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Zpiisob vyroby plosného utvaru z
biodegradabilnich a biokompatabilnich
nanovliken, pfedev§im pro kryt koznich
ran, a zafizeni k provadéni tohoto zpiisobu

Anotace:

Vynalez se tyka zplisobu pro vyrobu nanovldkenné vrstvy
vyrobené z Cistého polykaprolaktonu (PCL), pfi kterém
se nanovlakna ukladaji na nosnou netkanou textilii
metodou stejnosmémného nebo stiidavého elektrického
zvlaktiovani (DC elektrospinning nebo AC
elektrospinning). Nanovléakennd PCL struktura vyrobend
elektrospinningem, odstfedivym zvlékfiovanim,
technologii melt-blow nebo kombinaci t&chto technologii

simuluje strukturu pars reticularis koria, a proto je idealni
zakladnou pro reparaci a regeneraci tkani. PCL
nanovlakenna vrstva je velmi flexibilni, a proto snadno
pfilne ke spodiné rany. PCL nanovlakenné vrstvy
vyrobené podle tohoto zpisobu maji vysokou pérovitost
a svou prfistupnosti pro vzdusny kyslik usnadiiuji a
urychluji hojeni ran. Nanovlakenna struktura vyrobena
podle tohoto zpisobu znesnadiiuje priichod bunék o
velikosti bakterii, a tim pusobi jako antibakteriaini
bariéra.
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Zpusob vyroby plo$ného Gtvaru z biodegradabilnich a biokompatibilnich
nanovlaken, predevim pro kryt koZnich ran, a zafizeni k provadéni tohoto

zpusobu.

Oblast techniky

Vynalez se tyka zplsobu vyroby nanovlakenné vrstvy vyrobené z istych
biodegradabilnich a biokompatibilnich polymerl (napfiklad polykaprolaktonu
(PCL)), pii kterém se nanovlakna ukladaji na nosnou netkanou textili metodou
stejnosmérného nebo stiidavého elektrického zvlakrovani (DC elektrospinning
nebo AC elektrospinning), odstfedivého zvlakriovani, meltblownu nebo pomoci

kombinace téchto technologii.

Vyndlez se dale tyka zafizeni kzajisténi vyroby ploSného utvaru
z biodegradabilnich a biokompatibiinich nanovlaken, pfedev§im pro kryt koZnich

ran

Dosavadni stav techniky

Jednim zrevoluénich materiald moderni 1ékaiské védy jsou bezpochyby
nanovlakna. Pro své specifické viastnosti nachazeji uplatnéni nejen v mnoha

technickych oborech, ale oteviraji také nové moznosti v sou¢asné mediciné.

Nejpouzivangjim zplsobem vyroby nanoviaken je tzv. elektrostatické
zvlakiovani (DC elektrospinning) uginkem zdrojl stejnosmérného vysokého
napéti. Z polymerniho roztoku nebo polymerni taveniny se pomoci
elektrostatickych sil utvafeji jemna vlakna, jejichz primér se pohybuje v rozsahu
nanometrd, tedy miliontinach milimetru. Diky tomu ma nanovlakenny material
velkou povrchovou plochu, je vysoce porézni a vyznaCuje se extrémné nizkou

tuhosti.
Piedmétem rozsahlého vyzkumuje uplatnéni nanomateriall v biomediciné.
Nanomaterialy mohou byt pouZity pfi vyrobé umélych organd, kize, krevnich ceév

nebo hojicich prostiedkd.
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Odbornici se zabyvaji vyrobou nanovlaken z biokompatibilnich materialli, které
svymi vlastnostmi napodobuji skute¢né tkané a organismus je schopen je po urcité

dobé vstiebat.

Testuje se uplatnéni nanovldken jako matrice pro rust kmenovych bunék a
moznost inkorporovat do jejich vrstev riizné bioaktivni materialy, napf. rstové
faktory nebo imunosupresiva. Nanovlakna vyrobena z biopolymerd mohou slouZit
jako kryci material na rany obohaceny o antibakterialni &i jiné latky, které piispéji

k rychlej§imu hojeni rany.

Nicméné veskeré Upravy samotného kozniho krytu (neboli scaffoldu) at béhem
jeho vyroby nebo jiz hotového materialu se zdaji spiSe nevyhodné. Zaprvé proces
vyroby znaéné prodluzuji. Zaroven funkcionalizace scaffoldu jakymikoliv
biologickymi latkami, at se jiz jedna o vytazky z bylin nebo napfiklad osazeni
scaffoldu bufikami pacienta, znesnadriuje reprodukovatelnost vyroby materialu.
Navic tyto biologicky aktivni latky pfi vyrob& nebo pfi dlouhodobém skladovani
velmi &asto ztraci svou aktivitu a jejich uginek se tudiz snizuje. Dali piekazkou, se
kterou je nutné se vyporadat, je postupné fizené uvoliiovani lécivych latek z
kozniho krytu, alespoii do doby, nez dojde k jeho vyméne. Pfi osazeni scaffoldu
buitkami zase naraZime na problém, kdy je nutna biopsie pacientovy tkane,
kultivace jeho vlastnich bunék in vitro a nasledné osazeni scaffoldu. Toto je velmi

zdlouhavy a také nakladny proces.

Pfi funkcionalizaci scaffolddl jinymi latkami, jako jsou napfiklad soli stribra, o kterém
je znamo, Ze ma antibakteridini ucinky, je nutné velmi pfesné odhadnout
koncentraci dané latky. Pi vétsich koncentracich je totiz stfibro toxicke i pro bunky

lidského t&la a mohlo by dojit k odumirani pacientovy tkane.

Vy$e uvedenymi problémy a jejich feSenim se zabyvaji rlzné patenty a odborne

¢lanky, jako napfiklad:

1. .J. Chong, T.T. Phan, 1.J. Lim, Y.Z. Zhang, B.H. Bay, S. Ramakrishna, C.T.
Lim, Evaluation of electrospun PCL/gelatin nanofibrous scaffold for wound
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healing and layered dermal reconstitution, Acta Biomaterialia 3 (2007) 321—
330.

Sougasnym pozadavkem na nosie vhodné pro tkariové inzenyrstvi je biologicky
rozlozitelny scaffold uvniti néhoz mohou fibroblasty migrovat a proliferovat. Takova
uméla dermalni vrstva musi pfilnout k rané a integrovat se do ni, coZ neni u fady
umélych koznich nahrad splnéno. Vysoka cena soucasnych umeélych koznich
nahrad omezuje &etnost jejich aplikaci jak u lékafl, tak u pacientd. V €lanku je
navrzen cenové efektivni kompozit sestavajici z nanovlakenné vrstvy vytvofené
metodou elektrického zvlakiiovani pfimo na polyuretanovy kryt (TegadermTM 3M
Medical) pro dermalni hojeni koznich ran. Bunétna kultura je nasazena na obou
stranach nanovlakenné vrstvy a testovana na adhezi fibroblast( a jejich proliferaci.
V praci se piedpokladalo, Ze fibroblasty osidlené trojrozmérné nanovlakenne
struktury prekryté pfes ranu podpofi tvorbu dermis a umozni naslednou re-
epitelizaci. Vysledky ziskané v této studii ukazuji, ze nanovlakenny scaffold z obou
stran osidleny fibroblasty vykazoval dobrou buné¢nou adhezi, rast a proliferaci. Je
to Uspé&sny prvni krok pro aplikaci nanovlakennych materialll jako vhodnych
trojrozmérnych nosi¢l pro péstovani autogennich populaci fibroblastl. Poznatky
ziskané studii poskytuji velky potencial pro lé€bu koznich ran pomoci aplikace
vrstevnatych vlakennych prostiedk(.
Nevyhody:
e Osazovani in vitro pred viastni aplikaci, kterd neumoziiuje okamZité pouZiti
scaffoldu.
o Nanovlakenné struktury predpokladaji reepitelizaci rany in situ bez nutnosti
predchozi kultivace
e |dealné osazovani scaffoldu vlastnimi builkami — biopsie, kultivace -
zdlouhavé, financné narocné

o Pokud buiiky cizi, nebezpeéi odmitnuti scaffoldu
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2. X. Liu, T. Lin, J. Fang, G. Yao, H. Zhao, M. Dodson, X. Wang, In vivo wound
healing and antibacterial performance of electrospun nanofibre membranes,
Journal of Biomedical Materials Research Part A 94A (2010) 499 — 508.

V této praci autofi posuzovali 5 materiali jako mozne kandidaty na kryti ran:
poly(vinyl alkoho) (PVA), poly (E-caprolacton) (PCL), polyakrylonitril (PAN),
poly(vinyliden fluorid-co-hexaflouropropen) (PVdF-HFP) a PAN-polyuretan (PEU).
Autofi poukazuji na hlavni viastnosti, které by mél idealni kryt rany mit a to, Ze by
mél napomahat hojeni rany a minimalizovat velikost jizvy. Proto by takovy scaffold
mél spliiovat pozadavky na to, aby chranil ranu pfed infekci, aby umoznoval pfisun
vzduchu krané a zaroveli odvadél prebyteéné tekutiny zrany. Tyto vlastnosti
vlastnosti maji scaffoldy pfipravené elektrostatickym zvlakiovanim. Vyznaduji se
vysokou porozitou, coZz napomaha odvadéni tekutiny z rany. Zaroven jsou tyto pory
dostateéné malé na to, aby zamezily vnikani baterii do rany. Autofi ¢lanku pro
svoje experimenty vyuzili in vivo testovani kryti na potkanech. Z jejich vysledkl je
patrné, e vSechny pouzité materidly napomahaji hojeni rany. Hydrofilni scaffoldy
podporuiji proces hojeni 1épe, nez hydrofobni. Vétsi porozita materialu a tudiz vétsi
prody3nost vedou k lepsimu hojeni rany. DaiSim vysledkem teto studie také bylo,
7e scaffoldy z PCL a PVdF-HFP oproti ostatnim materialim vyrazné lépe pfilnuly
k rané. To by mohla byt u t&chto scaffoldd vyhodou, jelikoZz by nedochazelo
k odlupovani scaffoidu b&hem procesl hojeni, coz by mohlo cely proces urychlit.
Nevyhody:

e Preference hydrofilnich nanovlakennych materiald, které nedostateéné

adheruji k rané

e Smacivost nanovlakennych materiall je obtizné méfitelna veliCina

3. J. G. Merrel, S. W. McLaughlin, L. Tie, C. T. Laurencin, A. F. Chen, L. S.
Nair, Curcumin loaded poly(E-caprolacton) nanofibres: Diabetic wound
dressing with antioxidant and anti-inflammatory properties, Clinical and
Experimental Pharmacology and Physiology 36(12) (2009) 1149 — 1156.
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V ramci této studie se autofi zaméfili na funkcionalizaci PCL scaffoldu pomoci
kurkuminu, fenolické slougeniny, o které je znamo, Zze ma antioxidacni a
protizanétlivé uginky. Plsobi také proti vzniku infekci. To déla z kurkuminu
vyborného adepta pro hojeni ran. Tato molekula ma v8ak velmi nizkou in vivo
stabilitu. Proto se autofi tohoto &lanku rozhodli pouzit PCL scaffold jako nosic této
slougeniny. Zarover priméry vidken scaffoldu jsou podobné priméru vlaken
kolagenu a napodobuji tak extracelularni matrix a napomahaji tak lepsi adhezi a
proliferaci bunék na scaffoldu. Vyhodou také je, ze k uvoliiovani kurkuminu
dochazi pozvolna béhem nékolika dni, coz zajistuje trvaly a pfisun této 1éCivé latky
do rany b&hem celého procesu hojeni. Zjejich in vitro i in vivo experimentt
vyplyva, ze scaffold obohaceny kurkuminem vyrazné lépe napomaha hojeni rany
oproti kontrolnimu PCL scaffoldu bez kurkuminu. Tato studie naznacuje dalSi
mozny budouci vyvoj scaffoldl smérem ke zlepSeni jejich uz i tak vyjime€nych
schopnosti hojit rany.
Nevyhody:
o Nutnost izolace jakychkoliv bioaktivnich molekul Casto narocna na ¢as i
instrumentaci
e Izolované slouéeniny &asto nestabilni, pfipadné ztraci aktivitu po inkorporaci
do scaffoldu

e Problém s fizenym postupnym uvolfiovanim

4. G. Jin, M. P. Prabhakaran, D. Kai, S. K. Annamalai, K. D. Arunachalam, S.
Ramakrishna, Tissue engineered plant extracts as nanofibrous wound
dressing, Biomaterials 34 (2013) 724 — 734.

Autofi tohoto &lanku navazuji na mnohaleté poznatky mediciny, kdy se vyuzivaji
rizné légivé byliny a jejich extrakty nejen k lécbé riznych onemocnéni, ale také
k hojeni napfiklad popalenin a jinych koznich ran. V této studii si k testovani vybrali
rostliny Indigofera aspalathoides (PCL/IA), Azadirachta indica (PCL/AI),
Memecylon edule (PCL/ME) a Myristica andamanica (PCL/MA). Jako scaffold si
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zvolili nanovlakna PCL vyrobena elektrostatickym zvlakfiovanim. Z jejich studie
vyplyva, Zze véechny pouzité scaffoldy jsou cytokompatibilni, netoxické a podporuji
proliferaci bunék. V&echny vyrobené scaffoldy vykazuji lepsi vlastnosti nez
samotné PCL, nejlepsi vysledky vSak celkové vykazoval material PCL/ME. Toto je
dalsi studie poukazujici na to, Ze budoucnost krytl ran bude ve funkcionalizaci
nanovlakennych scaffoldli, coz jeté podpofi jejich jiz tak vynikajici mechanické
viastnosti, diky kterym se jiz v sou¢asné dobé vyborné hodi pro vyuZiti jako krytQ
ran.

Nevyhody:

e Funkcionalizace PCL nanovlakenného scaffoldu neni nezbytné nutna,
scaffold nevyvolava zanétlive reakce, bakteriaini kontaminaci je zabranéno
diky malym périm nanovlakenne vrtsvy

e Slozitost systému, nanovlakenné PCL, samo o sob& vykazuje podporu
hojeni rany a navozeni regenerace poranéni

e Vpfipadé potieby je mozné nanovlidkenny PCL scaffold kombinovat

s dal§imi pfipravky pouzivanymi pro podporu hojeni ran

5. R. V. Madhavan, M. J. Rosemary, M. A. Nandkumar, K. V. Krishnan, L. K.
Krishnan, Silver nanoparticle impregnated poly (E-caprolacton) scaffolds:
Optimization of antimicrobial and nontoxic concentrations, Tissue
Engineering Part A 17 (2011), 439 — 449.

V této studii se autofi zaméfili na vyrobu PCL scaffoldu s pfimési nanocastic
stiibra. Stfibrné nanod&astice maji vynikajici antimikrobialni G&inky proti Sirokému
spektru mikroorganismu i pfi nizkych koncentracich napfiklad oproti antibiotiklim,
které ¢asto maji relativné uzkou specifitu. Navic proti antibiotikim  si
mikroorganismy umi velice uginné ziskat rezistenci. Stfibrné nanocastice plsobi
jak proti Gram pozitivnim, tak Gram negativnim bateriim, virdm a plisnim. Navic
tyto astice vykazuiji i protizanétlivé Gcinky pfi hojeni diabetickych i chronickych ran

a popalenin. Je oviem dulezité nelézt optimalni koncentraci, protoZe vysoké
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koncentrace stfibra mohou byt toxické pro pacientovu tkan. Tento ¢lanek popisuje
dalsi mozné modifikace tkafiovych nosil, tentokrat anorganickymi slou¢eninami,
které predevsim vykazuji antimikrobialni aktivitu, zamezuji vzniku infekce, ¢imz
napomahaji efektivnéj§imu hojeni.
Nevyhody:

e Pouziti nanogastic stfibra, které mohou byt toxické

e Zabrana kontaminace je zaji§téna malymi pory v nanovidkenné vrtsvé, ktera

zabrani praniku bakterii a jinych mikrobialnich agens

Degradace PCL.:

6. Hongfan Sun, Lin Mei, Cunxian Song, Xiumin Cui, Pengyan Wang, The in
vivo degradation, absorption and excretion of PCL-based implant,
Biomaterials 27 (2006) 1735-1740.

V této praci byla studovana in vivo degradace poly(e-kaprolaktonu) (PCL). Studie
byla provadéna po dobu 3 let na laboratornich potkanech. Distribuce, vstfebavani
a vyluéovani PCL byly sledovany pomoci radioaktivniho znaceni PCL Tritiem.
Vysiedky ukazaly, Ze kapsle z PCL s pocatecni molekulovou hmotnosti (MW)
66 000 si zachovala svoji formu b&hem implantace po dobu 2 let. Béhem 30
mésicii doslo k snizeni molekulové hmotnosti PCL na hodnotu (Mw 8000).
Molekulova hmotnost PCL se snizovala s &asem podie linearniho vztahu mezi
log(Mw) a &asem. Tritiem znaené PCL (molekulova hmotnost 3000) ve formé
podkoznich implantatd u potkand byly testovany na vstiebavani a vylu€ovani.
Radioaktivni stopovaci latky byly poprvé zjiStény v krevni plazmé potkanl 15 dnd
po implantaci. Sou¢asné radioaktivni byly radioaktivné znacené latky extrahovany
z vykald a mogi. Celkem 92% implantovaného PCL a produktl jeho rozpadu bylo
vylouceno cestou vykalii a moci 135 dntl po implantaci. V té dobé radioaktivita

plazmy klesla na uroveil pozadi. Radioaktivita v organech potkan(i bylo blizko
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hodnot urovné pozadi. To potvrzuje, Ze material PCL a produkty jeho rozkladu se
neakumuluji v t&lesné tkani pokusnych zvifat. Naopak jejich kumulace v tkanich

byla pokusem zcela vylouCena.

Nevyhody:
e V &lanku byla zkoumana biodegradabilita PCL kapsli, nikoliv PCL vlaken
nebo nano-viaken.

o PCL material zde nebyl pouzit pro studium hojeni koZnich poranéni.

7. N. Boigen, Y.Z. Menceloglu, K. Acatay, |. Vargel, E. Piskin, In vitro and in
vivo degradation of non-woven materials made of poly(e-caprolactone)
nanofibers prepared by electrospinning under different conditions, J
Biomater Sci Polymer Edn 16 (2005) 1537-1555.

Prace vy$e zmin&nych autorl byla zaméfena na studium degradace nanoviakenne
vrsty z polykaprolaktonu v podminkach in vitro a in vivo. Bylo zjisténo, Ze rychlost
degradace zavisi na priméru vlaken, slabsi vlakna degraduji rychleji diky vétsi
plo§né hmotnosti. Degradace v podminkach in vitro byla testovana po dobu 6
mésicti. Degradace probihala piedev§im mechanismem hydrolyzy. Po 6 mésicich
doslo ke snizeni molekulové hmotnosti polykaprolaktonu a ke zhorSeni
mechanickych vlastnosti (pokles pevnosti v tahu, Youngova modulu a
prodlouzeni). Pokusy v in vivo podminkach byly provadény na laboratornich
potkanech subkutanni implantaci po dobu 90 dnl. Doba degradace byla rychlejsi v
in vivo podminkach diky enzymatické degradaci, ktera je mimo hydrolyzy dal8im
mechanismem degradace polykaprolaktonu.
Nevyhody:

Degradace PCL byla sledovana po subkutanni implantaci, PCL pro kryty ran

miize degradovat odli$nou rychlosti diky pfitomnosti jinych enzymU, jinému

pH v misté rany apod.
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Dale uvadime jako stav techniky patent z oblasti ,Nanovlakenné kryty ran®:
US 20130150763 A1

Electro spun nanofibrous wound dressing and a method of synthesizing the

same
Tento patent popisuje 3 vrstvou nanovlakennou vrstvu pouZivanou pro kryty ran.
Vnajsi vrstva je hydrofilni a ma podpurnou funkci. Stfedni vrstva je tvofena ze
zesitovaného genipinu a obsahuje extrakt Melilotus officinalis. Vnitini vrstva je
tvofena nesitovanym chitosanem. Do vrstev mohou byt pfidavana rizna aditiva,
ktera ovliviiuji rychlost uvoliiovani bylinného extraktu.
Nevyhody:

e Hydrofilni vrstvy neumoziiuji dobrou adhezi k rané

e Sitovani polymeru ve stfedni vrstv& musi byt piné kontrolovano, uvolfiovani

léGivych latek pfesné fizeno

Podstata vynalezu

Cilem tohoto fegeni by meélo byt zajisténi jednoduchého dlo$ného utvaru

z biokompatibilnich polymert predev§im pro kryti koznich ran.

Pomoci technologie elektrického zvlakiiovani, odstfedivého zvlaknovani,
meltblownu a kombinaci téchto technologii je mozné vytvoiit nanoviakenny
material, ktery vykazuje vlastnosti netkané textilie. Jedine¢nosti tohoto materialu je
primér vlaken, tedy nano-vlidkenného materialu, ktery je pouzit pro vytvoreni
materialu kozniho krytu. Viyhodou je struktura vyrobeného materialu, kdy kozni kryt
plisobi sougasné jako bariera proti plsobeni bakterii a zaroven jako polopropustna
membrana pro prinik kysliku a odvod nezadoucich latek. V soucasnosti se
takovéto jednoduché membrany nevyuZivaji jako kozni kryty. Vyhodou je zde
patentovany zplsob vyroby nanovldkenného krytu bezvdodateéného pfidavku

lé¢iva, ktery je mozno bez problému pfidat ex post. Vyhodou je vyuziti
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biokompatibilniho a biodegradabilniho polymerniho materialu pro kryti koznich
defektd.

Dal§i vyhodou nanovlakenné vrstvy z polycaprolaktonu vyrobené podle tohoto
vynalezu,je dosaZeni stejnych vlastnosti vrstev nanoviaken diky zachovani
molekulové hmotnosti pouzitého polymeru, coz u biologickych polymerl neni
mozné. Tudiz pfi dodrzeni vyrobnich podminek miZeme zaruCit, Ze vyrobeny
material bude mit vzdy stejné vlastnosti. Zarovefi vyroba nanoviakenneho PCL
pomoci elektrostatického zvidkiiovani je na pramyslové urovni, tudiz je mozné
zajistit vysokou produkci krutll ran za pfijatelnou cenu. Diky tomu, ze scaffold neni
ni¢im funkcionalizovany, je jej tudiZ mozné sterilizovat studenym etylenoxidem,
aniz by to ovlivnilo jeho funkci. To je schvaleny proces sterilizace materiall
v medicing. Vyrobeny material je snadno aplikovatelny a ma Iécive uginky
predevsim diky své primarni struktufe. Svym uspofadanim napodobuje vlakna
kolagenu v extracelularni matrix, coz napomaha adhezi a proliferaci pacientovych
bunék na scaffoldu a tim dochazi k uzavirani rany. Zaroveii diky své vysoke
porozité umoznuje difundaci plynli mezi ranou a okolim, prisunu kysliku, coZ opét
piiznivé ovliviiuje vyvoj hojeni rany. Diky vysoké porozité navic dochazi k odtoku
piebyteénych tekutin zrany. Tyto péry scaffoldu jsou ovsem natolik malé, Ze
zamezuji priiniku baterii. To znamena, Ze nami vyrobeny scaffold pusobi zaroven
jako antibakterialni bariéra. Velkou vyhodou je, Ze jej Ize kombinovat s dalSimi
b&zné dostupnymi légivy na podporu hojeni rany, jako jsou lokalni antibiotika,
antiseptika a podobné. Neni tudiz nutné takovyto scaffold dale upravovat a

funkcionalizovat.

Aplikace je rovnéz nova v tom, Ze takovy material na trhu neni a veskeré reSerse,
které byly provedeny hovofi jenom o materidlech z nanoviaken, které navic byly

dotovany biologicky aktivni latkou (napf. s bakterocidnim ucinkem)

Zafizeni pro vyrobu ploSného viakenného utvaru obsahujiciho polymerni
nanovlakna podle tohoto vynalezu sestava z dopravnikového pasu na némz je

umisténa netkana textilie slouZici jako nosi¢ vldkenného utvaru podie tonoto
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vynalezu, ktery je vytvaien dvéma zdroji - zvidkiujici elektrodou napajenou
stfidavym napétim a metodou odstiedivého zvlanovani, kdy je timto postupem
vytvofena na povrchu netkané textilie vrstva z biodegradabilnich a

biokompatibilnich polymer(i podle tohoto vynalezu.

Tento typ krytu koZnich defektd ma nasledujici vyhody: V mezidobi lé¢eni defektu,
kdy nejsou k dispozici definitivni vysledky, je ¢asto pod standardnim dogasnym
krytim nastartovan proces hojeni, ktery je nasledné narusen pfi jeho snimani pied
planovanym definitivnim feSenim rany nékterou z plastickych technik. Pro pacienty
tento postup znamena stresovou zatéz a proces hojeni zacina opét od zacatku.

PriloZzeni nanoviakennych scaffoldl, vyrobenych podle tohoto zpUsobu, po primarni

wew s

Nanovlakenna PCL struktura vyrobena elektrospinningem je velice podobna pars
reticularis koria (lat. hiub$i vrstva $kary), a proto je idealni k vyuZiti jako zakladny
pro reparaci a regeneraci tkani. DalSi vyhodou je, Ze nanovlakna jsou extrémné
tenka. V disledku toho jsou velmi flexibilni (tj. vykazuji extrémné nizké hodnoty
ohybového modulu). V disledku toho tenké vrstvy z nich vyrobené snadno pfilnou
ke spodiné rany.

PCL nanovlakenné vrstvy vyrobené podle tohoto zpiisobu maji vysokou porovitost
a svou pfistupnosti pro vzdusny kyslik usnadfiuji a urychluji hojeni ran. Velkym
pozitivem je také to, Ze tyto nanoviakenné struktury znesnadnuji prichod bunék o

velikosti bakterii, a tim plsobi jako antibakterialni bariéra.

Piehled obrazklu na vykrese

Obr. 1 : Viakenny material vyrobeny technologii elektrostatického zvlaknovani
z polykaprolaktonu pfipravovaného v pfikladu 1 ve dvou zvétSenich dle méfitka

v li§té snimku snimané mikroskopem Phenom FEI.
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Obr. 2: Viakenny material vyrobeny technologii elektrostatického zvlakiovani
z polykaprolaktonu pfipravovaného v pfikladu 2 ve dvou zvétSenich dle méfitka

v listé snimku snimané mikroskopem Tescan Vega.

Obr. 3: Viakenny material vyrobeny technologii odstfedivého zvlakiovani z roztoku
polykaprolaktonu pfipravovaného v pfikladu 3 ve dvou zvétSenich dle meéfitka

v li§té snimku snimané mikroskopem Tescan Vega.

Obr. 4: Vlakenny material vyrobeny technologii odstfedivého zvlakiiovani
z taveniny polykaprolaktonu pfipravovaného v pfikladu 4 ve dvou zvétsSenich dle

méfitka v listé snimku snimané mikroskopem Tescan Vega.

Obr. 5: Vidkenny material vyrobeny kombinaci technologii meltblown a
elektrostatické zvlakiovani z polykaprolaktonu pfipravovaného v piikladu 5 ve

dvou zvétdenich die méfitka v listé snimku snimané mikroskopem Tescan Vega.

Obr. 6: Schéma zazizeni pro vyrobu plogného vlakenného Utvaru obsahujiciho

polymerni nanovlakna.

Snimky vlakennych materiald byly provedeny na mikroskopu Tescan Vega 3SB
Easy Probe a Phenom FEI. Urychlovaci napéti pouZité na mikroskopu Phenom FEI
bylo 5kV, tlak v komote: vysoké vakuum, zobrazovaci rezim: sekundarni elektrony.
Urychlovaci napéti pouZité na mikroskopu Tescan Vega 3SB Easy Probe bylo 20
kV a 30 kV, tlak v komofe: vysoké vacuum, zobrazovaci rezim: sekundarni

elektrony, pracovni vzdalenost: WD od 13 do 18 mm.

Viakenna vrstva byla nalepena uhlikovou oboustranné lepici paskou na kovovy
teréik a nasledné naprasena zlatem. Vrstva zlata navzorku: cca 7nm, naprasujici
stroj: Q150R (Quorum Technologies, UK).

K méfeni proméri viaken ze snimkl vytvofenych pomoci rastrovacich
elektronovych mikroskopil byl vyuzit software NIS ELEMENTS (LIM s.r.o., Ceska
Republika).
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Priklady uskuteénéni vynalezu

Priklad 1. Pfiprava vrstev z polykaprolaktonu pomoci elektrostatickeho zvlaknovani

Polykaprolaton (Poly-g-caprolactone (PCL; Mw 45,000; Sigma Aldrich) byl
rozpustén ve smési chloroform (Penta)/ etanol (Penta) v hmotnostnim poméru 9:1.
Polymeru v roztoku bylo 16hm%. Takto pfipraveny roztok byl umistén na 12 hodin
na magnetické michadlo za laboratornich podminek. Dale byl roztok elektrostaticky
zvlaknén na zafizeni Nanospider NS 4S1000U (Elmarco, Ceska republika) a to se
strunou jako zviakiovaci elektrodou. Zviakiovaci elektroda byla na +30kV,
kolektor, pod nimz prochazi podkladova textilie (spunbond), byl nabijen na -10kV.
Odtahova rychlost podkiadové textilie byla v tomto pfikladu 15mm/min. Vysledna
elektrostaticky zvlaknéna vrstva méla plodnou hmotnost 39/m2. Priméry vidken se
pohybuji u nanovlaken okolo stfedni hodnoty 239+94 nm, zatimco mikrovlakna
maiji stfedni hodnotu 3664+731 nm.

Priklad 2: Piprava vrstev z polykaprolaktonu pomoci elektrostatického zvlakfovani

Polykaprolaton (Poly-g-caprolactone (PCL; Mw 45 000; Sigma Aldrich) byl
rozpustén ve smési chloroform (Penta)/ etanol (Penta)/ kyselina octova (Penta)
v hmotnostnim poméru 8:1:1. Polymeru v roztoku bylo 16hm%. Takto pfipraveny
roztok byl umistén na 12 hodin na magnetické michadlo za laboratornich
podminek. Dale byl roztok elektrostaticky zvlaknén na zafizeni Nanospider NS
4S1000U (Elmarco, Ceska republika) a to se strunovym valeckem jako
zvlakiiovaci elektrodou. Zvlakiovaci elektroda byla na +30kV, kolektor, pod nimz
prochazi podkladova textilie (spunbond), byl nabijen na -10kV. Odtahova rychlost
podkladové textilie byla vtomto pfikladu 15mm/min. Vysledna elektrostaticky
zvlaknéna vrstva méla plosnou hmotnost 4,6 g/mz. Priméry vlaken se pohybuiji u

nanovlaken okolo stfedni hodnoty 239+94 nm, zastoupeni mikroviaken bylo 5,3%.
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Piiklad 3. Pfiprava vrstvy z polykaprolaktonu pomoci odstfedivého zvlakiovani z

roztoku

Polykaprolaton (Poly-e-caprolactone (PCL;, Mw 80,000; Sigma Aldrich) byl
rozpustén ve smési chloroform (Penta)/ etanol (Penta) v hmotnostnim poméru 9:1.
Polymeru v roztoku bylo 12hm%. Takto pfipraveny roztok byl umistén na 12 hodin
na magnetické michadlo za laboratornich podminek. Dale byl roztok ostiedivé
zvlaknén pomoci zafizeni Fiber Engine 1.1 (FibeRio Technology Corporation,
USA). Otacky zvlakiovacich spinneret byly 11000 otaéek za minutu. Vysledna
plosna hmotnost vrstvy byla 2,8g/m?. Stfedni hodnota primérl vlaken byla

942+347nm, zastoupeni mikroviaken bylo 38%.

Piiklad 4. Pfiprava vrstvy z polykaprolaktonu pomoci odstfedivého zvlaknovani

z taveniny

Polykaprolaton (Poly-g-caprolactone (PCL;, Mw 45,000; Sigma Aldrich) byl
odstiedivé zvlakiiovan pomoci priimyslového zafizeni na vyrobu cukrové vaty
s otaékami zvlakiiovaci jednotky 3500 otacek za minutu a teplotou 90°C. Vrstva
byla zachytavana na sérii tyCovych kolektorti s vySkou 25 cm umisténé ve
vzdalenosti 50 cm od stiedu zvlakfovaci jednotky. Vysledna plosna hmotnost
vrstvy byla 7 g/m?. Stfedni hodnota primérd viaken byla 1552+847m, zastoupeni

mikrovlaken bylo 49%.

Piiklad 5. Pfiprava vrstvy z polykaprolaktonu pomoci kombinace technologii

meltblown a elektrostatické zvlakfiovani

Poly-e-caprolactone (PCL; Mw 45,000; Sigma Aldrich), chloroform (Penta), etanol
(Et-OH; Penta) byly pouzity pro vyrobu viakennych materialt. Roztok 16hm% PCL
ve smési chloroform/etanol (9:1 hmotnostné) byl pfipraven pro elektrostaticke
zvlakiiovani. Zafizeni na vyrobu jsou laboratorni zafizeni meltblown (laboratory

equipment J&M Laboratories, USA) a zafizeni na elektrostatické bezjehlove
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zvlakiovani s vyuzitim strunového valecku rotujiciho ve vanicce s polymernim
roztokem (princip technologie Nanospider™) jako zvlakiovaci elektrody. Sroub
extrudéru meltblowu rotoval 40 otadek za minutu, coz znamena 100g polymeru za
hodinu. Rychlost vzduchu ve vzdalenosti 20 cm od zvlakiovaci trysky byla 20 ms™.
Délka zviakiiovaci trysky byla 15 cm. Otaceni zvlakiovaci elektrody u
elektrostatického zvlakiovani bylo 50 otaek za minutu s primérem valecku 30
mm a délkou 15 cm. Valegek byl nabijen zdrojem vysokého napéti na +35kV a
kolektor byl nabijen na -20kV. Okolni teplota a vihkost byly 23°C; 45%RH. Finalni
plo§na hmotnost vyrobeného materialu byla 15 g/m?, stfedni hodnota pruméru
elektrostaticky zvlaknénych viaken byla 7324292 nm, stfedni hodnota viaken
vyrobenych technologii meltblown byla 6,5+4,4pm. Zastoupeni nanoviaken (vlaken

s primérem pod 1 um) bylo objemové 1%, pocetné pak 56% v celém materialu.

Zafizeni pro vyrobu plodného utvaru z biodegradabilnich a biokompatibilnich
nanovlaken, predevsim pro kryt koZnich ran sestava z nejmené dvou zdroji pro
generovani nanovlaken, a to ze zvlakfovaci elektrody 1 napajené stfidavym
napétim a zafizenim 4 pro tvorbu nanovlaken 3 a 5 metodou odstiediveho
zvlakiiovani, kdy je vytvofena vrstva 7 z nanoviaken 3 a 5 na povrchu nosné

netkané textilie 8 ktera je unasena dopravnikovym pasem 1.

Pramyslova vyuzitelnost

Obvazovy material (kryt ran) z polykaprolaktonovych (PCL) nanovlaken otvira
celou fadu novych mozZnosti v souvislosti s rychlym vyvojem veéd o nano-
materialech a nanotechnologie. Jednou z aplikaci je vyroba krytd koznich ran
v podobé tenké nanovlakenné netkané textiliie, ktera svymi vlastnostmi podporuje

epitelizaci a hojeni rany.
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PATENTOVE NAROKY

1. Zplsob vyroby plo$ného Utvaru z biodegradabilnich a biokompatibilnich
nanovlaken, pfredev8im pro kryt koZnich ran, a zafizeni k provadéni tohoto
zplisobu, vyznaéujici se tim, Ze je vyroben biokompatibilniho  nebo
biodegradabilniho polymeru, kyseliny polyglykolove (PG;;}_i)r;rwkyseliny Ealyn’jﬂ!’_e"épé
(PLA,W PLLA, VPlA_DA), po-lyvinylalkoholu (PVA) »kblagenu, chitosanu: fibroinu a
véetné jejich kopolymeri] a smési metodami elektrického ‘zvlaknovani,
odstiedivého zvlakiiovani, meltblownu a kombinaci téchto technologii,ze vSech
téchto materialli : polykaprolakton (PCL), pfic¢emz vysledny material je sterilizovany

etylenoxidem.

2. Zplsob vyroby plodného Utvaru z biodegradabilnich a biokompatibilnich
nanovlaken, predevdim pro kryt koznich ran, a zafizeni k provadéni tohoto
zplsobu podle bodu 1, vyznaéujici se tim, Ze, tenka nanoviakenna vrstva se
uklada na povrch nosné textilie metodou stejnosmérneého zvlaknovani

z polymerniho roztoku nebo z taveniny.

3. Zpusob vyroby plogného Utvaru z biodegradabilnich a biokompatibilnich
nanovlaken, piedevsim pro kryt koznich ran, a zafizeni k provadéni tohoto
zpUsobu podle pfedchozich bodl, vyznacujici se tim, ze, tenka nanoviakenna

vrstva se uklada na povrch nosné textilie metodou meltblown.

4. Zpusob vyroby plosného utvaru z biodegradabilnich a biokompatibilnich
nanovlaken, pfedevdim pro kryt koznich ran, a zafizeni k provadéni tohoto
zpltisobu, vyzna&ujici se tim, 2e =zafizeni pro vyrobu plodného utvaru
z biodegradabilnich a biokompatibilnich nanovlaken, pfedevsim pro kryt koznich
ran sestava znejméné dvou zdroji pro generovani nanovlaken, a to ze
zvlakiiovaci elektrody (2) napajené stiidavym napétim a zafizenim (4) pro tvorbu

nanovlaken metodou odstiedivého zvlakiovani kdy je vytvofena vrstva (7)
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z nanovldken (3) a (5) na povrchu nosné netkané textilie (6) ktera je unasena

dopravnikovym pasem (1)
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Obr. 5

5 Obr. 6:
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