobdjczos¢ badanych materiatow (R)

4 1 0.75 0.5 0.25
Stezenie [mg/cm?]

Rycina 11. Witasciwos$ci bakteriobojcze materiatdéw kolagenowych zawierajacych

tymol, karwakrol i ich mieszaning wzgledem S. aureus i E. coli.

Wszystkie badane stezenia tymolu lub karwakrolu po 24 godzinnym czasie
kontaktu powodowaty redukcje liczby komorek bakteryjnych S. aureus zdolnych
do wzrostu o co najmniej 2 rzedy wielkosci (R>2). Dlatego materiaty te uznano za

bakteriobdjcze wzgledem komorek S. aureus. Mieszanina tymol/karwakrol

68



wprowadzona do matrycy kolagenowej nie byta tak efektywna. Wspotczynnikiem
redukcji wigkszym niz dwa (R>2) charakteryzowaty si¢ jedynie materiaty
o stezeniu mieszaniny TYM/KAR w przedziale 0,75-4,0 mg/cm?. Wspotezynnik
redukcji R po kontakcie z materiatami Coll/NS/TKO0.5 i Coll/NS/TKO0.25 wynosit
odpowiednio 1,31 i 1,02, dlatego nie mozna zaklasyfikowa¢ ich jako materialy
bakteriobdjcze. Karwakrol =~ wprowadzony do matrycy w  stezeniach
1,0-0,50 mg/cm?® wykazywat wickszy wspotczynnik redukcji w poréwnaniu do
materialow z tymolem w tych samych stezeniach.

Materiaty kolagenowe z tymolem powodowaty najwieksza redukcje liczby
komorek bakteryjnych E. coli, zdolnych do wzrostu po 24 godzinnym czasie
kontaktu. Wraz ze spadkiem st¢zenia tymolu wprowadzonego do matrycy,
obserwowano stopniowy spadek dziatania bakteriobdjczego. Materialy o st¢zeniu
tymolu 4,0 mg/cm? redukowaly liczbe komérek zdolnych do wzrostu o okoto
7 rzedéw wielkosci. Wspdlczynnik redukcji dla materiatow Coll/NS/K0.25
1 Coll/NS/TKO0.25 byl ponizej dwa (R<2), dlatego materialy te nie zostaly uznane
za bakteriobdjcze. Pozostale materialy charakteryzowaly si¢ wspodtczynnikiem
redukcji powyzej dwa (R>2). Pozwolito to zaklasyfikowac te materiaty jako
bakteriobojcze.

Lumbreras-Aguayo i wsp. (2019) osadzali kwas polimetakrylowy na widknach
gazy medyczne] wzbogacajac materiat w nZnO. Wyniki bakteriobdjczosci tych
materialtbw Wykazaly, Zze niemodyfikowana gaza medyczna nie wplywa na
komorki bakteryjne. Natomiast, gaza modyfikowana kwasem polimetakrylowym,
nawet bez wbudowanych nanoczastek cynku redukuje liczbe komorek zdolnych do
wzrostu. W przypadku S. epidermilis zahamowanie wzrostu komorek byto wigksze
po aplikacji materialu z nanoczastkami cynku (R=4,23) w porownaniu do gazy z
kwasem polimetakrylowym (R=2). W przypadku E. coli, zar6wno gaza z kwasem
polimetakrylowym bez i z wbudowanymi nanoczastkami redukowata liczbe
komoérek zdolnych do wzrostu o dwa rzedy wielkosci (R=2). Dziatanie
bakteriobdjcze kwasu polimetakrylowego przypisano jego kwasnemu pH,

zakldcajacemu homeostaze komodrek, wplywajacemu na dziatanie enzymow
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1 szlakow transportowych. Dziatanie bakteriobdjcze nZnO zauwazono wylacznie
wzgledem S. epidermilis.

Materialy nanocelulozowe wykonane jako nosniki oktenidyny wykazywaty
silne dziatanie bakteriobdjcze (R>6) wzgledem S. aureus nawet po 6 miesigcach
ich przechowywania (Moritz 1 wsp. 2014). Natomiast, materialy wykonane
z kopolimeru polihydroksymaslanu z wldoknami kokosowymi do ktorych
wprowadzano 1-10% olejku z oregano, nie wykazywaly dziatania
bakteriobdjczego wobec S. aureus zaréwno po 24 godzinach jak i po 15 dniach
kontaktu. Przeprowadzone metoda mikrorozcienczen badanie minimalnego
stezenia hamujacego (MIC) wykazalo, ze MIC olejku jest czterokrotnie nizsze
wzgledem olejku osadzonego na widknach kokosowych, co przypisano stratom
zwigzanym z procesem rozpylania olejku 1 jego niejednolitemu rozktadowi na
wioknach (Torres-Giner i wsp. 2018).

Wilasciwosci  bakteriobdjcze  komercyjnie  dostgpnych  materialow
alginianowych z jonami srebra i alginianowych z nanoczastkami srebra zostaly
zbadane wzgledem P. aeruginosa, E. coli, S. aureus, K. pneumoniae i C. albicans
(Wiegand i wsp. 2009). W badaniu zastosowano materialy poliestrowe jako
materiat kontrolny. Nie zaobserwowano wzrostu P. aeruginosa, K. pneumoniae
I E. coli po 24 godzinnym czasie kontaktu z materiatem kontrolnym. Materiaty
zawierajagce w swoim skladzie srebro, dodatkowo hamowaly wzrost S. aureus.
Jedynie materiaty z nanoczastkami srebra calkowicie zahamowaly wzrost
C. albicans. Wspoélczynnik R dla materiatbw z jonami srebra wyniost 1,8
natomiast, materiatow bez dodatku srebra — R=0,7 wobec C. albicans (Wiegand
I wsp. 2009).

Wiegand i wsp. (2011) badali komercyjnie dostgpne materiaty zawierajace
w swoim skladzie superabsorbent poliakrylanowy wzgledem S. aureus,
P. aeruginosa, K. pneumoniae i C. albicans. Najwi¢ksza redukcje komorek
zdolnych do wzrostu zaobserwowano w badaniu P. aeruginosa i K. pneumoniae
po 6 godzinnym kontakcie (R>2). Autorzy uznajg jako zalete tych materialow to,
ze komorki mikroorganizméw przyklejaja si¢ do ich powierzchni i usuwane sa

mechanicznie z kazda zmiang opatrunku. Ponadto bakterie Gram ujemne sg
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bardziej podatne na niedobor wody spowodowany przez superabsorbent
poliakrylanowy niz Gram dodatni S. aureus i drozdze C. albicans. Dlatego
opatrunki te w wigkszym stopniu hamujag wzrost komorek bakterii Gram
ujemnych.

Filmy na bazie hydroksypropylometylocelulozy (HPMC) wzbogacone
w olejek z oregano lub bergamotki dziataty bakteriobojczo wzgledem E. coli.
Stezenie 2% olejkéw w matrycy powodowato redukcje liczby komorek zdolnych
do wzrostu o okoto 90% w obu przypadkach. Natomiast stezenie 1,5%
powodowato okoto 80% redukcje. Olejek z bergamotki wprowadzony do matrycy
z HPMC w stezeniu 1 1 0,5% powodowal redukcje liczy komorek o odpowiednio
55129%. Olejek z oregano byt skuteczniejszy 1 redukowat liczbg komorek E. coli
0 371 72% w stezeniu 0,5 1 1% (Choi 1 wsp. 2016). Wartosci te sg jednak zbyt
niskie, poniewaz R>2 odpowiada redukcji o co najmniej 99% (Ghamrawi i wsp.
2017).

Wprowadzenie zwigzkoéw bakteriobdjczych do matrycy moze wplywac na
ich dziatanie. Czg$¢ z wprowadzanych do matryc zwigzkéw aktywnych moze by¢
utracona w procesie produkcji materiatu. W przypadku tej analizy, zwigzki
aktywne nie musza by¢ uwalniane z materialu — dziataja w bezposrednim
kontakcie z komodrkami bakteryjnymi. RoOwniez sam materiat moze by¢
odpowiedzialny za usuwanie komorek w sposob mechaniczny. Jednak podczas
badan Coll/NS testowano odzysk komorek z materiatlu po 24 godzinnym czasie
kontaktu. W poréwnaniu do liczebnosci wyjsciowej zawiesiny bakteryjnej, liczba
odzyskanych komoérek zdolnych do wzrostu byta mniejsza jedynie o jeden rzad
wielkosci (R<1).

4.4. Wplyw materialow na aktywnos$¢ lancucha transportu
elektronow

Dehydrogenazy to enzymy nalezace do grupy oksydoreduktaz,
zlokalizowane w blonie komodrkowej w postaci kompleksu. Katalizuja one
utlenianie substratu w procesach oddychania (Kunicki-Goldfinger, 2006).
Dehydrogenazy sa enzymami wysoce specyficznymi, dla kazdego utlenianego
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w komorce substratu istnieje wilasciwa dla niego dehydrogenaza. Z reguly
odlaczaja one od substratu naraz po dwa elektrony 1 po dwa protony przenoszac je
bezposrednio na tlen atmosferyczny lub za pomoca przenosnikow o wzrastajgcym
potencjale  oksydoredukcyjnym  (Kunicki-Goldfinger, 2006). Aktywnos¢
dehydrogenaz szczepow S. aureus i E.coli po kontakcie z materialami zostata

przedstawiona na rycinie 12 i 13.
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Rycina 12. Aktywno$¢ dehydrogenaz S. aureus po kontakcie z materiatami

kolagenowymi z dodatkiem tymolu, karwakrolu i ich mieszaniny
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Rycina 13. Aktywnos$¢ dehydrogenaz E. coli po kontakcie z materiatami

kolagenowymi z dodatkiem tymolu, karwakrolu i ich mieszaniny

Materiat Coll/NS stanowigcy material kontrolny, nie wykazywat dziatania
bakteriobdjczego (patrz 4.3.). Pomimo to, aktywno$¢ dehydrogenaz S. aureus
I E. coli wynosita odpowiednio 45% i 65% aktywnosci dehydrogenaz proby
kontrolnej.

Aktywnos¢ dehydrogenaz S. aureus malata wraz we wzrostem zawarto$ci
wszystkich badanych zwigzkow fenolowych w matrycach kolagenowych.
Najlepiej hamujgcym aktywnos$¢ tych enzyméw okazal si¢ tymol — najnizsze
zastosowane stezenie tymolu wprowadzone do materialu kolagenowego
(0,25 mg/cm?) redukowato aktywno$é dehydrogenaz S. aureus do poziomu 20%
juz po 90 minutowym czasie kontaktu. Takie same stezenie karwakrolu
1 mieszaniny tymol/karwakrol powodowato spadek aktywnosci tych enzyméw do
odpowiednio 26% i 31%. Wszystkie zwiazki aktywne w stezeniu 0,50 mg/cm®
hamowaty aktywnos$¢ dehydrogenaz S. aureus - do 13-17% wartosci kontrolne;.
Najbardziej skuteczne byto najwyzsze stezenie — 4,0 mg/cm?, ktoére hamowato

aktywnos¢ tych enzymdéw prawie catkowicie.
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Podobng sytuacj¢ odnotowano w przypadku E. coli, dla ktorej aktywnosé
dehydrogenaz maleje wraz ze wzrostem stezenia zwigzkéw fenolowych
w matrycy. Najmniejsza dawka fenoli, hamowata aktywnos¢ dehydrogenaz E. coli
do poziomu 37-70%. Jednak zastosowanie wyzszych stezen fenoli w matrycy
kolagenowej skuteczniej hamowato aktywnos$¢ tych enzymow u E. coli. Zawarto$¢
tymolu o stezeniu 4,0 mg/cm? powodowata brak aktywnosci dehydrogenaz E. coli.
Po zastosowaniu karwakrolu 1 mieszaniny tymol/karwakrol aktywnos$¢

dehydrogenaz wynosita okoto 3% i1 1% odpowiednio warto$ci wyj§ciowe;.

4.5.  Wplyw materialéw na ilo§¢ ATP syntetyzowanego przez
komorki bakterii

Wyniki zawarto$ci ATP zebrano w postaci umownych jednostek §wietlnych
(RLU, eng. relative light units). Wyniki przedstawiono jako warto§¢ procentowa
poziomu ATP uznajac kontrole pozytywng jako 100%. Wyniki zawartosci ATP

zostaly przedstawione na rycinach 141 15.
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Rycina 14. Poziom ATP w komorkach S.aureus po kontakcie z materiatami
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Rycina 15. Poziom ATP w komorkach E. coli po kontakcie z materiatami

Materiat Coll/NS, ktory nie zostal zaklasyfikowany jako materiat
bakteriobdjczy, poniewaz nie redukowal liczby bakterii zdolnych do wzrostu
o dwa rzedy wielkosci, redukowat poziom ATP o 10% 1 22% odpowiednio dla
E. coli i S. aureus.

W przypadku S. aureus synteza ATP maleje wraz ze wzrostem stezenia zwigzkow
aktywnych w przygotowanych matrycach. Najwigkszy spadek syntezy ATP
zanotowano po zastosowaniu materialow o zawartosci fenoli powyzej
0,75 mg/cm?. Poziom ATP wynosit dla nich miedzy 2-9% dla materialow
z tymolem, 9-18% dla materialow z karwakrolem i1 5-18% dla materiatlow
zawierajacych mieszaning tymol/karwakrol wzgledem proby kontrolne;.
Po kontakcie z materiatami o zawartosci fenoli 0,50 mg/cm® poziom ATP
znajdowat si¢ w przedziale 50-56%. Natomiast najnizsze st¢zenie zwigzkoéw
aktywnych (0,25 mg/cm?) powodowato spadek poziomu ATP do 59-68%.

W przypadku prob E. coli, oprocz stezenia fenoli na zawarto§¢ ATP istotnie
wplywa tez ich rodzaj. Poziom ATP w probach poddanych dziataniu tych samych
stezen fenoli byl najwyzszy po zastosowaniu materiatow z karwakrolem

w stezeniach 0,50-4,0 mg/cm® i znajdowal sic w przedziale 12-55%. Nizsze
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stezenie karwakrolu (0,25 mg/cmz) bylo jednak bardziej efektywne niz takie samo
stezenie tymolu 1 mieszaniny tymol/karwakrol. Poziom ATP po zastosowaniu
tymolu w stezeniach 0,50-4,0 mg/cm? wynosit miedzy 0,5-29% a dla mieszaniny
tymol/karwakrol migdzy 2-17%.

ATP jest uniwersalnym no$nikiem energii, a komérki mogag generowaé ATP
podczas fosforylacji oksydacyjnej lub substratowej (Kramer i wsp. 2017). Dlatego
aktywno$¢ dehydrogenaz 1 poziom ATP s3 ze sobg powigzane. W powyzszym
badaniu zwigzek miedzy stezeniem fenoli, aktywnoscig dehydrogenaz 1 poziomem
ATP byl podobny. Jednak poziom ATP byt zawsze nieco mniej hamowany
w poréwnaniu z aktywnoscig dehydrogenaz. Prawdopodobnie, ATP byto nadal
syntetyzowane podczas glikolizy i w cyklu kwasu cytrynowego. Ponadto réznice
te moga by¢ spowodowane zastosowang metodyka. Reakcja ATP i lucyferazy
wymaga wylacznie 5-cio minutowej inkubacji probki, a redukcja soli
tetrazoliowych zajmuje 1,5-4 h, w zaleznosci od badanych komérek bakteryjnych
(Promega, 2016). W tym czasie pewna cz¢s¢ fenoli byla nadal obecna w hodowli
komoérkowej, mimo ze materialy oddzielono od zawiesiny komorek po
dziewieédziesieciu minutach kontaktu. Jest to rezultatem dyfuzji fenoli z matryc
kolagenowych do srodowiska reakcji.

Tymol 1 niektore inne zwigzki fenolowe, ktore wystepuja w olejkach
eterycznych majg zdolno$¢ do interakcji z btong komorkowg bakterii za pomoca
wigzan wodorowych. Prowadzi to do rozerwania btony i wycieku sktadnikow
komorkowych (Cai i wsp. 2019). Churklam i wsp. (2020) zaobserwowali zmiany
zwyrodnieniowe $ciany komdrkowej 1 blony cytoplazmatycznej oraz zaburzenia
strukturalne komorek Listeria monocytogenes po kontakcie z karwakrolem.
Otrzymane wyniki sugerowaly, ze karwakrol inaktywuje bakterie poprzez
wieloczynnikowe dzialanie, ktdre rozrywa btony komodrkowe prowadzac do lizy
komorek, a takze hamuje aktywnos¢ oddechowg drobnoustrojow. Dlatego
hamowanie aktywno$ci dehydrogenaz i poziomu ATP moze by¢ zwigzane

z mechanizmami dziatania przeciwdrobnoustrojowego.
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4.6. Biokompatybilno$¢

Udzial catkowitej objetosci erytrocytow w zdrowej ludzkiej krwi wynosi
okoto 48%. Dlatego materiaty, ktére majg kontakt z krwig powinny by¢ badane
pod wzgledem hemokompatybilnosci (Rahimi 1 wsp. 2019). Biokompatybilnos¢
materiatow wzgledem komorek krwi badano metoda bezposredniego kontaktu.
W tym tescie bada si¢ uwalnianie hemoglobiny do osocza z powodu uszkodzenia
bton erytrocytéw pod wptywem kontaktu z biomateriatem (Bajpai i wsp. 2015).
Uszkodzenie erytrocytow po kontakcie z biomateriatami, ktére nie posiadaja
odpowiedniej hemokompatybilno§ci moze doprowadzi¢ do niepozadanych
odpowiedzi immunologicznych, powstawania zakrzepicy i zapalenia w miejscu
rany, zaklocajac cykl jej gojenia (Gharibi i wsp. 2019). W tabeli 7 przedstawiono

wyniki badan wptywu otrzymanych materiatéw na hemolize krwi.

Tabela 7. Udziat zhemolizowanych komorek krwi po kontakcie z badanymi
materiatami

Udzial komoérek
Material zhemolizowanych
[%0]
Coll 0,1+ 0,05
Coll/NS 55+0,5
Coll/NS/T0.25 6,4+0,7
Coll/NS/T0.5 71+04
Coll/NS/TO0.75 84+14
Coll/NS/T1 122+2,1
Coll/NS/T4 28,8+ 2,6
Coll/NS/K0.25 6,617
Coll/NS/K0.5 8,1+ 0,8
Coll/NS/K0.75 9,2+0,7
Coll/NS/K1 12,3+2,4
Coll/NS/K4 31,4+£2,6
Coll/NS/TKO0.25 6,618
Coll/NS/TKO0.5 9,1+£0,8
Coll/NS/TKO.75 9,2+1,6
Coll/NS/TK1 18,1+1,8
Coll/NS/TK4 25,1+2,3
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Zgodnie ze standardem ASTM F756-00 materialy dzieli si¢ na
niechemolizujace, lekko hemolizujace 1 hemolizujace. Za niehemolizujace uwazane
sa te charakteryzujace si¢ udzialem zhemolizowanych erytrocytow do 2%,
te powodujace hemolize¢ w przedziale 2-5% uwazane sa za lekko hemolizujace
I >5% Kklasyfikowane sg jako hemolizujgce (Pires i wsp. 2018). Material
kolagenowy uznany zostat za niechemolizujacy, poniewaz odpowiadat za hemolizg
okoto 0,1% erytrocytow. Pozostate materialy, charakteryzowaty si¢ hemolizg
komorek krwi powyzej 5%, ktoéra w przypadku najwyzszych stezen zwigzkow
fenolowych siegata do okoto 30%. Warto zwroci¢ uwage na wyniki hemolizy
kolagenu z dodatkiem niejonowego surfaktantu, ktory znaczaco pogarszal jego
parametry biologiczne. Materiaty z matymi dodatkami zwigzkéw fenolowych
(<0,75 mg/cm?®) w poréwnaniu do Coll/NS, zwickszaty hemolize krwi o <5%.
Zamiana Polisorbate 80 na inny surfaktant, mogtaby korzystniej wplynaé¢ na
wlasciwosci hemokompatybilne materiatow ze zwigzkami fenolowymi. Inni
autorzy wykazali niehemolizujagcy charakter tymolu 1 olejkow eterycznych
a nawet zauwazyli zmniejszenie hemolizy (Chaouche i wsp. 2015; Manikandan i
wsp. 2017; Pires 1 wsp. 2018). Bioragc pod uwage niehemolizujacy charakter
materiatu ~ kolagenowego  oraz  réznice @ <5%  pomiedzy  Coll/NS
a materiatami z niewielka ilo$cig zwigzkoéw fenolowych, mozna przypuszczaé, ze
jest mozliwe otrzymanie materiatu kolagenowego o  wlasciwosciach

bakteriobojczych bedacych jednoczesnie materialami biokompatybilnymi.
4.7.  Tworzenie biofilmu na powierzchni badanych materialéw

Biofilm definiuje si¢ jako zmienione fenotypowo skupiska drobnoustrojow
przymocowane do powierzchni biotycznych lub abiotycznych za pomoca
produkowanych przez nie pozakomérkowych substancji  polimerowych
(egzopolisacharydow-EPS) (Kucera i1 wsp. 2014). EPS sktada si¢ glownie
z polisacharydow, biatek, zewnatrzkomorkowego DNA, glikoprotein, lipidow,
kwasow lipopolisacharydéw 1 kwasoéw lipotejchojowych. EPS wraz z woda
(chronigcg Dbiofilm przed wysuszeniem) tworzy macierz, ktéra chroni

drobnoustroje przed czynnikami zewne¢trznymi (Czyzewska-Dors i wsp. 2018).
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Zakazenia powodowane przez obecnos¢ biofilmu w ranach moga opoznia¢ ich
gojenie, powodowa¢ martwice tkanek 1 zakazenia ogdlnoustrojowe.
Staphylococcus aureus jest najczgsciej izolowang bakterig z ran przewleklych
zakazonych biofilmem (Hasan i wsp. 2019). Dlatego zbadano wptyw dodatku
tymolu w matrycy kolagenowej na tworzenie biofilmu przez Staphylococcus
aureus. Na rycinach 16 i 17 przedstawiono przyktadowe zdjgcia biofilmu

utworzonego na powierzchni badanych materiatow po 5 i 10 dobach.
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Rycina 16. Biofilm utworzony przez Staphylococcus aureus po 5 dobach na
powierzchni: a- Coll/NS; b- Coll/NS/T0.5; c- Coll/NS/T0.75 w powigkszeniu 2000
1 20 000 razy
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Rycina 17. Biofilm utworzony przez Staphylococcus aureus po 10 dobach na
powierzchni: a- Coll/NS; b- Coll/NS/T0.5; c- Coll/NS/T0.75 w powigkszeniu 2000
i 20 000 razy
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Na rycinie 16a struktury biofilmowe rozmieszczone sa rOwnomiernie na materiale.
Struktury biofilmowe na powierzchni materialu bez dodatku tymolu po 5 dobach
sa mniejsze ale liczniejsze w poréwnaniu do tych, utworzonych na powierzchni
materiatu z 0,50 mg tymolu (Coll/NS/T0.5). Na powierzchni materiatu z 0,75 mg
tymolu, zaobserwowano redukcje¢ w formowaniu biofilmu. Struktury biofilmu
zostaty zanalizowane na podstawie zdje¢ mikroskopowych wykonanych dla
powickszenia 20 000 razy. Struktury biofilmowe powstale na powierzchni
kontrolnej, zbudowane sg z komorek. Biofilm widoczny na materiale Coll/NS/T0.5
zbudowany jest zaréwno z komorek bakteryjnych jak i zewnatrzkomérkowych
struktur polimerowych. Komoérek nie zaobserwowano na powierzchni materiatu
Coll/NS/T0.75. Jedynie struktury polimerowe bez komoérek bakteryjnych byly
obecne na powierzchni filmu.

Po 10 dobach (Ryc. 17) na powierzchni kontrolnej (Coll/NS) widoczna jest duza
ilo§¢ struktur biofilmowych, jednak sa one mniejsze w porownaniu do tych,
utworzonych po 5 dobach. Na powierzchni materialéw z tymolem, ilos¢
powstalych struktur jest mniejsza, w porownaniu do Coll/NS, zaréwno po
51 10 dobach. Jednak w powigkszeniu 20 000 razy, nie obserwuje si¢ komorek
bakteryjnych wbudowanych w struktury biofilmowe. Tworzone sa one jedynie
przez inne struktury, prawdopodobnie egzopolisacharydy. Tymol zaburza
integralnos$¢ blony komorkowej, prowadzac do wycieku zawartosci komorki 1 jej
$mierci (Wang i wsp. 2017). Dlatego te nieznane struktury budujace biofilm moga
by¢ pozostatosciami po zdegradowanych komorkach. Powyzsze wyniki sugeruja,
ze nie tylko stgzenie, ale i czas ekspozycji na tymol wptywa na tworzenie biofilmu
przez S. aureus.

Zahamowanie tworzenia biofilmu S. aureus zaobserwowano po aplikacji olejkéw
eterycznych Lippia sidoides, Thymus vulgaris i Pimenta pseudochariophyllus.
Autorzy sugeruja, ze duza zawarto$¢ tymolu, karwakrolu, eugenolu 1 chiawibetolu
oraz synergistyczne dziatanie pozostatych zwigzkéw wchodzacych w sklad
olejkéw, wptyneto na tak wysokg efektywnos¢ w hamowaniu biofilmu (Vazquez-
Sanchez 1 wsp. 2018). Ponadto, zastosowanie mieszanin olejkéw eterycznych,

pozwolito na zredukowanie skutecznej dawki, co wplywa korzystnie na p6zniejsza
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przemystowa aplikacj¢ (Vazquez-Sanchez i wsp. 2018). Wang i wsp. (2018)
zaobserwowali, ze tymol hamuje powstawanie biofilmu Actinobacillus
pleuropneumoniae, a takze reguluje ich patogenno$¢ zmniejszajac czynniki
wirulencji Apx I 1 Apx II. Miladi i wsp. (2017) zauwazyli, ze zastosowanie
tymolu, wplywa na zmniejszenic masy biofilmu szczepéow Salmonella
typhimurium. Ponadto, na zdjeciach SEM zauwazono, ze blona bakteryjna zostala
uszkodzona. W niektérych miejscach, widoczna byta réwniez calkowita utrata

integralno$ci bton (Miladi i wsp. 2017).
4.8. Degradacja enzymatyczna w warunkach in vitro

Kolagenazy to enzymy proteolityczne nalezagce do macierzowych
metaloproteinaz, obecne sa3 w wysigkach rany. Kolagenazy posiadaja zdolno$¢
hydrolizowania superhelisy kolagenowej (Lipka i Boratynski, 2008). Dlatego
materialy pozostajace w kontakcie z nimi mogg traci¢ mas¢ i swoja strukture
(Kaczmarek i wsp. 2018b). Kolagenaza preferencyjnie hydrolizuje wigzanie X-Gly
w sekwencji specyficznej kolagenu R-Pro-X-Gly-Pro (Sionkowska i Koztowska
2013; Inoue i wsp. 1996). Kolagenazy MMP-1 (Kolagenaza I, §rodmigzszowa),
MMP-8 (Kolagenaza Il) i MMP-13 (Kolagenaza III) zdolne sa do degradacji
kolagenu typu I, I, I, VII, VIII, X (Trojanek, 2013).

Wyniki degradacji enzymatycznej w warunkach in vitro w kontakcie z kolagenaza

typu | przedstawiono w tabeli 8.

Tabela 8. Wyniki degradacji enzymatycznej materiatbw kolagenowych

z dodatkiem tymolu

Material Degradacja enzymatyczna
[%0]
Coll/NS 73,2+1,3
Coll/NS/T0.25 51,5+0,9
Coll/NS/T0.5 71,1+1,1
Coll/NS/T0.75 735+1,0
Coll/NS/T1 732+1,1
Coll/INS/T4 73,4+17
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Degradacja enzymatyczna przygotowanych materialdw wynosi okoto
73%. Zawarto$¢ tymolu nie wplywa na podatno$¢ materialu na degradacje.
Jedynym materiatem, ktory byl bardziej odporny na dzialanie kolagenazy byt
Coll/NS/T0.25 (degradacja 51%). Wyniki te nie s3 jednoznaczne z wynikami
degradacji materiatdw w srodowisku buforu PBS (pH=7,4 patrz 4.13.), gdzie wraz
ze stezeniem tymolu obserwowano wickszy stopien utraty masy. Dodatkowo
degradacja enzymatyczna zachodzita w sposéb nagly w krotkim czasie.
Kaczmarek i wsp. (2018b) uzyskali wyniki degradacji enzymatycznej, swiadczace
o tym, ze kolagen szczurzy typu I degradowat w okoto 23% z zastosowaniem te;j
samej metodyki. Dlatego mozna zauwazy¢, ze na szybkos¢ degradacji miat wplyw
dodatek niejonowego surfaktantu.

Materiat opatrunkowy na bazie kolagenu za sprawag aktywnosci
kolagenazy moze stanowi¢ dodatkowe zrodlo biatka wykorzystane w procesie
angiogenezy i przebudowy tkanki (Oryan i wsp. 2018). Dlatego degradacja
materiatu pod wpltywem tego enzymu wydaje si¢ by¢ pozadanym zjawiskiem.
Zaleta jest réwniez brak wpltywu tymolu na jego aktywno$¢. Z drugiej jednak
strony, degradacja ta zachodzila zbyt szybko. Prawdopodobnie zastosowanie
czynnika sieciujgcego kolagen, wydhuzyloby proces jego degradacji. Obserwacje
takie otrzymaty Sionkowska i Koztowska (2013). Przygotowane przez nie
rusztowania na bazie kolagenu i fosforanu wapnia degradowaty w okoto 60%,
natomiast materiaty sieciowane mieszaning EDC/NHS tracity okoto 20% swoje;j

masy po takim samym czasie degradacji.
4.9.  Spektroskopia absorpcyjna w podczerwieni

Spektroskopia podczerwieni FTIR moze by¢ wykorzystana do
potwierdzenia struktury chemicznej polimeru, jak réwniez, do identyfikacji
interakcji pomiedzy grupami funkcyjnymi polimeru 1 zwigzkow aktywnych.
Metoda ta zostata uzyta przez Koosehgol i wsp. (2017) by zdefiniowa¢ interakcje
mig¢dzy grupami funkcyjnymi chitozanu 1 tymolu w materiatach do zastosowan
biomedycznych oraz w wielu pracach dotyczacych materiatow kolagenowych

(Lewandowska i wsp. 2016; Sankar i wsp. 2008; Kumar i wsp. 2010; Sionkowska
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1 wsp. 2015). Poniewaz metoda FTIR moze by¢ stosowana tylko w przypadku
probek przezroczystych, dla materialdéw kolagenowych 2z wbudowanymi
zwigzkami fenolowymi (nieprzezroczystymi) wykorzystano spektroskopie
ostabionego catkowitego odbicia w podczerwieni (ATR). Przedstawione widma
zostaly poddane korekcji ATR oraz zostaly znormalizowane.

Na rycinie 18 przedstawiono widma ATR-FTIR materialu kolagenowego
oraz materialow kolagenowych z tymolem, karwakrolem 1 ich mieszaning a takze

pojedynczych, nie wbudowanych w matrycg¢ fenoli.

85



Absorbancja [a.u.]

3380

\

3343
N\

\

= 3320
N\

3278
N\

Coll/NS/K4 Coll/NS/TK4

Coll Coll/NS/T4
N 2960
AN 2958
2961

TYM

KAR

3500

3000

2500

2000

Liczba falowa [em™]

1500

Rycina 18. Widma ATR-FTIR wykonane dla tymolu, karwakrolu i kolagenu a takze materiatow na ich bazie
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Glowne pasma rejestrowane dla kolagenu odpowiadajg liczbom falowym:
3278, 3082, 1648, 1550 i 1242 cm™ i sa charakterystyczne dla probek
kolagenowych. Liczba falowa v=3278 cm™ przypisywana jest pasmu amidowemu
A (drgania rozciagajace wiazania N-H), v=3082 cm™ — pasmu amidowemu B
(drgania rozciggajace wigzania C-N). Maksima pasm amidowych | (80% drgan
rozciggajacych grupy karbonylowej C=0) i Il (40% drgan rozciggajacych grupy
C-N oraz 60% drgan skrecajacych grupy N-H) znajduja si¢ przy liczbach falowych
1648 i 1550 cm™. (Wisniewski i wsp. 2007). Liczba falowa 1242 cm™
przypisywana jest maksimum pasma amidowego Il (Michalska-Sionkowska
I wsp. 2017). Pasmo amidowe 11l pochodzi w 40% od drgan rozciaggajacych grupy
C-N a takze od drgan skregcajacych (w ptaszczyznie) grupy N-H (30%) i od drgan
rozciagajacych grupy CHs-C- (20%) (Majzner i wsp. 2013). Gléwnymi
aminokwasami budujagcymi kolagen s3a glicyna, prolina 1 hydroksyprolina.
Obecnos¢ proliny i hydroksyproliny a takze zdolno$¢ grupy N-H do tworzenia
wigzan wodorowych, wplywa na potozenia pasma amidowego A. W widmie
kolagenu obserwuje si¢ pasmo amidowe A przy liczbie falowej w zakresie
v= 3325-3330 cm™, nastepuje jego przesuniecie o przynajmniej 25 cm™ w strone
wyzszych warto$ci w poréwnaniu do widm innych biatek (Wisniewski 1 wsp.
2007).
Charakterystyczne pasma widm w podczerwieni, otrzymanych dla tymolu
i karwakrolu, pokazuja maksimum przy liczbie falowej v=3221 i v=3387 cm™
odpowiednio. Zwigzane jest to z obecnoscig grup hydroksylowych (-OH)
w czasteczce. Maksimum pasm przy v=2958 i v=2960 cm™, przypisywane jest
wystepowaniu grup —CHs. Zwiazki fenolowe zawierajg w swojej czasteczce grupy
hydroksylowe, bezposrednio zwigzane z atomami wegla w pierScieniu
aromatycznym. Jego obecno$¢ zarejestrowana na widmach ATR-FTIR przejawia
si¢ wystepowaniem maksimum pasma w zakresie 1600-1400 oraz w regionie
okoto 800 cm™, przypisywana do drgan rozciagajacych wiazania C-C oraz C=C
(Altan i wsp. 2018). Charakterystyczne pasma absorpcji dla tymolu i karwakrolu

zostaly zarejestrowane przy liczbach falowych 1621-1422 cm™ oraz v=805 cm™
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widma tymolu i v=811 cm™ widma karwakrolu. Schulz i wsp. (2005)
zaobserwowali najintensywniejsze pasma dla tymolu i karwakrolu odpowiednio
dla liczby falowej 804 cm™ i 811 cm™ wskazujace na obecno$¢ pierécienia
aromatycznego w ich czasteczkach. W zakresie liczb falowych 1200-900 cm™
obserwuje si¢ wibracje pasm C-O, spowodowane drganiami rozciggajagcymi C-OH
(Turki i wsp. 2018). W przypadku tymolu i karwakrolu, maksima tych pasm
zarejestrowano przy liczbach falowych 1244 i 1248 cm™.

Na widmach ATR-FTIR dla materiatéw kolagenowych z wbudowanymi
zwigzkami fenolowymi, nie obserwujemy dodatkowych pasm. Jednakze, istotng
roznica wzgledem widma zarejestrowanego dla kolagenu, jest przesunigcie
maksimow pasma amidowego A (N-H rozciggajace) oraz —OH w strong wyzszych
wartosci. Maksima pasma amidowego A rejestrowano przy liczbie falowej: 3320,
3343 i 3380 cm™ dla kolejno, Coll/NS/T4, Coll/NS/K4, Coll/NS/TK4. Podobna
zalezno$¢ zaobserwowano dla widm rejestrowanych dla wildkien zeinowych
z karwakrolem, gdzie maksimum absorbcji rejestrowano przy liczbie falowej
v=3413 cm™ dla widkien z zeiny. Dodatek karwakrolu w objetosci 5, 10, 20%
spowodowal przesuniccie maksimow absorpcji na v= 3436, 3435 i 3437 cm™
(Altan 1 wsp. 2018). Przesuniecia maksiméw absorpcji w tym zakresie
(okoto 200 cm™) zarejestrowano dla tymolu whudowanego w celuloze, thumaczac
te zmiane oddziatywaniami migdzy tymolem a polimerem (Zamani 1 wsp. 2015).
Zaobserwowane przesuni¢cia maksimow pasm N-H, -OH prawdopodobnie
spowodowane s3 wystapieniem interakcji pomigdzy grupami funkcyjnymi fenoli
I kolagenu, gdzie tworza si¢ oddzialywania wodorowe miedzy grupami —NH
biatka 1 -OH fenoli. Pozostate maksima absorpcji charakterystyczne dla zwigzkow
fenolowych jak i kolagenu, wystepuja rowniez w ich mieszaninach. Dlatego tez,
obecnos¢ tymolu i karwakrolu, zostata potwierdzona na podstawie analizy FTIR.
Koosehgol 1 wsp. (2017) charakteryzujagc materialty hydrozelowe na bazie
chitozanu i glikolu polietylenowego z tymolem metoda FTIR, nie zauwazyli
zadnych znaczacych interakcji pomiedzy grupami funkcyjnymi polimeréw
I tymolu. Nie zaobserwowano réwniez zmian w intensywnosci maksimow pasm

a takze przesuni¢¢ liczby fal w materialach chitozanowych z wbudowanym
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olejkiem tymiankowym. Na tej podstawie stwierdzono, ze wlaczenie do materiatu
chitozanowego, olejku tymiankowego nie spowodowato wigkszych zmian
strukturalnych (Altiok i wsp. 2010).

4.10. Topografia i chropowato$¢ powierzchni

Analiza zdjg¢ AFM jest zwykle stosowana do pozyskiwania szczegotowych
informacji jakosciowych i ilosciowych o powierzchni materialéw. Struktura,
morfologia i chropowatos¢ filméw polimerowych moze by¢ oceniona na postawie
zdje¢ AFM (Hosseini i wsp. 2016). Zdjecia 2D i 3D uzyskanych materiatlow
przedstawiono na rycinach 19-24, natomiast $rednie warto$ci chropowatosci

Zostaty przedstawione w tabeli 9.

Tabela 9. Chropowato$¢ powierzchni materialow

Chropowatos$¢ [nm]
Stezenie Tymol Karwakrol Tymol/Karwakrol
[mg/cm?]
Ra Rq Ra Rq Ra Rq
4 202,0 172,0 45,1 31,1 147,0 118,0
1 109,0 86,0 76,9 60,4 129,0 105,0
0.75 88,5 67,0 177,0 134,0 141,0 116,0
0.5 90,8 66,5 157,0 1240 134,0 104,0
0.25 49,5 40,5 64,7 52,4 121,0 93,7
kontrola Ra Rq
Coll 57,0 46,3
Coll/NS 54,4 43,9

Ra- $rednie arytmetyczne odchylenie profilu od linii $redniej mierzone wzdhuz
odcinka pomiarowego
RQ- $rednie kwadratowe odchylenie profilu od linii $redniej wzdluz odcinka

pomiarowego
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Rycina 19. Topografia powierzchni materialu kolagenowego 1 materiatu

kolagenowego z dodatkiem niejonowego surfaktantu
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Rycina 20. Topografia powierzchni materialow kolagenowych wzbogaconych
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Rycina 21. Topografia powierzchni materialow kolagenowych wzbogaconych

w tymol i karwakrol oraz ich mieszanine o stezeniu 0,50 mg/cm?
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Rycina 22. Topografia powierzchni materialow kolagenowych wzbogaconych

w tymol i karwakrol oraz ich mieszanine o stezeniu 0,75mg/cm?
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Rycina 23. Topografia powierzchni materialow kolagenowych wzbogaconych
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Rycina 24. Topografia powierzchni materialow kolagenowych wzbogaconych

w tymol 1 karwakrol oraz ich mieszaning o stezeniu 4,0 mg/cm2
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Struktura powierzchni materiatu kolagenowego jest bardziej; homogeniczna

wzgledem pozostalych probek. Analizujac zdjecia AFM, nie jest tatwo dostrzec
strukture potrojnej helisy kolagenu, ze wzgledu na jej male rozmiary wzgledem
chropowatosci  powierzchni (Sionkowska, 2003). Topografia powierzchni
materiatu zmienia si¢ po dodaniu niejonowego surfaktantu, gdzie na powierzchni
mozna dostrzec mikrofatdy. Jednak chropowatos¢ powierzchni Coll/NS
(Ra=54,4 nm, Rg=43,9 nm) w porownaniu do Coll (Ra=57,0 nm, Rq=46,3 nm)
jest podobna. Dodatek tymolu powoduje, ze mikrofatdy zwickszajg swojg dtugos¢
1 szeroko$¢ wraz ze wzrostem stezenia tymolu w materiale kolagenowym.
Skutkuje to rosngca chropowatoscia powierzchni. Materiat z najwigkszym
stezeniem tymolu, roézni si¢ topografiag. Na jego powierzchni mozna zobaczy¢
nieuporzadkowanie roztozone 1 niejednorodne rozmiarowo wklesdniecia,
powodujace duzg chropowato$¢ powierzchni (Ra=202,0 nm i Rq= 172,0 nm).
Natomiast maty dodatek tymolu (0,25 mg/cm?) powoduje zmniejszenie
chropowatosci Ra= 49,5 nm 1 Rq= 40,5 nm wzgledem préb kontrolnych.
W przypadku materialdéw z wbudowanym karwakrolem, nie wida¢ zalezno$ci
pomiedzy chropowatoscig a stezeniem karwakrolu. Najnizszg chropowatoscia
charakteryzowal si¢ materiat z Coll/NS/K4. Pomimo tego, topografia powierzchni
materialu z najwyzsza zawarto$cia karwakrolu byla podobna do tej z 4,0 mg/cm?
tymolu. Tu réwniez mozna zaobserwowac, wklesnigcia w postaci krater6w na
powierzchni a nie faldy, jednak ich rozmiar i polozenie jest bardziej
uporzadkowane niz w probce z tymolem. Podobnymi wartosciami chropowatosci
wzgledem prob kontrolnych, charakteryzowat si¢ materiat Coll/NS/KO0.25,
Ra= 64,7 nm i Rg=52,4 nm, z mikrofalaldmi na powierzchni. Warto$ci
chropowatosci Coll/NS/K0.5 i Coll/NS/K0.75 s3 znacznie wyzsze wzgledem
warto$ci chropowato$ci probek z tymolem o tych samych stezeniach. Analizujac
topografie powierzchni, mozna zauwazy¢ zaroOwno mikrofaldy jak 1 duze,
ale pojedyncze wkle$niecia na powierzchni.

Struktura topografii powierzchni materiatdow 2z mieszaning tymolu
1 karwakrolu jest widknista z kraterowatymi wkle$nigciami. Wszystkie materialy

z mieszaning fenoli, charakteryzowaty si¢ bardzo duza chropowatoscia Ra
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w zakresie 121-147 nm. Chropowato$¢ nie rosta wraz ze wzrostem stezenia
zwigzkow biobodjczych w materiale. Porownujac jednak zdj¢cia o najwyzszych
stezeniach tymolu, karwakrolu 1 ich mieszaniny, mozna zaobserwowa¢ podobna
topografi¢ struktury powierzchni.

Hosseini i wsp. (2015) zauwazyli, ze 0,4% dodatek olejku eterycznego
z Origanum vulgare L. do folii zelatynowo-chitozanowych powoduje znaczne
zmniejszenie chropowato$ci materiatu. Natomiast, wigksza zawarto$¢ olejku
eterycznego, powoduje wzrost chropowato$ci i pojawienie si¢ nieregularnej
struktury powierzchni. Podobne wyniki uzyskali Atarés i wsp. (2010) badajac
filmy na bazie izolatu biatka sojowego z olejkiem cynamonowym lub imbirowym.
Po wprowadzeniu matej ilosci stgzenia obu olejkéw chropowatos¢ powierzchni
malata. Natomiast wraz ze wzrostem st¢zenia olejku imbirowego obserwowano jej
wzrost. Autorzy sugeruja, ze olejek cynamonowy jest bardziej zintegrowany
z matrycg biatkowa, co skutkuje bardziej regularng strukturg powierzchni
w poréwnaniu do materialu z olejkiem imbirowym. Obecnos¢ olejkow
eterycznych z Zataria multiflora Boiss lub Mentha pulegium (migta polna)
powodowata spadek chropowatosci powierzchni materialu na bazie skrobi
kukurydzianej. Jednak, wraz ze wzrostem stezenia olejku z Zataria multiflora
Boiss w materiale, wzrastata chropowato$¢. Na podstawie zdjg¢ AFM autorzy
uznali, Zze olejek eteryczny z Mentha pulegium pozostaje bardziej zintegrowany
z matrycg, dlatego powierzchnia pozostale gladka (Ghasemlou i wsp. 2013).
Prawdopodobnie, bardziej ptaska powierzchnia, spowodowana jest przez
wypelnianie nieregularnosci powierzchni przez kropelki fazy rozproszonej
migrujagce na powierzchni¢ materialu w procesie $mietanowania (przejaw
niestabilno$ci emulsji, podczas ktorego krople oleju fazy rozproszonej unosza si¢
ku gorze, oddzielajac od fazy wodnej). Natomiast wieksze stezenie olejku,
powoduje zwigkszenie chropowatosci, poprzez agregacje kropelek olejku,
na powierzchni materiatu podczas suszenia (Ghasemlou i wsp. 2013; Atarés i wsp.
2010). Przez ich ciekly stan skupienia, aparat AFM pracujacy w trybie drgania

rejestruje je jako puste przestrzenie (Atarés i wsp. 2010).
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Na podstawie zdje¢ SEM (Scanning electron microscope) Koosehgol i wsp.
(2017) oceniali struktur¢ i przekrdj materialdbw na bazie chitozanu i glikolu
polietylenowego z tymolem. Zaobserwowali oni niejednorodny wzrost
chropowatosci powierzchni wraz we wzrostem stezenia tymolu w materiale.
Autorzy sugeruja, ze jest to zwigzane z odparowaniem pewnej ilosci tymolu
W procesie przygotowania materiatu, jednak jego cz¢s¢ zostaje zatrzymana migdzy
tancuchami polimerowymi. Obecno$¢ fenoli w materiatach kolagenowych zostata
potwierdzona przez FTIR oraz testy bakteriobdjcze. Altiok i wsp. (2010)
na zdjeciach SEM powierzchni chitozanu z wprowadzonym olejkiem
tymiankowym, obserwowali zaglebienia w postaci kraterow. Ich rozmiar i liczba
wzrastala wraz ze wzrostem stezenia olejku tymiankowego. Autorzy sugeruja,
ze jest to zwigzane z szybkim odparowaniem olejku tymiankowego podczas
procesu przygotowania materiatu. Zwigkszenie chropowatosci struktury 1 obecnos¢
struktury krateru na powierzchni, obserwowano rowniez dla materiatow
chitozanowych, zelatynowych i ich mieszanin z eugenolem Ilub olejkiem
imbirowym (Bonilla i wsp. 2018).

Na podstawie uzyskanych wynikéw chropowatosci 1 struktury materiatow
kolagenowych z tymolem, karwakrolem i ich mieszaning, a takze wynikow
prezentowanych przez innych autoréw stwierdzono, ze najbardziej integralnym
materiatlem byl ten z dodatkiem tymolu, szczegdlnie w jego mniejszych stezeniach.
Materiaty z karwakrolem i mieszaning tymol/karwakrol, prawdopodobnie nie
tworzyly stabilnej emulsji, a agregujace krople w procesie $Smietankowania,
przemieszczaly si¢ w fazie ciaglej w gore. Skutkowato to czeSciowym
odparowaniem zwigzkow fenolowych a takze gromadzeniem si¢ kropelek
zwigzkow aktywnych, ktore ze wzgledu na stan skupienia nie byly widoczne przez

aparat rejestrujacy.
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4.11. Pomiar kata zwilzania

Oddzialywania materialu ze S$rodowiskiem biologicznym zwigzane
sa z wlasciwosciami powierzchniowymi, sposrod ktéorych najistotniejsze
sg te dotyczace topografii, zwilzalnosci, skladu chemicznego 1 energii
powierzchniowej (Liber-Kne¢ i fagan, 2014). Metoda Owensa-Wedta czesto
uzywana jest do obliczania swobodnej energii powierzchniowej oraz jej
sktadowych polarnej i dyspersyjnej materiatow polimerowych. Swobodna energia
powierzchniowa okresla potencjalne zastosowanie materialu, a jej skladowe
dostarczaja bardziej szczegétowych informacji na temat badanych powierzchni
(Skopinska-Wisniewska 1 wsp. 2009). W przypadku materialow do zastosowan
medycznych, swobodna energia powierzchniowa, moze stuzy¢ do oceny stopnia
oddziatywania migdzy materialem a organizmem zywym (Liber-Kne¢ i tagan,
2014).

Hydrofilowo$¢ powierzchni jest bardzo waznym elementem materialu
opatrunkowego, od ktorego zaleze¢ bedzie jego biokompatybilnos¢ (Kim 1 wsp.
2014). Hydrofilowy charakter powierzchni materialu opatrunkowego wptywa
na migracje komorek wokot rany (Zhang i wsp. 2019b). Materialy o wysokich
warto$ciach swobodnej energii powierzchniowej, charakteryzuja si¢ duzg
adsorbscja biatek i adhezja komoérek. Jednak powierzchnie o zbyt hydrofilowym
charakterze (o bardzo duzej swobodnej energii powierzchniowej) np. hydrozele
czy metakrylany nie sprzyjaja adhezji komorek (Liber-Kne¢ i Lagan, 2014).
Optymalny kat zwilzania materiatu woda by wspiera¢ wzrost i proliferacje
komorek powinien wynosi¢ miedzy 40 a 65° (Gharibi i wsp. 2019). W innych
zroédtach, mozna znalez¢ informacjg, ze ,,magiczng” dla biomateriatow warto$cia
kata zwilzania jest 65°, wtedy komodrki majg idealne warunki do adhezji
I proliferacji (Gentleman i Gentleman, 2014). Zwilzalno$¢ powierzchni nie zawsze
moze by¢ mierzona przy uzyciu wody. Materialy objete tematem dysertacji,
peczniejg pod wptywem wody, dlatego do pomiaru kata zwilzania, jako polarne;

cieczy pomiarowej uzyto gliceryny, niepowodujacej pgcznienia w tak krotkim
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czasie. Niestety, idealnych warto$ci zwilzalno$ci powierzchni gliceryng, nie

znaleziono w literaturze.

Wyniki swobodnej energii powierzchniowej oraz jej sktadowych polarnej

I dyspersyjnej zostaty przedstawione w tabeli 10.

Tabela 10. Swobodna energia powierzchniowa (y) oraz jej sktadowe dyspersyjna

(%) i polarna (ydp) obliczone dla otrzymanych materiatow

Material y [mJ/m?] 7% [mJ/m?] 7%, [MI/m?] Yoo/ 7%
Coll/NS 40,42 + 0,54 18,19+ 0,20 22,23 +0,34 1,22
Coll/NS /T0.25 4142 +0,21 20,17 +0,12 20,22 +£ 0,17 1,00
Coll/NS /T0.5 42,18 + 0,39 24,12 + 0,23 17,26 + 0,33 0,72
Coll/NS /T0.75 4355+ 0,24 28,30+ 0,26 11,25+ 0,21 0,40
Coll/NS /T1 45,03+ 0,32 30,16 + 0,31 9,55+ 0,20 0,32
Coll/NS /T4 4976 + 0,27 35,02+ 0,18 7,22 +0,35 0,21
Coll/NS /KO0.25 26,35+ 0,16 24,99+ 0,13 1,36 £ 0,04 0,05
Coll/NS /K0.5 27,51+0,29 24,20+ 0,13 3,30+0,16 0,14
Coll/NS /K0.75 35,98 + 0,33 26,29 + 0,23 9,69+0,10 0,37
Coll/NS /K1 37,22+ 0,35 27,96 + 0,20 9,26 +0,15 0,33
Coll/NS /K4 4151+ 0,20 38,32+ 0,15 3,19+ 0,05 0,08
Coll/NS /TKO0.25 28,65+ 0,23 25,39+ 0,09 3,26 £ 0,14 0,13
Coll/NS /TKO0.5 29,27 + 0,47 23,91+ 0,35 5,36 £ 0,13 0,22
Coll/NS /TKO0.75 30,04 + 0,28 27,92 +0,21 2,12 + 0,07 0,08
Coll/NS /TK1 33,13+ 0,27 31,22+0,14 1,92 +0,14 0,06
Coll/NS /TK4 38,49+ 0,62 30,98 + 0,46 751+0,17 0,24

Swobodna energia powierzchniowa obliczona dla przygotowanych

materialow mieécita w zakresie 26-49 mJ/m?. Materialy z dodatkiem tymolu,
charakteryzuja si¢ wzrostem warto$ci swobodnej energii powierzchniowej wraz
ze wzrostem stezenia tymolu wprowadzonego do matrycy. Rosnie rowniez warto$¢
sktadowej dyspersyjnej a wartos¢ sktadowej polarnej maleje. Do pordéwnania
charakteru materiatobw miedzy soba mozna zastosowaé stosunek sktadowej
polarnej do dyspersyjnej y%/ v%. Wraz ze wzrostem tymolu w materiale maleje
wskaznik ydp/ yds , Swiadczy to o tym, ze materiaty z dodatkiem tymolu sg bardziej
hydrofobowe wzgledem probki kontrolne;.

Materiaty z dodatkiem karwakrolu i mieszaniny tymol/karwakrol charakteryzuja
si¢ nizszymi wartosciami swobodnej energii powierzchniowej w stosunku
do Coll/NS. Wystepuje jednak zalezno$¢ migedzy zawartoscig zwigzku biobdjczego

a wartos$cig swobodnej energii powierzchniowej. Wartosci sktadowych polarnych
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sa mniejsze wzgledem proby kontrolnej, natomiast warto$ci skladowych
dyspersyjnych s3 wigksze. Stosunek ydp/ yds jest duzo nizszy dla materiatow
z karwakrolem 1 mieszaning tymol/karwakrol, co $wiadczy o ich bardziej
hydrofobowym charakterze wzgledem Coll/NS.

Dodatek zwigzkéw fenolowych do matrycy kolagenowej powodowat,

ze powierzchnia materiatu stawata si¢ bardziej hydrofobowa.
4.12. Wilasciwosci antyoksydacyjne

W fazie zapalnej gojenia ran leukocyty w procesie fagocytozy
oczyszczaja ran¢ z martwych 1 uszkodzonych komorek a takze z patogendw.
Proces ten prowadzi do nadprodukcji wolnych rodnikdbw m.in. anionu
nadtlenkowego, nadtlenku wodoru i anionu hydroksylowego (Agyare i wsp. 2013).
Réwnowaga tlenowa komorek jest w pewnym stopniu utrzymywana za pomocag
procesOw enzymatycznych 1 nieenzymatycznych. Jezeli jednak ilo$¢ reaktywnych
form tlenu jest wigksza niz naturalna zdolno$¢ do ich eliminacji mowi si¢ o stresie
oksydacyjnym. Nadmierny poziom wolnych rodnikéw powoduje zaktdcenie
rownowagi komodrkowej utleniacz/przeciwutleniacz 1 powoduje dezaktywacje
enzymow, uszkodzenie DNA i peroksydacj¢ lipidow. Prowadzi to do powstawania
uszkodzen otaczajacej rane¢ tkanki skornej i1 przedtuza jej proces gojenia (He 1 wsp.
2020).

Aktywno$¢ antyoksydacyjna przygotowanych materialow zostata
przedstawiona w tabeli 11. Materialy, ktore w swoim sktadzie zawieraly tymol,
charakteryzuja si¢ aktywnos$cig antyoksydacyjna w przedziale 23-74%. Aktywnos¢
antyoksydacyjna przygotowanych materialow wzrasta wraz ze wzrostem

zawartos$ci tymolu w prébie.
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Tabela 11. Aktywno$¢ antyoksydacyjna materiatdw kolagenowych wzbogaconych

w zwigzki fenolowe

Stezenie Aktywnos¢ antyoksydacyjna [%]

[mg/cm?] Tymol Karwakrol Tymol/Karwakrol
0,25 234+17 1,4+0,1 1,5+0,4
0,50 38,0+25 19,7+ 3,8 29+1,3
0,75 432+7,.2 75+22 14,0+1,3

1,0 51,8+5,5 37,9+8,2 30,4+3,0
4,0 746 +3,4 83,1+0,8 45,7 +5,3

Materialy wykonane z dodatkiem karwakrolu, wykazuja podobng zalezno$¢
wlasciwosci antyoksydacyjnych. Jego najwyzsze stezenie (4,0 mg) redukuje okoto
83% wolnych rodnikéw DPPH. Materiaty z 0,75 mg zawarto$ci karwakrolu
charakteryzuja si¢ aktywnoS$cig antyoksydacyjng na poziomie okoto 7,5% co nie
koresponduje z innymi otrzymanymi podczas tej analizy wynikami. Mate st¢zenia
karwakrolu (0,25-0,75 mg) odznaczaty si¢ mniejsza zdolnoscig do redukowania
rodnikéw DPPH wzgledem materiatdw z tymolem odpowiednio o 22%, 18%
I 35%.

Mieszanina tymol/karwakrol wykazywata stabsze dzialanie
antyoksydacyjne w poréwnaniu do materialdw z tymolem. Stezenie 4,0 mg
powodowato redukcje wolnych rodnikéw DPPH o 45,7%, warto$¢ ta byla nizsza
0 okoto 29% i 37% od tych zanotowanych dla odpowiednio tymolu i karwakrolu
w tych samych stezeniach. Tak samo jak w przypadku materiatéw Coll/NS/K0.25
- 0,25 mg dodatek mieszaniny tymol/karwakrol wykazywat jedynie 1,5%
aktywnos¢ antyoksydacyjng. Jednak w poréwnaniu do materialdow z karwakrolem,
mieszanina tymol/karwakrol wykazywala zalezno$¢ miedzy stezeniem
a wlasciwosciami antyoksydacyjnymi. Wraz ze wzrostem zawartosci fenoli
w materiale wzrastata ich aktywnos¢.

Doost i wsp. (2019) wykazali, ze emulsje zawierajgce tymol, jak i sam
tymol maja wilasciwosci antyoksydacyjne. Tymol moze w tatwy sposob oddaé
wodor z grupy —OH 1 zapobiega¢ tworzeniu si¢ zredukowanych rodnikéw DPPH.
Davoodi 1 wsp. (2017) stwierdzili, ze wlasciwosci antyoksydacyjne tymolu
sg mniejsze po wprowadzeniu go do matrycy skrobiowej (z polysorbate 20 jako

solubilizatorem) niz tymolu 1 polysorbate 20 bez metrycy. Tlumacza
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to pojawieniem si¢ miceli z zatrzymanym wewnatrz tymolem, 1 zatrzymanie jego
enkapsulowanej cze$ci miedzy tancuchami skrobiowymi. Rowniez tymol
zamkniety w nanokapsutkach chitozan/guma tragakantowa wykazywal wigksze
dziatanie antyoksydacyjne w pordéwnaniu do samego tymolu (Sheorain i wsp.
2019). Fonseca 1 wsp. (2019) zanotowali wplyw stgzenia karwakrolu
na wlasciwosci antyoksydacyjne materiatbw  skrobiowych. Aktywnos¢
antyoksydacyjna 40% dodatku karwakrolu w materiale skrobiowym wynosita
82%. Dodatkowo karwakrol nie zwigzany z matryca wykazywal wigksze
wlasciwosci antyoksydacyjne - na poziomie 92%.

Otrzymane w ramach pracy doktorskiej materialty wykazywaty wlasciwosci
antyoksydacyjne zalezne od zastosowanego stezenia. Zastosowanie naturalnych
przeciwutleniaczy wbudowanych w materialty polimerowe, moze korzystnie

wptywac na proces gojenia, szczegolnie przewleklych ran.
4.13. Ubytek masy w warunkach in vitro

Kolagen jest biopolimerem, ktory stosuje si¢ w wielu gateziach przemyshu.
Ceniony jest ze wzgledu na swoje wilasciwosci, wsrod ktorych znajduje sig
biodegradowalno$¢ i1 bioresorbowalnos¢. Dlatego zbadano wplyw zawartosci
zwigzkow fenolowych w matrycach na degradacje w warunkach in vitro.

Ubytek masy materiatow po 7 dobach w PBS (pH= 7,4) przedstawiono
w tabeli 12. Material Coll/NS charakteryzowal si¢ najmniejszym ubytkiem masy
w czasie. Po 7 dobach stwierdzono okoto 19% ubytek masy wzgledem masy
poczatkowej. Materiaty, ktére w swoim skladzie zawieraly zwiazki aktywne,
charakteryzowaty si¢ wigkszym ubytkiem masy w warunkach PBS.

Masa materialow z tymolem malata w zakresie 26-70% w zalezno$ci od
zastosowanego stezenia. Wolniej od materiatbw wzbogaconych w tymol,
degradowaty te, w ktorych sktadzie znalazta si¢ mieszanina tymolu 1 karwakrolu.
Rowniez w tym przypadku zaobserwowano zbiezno$¢ wzrostu stezenia do ubytku
masy w przedziale 23-62%. Najmniejszy ubytek masy po 7 dobach w buforze PBS

zaobserwowano dla materiatow z karwakrolem. Ubytek masy materiatow z 4,0 mg

103



karwakrolu wzgledem tego samego stezenia tymolu 1 mieszaniny fenoli byt
0 okoto 11% i 6% mniejszy.

Tabela 12. Ubytek masy materiatdw w warunkach in vitro po 7 dobach

Material Ubyt[eol/;]masy
Coll/NS 18,56 + 4,49
Coll/NS/T0.25 25,61 £2,28
Coll/NS/T0.5 28,25+ 2,47
Coll/NS/T0.75 39,24 + 1,07
Coll/NS/T1 64,58 2,95
Coll/NS/T4 69,58 + 0,27
Coll/NS/K0.25 23,72+ 1,80
Coll/NS/K0.5 25,11 £5,74
Coll/NS/K0.75 34,63 + 0,21
Coll/NS/K1 52,27 £3,21
Coll/NS/K4 56,01 + 1,06
Coll/NS/TK0.25 23,18 £1,35
Coll/NS/TKO0.5 28,33 + 2,36
Coll/NS/TKO0.75 49,67 + 1,55
Coll/NS/TK1 60,48 + 0,67
Coll/INS/TK4 61,65 + 0,25

Do oceny morfologii powierzchni materialdow przed 1 po procesie degradacji,
wykorzystano rowniez skaningowg mikroskopi¢ elektronowa (SEM). Na rycinie
25 przedstawiono przyktadowe zdjecia powierzchni materialdw w powigkszeniu

1000 razy.
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Przed degradacja Po degradacji

HV |mode| WD r E | 100 ym HV |mode| WD 2 100 pm
30.0kV| SE [10.9 mm|7.31e-3 Pa 0 x | Pracownia Analiz Instrumentalnych 30.0kV| SE [10.7 mm|2.97e-3 Pa| 1 000 x | Pracownia Analiz Instrumentalnych

HV |mode| WD press mag O | 0 HV |mode| WD { nag O 100 pm
30.0kV| SE |10.9 mm|4.16e-3 Pa| 1 000 x | Pracownia Analiz Instrumentalnych 30.0kV| SE [11.0mm 000 x | Pracownia Analiz Instrumentalnych

Rycina 25. Przyktadowe zdjecia SEM powierzchni materiatow przed i po
degradacji. a) Coll/NS/TK4 b) Coll/NS/T0.5

Materialy przed degradacja charakteryzowaly si¢ strukturg mikrofatd
z wklesnieciami na materiale, ktére sg wigksze w przypadku wigkszego stezenia
fenoli. Prawdopodobnie przez agregacje hydrofobowych zwiazkow fenolowych.
Podobne struktury byly obserwowane na zdjeciach AFM prezentowanych
w podpunkcie 4.10. niniejszej pracy jak i przez innych autorow.
Po 7 dobach degradacji mozna zaobserwowa¢ zmiany w strukturze powierzchni

materiatlow. Nie dostrzegalna jest juz struktura krateréw. Na gladkiej miejscami
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powierzchni, mozna zaobserwowa¢ oznaki degradacji materialu w postaci jego
wypustek, ktéore wystepuja bardziej obficie w przypadku Coll/NS/TK4
w porownaniu do Coll/NS/T0.5. Wyniki te koresponduja z wynikami utraty masy,
gdzie material Coll/NS/TK4 degradowat w 62% a Coll/NS/T0.5 w 28%.
Utrata masy w czasie w obecnosci PBS moze by¢ spowodowana nie tylko
degradacja materiatu, ale takze uwolnieniem zwigzkéw fenolowych z matrycy.
Podobng sytuacje zaobserwowali Tang 1 wsp. (2019). Zespot ten przygotowat
materialy hydrozelowe na bazie alginianu 1 PVA, ktore jako sktadnik aktywny
zawieraly miod. Zwigkszal on wlasciwosci antyoksydacyjne i bakteriobdjcze
materialow. Jednak badacze zaobserwowali bardzo wysoki stopien degradacji
w warunkach in vitro, ktorych ubytek masy si¢gal nawet 82% po 24 h.

W zwigzku z powyzszym, zdecydowano si¢ sprawdzi¢ uwalnianie

zwiazkéw fenolowych z matryc kolagenowych.
4.14. Uwalnianie zwiazkow aktywnych

Uwalnianie zwigzkéw aktywnych z materiatdw kolagenowych
w temperaturze 37°C po 7 dobach przedstawiono w tabeli 13. Wszystkie
przygotowane materialy uwalniaty zwiazki aktywne. Ilos¢ uwolnionego zwigzku
aktywnego wzrastala, wraz ze wzrostem stezenia fenoli w matrycy kolagenowe;.

Tymol wzglgdem karwakrolu i mieszaniny tymol/karwakrol uwalniany
byl najstabiej. Procentowa warto$¢ uwalniania znajdowata si¢ w przedziale
21-27% dla materialow z zawartos$cig tymolu w przedziale 0,25-1,0 mg/cmz.
Wyraznie mniej uwalniato si¢ z matrycy Coll/NS/T4, dla ktorej procentowa
warto$¢ uwalniania wynosita okoto 5,6%. Jednak w tym przypadku warto
zauwazyC, ze 1lo$¢ uwolnionego tymolu byta podobna do ilosci uwolnionej
z Coll/NS/T1 i wynosita okoto 0,23 mg/cm®.

Najlepiej z matryc uwalniany byl karwakrol. Materialy o stgzeniu
0,25-1,0 mg/cm® uwalnialy miedzy 24 a 42% karwakrolu. W tym przypadku
rOwniez mozna zaobserwowal mniejszg wartos¢ procentowg uwolnionego
karwakrolu dla matrycy Coll/NS/K4, wynoszaca 15%. Ilosciowo karwakrol

uwalnial si¢ lepiej niz tymol. Jego maksymalne stezenie w roztworze PBS
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po 7 dobach wynosito 0,321 mg/cm? uwolnionego z materiatu Coll/NS/K1
i 0,604 mg/cm? uwolnionego z Coll/NS/K4. Karwakrolu z materiatu Coll/NS/K4
uwalnialo si¢ ponad 2,5 razy wigcej w porownaniu do tymolu uwolnionego
z Coll/NS/T4.

Materialy z mieszaning tymol/karwakrol rowniez uwalniaty zwigzki
aktywne. Stezenie uwolnionej mieszaniny zwigzkow fenolowych bylo mniejsze
w porownaniu do uwalniania karwakrolu 1 wigksze w pordéwnaniu do stopnia
uwalniania tymolu. Najwigcej zwigzkéw aktywnych uwolnionych zostato
z matrycy Coll/NS/TK4 (0,303 mg/cm?). Jest to dwa razy mniej niz stezenie
karwakrolu uwolnionego z materiatu o analogicznym st¢zeniu 1 prawie 1/3 wigcej

w poréwnaniu do tymolu (Coll/NS/T4).

Tabela 13. Uwalnianie zwiazkéw aktywnych z materialéw kolagenowych

po 7 dobach
Material Uwalniarzlie Uwalnianie
[mg/cm’] [%0]

Coll/NS/T0.25 0,069 + 0,003 27,56 + 1,03
Coll/NS/T0.5 0,109 + 0,002 21,85+ 0,31
Coll/NS/T0.75 0,181 + 0,015 24,20 + 2,05
Coll/NS/T1 0,230 + 0,040 22,96 + 3,95
Coll/NS/T4 0,224 + 0,031 5,59+ 0,77
Coll/NS/K0.25 0,105+ 0,017 42,07 + 6,79
Coll/NS/KO0.5 0,142 + 0,016 28,44 + 3,21
Coll/NS/KO0.75 0,185 + 0,059 24,71 + 3,03
Coll/NS/K1 0,321+ 0,027 32,07 £ 2,69
Coll/NS/K4 0,604 + 0,034 15,09 + 0,84
Coll/NS/TKO0.25 0,091 + 0,009 36,59 + 3,66
Coll/NS/TKO0.5 0,131+ 0,012 26,30 + 2,37
Coll/NS/TKO0.75 0,167 +£ 0,017 22,27 +2,30
Coll/NS/TK1 0,281 + 0,030 28,07 + 3,02
Coll/NS/TK4 0,303 +0,013 7,58 +0,33

Przygotowane materialty uwalniajg zwigzki aktywne 1 nie dzialaja
wylacznie w formie bezposredniego kontaktu. Wada powyzszej metody jest

oznaczenie catosci fenoli uwolnionych z matryc. W przypadku materialow
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wzbogaconych w mieszaning tymol/karwakrol nie ma pewnosci, czy sa one
uwalniane razem i w tym samym stezeniu.

W odniesieniu do badan degradacji materialow zarowno w PBS jak
1 za pomocg enzymu, mozemy zaktada¢, ze utrata masy przez materiaty, nie jest
wylacznie spowodowana ich szybka degradacjg a po cze$ci odpowiedzialne jest
za to uwalnianie zwigzkoéw aktywnych. W przypadku degradacji materiatow przy
uzyciu kolagenazy, metodyka wymaga uzycia metanolu, ktéry jest dobrym
rozpuszczalnikiem dla fenoli. Dlatego wigkszy ubytek masy, moze by¢
spowodowany degradacjg i rozpuszczaniem zwigzkéw fenolowych w metanolu

w trakcie analizy.
4.15. Przepuszczalno$¢ par i gazow

Wyniki przepuszczalnosci par 1 gazoéw zarejestrowane dla wybranych
materiatow przedstawiono w tabeli 14. Jednym z warunkéw stawianych
materiatlom opatrunkowym jest przepuszczalno$¢ par 1 gazow. Jednakze doktadne
wartos$ci powyzszych parametréw nie sa w pelni sprecyzowane.

Poziom wilgotno$ci rany, jest jednym z kluczowych parametrow jej
gojenia. Zbyt wysokie wartosci WVTR (Water Vapour Transmission Rate)
prowadzg do szybkiej utraty wilgotnosci skory, powodujagc dehydratacje
I powstawanie blizn (Morgado i wsp. 2015). Zbyt niskie wartosci WVTR
powoduja gromadzenie si¢ wysickow, co moze prowadzi¢ do opdzniania gojenia
a takze zwigksza¢ ryzyko infekcji bakteryjnej (Archana i wsp. 2015). Tempo
parowania skory zdrowej wynosi okoto 204 g/m?/24h, podczas gdy w przypadku
oparzen pierwszego stopnia zwicksza sic do 279 g/m%24h do nawet
5138 g/m?/24h w przypadku tkanki granulujacej (Mi i wsp. 2001). Queen i wsp.
(1987a) uwazaja, ze WVTR materiatu opatrunkowego powinien znajdowac si¢
w przedziale 2000-2500 g/m?/24h, tak by zapewni¢ optymalne warunki gojenia
ran. Przedzial ten zostat okre§lony jedynie posrednio, jako potowa intensywnosci

parowania tkanki granulujace;.
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Tabela 14. Wyniki przepuszczalno$ci par i gazow przez materiaty

. WVTR ) CDTR
Material [o/m?/24h] OTR [ml/m*®/24h] [mi/m?/24h]
Coll/NS 2038 £ 26 25,2+0,1 79,2+9,4

Coll/NS/T4 1831 + 1150 28,2+0,8 95,7+3,1

Wartos¢ WVTR dla proby kontrolnej wynosita 2038 g/m?/24h, natomiast dodatek
40 mglcm? tymolu powodowal spadek przepuszczalnoéci pary wodnej
do 1831 g/ m?/24h.

Niektorzy autorzy zauwazaja wzrost WVTR po dodaniu tymolu lub
olejkéw eterycznych. Ttlumacza to powstaniem porowatej struktury materiatu
w wyniku dziatania kropelek olejku. Materiat nie jest w pelni spojny 1 WVTR
wzrasta (Hosseini i wsp. 2015; Koosehgol i wsp. 2017).

Rojas-Graii i wsp. (2007) przedstawili wyniki Water Vapur Permeability (WVP)
obliczone na podstawie iloczynu WVTR 1 $redniej grubo$¢ materiatu,
podzielonego przez rdéznice ci$nienia parcjalnego po obu stronach materiatu.
Dodatki olejkow eterycznych, aldehydu cynamonowego, karwakrolu i citralu do
materialdw na bazie alginianu i puree jablkowego, nie wptynely na WVP. Autorzy
thumaczg to sktadem chemicznym olejkow eterycznych, ktore w gldéwniej mierze
sktadaja si¢ z terpendw a nie lipidéw. Przepuszczalno$¢ pary wodnej zachodzi
gléwnie przez hydrofilowa cze¢$¢ materiatu 1 zalezy od proporcji skladnikow
hydrofilowych i hydrofobowych (Rojas-Graii i wsp. 2007). Materiat kolagenowy
z dodatkiem tymolu byt bardziej hydrofobowy w porownaniu do materiatu
kontrolnego. Dlatego mozna przypuszcza¢, ze na wiasciwosci WVTR wptynal
bardziej hydrofobowy charakter filmu. Shojaee-Aliabadi i wsp. (2013)
zaobserwowali spadek wartosci WVP wraz ze wzrostem zawartosci olejku
z Satureja hortensis w materiatach z karagenianu. Dodatek olejku eterycznego
(3%) do filmu karagenianowego zmniejszat WVP o okoto 77%. Rezultat ten mogt
by¢ spowodowany rozproszeniem fazy hydrofobowej (olejku eterycznego
z Satureja hortensis) w hydrofilowej fazie, powodujagc wzrost kretnosci kanatow

porowych, skutkujac mniejsza przepuszczalno$ciag pary wodnej. Materiaty na bazie
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chitozanu/kolagenu/Zelatyny sieciowane geniping charakteryzowaty si¢ WVTR
okoto 400 g/m?/24h, autorzy sugerowali, ze jest to wystarczajaca warto$c,
poniewaz nie zaburza normalnej utraty wody ze skory zdrowej (Gorczyca 1 wsp.
2014). Mi i wsp. (2001) otrzymali asymetryczne membrany chitozanowe o WVTR
w zakresie 2109-2792 g/m?/24h. Materialy chitozan/PVP  wzbogacone
W nanoczastki srebra charakteryzowaly si¢ warto§ciami WVTR w zakresie
2000-2150 g/m?/24h, ktore wg. wytycznych Quenn’a mieszcza sic w zakresie
idealnego WVTR (Archana i wsp. 2015). Duzo nizsze wartosci WVTR materiatow
opatrunkowych otrzymano dla materiatéw z polidimetylosiloksanu w potaczeniu
z zredukowanym tlenkiem grafenu (Qian i wsp. 2018). Materialy przygotowane
przez Qian i wsp. (2018) charakteryzowatly si¢ wartoSciami WVTR migdzy
119 a 137 g/m*/24h. Pomimo, ze wartosci te sa duzo nizsze niz rekomendowane w
badaniach in vivo, autorzy stwierdzili, ze wartosct WVTR byly odpowiednie,
co zapewniato wlasciwe Srodowisko gojenia ran i pozwolito unikng¢ znacznego
gromadzenia si¢ wysigkow (Qian 1 wsp. 2018).

Tlen bierze udziat w roznych procesach gojenia rany m.in. reepitalizacji,
angiogenezie, syntezie kolagenu i przebudowie skory (Koosehgol 1 wsp. 2017).
Dlatego do szybkiego i bezpiecznego procesu gojenia, materialy opatrunkowe
powinny by¢ dla niego przepuszczalne (Shanmugasundaram i wsp. 2018). Warto$¢
OTR (Oxygen Transmission Rate) dla materialu Coll/NS wynosita
25,2 ml/m%/24h, natomiast dla materiatu z dodatkiem 4,0 mg tymolu wzrastata do
28,2 ml/m?%24h. Prawdopodobnic wzrost przepuszczalnosci zwiazany jest
z powstaniem mikroporow zwigzanych z czesciowym odparowaniem tymolu lub
powstatych na skutek tworzenia emulsji porow miedzy hydrofilowym kolagenem
a zawieszonym w nim hydrofobowym tymolem. Wartosci OTR, ktérymi powinny
charakteryzowa¢ si¢ materialy opatrunkowe, nie zostaly jeszcze sprecyzowane
(Chitrattha i Phaechamud, 2016). Jednak materiatly opatrunkowe na bazie
chitozanu i olejku tymiankowego przygotowane przez Koosehgol i wsp. (2017)
charakteryzowaly sic wartosciami OTR pomigdzy 1-5 ml/m?24h. Natomiast
materiaty z polilaktydu wzbogacone w humektant PEG 400 charakteryzowaty si¢
wartosciami OTR 6254 g/m?/24h czyli 4376 ml/m?/24h, poniewaz dodatek
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humektantu powodowal powstanie porowatej struktury materiatu zwigkszajac
przepuszczalno$¢ (Chitrattha 1 Phaechamud 2016). Modyfikacja materiatow
chitozanowych za pomoca $rodka sieciujgcego i alkaliow rowniez zwigkszata ich
przepuszczalno$¢. Autorzy sugeruja, ze byto to spowodowane wigksza kruchos$cia
materiatlow, ktéra mogla doprowadzi¢ do peknig¢ umozliwiajacych wigksza
transmisj¢ gazu (Nataraj 1 wsp. 2018).

Wyniki uzyskane przez Sirvio i Grussing (1989) pokazuja,
ze przepuszczalno$¢ dwutlenku wegla wplywa na wartosci pH lokalnego
srodowiska rany. Utrata dwutlenku wegla powoduje alkalizacje $srodowiska, co
moze mie¢ negatywny wplyw na proces gojenia ran (Quenn i wsp. 1987b).
Szybko§¢ transmisji dwutlenku wegla (CDTR) wyniosta dla Coll/NS
79,2 ml/m%24h a dla Coll/NS/T4 95,7 ml/m?/24h. W poréwnaniu do wynikow
uzyskanych przez Sirvio i Grussing (1989), transmisja dwutlenku wegla
otrzymanych w ramach pracy doktorskiej materiatow byta niska, co moze by¢
obiecujgcym parametrem do dalszego zastosowania materiatow jako srodkow

opatrunkowych.

5. PODSUMOWANIE I WNIOSKI

Jednym z najpowazniejszych globalnych probleméw dotyczacych strefy
zdrowia publicznego jest rosngca wsrod mikroorganizmow antybiotykoodpornosé.
Problem ten dotyczy zaréwno infekcji ogdlnoustrojowych, jak 1 wewngtrznych,
a takze powierzchni ciala - skory. Ten najwiekszy i najbardziej zewngtrzny organ
ochrania organizm przed czynnikami zewne¢trznymi. W wyniku réznego rodzaju
urazoOw skora moze utraci¢ swoja integralnos¢ i podstawowe funkcje. W celu
poprawy naturalnego procesu gojenia ran, stosuje si¢ materiaty opatrunkowe
a ostatnim trendem, szczegdlnie w przypadkach tych trudno gojacych si¢ ran, jest
stosowanie aktywnych materialow opatrunkowych.

W pierwszym etapie realizacji badan wykonano testy przesiewowe pigciu fenoli,
ktore naturalnie wystepuja w olejkach eterycznych roslin. Na podstawie wynikow

otrzymanych metoda dyfuzyjna z matryc celulozowych do dalszych badan
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wybrano tymol, karwakrol i1 ich mieszaning 1:1, ktora hamowala lepiej wzrost
S.aureus w porownaniu do pojedynczych fenoli. Kolagen zostat wyizolowany ze
sciggien ogonOw szczurzych a jego roztwor zostal wykorzystany do
przygotowania materiatbw z wybranymi fenolami. Do matrycy dodano takze
niejonowy surfaktant, ktory umozliwial stworzenie filmu. Nastepnie, tak
otrzymane materialy poddano badaniom wlasciwosci mikrobiologicznych
i fizykochemicznych.

Wszystkie otrzymane materiaty z dodatkiem tymolu 1 karwakrolu byty biobojcze
wobec szczepow S. aureus i E. coli. Wprowadzenie do materiatéw mieszaniny
tymol/karwakrol nie wykazaty jednak lepszych wtasciwosci (tak jak w przypadku
testow dyfuzyjnych) a nawet ich najmniejsze ste¢zenia w materiale kolagenowym
okazaty si¢ niewystarczajaco skuteczne (R<2) by mozna je nazwaé
bakteriobdjczymi. RoOwniez wplyw mieszaniny tymol/karwakrol na aktywnos¢
dehydrogenaz i syntez¢ ATP nie byl lepszy niz zastosowanie pojedynczych fenoli.
Analiza ATR-FTIR potwierdzita obecnos¢ fenoli w materiatach kolagenowych.
Pomimo, ze tymol i karwakrol sg izomerami a wigc ich wzory strukturalne
sg takie same, zaobserwowano wptyw rodzaju i stezenia fenoli na wihasciwosci
fizykochemiczne materialdow. Materialy z karwakrolem sprawialy problemy
technologiczne 1 miedzy stezeniem karwakrolu a zmiang poszczegélnych
wlasciwosci  nie  bylo  zaleznosci.  Prawdopodobnie  $wiadczy  to
o nierownomiernym rozlozeniu zwigzkoéw aktywnych w matrycy. Lepsze pod
wzgledem wlasciwosci fizykochemicznych w poréwnaniu do materiatow
z karwakrolem byly te, wzbogacone w mieszaning tymol/karwakrol. Jednak tylko
materialy z tymolem wykazywaty catkowitg zalezno$¢ migdzy stezeniem a zmiang
wilasciwosci. Hamowaty réwniez tworzenie biofilmu przez S. aureus na swoich
powierzchniach. Charakteryzowaty si¢ réwniez odpowiednimi wiasciwosciami
przepuszczalnosci par 1 gazow jakie wymagane sg od materiatow opatrunkowych.
Otrzymane materiaty wykazywaly jednak wiekszy stopien hemolizy erytrocytow,
niz jest to dopuszczalne do zastosowan medycznych. Zaobserwowano,
ze w duzym stopniu na wartosci hemolizy krwi, wptywat dodatek niejonowego

surfaktantu, ktéry poprawial mieszalno$¢ miedzy kolagenem a fenolami. Dlatego
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mozliwe jest, ze zmiana tego zwigzku na inny pozwoli na wykorzystanie
materialéow kolagenowych z 0,25 mg/cm® lub 0,50 mg/cm® tymolu, ktére
wykazywaty dziatanie bakteriobojcze a jednoczesnie nie byly zbyt toksyczne.
Dlatego w kolejnych etapach pracy majgcego na celu rozwinigcie tego tematu
nalezatoby otrzyma¢ te materialy z innym, mniej toksycznym zwigzkiem
powierzchniowo czynnym. W celu zwigkszenia stabilno$ci materiatu sugeruje sig,
wykorzystanie procesu sieciowania polimeru. A w celu potwierdzenia
biokompatybilno$ci materialu nalezatby wykonac testy in vitro i in vivo.

Rezultaty badan prowadzonych w niniejszej pracy stanowig podstawe do

sformutowania nastepujacych wnioskow:

1. Wybrane zwigzki fenolowe hamuja wzrost drobnoustrojéw patogennych
a skuteczno$¢ ich dziatania zalezy od zastosowanego ste¢zenia.

2. Najbardziej skutecznymi w hamowaniu wzrostu wybranych drobnoustrojow
okazaly sie tymol 1 karwakrol.

3. Pofaczenie zwigzkéw fenolowych w mieszaniny dwusktadnikowe
w proporcjach 1:1 skutkowato silniejszym hamowaniem wzrostu
w najwyzszym badanym stezeniu (4,0 mg/cm?) wobec S. aureus i E. coli
wylacznie dla mieszaniny tymol/karwakrol.

4. Materialy kolagenowe z wbudowanymi zwigzkami fenolowymi wykazuja
dziatanie bakteriobdjcze wobec szczepoOw wzorcowych a sita ich dziatania
zalezy od st¢zenia i rodzaju zastosowanego fenolu.

5. Tymol, karwakrol i ich mieszanina wprowadzone do matryc hamujg
aktywnos$¢ dehydrogenaz i synteze¢ ATP w komorkach S. aureus i E. coli.

6. Fenole wprowadzone do matrycy kolagenowej wplywaja na wiasciwosci
fizykochemiczne otrzymanych materialdbw. Materialy z tymolem,
charakteryzowaty si¢ zmianami we wiasciwosciach fizykochemicznych,
ktore zmienialy si¢ wraz ze zmiang stezenia tymolu. W przypadku
materiatow z karwakrolem i mieszaning tymol/karwakrol nie zauwazono
wplywu stgzenia na zmiang¢ wlasciwosci fizykochemicznych.

7. Otrzymane materiaty kolagen/tymol sg przepuszczalne dla par i gazéw.
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8. Tymol nie hamowat dziatania kolagenazy, a materialy z jego dodatkiem

degradowaty pod wpltywem dziatania tego enzymu.

9. Tymol hamuje powstawanie biofilmu bakteryjnego tworzonego przez

S. aureus. Na jego dziatanie wptywa nie tylko stezenie tymolu, ale takze
czas dzialania.

10. Najlepszymi wlasciwosciami zaréwno biologicznymi i fizykochemicznymi
charakteryzowaty si¢ materialy z 0,25-0,50 mg/cm? tymolu, ktore powinny

zosta¢ wybrane do dalszego etapu prac.
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