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Priprava nanokompozitni vrstvy na bazi kolagenovych nanovlaken

Oblast techniky

Predmétem tohoto vynalezu jsou ortopedické a zubni implantaty na bazi kovovych slitin pokryté
bioaktivni vrstvou kolagenu typu I a hydroxyapatitem, ktera se vyznaCuje efektivnim
uvolriovanim antibiotik. Bioaktivni submikron- a nano strukturovana vrstva je biodegradovatelna,
biokompatibilni a/nebo bioresorbovatelna. Tato vrstva je pripravena kombinaci elektrospiningu a
elektroblowingu kolagenového roztoku obsahujiciho nanocastice hydroxyapatitu. Hlavnim
pfedmétem tohoto patentu je metoda deponovani antibiotik pro jejich efektivngjsi uvoliiovani bez
zvySovani cytotoxicity. Tato metoda zahmuje impregnaci sitovanych sterilizovanych
kolagen/hydroxyapatitovych vrstev antibiotiky ve formé roztoku.

Dosavadni stav techniky

S ohledem na zna¢na zdravotni rizika a vysoké naklady spojené s reoperacemi stavajicich
implantati, zejména velkych kloubu, predstavuje prodlouzeni jejich Zivotnosti funkcionalizaci
jejich povrchu velmi perspektivni a zadouci smér vyvoje v oblasti zdravotnické techniky.
Vzhledem k tomu, Ze pocet ortopedickych operaci tohoto typu v posledni dekadé celosvétove
vyznamn¢ narostl, 1ze dosahnout zavedenim modemich typt nahrad s bioaktivnim povrchem,
modifikovanym za vyuziti nanotechnologickych feseni, diky vySSi odolnosti a osteointegraci
implantata jak zvySeni komfortu pro pacienta, tak i zna¢nych uspor ekonomickych. Dodnes
nejcastéji pouzivané kovové nahrady na bazi titanu, titanovych slitin, nerezové oceli, slitin
chromu a kobaltu jsou biokompatibilni, aviak bioinertni. Casto také podléhaji riznym formam
koroze v télnim prostfedi. Osteointegrace bioinertnich kovovych nahrad je problematicka, jejich
povrch je potfeba pro vhodnou fixaci s kosti dodatecné upravovat. Pro zvySeni fixace 1ze provést
fyzikaln¢-chemickou, ¢i morfologickou modifikaci povrchu endoprotézy. V soucasné dob¢ jsou
pro chemické upravy povrchu kovovych nahrad pouzivany predevsim bioaktivni kalcium fosfaty,
nejcastéji hydroxyapatit nebo fosforeCnan vapenaty. Tyto biokeramické materialy vykazuji ve
spojeni s kosti vybomné vlastnosti dan¢ povrchovou reaktivitou zpisobenou mechanizmem
vytvarejicim stycnou mineralizovanou vrstvu mezi implantatem a kostni tkani. Toto rozhrani pak
zajistuje fyzikaln¢ chemickou a mechanickou kohezi mezi implantatem a kosti. Pouziti téchto
materiali ve své puvodni form¢ je vSak limitované jejich mechanickymi vlastnostmi nebo adhezi
k povrchu implantatu. Dalsi strategii je pokryti polymerni vrstvou na bazi syntetickych polymert
(alifatické polyestery a jejich kopolymery). Zvyseni bioaktivity povrchu lze dosahnout pokrytim
prirodnimi polymery (kolagen, Zelatina). Pokud jsou tyto pfirodni polymery ve formé nanovlaken
doplnény kalcium fosfatem ve formé nanocastic, docili se nano strukturovaného povrchu
idealniho pro vhodnou adhezi a proliferaci kostnich bunék. Dalsi prednosti téchto kompozitnich
materiali je moznost volby jednotlivych slozek z pohledu jejich skladby a orentace,
materialovych, fyzikalnich a chemickych charakteristik, kterymi je mozno dosahnout Sirokého
rozsahu mechanickych a biologickych vlastnosti.

Tyto bioaktivni vrstvy mohou slouzit soucasné jako lokalni nosice antibiotik (ATB) pro jejich
postupné¢ uvoliovani pfi prevenci osteomyelitidy. Lokalni aplikace antibiotik je vice preferovana,
nebot’ umoznuje vyssi davkovani, vvhodou je 1 kratsi transport a minimalni kolisani hladin ATB
v krevnim fecCisti. Antibiotika tak pusobi 1 v avaskulamich zoénach, bez zvysSeni systémové
toxicity. Antibiotikum pak muze pusobit jak na zbyvajici planktonické formy bakterii, tak 1 na
sesilni formy v biofilmu. Lokalni nosice antibiotik navic vyplni "mrtvy prostor" po odstranénych
nekrotickych tkani infekci postizené kosti.

Z nebiodegradabilnich matric pouzitelnych jako nosi¢e ATB je nejznaméjsi polymetylmetakrylat
(Casto pouzivany jako kostni cement). Jeho nevvhodou je nefizené az pfili§ rychlé uvolnovani
ATB v prili§ vysokych koncentracich a nutnost dalsi operace po skonceni 1&¢by (IéCba probiha
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jako dvou krokova — vyhojeni, finalni implantace). Proto se¢ v soucasnosti upird pozornost na
vyzkum biodegradabilnich systému, jejichz aplikace predpoklada absenci sekundami operace.
Tyto systémy navic skytaji moznost regulace rychlosti uvoliiovani 1éku pomoci fyzikalné-
chemického usporadani matrice/nosi¢i a 1éku. Tento systém by mél umoznit uvoliovani
antibiotik v koncentracich, které¢ prekracuji minimalni inhibi¢ni koncentrace pro vétSinu znamych
patogenu bez vedlejSich ucéinki. Mezi nejvice pouzivana antibiotika patfi gentamicin,
vankomycin a tobramycin nebo jejich kombinace.

Tempo rizeného uvoliiovani zavisi na permeabilité, chemické modifikaci matrice/nosic, tloustka
vrstvy, stupenl zesitovani matrice/nosice, fyzikalné-chemickych vlastnostech 1é¢iva, interakce
mezi polymerni matrici, navazanym léCivem a rozpoustéjicim médiem a vzajemném usporadani
slozek. Sledovani uvoliiovani antibiotik in vitro se nejcastéji provadi pomoci UV spektrometrie
nebo vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC). Biologické testovani in vitro, které se
provadi na osteoblastech nebo na mesenchymalnich kmenovych bunkach, charakterizuji
cytotoxicitu nejen samotné¢ho materialu, ale umoziuji pfimo testovat, zda uvolnéna koncentrace
antibiotika neni jiz inhibiéni nebo zda pouzité metody pfipravy (napf. sitovani kolagenu)
neovlivnily biokompatibilitu studovaného materialu. Bakterialni testy, charakterizujici
antibakternialni aktivitu materialu, se provadéji Casto se tfemi bakterialnimi kmeny jako
grampozitivni stafylokoky, gramnegativni pseudomonady a E-coli.

Antibiotika je mozné deponovat n¢kolika riznymi metodami. Nejjednodussi metodou je prosté
smichani polymeru a antibiotika ve form¢ prasku nebo roztoku. Negativem tohoto postupu je
pouziti organickych rozpoustédel. Dalsi béznou metodou je smaceni polymeru v roztoku
obsahyjicim antibiotika. Nanovlakenné¢ vrstvy obohacené antibiotiky jsou velmi cCasto
pfipravovany pfimym zvlakiovanim z roztoku polymeru obsahujici dané lécivo. Prestoze jsou
podminky aplikované béhem elektrostatické¢ho zvlakinovani velmi vyznamnym aspektem pro
stabilitu antibiotik, nejsou brany v uvahu. Néktera antibiotika, jako napf. vankomycin jsou citlivé
na teplotu a je prokazano, ze jiz pfi pokojové teplot¢ se v roztoku béhem nékolika hodin
pfeméiiuji na antibioticky neaktivni formy lé&iva, které nejsou bézné detekovany. Casto
pouzivana UV/Vis spektrometrie neni schopna tyto antibioticky neaktivni formy stanovit a proto
je nutné provadét tyto analyzy pomoci kapalinové chromatografie. Kolagenni nanovlakenné
vrstvy je nutné po elektrostatickém zvlaknovani dale zesitovat. BEehem tohoto procesu dochazi k
jejich vymyvani a nanovlakenny nosi¢ se tak stava mén¢ efektivni, coz v kone¢ném dusledku s
sebou nese 1 neefektivnost ekonomickou.

Podstata vynalezu

Nedostatky a nevyhody dosavadniho stavu techniky jsou do zna¢né miry ecliminovany
nanokompozitni vrstvou na bazi kolagenovych nanovlaken pro aplikace na ortopedické a zubni
implantaty, ktera obsahuje nanovlakna se¢ stfedni hodnotou pruméru 100 az 350 nm, pfi¢emz
uvedena nanovlakna obsahuji 75 az 100 % hmotn. kolagenu typu I, s vyhodou 85 az 100 %
hmotn., pficemz uvedena nanovlakna obsahuji maximalné 1 % hmotn. polyethylenoxidu.

Nanokompozitni vrstva s vyhodou dale obsahuje 5 az 15 % hmotn. antibiotika, s vvhodou 7 az
12 % hmotn., nejlépe 9 az 11 % hmotn., pficemz antibiotikum je vybrané ze skupiny
vankomycin, gentamicin a tobramycin a jejich kombinace.

V dalsim vyhodném provedeni nanokompozitni vrstva dale obsahuje 5 az 15 % hmotn.
hydroxyapatitu ve form¢ nanocastic o velikosti 50 az 250 nm.

Nedostatky dosavadniho stavu techniky jsou rovnéz do znac¢né miry eliminovany ortopedickym
nebo zubnim implantatem, ktery ma alesponn ¢ast povrchu pokrytou vyse uvedenou
nanokompozitni vrstvou a ktery je ureny pro pouZiti v humannim nebo veterinamim lékafstvi.
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Predmétem vynalezu jsou tedy rovnéz ortopedické a zubni implantaty na bazi kovovych slitin
pokryt¢ bioaktivni kompozitni vrstvou na bazi kolagenovych nanovldken s integrovanymi
hydroxyapatitovymi nanoc¢asticemi a antibiotikem nebo kombinaci antibiotik.

Pii vyrobé nanokompozitni vrstvy se podle vynalezu postupuje tak, ze se kolagen typu I a
polyethylenoxid o viskozitng¢ stfedni molekulové hmotnosti v rozmezi 400 000 az 900 000 v
pom¢éru polyethylenoxidu ku kolagenu v rozmezi 0,05 az 0,11 smicha s fosfatovym pufrem pro
ziskani koncentrace 5 az 11 % hmotn. kolagenu ve smgési, vznikla smés se vystavi teploté v
rozmezi 32 az 42 °C po dobu alespon 60 hodin, nacez se homogenizuje misenim za soucasné¢ho
pfidavani ethanolu v koneéném objemovém pomeéru fosfatového pufru ku ethanolu 1:1 az 1:2,
nasledné se smés elektrostaticky zvlakniuje za vzniku nanokompozitni vrstvy, ktera se nasledné
promyje fyziologickym roztokem nebo fosfatovym pufrem a poté vodou a ususi se.

Objasnéni vvkresu

Vynalez je dale podrobnéji popsan pomoci prikladnych provedeni a vykresu, kde znazomuje

obr. 1. Koncentrace uvolnéné aktivni formy vankomycinu (median, mezikvartilové rozpéti) z
materiali obsahujicich 0 % hmotn. (obr. 1a), 5 % hmotn. (obr. 1b) a 15 (obr. 1¢c) % hmotn.
hydroxyapatitu pfipravenych tfemi riznymi metodami.

Obr. 2. Velikosti inhibi¢nich z6n materidlu pfipravenych jednotlivymi metodami s MRSA
1zolaty. oznacuje statisticky vyznamné rozdily (Mann-Whitney test, p= 0,05).

Obr. 3. Uvoliiovani aktivni formy vankomycinu z materialii pfipravenych impregnaci v prostredi
krevni plazmy (median, mezikvartilové rozpéti). oznacuje statisticky vyznamné rozdily (Mann-
Whitney test, p = 0,05).

Obr. 4. Velikosti inhibi¢nich zo6n materiali pfipravenych impregnaci s riznou koncentraci
hydroxyapatitu a pozitivni kontrola (kontrolni disky EUCAST). * oznacuje statisticky vyznamné
rozdily (primér, smérodatna odchylka, Mann-Whitney test, p = 0,05) ve srovnani s pozitivni
kontrolou.

Obr. 5. Fluorescencni snimky osteoblastu kultivovanych 2 a 8 dni na impregnovanych vrstvach a
vrstvach pred impregnaci (NO, N5 a N15).

Priklady uskuteénéni vynalezu

Nize jsou uvedeny priklady provedeni vynalezu, kde obecné je nanovrstva pfipravena
elektrostatickym zvlakniovanim kolagenu typu I, s pfipadnym pridavkem hydroxyapatitu ve
frakci 50 az 250 nm, a s pridavkem polyethylenoxidu, jako 5 az 11 % hmotn., s vyhodou 8 %
hmotn. roztoku ve fosfatovém pufru (0,01 M dihydrogenfosfore¢nan sodny, 0,0027 M chlond
draselny a 0,137 M chlorid sodny, pH 7.4 pfi 25 °C) a s naslednym pridanim ethanolu v poméru
1:1 (az 1:2) objemov¢ k fosfatovému pufru. Vrstva a proces pripravy jsou navrzeny tak, aby
kolagenni vlakna vykazovala stfedni hodnotu priméru 100 az 350 nm a pfipadné¢ do sebe
integrovala homogenné rozptylené nanocastice hydroxyapatitu. Vrstvu lze elektrostaticky nanaset
pfimo na povrch kovového implantatu.

P1i pripravé se postupuje tak, ze odvazené mnozstvi lyofilizovaného kolagenu a polyethylenoxidu
(PEO) o molekulové hmotnosti v rozmezi 400 000 az 900 000 se smisi s fosfatovym pufrem.
Hmotnostni pomér polyethylenoxidu ku kolagenu je 0,05 az 0,11, s vyhodou 0,08. Takto
pfipravena smés je vystavena teploté 32 az 42 °C, nejlépe priblizné 37 °C po dobu alesponi 60
hodin, nejlépe alespon 72 hodin. Dal§im krokem pfipravy je homogenizace za vysokych otacek v
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rozsahu 7000 az 15 000 ot.min!, pfi niZ je do roztoku pfidan hydroxyapatit a ethanol. Takto
pripravena disperze je elektrostaticky zvlakniovana v elektrickém poli v rozmezi 200 az
300 kV.m™, davkovani v rozmezi 100 az 200 ul.min™, relativni vlhkosti vzduchu nepiesahujici
30 % a teploté nepresahujici 37 °C. Proces zvlaknovani je s vyhodou doplnén electroblowingem,
resp. proudem vzduchu, s vvhodou predehratého na 20 az 25 °C, napf. o rychlosti proudéni 15 az
50 I.min™'. Tento vzduch je privadén do oblasti obklopujici usti trysek a pfiznivé ovliviiuje tvorbu
vlaken z uvedeného roztoku. Stabilita vrstvy po zvlaknéni je zvySena macenim v roztoku 95 %
hmotn. alkoholu (napf. ethanolu) s vodou a N-(3- dimethylaminopropyl)-N-ethylkarbodiimid
hydrochloridem (EDC) a N-hydroxysukcinimidem (NHS) pii teploté 32 az 42 °C, s vyhodou
priblizn€ 37 °C po dobu 18 az 30 hodin, s vyhodou priblizné¢ 24 hodin, ¢imz dojde k zesitovani.
Na 1 g zvlaknéného kolagenu pfipada minimalné 0,625 g EDC a 0,156 g NHS, tzn. ve
vzajemném hmotnostnim poméru EDC:NHS 4:1, smisené¢ s minimaln¢ 140 ml 95 % hmotn.
alkoholu. Vrstva je po zesitovani promyvana ve fyziologickém roztoku nebo fosfatovém pufru
po dobu minimalné 2 x 30 minut a nakonec promyta v destilované vodé po dobu minimalné 30
minut. Béhem sitovani a promyvani vrstvy dojde v podstat¢ ke kompletnimu vymyti
polyethylenoxidu. SuSeni vrstvy je provedeno vakuovym vymrazovanim. Takto pfipravené
vrstvy obsahuji 85 az 100 % hmotn. kolagenu a 0 az 15 % hmotn. hydroxyapatitu. Pro sterilizaci
vrstvy lze vyuzit ethylenoxidovou sterilizaci nebo gama zareni se standardnimi parametry.

Dale jsou s vvhodou deponovana antibiotika. Antibiotika jsou do vrstvy deponovana impregnaci
v disperzi ethanolu nebo vody nebo fyziologického roztoku o koncentraci antibiotika 10 az 50 %
hmotn. Impregnaci lze provést bud’ ponofenim implantatu s nanesenou vrstvou do disperze, nebo
nanesenim disperze na vrstvu Stétcem, pripadné jejim rozprasenim. Po aplikaci disperze je vrstva
ponechana pfi pokojové teploté¢ do odpareni rozpoustédla. Jako antibiotika lze pouzit napriklad
gentamicin, vankomyecin, tobramycin nebo jejich kombinace, napfiklad vankomycin a gentamicin
v ruazném hmotnostnim poméru. Efektivita impregnace je niZze ukazana na prikladu s
vankomycinem.

Impregnace vrstev (EIO, EIS a EI15) byla vybrana jako optimalni zptisob deponovani antibiotika
ve srovnani s dal§imi dvéma zpusoby pfipravy - lyofilizaci disperze kolagenu, 0, 5 a 15 % hmotn.
hydroxyapatitu a 10 % hmotn. vankomycinu (L0, L5 a L15), elektrostatickym zvlakiovanim
disperze kolagenu, 0, 5 a 15 % hmotn. hydroxyapatitu a 10 % hmotn. vankomycinu (EO, E5 a
E15). Vliv jednotlivych metod pripravy a strukturnich vlastnosti vrstev na kinetiku uvolfiovani
vankomycinu bylo stanoveno pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie a jeji vysledky
jsou uvedeny na obr. 1.

Nejvyssi koncentrace vankomycinu uvolnéna z materialu pfipravenc¢ho lyofilizaci byla dosazena
po 8 dnech, a to cca 250 mg.l"'. Material pfipraveny elektrostatickym zvlakiiovanim vykazal
maximalni hodnotu po 24 hodinach, a to cca 60 mg.l", zatimco material impregnovany dosahl
nejvyssi koncentrace jiz po 3 hodinach, a to cca 700 mg.1"!. Uvolnéné koncentrace aktivni formy
vankomycinu pfekro¢ily minimalni inhibi¢ni koncentraci (16 mg.1") 17 krat pro lyofilizovany
material, 4 krat pro materidl pfipraveny elektrostatickym zvlakinovanim a 44 krat pro
impregnovany material. Koncentrace aktivni formy vankomycinu zistava po dobu 21 dnii nad
minimalni inhibi¢ni koncentraci u vSech materiali. Vysledky studia podobného materialu v
literatufe (Wachol-Drevek 1996 a Tu a kol. 2012) uvad¢ji, ze 90 % vankomycinu bylo uvolnéno
béhem 24 hodin a celkova doba uvoliovani dosahla 4 dnu. Nejvyssi efektivitu vykazuje material
impregnovany, coz prokazaly také predbézné testy antimikrobialni citlivosti (obr. 2).

U matenalu pfipraveného impregnaci bylo také studovano uvolfiovani vankomycinu v krevni
plazmé&. Jak doklada obr. 3, material i po 30 dnech stale dokaze uvolfiovat ~ 62 mg.1" aktivni
formy vankomycinu, coz témér 4x piekracuje minimalni inhibi¢ni koncentraci. Efekt koncentrace
hydroxyapatitu neni patmy.

Dale byl tento material podroben srovnavacim testim antimikrobialni citlivosti na Ctyfi
bakterialni kmeny. Velikosti inhibi¢nich zén jednotlivych bakterialnich kmenii jsou uvedeny na
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obr. 4. Vsechny studované materialy vykazaly antibakterialni aktivitu proti obéma izolatim
Staphylococci a izolatim rezistentnim na gentamycin. Velikost inhibi¢nich zon byla srovnatelna s
pozitivni kontrolou (standardni disk, EUCAST). Negativni kontrola (vzorek bez vankomycinu)
vykazala nulovou inhibi¢ni zénu (v grafu neuvedeno).

Impregnované vrstvy byly dale podrobeny testum cytotoxicity a cytokompatibility in vitro za
pouziti kostnich bunék (SAOS-2, Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH, Né¢mecko). Buiky byly kultivovany jak v prostfedi vyluhd, tak pfimo na vrstvach a byla
posuzovana jejich metabolicka aktivita (MTS test), mikroskopicky byla vysetfovana jejich
adheze a proliferace. Testy prokazaly, ze uvoliiovana mnozstvi antibiotik nejsou toxicka, vrstvy
jsou cytokompatibilni. Na obr. 5 jsou pro ilustraci uvedeny snimky fluorescenéné barvenych
bun¢k po dvou a osmi denni kultivaci na vrstvach s vankomycinem, bez vankomycinu (NO, N5 a
N15) a na pozitivni kontrole (PS).

Priklad 1

Nanovrstva byla pfipravena elektrostatickym zvlakiiovanim kolagenu typu I jako 8 % hmotn.
roztoku ve fosfatovém pufru a s naslednym pfidanim ethanolu (1:1 objemové), do kterého byl
pfidan polyethylenoxid ve hmotnostnim poméru PEO:kolagen 0,08. Kolagenni vlakna
vykazovala stfedni hodnotu pruméru priblizné 220 nm. Vrstva byla elektrostaticky nanasena
pfimo na povrch kovového implantatu. Pri pfipravé se postupovalo tak, Zze odvazené¢ mnozstvi
lyofilizovaného kolagenu a polyethylenoxidu o molekulové hmotnosti 900 000 se smisilo s
fosfatovym pufrem. Takto pripravena smés byla vystavena teploté 37 °C po dobu 72 hodin.
Dalsim krokem pfipravy byla homogenizace za vysokych otacek 10.000 ot.min™, pfi niz byl do
roztoku pfidan ethanol. Takto pripravena disperze byla elektrostaticky zvlaknovana v elektrickém
poli 250 kV.m™, davkovani 130 pl.min™; relativni vlhkosti vzduchu 25 % a teploté 30 °C. Proces
zvlakiiovani byl doplnén electroblowingem, resp. proudem vzduchu pfedehfat¢ho na pfiblizné
24 °C o rychlosti proudéni 35 l.min. Stabilita vrstvy po zvlaknéni byla zvySena macenim v
roztoku 95 % hmotn. ethanolu s vodou a EDC a NHS pii teploté 37 °C po dobu 24 hodin. Na 1 g
kolagenu pripadalo 0,625 g EDC a 0,156 g NHS smisené s 140 ml 95 % hmotn. alkoholu. Vrstva
byla po zesitovani promyvana v 0.1M Na,HPO4 po dobu 2 x 30 minut a nakonec promyvana v
destilované vod¢ po dobu 30 minut. B¢hem sitovani a promyvani vrstvy doslo v podstaté ke
kompletnimu vymyti polyethylenoxidu. Suseni vrstvy bylo provedeno vakuovym vymrazovanim.
Takto pripravena vrstva obsahovala 100 % hmotn. kolagenu. Pro sterilizaci vrstvy byla vyuZita
ethylenoxidova sterilizace. Nasledn¢ byla do vrstvy deponovana antibiotika impregnaci v
disperzi ethanolu o koncentraci antibiotika 20 % hmotn. Jako antibiotikum byl pouzit
vankomycin. Impregnace byla provedena aplikaci disperze antibiotika na nanesenou vrstvu
Stétcem tak, aby konecna koncentrace antibiotika ve vrstvé (po odpareni rozpoustédla) Cinila 8 %
hmotn. z celkové hmotnosti vrstvy. Po aplikaci disperze byla vrstva ponechana pii pokojoveé
teploté do odpareni rozpoustédla.

Priklad 2

Nanovrstva byla pfipravena elektrostatickym zvlakinovanim kolagenu typu I jako 10 % hmotn.
roztoku ve fosfatovém pufru a ethanolu (1:1 objemové), do kterého byl pfidan polyethylenoxid
ve hmotnostnim poméru 0,10 ku kolagenu. Kolagenni vlakna vykazovala stfedni hodnotu
pruméru 180 nm a integrovala do sebe homogenné rozptylené nanocastice hydroxyapatitu ve
frakci 170 nm. Vrstva byla elektrostaticky nanasena pfimo na povrch kovového implantatu. Pri
pfipravé se postupovalo tak, Zze odvazené mnozstvi lyofilizovan¢ho kolagenu a polyethylenoxidu
o molekulové hmotnosti 800 000 se smisilo s fosfatovym pufrem. Takto pfipravena smés byla
vystavena teplot¢ 35 °C po dobu 88 hodin. Dal§im krokem pfipravy byla homogenizace za
vysokych otagek 12 000 ot.min, pfi niz byl do roztoku pfidan hydroxyapatit v hmotnostnim
pomeéru 5:95 na kolagen, a ethanol. Takto pfipravena disperze byla elektrostaticky zvlaknovana v
elektrickém poli 280 kV.m™, davkovani 140 pl.min’, relativni vlhkosti vzduchu 25% a teploté
27 °C. Proces zvlakiovani byl doplnén electroblowingem, resp. proudem vzduchu predehratého



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 309165 B6

na 22 °C o rychlosti proudéni 40 1. min™!. Stabilita vrstvy po zvlaknéni byla zvysena macenim v
95 % hmotn. vodného roztoku ethanolu a EDC a NHS pri teploté 37 °C po dobu 24 hodin. Na 1 g
zvlaknéného kolagenu pfipada 0,800 g EDC a 0,200 g NHS smisené s 200 ml 95 % hmotn.
alkoholu. Vrstva byla po zesitovani promyta v 0.1M Na,HPO4 po dobu 2 x 40 minut a nakonec
promyta v destilované vod¢ po dobu 30 minut. B€hem sitovani a promyvani vrstvy doslo v
podstaté ke kompletnimu vymyti polyethylenoxidu. SuSeni vrstvy bylo provedeno vakuovym
vymrazovanim. Takto pfipravena vrstva obsahovala 95 % hmotn. kolagenu a 5 % hmotn.
hydroxyapatitu. Pro sterilizaci vrstvy byla pouzita ethylenoxidova sterilizace. Antibiotika byla do
vrstvy deponovana impregnaci v disperzi vody o koncentraci antibiotika 30 % hmotn. Jako
antibiotikum byl pouzit gentamicin. Impregnace byla provedena aplikaci disperze antibiotika na
nanesenou vrstvu Stétcem tak, aby konecna koncentrace antibiotika ve vrstvé (po odpareni
rozpoustédla) Cinila 10 % hmotn. na celkovou hmotnost vrstvy. Po aplikaci disperze byla vrstva
ponechana pri pokojové teploté do odpareni rozpoustédla.

Priklad 3

Nanovrstva byla pripravena elektrostatickym zvlaknovanim kolagenu typu I jako 8 % hmotn.
roztoku ve fosfatovém pufru a ethanolu (1:1 objemov¢), do kterého je pridan polyethylenoxid ve
hmotnostnim poméru 0,08 ku kolagenu. Kolagenni vlakna vykazovala stfedni hodnotu praméru
310 nm a integrovala do sebe homogenné rozptylené nanocastice hydroxyapatitu ve frakci 190
nm. Vrstva se elektrostaticky nanasela pfimo na povrch kovového implantatu. Pii pfipravé se
postupovalo tak, Ze odvazené mnozstvi lyofilizovan¢ho kolagenu a polyethylenoxidu o
molekulové hmotnosti 700 000 se smisilo s fosfatovym pufrem. Takto pfipravena smés byla
vystavena teplot¢ 40 °C po dobu 92 hodin. Dal§im krokem pfipravy byla homogenizace za
vysokych otagek 15 000 ot.min!, pfi niz byl do roztoku pfidan hydroxyapatit v hmotnostnim
pom¢éru 15:85 na kolagen, a ethanol. Takto pfipravena disperze byla elektrostaticky zvlakiiovana
v elektrickém poli 270 kV.m™, davkovani 150 ul.min™; relativni vlhkosti vzduchu 26 % a teploté
25 °C. Proces zvlaknovani je doplnén electroblowingem, resp. proudem vzduchu pfedehiatého na
24 °C o rychlosti proudéni 45 1. min!. Stabilita vrstvy po zvlaknéni byla zvySena macenim v
roztoku 95 % hmotn. alkoholu s vodou a EDC a NHS pfi teplot¢ 37 °C po dobu 24 hodin. Na 1 g
zvlaknéného kolagenu pripada 0,920 g EDC a 0,230 g NHS smisené s minimalné¢ 250 ml 95 %
hmotn. alkoholu. Vrstva je po zesitovani promyta v 0.1M Na,HPO, po dobu 2 x 35 minut a
nakonec promyta v destilované¢ vod¢ po dobu 40 minut. Béhem sitovani a promyvani vrstvy
doslo v podstaté ke kompletnimu vymyti polyethylenoxidu. SuSeni vrstvy bylo provedeno
vakuovym vymrazovanim. Takto pfipravena vrstva obsahovala nanovlakna obsahujici 85 %
hmotn. kolagenu a 15 % hmotn. hydroxyapatitu. Pro sterilizaci vrstvy byla vyuZita
ethylenoxidova sterilizace. Antibiotika byla do vrstvy deponovana impregnaci v disperzi
alkoholu o koncentraci antibiotika 30 % hmotn. Jako antibiotikum byla pouzita kombinace
gentamicinu a vankomycinu ve vzajemném hmotnostnim poméru 1:1. Impregnace byla
provedena rozprasenim disperze sprejem. Po aplikaci disperze byla vrstva ponechana pii
pokojové teplot¢ do odpafeni rozpoustédla. Impregnace byla provedena aplikaci disperze
antibiotika na nanesenou vrstvu Stétcem tak, aby konecna koncentrace antibiotika ve vrstvé (po
odpareni rozpoustédla) ¢inila 11 % hmotn. na celkovou hmotnost vrstvy.

Ackoli byla popsana fada prikladnych provedeni, je zfejmé, Ze odbomik z dané oblasti snadno

nalezne dal$i mozn¢ alternativy k t€émto provedenim. Proto rozsah vynalezu neni omezen na tato
pfikladna provedeni, ale spiSe je dan definici prilozenych patentovych naroka.

Prumyslova vyuzitelnost

Ortopedické a zubni implantaty na bazi kovovych slitin pokryté bioaktivni vrstvou kolagenu typu
I, pripadn¢ 1 s obsahem hydroxyapatitu a deponovanym antibiotikem pfipravenou zpusobem
podle tohoto vynalezu lze vyuzit v humanni a veterinarni medicing€, zejména v ortopedii a
stomatologii.
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PATENTOVE NAROKY

1. Zpusob vyroby bioaktivni nanokompozitni vrstvy na bazi kolagenovych nanovlaken,
vyznacujici se tim, z¢ se kolagen typu I a polyethylenoxid o viskozitn¢ stfedni molekulové
hmotnosti v rozmezi 400 000 az 900 000 v hmotnostnim poméru polyethylenoxidu ku kolagenu
v rozmezi 0,05 az 0,11 smicha s fosfatovym pufrem pro ziskani koncentrace 5 az 11 % hmotn.
kolagenu ve smési, vznikla smés se vystavi teploté v rozmezi 32 az 42 °C po dobu alespon 60
hodin, nacez se homogenizuje misenim za soucasn¢ho pfidavani ethanolu v konecném
objemovém poméru fosfatového pufru ku ethanolu 1:1 az 1:2 a pfi homogenizaci se do roztoku
soucasn¢ pridava hydroxyapatit v mnozstvi 5 az 15 % hmotn. vzhledem k mnozZstvi kolagenu,
nasledné se smés elektrostaticky zvlakniuje za vzniku nanokompozitni vrstvy, ktera se nasledné
promyje fyziologickym roztokem nebo fosfatovym pufrem a poté vodou a ususi se.

2. Zpuisob vyroby podle naroku 1, vyzna€ujici se tim, Zze se nanokompozitni vrstva pred
promytim stabilizuje macenim v 95 % hmotn. roztoku alkoholu ve vod¢ s pridavkem N-(3-
dimethylaminopropyl)-N-ethylkarbodiimid  hydrochloridu a  N-hydroxysukcinimidu, kde
mnozstvi N-(3-dimethylaminopropyl)-N-ethylkarbodiimid hydrochloridu na 1 g zvlaknéného
kolagenu je alespon 0,625 g a mnozstvi N-hydroxysukcinimidu na 1 g zvlaknéného kolagenu je
alespon 0,156 g, a kde mnozstvi 95 % hmotn. roztoku alkoholu ve vodé je alespoit 140 mlna 1 g
zvlaknéného kolagenu.

3. Zpusob vyroby podle kteréhokoliv z naroku 1 az 2, vyznac€ujici se tim, Ze po ususeni se
vrstva impregnuje antibiotikem nebo smési antibiotik vybranych ze skupiny vankomycin,
gentamicin a tobramycin.

4. Zpusob vyroby podle naroku 3, vyznadujici se tim, z¢ impregnace s¢ provede namocenim
vrstvy do disperze nebo nanesenim disperze na vrstvu nebo rozprasenim disperze na vrstvu,

pricemz disperze je disperzi antibiotik v alkoholu, vodé nebo smési alkoholu s vodou.

4 vykresy
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