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Nézev vyndlezu:

Biomateridl na bazi nanovlikennych vrstev a
zpiisob jeho pFipravy

Anotace;

Biomateril na bizi nanovldkennych vrstev sestava alespod ze
dvou nanovlikennych vrstev, porostlych na obou stranich
souvisle Zivymi buiikami, pfitemZ tyto vrstvy jsou vzijemng
propojeny proristinim bunék. Nanovlikenné vrstvy jsou
netkané a jsou tvofeny synteticky mi potymery nebo
kopolymery monomerii vybranych ze skupiny zahrnujici
estery kyseliny methakrylové, amidy kyseliny methakrylove,
urethany, vinylalkohol a mono mery odvozené od kyseliny
mlé&Ené a jejich derivati. a zpisobu jeho ppravy.
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Biomateridl na bazi nanovidkennych vrstev a zpusob jeho pripravy

Oblast techniky

~ Vynalez se tyka biomateridlu na bazi nanovlikennych vrstev a zplisobu jeho pripravy.

Dosavadni stav techniky

Ptiprava riznych forem pevnych latek vyznadujicich se pritomnosti port, respektive mémého
povrchu odpovidajiciho rozmérim strukturnich jednotek systému v fidu nékolika nanometri az
stovek nanometrd je v soudasné dobé v popfedi zijmu materidlového inZenyrstvi. Prakticky
viechny dileZité vlastnosti takovych systémil se odvozuji pravé od mimotadné velkého mérého
povrchu. Zatimeo porézni materialy na bazi polymeri a nanomateridly pfipravované cestou orga-
nizovanych nadmolekularnich struktur jsou dlouhodobé zevrubné studovany, vlaknim o priméru
radové v desitkach aZ stovkach nanometrd se vénuje zvy$ena pozomost teprve v poslednich péti
letech. Z téchto vliken lze pitom vytvafet vldkenné vrstvy dobrych mechanickych vlastnosti
pfimo v prib&hu procesu zvliknéni. Mechanické vlastnosti i morfologie jsou piiznivé ovlivnény
anizotropickym charakterem vlakenné vrstvy. Péry v takovych vrstvach maji specifickou geo-
metrii, diky niZ jsou povrchy vidken dobte pristupné. ‘

Nanovlikna jsou obecn& popisovana jako vlakna, jejichZ primér se pohybuje v submikronove
oblasti, tedy v rozsahu do 1000 nm. Maji fadu vyjimetnych vlastnosti, jako je napfiklad velky
mérmny povrch vidken, velka pérovitost vidkenné vrstvy a maly primér pord. Z hlediska bunél-
nych kultur se struktura nanoviakennych vrstev pfiblizuje struktufe extracelularni matrix. Tomu
odpovidaji opakovana pozorovani vy3si adheze bun&k k nanovlaknim neZ k mikrovldknim nebo
vrstvam identickych polymerd [Schindler M, Ahmed I, Kamal J, Nur EKA, Grafe TH, Young
Chung H, et al. A synthetic nanofibrillar matrix promotes in vivo-like organization and morpho-
genesis for cells in culture. Biomaterials. 2005 Oct; 26(28): 5624-31.; Rho KS, Neony L, Lee G,
Seo BM, Park YJ, Hong SD, et al. Electrospinning of collagen nanofibers: effects on the behavior
of normal human keratinocytes and early-stage wound healing. Biomaterials. 2006 Mar; 27(8):
1452-61.; Min BM, Lee G, Kim SH, Nam YS, Lee TS, Park WH. Electrospinning of silk fibroin
nanofibers and its effect on the adhesion and spreading of normal human keratinocytes and
fibroblasts in vitro. Biomaterials. 2004 Mar-Apr; 25(7-8): 1 289-971.

Vyuziti mikrovidken k vytvofeni porémich trojrozm&mych tkatovych nihrad obsahujicich bu-
ky je znamo jiZ od roku 1993; tato technologie slouZila nejprve k experimentélni pfipravé nahrad
kloubnich chrupavek [Robinson D, Efrat M, Mendes DG, Halperin N, Nevo Z. Implants compo-
sed of carbon fiber mesh and bone—marrow—derived, chondrocyte—enriched cultures for joint
surface reconstruction. Bull Hosp Jt Dis. 1993 Spring; 53(1): 75-82.]. Toto vyuZiti mikrovlaken
je chran&no patentem [US 5 759 830, US 5 770 417]. Prostorova sit’ mikrovldken zde zajiStuje
mechanickou pevnost materialu, udrfuje jeho trojrozmérny tvar a vzijemné prostorové uspofada-
ni bunék. Tato metoda viak neni aplikovatelnd na netkané nanoviakenné textilie, protoZe pfi
dosaZeni porozity potfebné pro vmezefeni bunék mezi vldkna (pory v fidech jednotek aZ desitek
mikrometri) by material vlastni vahou kolaboval.

Standardnim postupem pro udrzovani kultur tkadovych i kmenovych bunék je kultivace v mono-
layeru (riist v ploge); pro tuto kultivaci se vyuZiva specidln€ povrchové upravenych materiali, ke
kterym buiiky adheruji (tkdfiovy plastik, sklo povrchové upravené lamininem, polylysinem,
tkafiovy plastik porostly inaktivovanymi fibroblasty apod.). Alternativni metody kultivace zahr-
nuji kultivaci v suspenzi nebo v materidlech na bazi fidkych gelli, napf. MatriGel®. V3echny
popsané metody kuitivace maji své nevyhody. Riist bunék v kultufe v monolayeru je podminén
jejich adhezi k materialu, na némz jsou kultivovany; médium ma pfistup pouze k apikalni (od
kultiva¢niho povrchu odvricené) vrstvy; vlastnosti bunék se méni po dosaZeni souvislé (kon-
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fluentni) vrstvy; latky produkované buiikami se uvoliiuji do média a nezistavaji v okoli bunék.
Vyhodou kultivace v monolayeru je — kromé toho, ze jde o velmi dobie standardizovany postup —
také moZznost sledovat v mikroskopu jednotlivé buiky (obr. 1).

Pi kultivaci bungk na vlaknech, nebo v makroporéznich materialech, jejichz velikost péri se
pohybuje v fadu desitek mikrometrii, se buitky chovaji podobné jako v monolayeru — porustaji
rovné plochy materialu (obr, 2).

Vrstvy z netkané nanovldkenné textilie pfipravené metodou elektrospinningu je mozné vyuZit ke
kultivaci bun€k v monolayeru podobné jako napiiklad tkafiovy plastik; prvni experimenty
s bunéEnymi kulturami na nanovlakennych textiliich byly publikovany v roce 2002 [Li WJ,
Laurencin CT, Caterson EJ, Tuan RS, Ko FK. Electrospun nanofibrous structure: a novel scaffold
for tissue engineering. J Biomed Mater Res. 2002 Jun 15; 60(4): 613-21.]. Systém pro kultivaci
bunék na nanovlakennych vrstvach je chranén patentem [US 6 790 455]. Oekavané prospésné
vyuZiti nanoviakennych vrstev v biomedicing vedlo k podani souhrnné patentové piihlasky
[WO 2005/025630], ve které viak pouZiti nanovliken pro konstrukci tkafiovych néhrad neni
zmiitovano.,

Rada autorii se pokousela o vytvofeni trojrozmémé tkaitové nahrady s vyuzitim nanovlaken.
Patentovano bylo vyuZiti nanovldkenné vrstvy jako zakladu, na kterém jsou kultivovany buiiky
hiadké svaloviny a na nich j sou poté vytvareny dalsi bun&&né vrstvy odd&lované biomateridlem
(napfiklad na bazi polymeru) [US 6 428 802]. Zvefejnéna byla i monost vytvofeni tkdriové
nahrady pomoci kultivace bun&k na rovnob&znych vrstvach ze sité nanovliken a podkiadové
vrstvy (noside, v originle substrate). Tyto vrstvy dale mohou byt od sebe oddéleny libovolnym
biomateridlem [WO 2005/047493]. Ani zde viak neni popsan vznik homogenni tkané vzijem-
nym propojenim vrstev obsahujicich buiiky.

Materidly na zakladé kopolymerii 2-hydroxyethylmethakrylitu (HEMA) jiz byly opakovang
pfipraveny. Tyto kopolymery jsou vysoce biokompatibilni a adheze bunék k jejich povrchim
zavisi na jejich elektrickém naboji [Lesny P, Pradny M, Jendelova P, Michalek J, Vacik J,
Sykova E. Macroporous hydrogels based on 2-hydroxyethyl methacrylate. Part 4: Growth of rat
bone marrow stromal cells in three—dimensional hydrogels with positive and negative surface
charges and in polyelectrolyte complexes. Journal of materials science. 2006 Sep; 17(9): 829—
33.].

Podstata vynalezu

Pfedmétem predlozeného vyndlezu je biomaterial na bazi nanovlakennych vrstev, jehoZ podstata
spociva v tom, Ze sestava alespoi ze dvou nanovlikennych vrstev, porostlych na obou stranach
souvisle Zivymi buiikami, pfi€emz tyto vrstvy jsou vzdjemné propojeny proristinim buné&k, pii-
¢emz nanovlakenné vrstvy jsou netkané a jsou tvofeny syntetickymi polymery nebo kopolymery
monomeri vybranych ze skupiny zahrnujici estery kyseliny methakrylové, amidy kyseliny meth-
akrylové, urethany, vinylalkohol a monomery odvozené od kyseliny mlégné a Jejich derivati.

S vyhodou jsou monomery vybrany ze skupiny zahrnujici 2-hydroxyethylmethakrylit, 2—
ethoxyethylmethakrylat a 2-hydroxypropylmethakrylamid.

Znakem vynalezu je, Ze buitky jsou vybrany ze skupiny zahmujici butiky pojivové tkang, buiiky
epitelové, buiiky parenchymatoznich orgné a mezenchymalni kmenové buriky derivované
2 kostni dfené nebo tukové tkang. S vyhodou jsou buiiky vybrany ze skupiny zahrnujici chondro-
cyty, fibroblasty, hepatocyty a mezenchymalni kmenové buiiky derivované z kostni dfené nebo
tukové tkang.
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Schopnost polymeru formovat se do vlaken, tedy zvlakiiovat se, je ovlivnéna fadou procesnich
a materialovych parametri, jako je naptiklad intenzita elektrického pole, elektricka vodivost,
viskozita, molarni hmotnost, povrchové napéti, koncentrace polymeru, rozpoustédlo, dielektrické
vlastnosti polymerniho roztoku, hydrofilnost/hydrofobnost, polymeriza&ni stupeii a stuperi vétve-
ni polymeru nebo uspofadani experimentu. Vlastnosti zvldknéného materialu ovliviluje nejen
chemické sloZeni polymeru, ale i parametry zvlikfiovani. Zmé&nou uvedenych parametrl lze
ovlivnit nejen proces zvlakiiovani, ale v urditych mezich i strukturu vysledné vrstvy a jemnost
vlaken. Pro kazdy polymerni roztok zvlakiiovany metodou elektrostatického zvlakiiovani je viak
tfeba zvlast' hledat optimalni procesni a systémové parametry, protoZe nalezené parametry jsou
pfenositelné jen ve velmi omezené mife.

Zpusobem ptipravy nanovliken syntetického polymeru nebo kopolymeru podle ptedlozeného
vyndlezu miZe byt metoda elektrostatického zvlakiiovani ,Nanospider®, pfi které jsou vlikna
formovana uéinkem elektrostatického pole z tenké vrstvy polymerniho roztoku, vynadené brodi-
cim vale¢kem, ktery je zdroveii kladnou elektrodou, a jsou ukladana na kolektor, ktery je zdroveit
protielektrodou [CZ 294274 (B6), WO 2005/024101).

Kontakt s molekulami extracelularni matrix a adheze k nim jsou pro vétsinu bun€k velmi dileZité
faktory, které podmitiuji jejich adhezi a rist v organismu. Kultivace bunék ve dvojrozmémych
kultivaénich systémech neodraZi pfirozené prostfedi v organismu. Struktura nanovldkenné vrstvy
je piirovnavéna ke struktufe bazilni membrény.

Buiiky vyrazné adheruji na nanovlakenné vrstvy podle pfedlozeného vynilezu tvofené polymery
s nanovlakennou strukturou, a to i tehdy, kdyZ nejevi afinitu k vlastnim polymerim bez nano-
vldkenné struktury. Po naokovani bun¢k na vrstvu nanovliken dojde vdobé dnl aZ tydnd
(v z4vislosti na koncentraci bunék) k tomu, Ze buiiky vrstvu nanovlédken husté porostou a jejich
vyb&zky vrostou i mezi vlakna. Je-li vrstva nanovliken dostatedné tenka (jednotky aZ desitky
mikrometri), pfesahuje rist bun¢k aZ na opafnou stranu vrstvy; od tloustky vrstvy cca
100 mikrometri jiz buiiky na druhou stranu vrstvy nepfesahuji.

Ptednosti bun&&nych kultur na nanovldkennych vrstvach je moznost oboustranného ristu bunék
na nanovldkenné vrstvé, Buiiky rostouci na nanovlikenné vrstvé si souasné zachovavaji
schopnost nistu v prostoru, ktera se projevuje tak, Ze pii pfibliZeni dvou nanovlikennych vrstev,
obsahujicich buiiky, k sobé dojde ke srustu téchto vrstev.

Pfedmétem piedloZeného vynilezu je déle zpisob ptipravy biomateridlu podle predlozencho
vynalezu, sestivajiciho alespofi ze dvou nanovlakennych vrstev navzdjem propojenych proriistd-
nim bunék, jehoZ podstata spoliva v tom, Ze se pfipravi synteticky polymer nebo kopolymer
monomerll vybranych ze skupiny zahmujici estery kyseliny methakrylové, amidy Kyseliny meth-
akrylové, urethany, vinylalkohol a monomery odvozené od kyseliny mlééné a jejich derivati,
pfipraveny synteticky polymer nebo kopolymer se zvlakni metodou elektrostatického zvlékiiova-
ni, nasledn& se na metodou elektrostatického zvlakiiovani pfipravenou zvldknénou vrstvu synte-
tického polymeru nebo kopolymeru vyseji buiky a kultivuji se za standardnich podminek pro
péstovani tkatiovych kultur do dosazeni souvislého (konfluentniho) pokrytf nanovlakenné vrstvy,
a poté se alespofi dvé vrstvy zvldknéného syntetického polymeru nebo kopolymeru, porostlé
buiikami, manualné nebo automaticky nasklddaji na sebe a tato soustava vrstev se zatiZi tlakem
0,5 aZ 2 kPa a kultivuje se za standardnich podminek pro p&stovani tkaflovych kultur po dobu 1
az 4 tydni.

Standardni podminky pro péstovani tkatiovych kultur zahmuji pouZiti kombinace média vhodné-
ho pro dany typ bun&k, fetainiho teleciho séra nebo jeho nahrady, antibiotik, pfipadné ristovych
faktord, a kultivace probiha v inkubatorech pfi 37 °C a 5 % CO,, kultivaéni médium je ménéno
kazdeé 2 az 3 dny.
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S vyhodou jsou monomery vybrény ze skupiny zahrnujici 2-hydroxyethylmethakrylat, 2-ethoxy-
ethylmethakrylt a 2-hydroxypropylmethakrylamid.

Znakem zplsobu podle vynélezu je, ze bufiky jsou vybrany ze skupiny zahrnujici buiiky pojivové
tkan¢, buiiky epitelové, buiiky parenchymatéznich organi a mezenchymalni kmenové bunky
derivované z kostni dfené nebo tukové tkang. S vyhodou jsou buriky vybrany ze skupiny zahrnu-
Jici chondrocyty, fibroblasty, hepatocyty a mezenchymalini kmenové buiiky derivované z kostni
dfené nebo tukové tkang.

Cely postup podle vynalezu tedy spocivé v neoddéliteinych procesech zahrnujicich pfipravu
a charakterizaci polymeru, proces zvliknéni, osidleni nanovldken vhodnou bunéénou kulturou,
kultivaci bun¢k na vrstvé nanovlaken a zformovani vysledného materialu do podoby vhodné
k vybrané aplikaci v tkafiovém inZenyrstvi nebo konvenénim lééebném procesu.

Biomedicinalni aplikace

V oblasti biomedicinalnich aplikaci je nutné brat zfetel na kvalitu pouZitého materialu z nékolika
ahla pohledu. Prvni hledisko jsou vysledné uZitné fyzikalné—chemické vlastnosti, jako jsou
mechanické (pevnost, tvrdost, houZevnatost, elasticita), botnaci (rovnovazny obsah vody), trans-
portni (permeabilita), optické (index lomu) a povrchové (drsnost, sméadivost, kontaktni tihel)
vlastnosti. Dal8imi podstatnymi hledisky jsou pak fyzikalni a chemicka struktura materialu, které
vyznamn€ ovliviiuji biotoleranci materilu v aplikacich v daném prostredi. Jedna se o pozadova-
nou interakei materidlu s Zivou tkani, tedy buné&nou kulturou, dale o jeho chemickou stabilitu,
respektive fizenou biodegradaci. Pozadavky kladené na vlastnosti biomateriali jsou &asto proti-
chiidné a je nutno hledat kompromis mezi nimi. Proto také pro fadu aplikaci existuje pouze uzky
vybér vhodnych chemickych struktur.

Dalsim problémem bioaplikaci jsou nutné dlouhodobé testy vlastnich tinkd a zejména moznych
nezadoucich dcinki pouZitych litek. Ze viech uvedenych divodii rezultuje pirozend snaha
testovat v novych aplikacich jiz zavedené a tedy dlouhodobs uzivané vyzkousené materialy, které
maji dobry predpoklad vyhovét v testech toxicity, respektive snadenlivosti. V oblasti hydrogelii je
takovym materidlem sitovany poly(2-hydroxyethylmethakrylat) a nékteré jeho kopolymery nebo
poly(2-hydroxypropylmethakrylamid).

Biomaterial podle predloeného vynalezu miiZe byt pouzit jako trojrozméma organové nahrada:
seskladanim nanovlakennych vrstev porostlych buiikami a jejich rovnomémym zatizenim je
moZné vytvofit trojrozmérné implantaty. Vhodnou kombinaci parametrii zatizeni, tloustka vrst-
vy, procento plochy porostlé buiikami, podet vrstev a typy bunék v jednotlivych vrstvach — mize-
me dosahnout i vzniku relativné komplexnich tkéni. Piklad: kombinaci vrstev porostlych hepato-
Cyty a vrstev s buiikami endotelu Ize vytvofit tkaiovou néhradu s podobnym zastoupenim bunék,
jaké je v jaterni tkani.

Piehled obrazkd

Obr. T zndzoriuje lidské stromalni bufiky kostni diené rostouci v monolayeru na plastiku pro
tkafiové kultury. Cerné tsedka znazortiuje méfitko = 100 um.

Obr.2 mazoriuje lidské chondrocyty (3ipka) rostouci na povrchu polylaktidového vlikna
o tloust'ce 50 mikrometril. Cerna dsecka znazoriiuje méfitko = 50 pm.

Obr. 3 ukazuje schéma pfistroje pro elektrospinning. Pou#ité vztahové znacky: | — kovovy valec,
kladna elektroda, 2 — zvlakiiovana vrstva polymerniho roztoku, 3 — rezervoar polymerniho rozto-
ku, 4 - textilni substrat (podptimy material), 5 — smér vzniku nanovlaken, 6 — zaporna uzemnéna
elektroda, 7 — odsdvani vzduchu a par.
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Obr. 4 ukazuje strukturu nanovlakenné vrstvy zobrazenou elektronovym mikroskopem AQUA-
SEM.

Obr. S znazoriuje rist lidskych chondrocytii obarvenych pomoci imunofluorescence CFDA-SE
(karboxyfluorescein diacetat, sukcinimidyl ester) na vrstvé nanovliken; (A) z homi strany jsou
viditelné celé buiiky (3ipka), (B) ze spodni strany jsou viditelné pouze jejich vybézky. Bila Gsec-
ka znazorfiuje métitko = 100 um.

Obr. 6 znazorfiuje vznik tkang v nanovldkenném implantatu pfipraveného stoenim nanovldken
do ruli¢ky v miSe laboratorniho potkana a jejim vlozenim v podélné ose michy (A,C,E,G,I} nebo
kolmo na podélnou osu michy (B,D,F,H,J.K,L).

A,B — piehledné barveni hematoxylinem—eosinem, obdélniky oznaduji vyfezy s vysokou a s niz-
kou denzitou bunék které jsou déle zobrazeny ve vétdim métitku. Mé&fitko = 500um.

C,D — detaily vristani tkan€ s vysokou denzitou bunék, barveni hematoxylinem—eosinem. Méfit-
ko = 100pm.

Priklady provedeni vynalezu

Pfiklad 1

Kopolymer 2-hydroxyethylmethakrylatu (25,5 g) s2-ethoxyethylmethakryldtem (60g) byl
pfipraven oxidaéné redukéni radikélovou polymeraci monomert udinkem persiranu amonného
(0,5 g) a pyrosifi¢itanu sodného (0,5 g) ve vodné — ethanolickém roztoku (380 g ethanolu, 170 g
vody) pfi 23 °C po dobu 7 dnii. Poté byl vznikly kopolymer vysraZen do vody (3 1), vysusen
arozpu$tén v ethanolu na koncentraci 16,6 %. Molarni hmotnost kopolymeru byla 6,78 .
10° g/mol, vnitini viskozita 27,1.

Pfiklad 2

Polymer 2-ethoxyethylmethakrylatu (85,5 g) byl piipraven oxidaéné redukéni radikélovou
polymeraci monomeru O¢inkem persiranu amonného (0,5 g) a pyrosiFiitanu sodného (0,5 g) ve
vodné — ethanolickém roztoku (380 g ethanolu, 170 g vody) pfi 23 °C po dobu 7 dnii. Poté byl
vznikly polymer vysraZzen do vody (3 I), vysuden a rozpustén v absolutnim ethanolu na koncent-
raci 16,1 % . Molarni hmotnost kopolymeru byla 6,78 . 10° g/mol, vnittni viskozita 26,9.

Priklad 3

Poly(2-hydroxypropylmethakrylamid) byl pfipraven sraZeci polymeraci 10 g monomeru G&inkem
0,1 g azobis(isobutyronitrilu) pfi 60 °C po dobu 8§ h. V 40 g acetonu, naslednym promytim poly-
meru acetonem a vysusenim. Molarni hmotnost polymeru byla 8,2 . 10°.

Priklad 4

Roztok kopolymeru podle piikladu1 byl zvlaknén metodou elektrostatického zvlakiovani
(elektrospinningu) na laboratornim modelu zafizeni pro technologii Nanospider. Schéma pfistroje
je znazornéno na obr. 3 a podrobné bylo popséano jiz diive {CZ 294274 (B6), WO 2005/024101].
Zvlaknéni probihalo pfi napéti 25 kV.
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Priklad 5

Polyuretan o molami hmotnosti 2000 (linearni polykarbonatovy diol a alifaticky isophorondiizo-
kyanat) (Larithane LS1086 od firmy Novotex, Italie) byl zvldknén z 15% hmotn. roztoku
dimethylformamidu s | % hmotn. tetraethylamoniumbromidu (vztazeno na polyuretan) metodou
elektrostatického zvlakiovani (elektrospinningu) na laboratornim modelu zafizeni pro technolo-
gii Nanospider. Zvlaknéni probihalo pfi 25 kV.

Ptiklad 6

Polyvinylalkohol se stupném hydrolyzy 80+8 % (Sloviol R — Chemické zavody Novaky, Sloven-
sko) byl zvlaknén z 12 % hmotn. vodného roztoku spolu s glyoxalem 3 % hmotn.) a kyselinou
trihydrogenfosforetnou (4,5 % hmotn.) metodou elektrostatického zvlakiiovani (elektrospinnin-
gu) na laboratornim modelu zaf{zeni pro technologii Nanospider. Zvldknéni probihalo pii 25 kV.

Nasledné byla vlikenna vrstva zahfata na 140 °C po dobu 3 minut, pfi ¢em? doslo k zesiténi
a tim stabilizaci vidken proti rozpousténi ve vodg.

Priklad 7

Kopolymer kyseliny mlééné a glykolové — (typ 7525DL HIGH IV od firmy Lakeshore Biomate-
rials Birmingham, AL) byl zvliknén z 15% hmotn. roztoku v dichlormethanu a acetonu (4:1)
metodou elektrostatického zvlakiiovani (elektrospinningu) na laboratornim modelu zafizeni pro
technologii Nanospider. Zvlaknéni probihalo pti 25 kV.

Pfiklad 8

16,6% ethanolicky roztok polymeru podle piikladu 1, jehoZ vodivost byla upravena pridavkem
nasyceného roztoku chloridu sodného na 260 pS/cm, byl zvlakngn metodou elektrostatického
zvlakiiovani (elektrospinningu) na laboratornim modelu zafizeni pro technologii Nanospider.
Povrchové napéti polymerniho roztoku bylo 27,07 mN/m, napéti pfi zvlaknéni 30 kV. Vznikla
nanovldkennd struktura je dokumentovana na obr. 4 (fotografie z mikroskopu AQUASEM ve
velkém zvétieni).

Priklad 9

16,1% vodné — ethanolicky roztok (66,3 % ethanolu) polymeru podle ptikladu 2, jehoZ vodivost
byla upravena pfidavkem nasyceného roztoku chloridu sodného na 260 uS/ecm, byl zvliknén
metodou elektrostatického zvldkfiovani (elektrospinningu) na laboratornim modelu zafizeni pro
technologii Nanospider. Povrchové napéti polymerniho roztoku bylo 26,9 mN/m, napéti pfi
zvlaknéni 34 kV.

Priklad 10

16,8% vodny roztok polymeru podle piikladu 3, jehoZ vodivost byla upravena (p¥idavkem nasy-
ceného roztoku chloridu sodného na 270 uS/cm, byl zvlaknén metodou elektrostatického zvlik-
fovani (elektrospinningu) na laboratornim modelu zafizeni pro technologii Nanospider. Povrcho-
vé napéti polymerniho roztoku bylo 26,2 mN/m, napéti pft zvlaknéni 31 kV.
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Priklad 11

Vrstva nanovldken podle piikladi 1 a 4 o plode 5 mm’ a tlouitce 50 um byla na jednu hodinu
ponofena do suspenze chondrocytii, oznatenych plazmatickym barvivem CFDA, o koncentraci
1 x 10° bunék/ml a kultivovéna po dobu 2 dni ve standardnich podminkach pro péstovani tkafio-
vych kultur (médium DMEM/F12 1:1, 10% FCS, penicilin+streptomycin, inkubator s 5 % CO,,
37 °C). Po uplynuti této doby byla vrstva nanovldken husté porostla z obou stran chondrocyty.
Na obr. 5 je ukdzan rlst bunék z horni (A) a ze spodni (B) strany nanovlakenné vrstvy.

Priklad 12

Na vrstvu nanovlaken o plose 5 mm’ a tloustce 50 pum pfipravenou podle ptikladi 1 a 4 byly
vysety potkani buiiky olfaktorické glie (OEG); vrstva byla stoena do rolitky o tloust’ce 1,5 mm
a délce 1 mm a vloZena do michy laboratorniho potkana. Po uplynuti 2 tydnii buiiky pojivové
tkané a cévy masivné prorostly do implantované nanovlakenné roli¢ky. V okolni tkani nedodlo
k zané&tlivé infiltraci. Z proximalniho i distainiho okoli implantéatu (roli¢ky) proriistala u implan-
tati, jejichZ osa byla totoZné s osou michy, i vidkna nervovych bun&k; u implantétii, které byly
kolmé na osu michy vlakna nervovych bunék proriistala jen minimainé (obr. 6).

Ptiklad 13

Na vrstvu nanovldken piipravenou podle piikladi 1 a 4 o plose 5 mm’ a tloustce 50 pm byly
vysety potkani stromalni buitky kostni dfené v koncentraci 1 x 10%em’. Buriky byly obarveny
phalloidinem (Cerveng) a jadra dobarvena DAPI {modie). Za sedm dni porostly obé bunééné
kultury (srovnatelné navzajem) nanovlakennou vrstvou srovnatelné jako pfi ristu na standardnim
polystyrenu upraveném pro nist tkafiovych kultur (obr. 7).

Priklad 14

P&t jednotlivych vrstev nanovlaken pFipravenych podle pkkladu 1 a 4 o plose S mm’ a tioustce
50 um bylo ponoteno na 1 h do suspenze lidskych chondrocytit o koncentraci 1 x10° bunék/ml
a kultivovano po dobu 2dni ve standardnich podminkich pro péstovani tkditovych kultur
(médium DMEM/F12 1:1, 10% FCS, penicilin + streptomycin; inkubator 5 % CO; a 37 °C} tak,
aby chondrocyty porostly obé& strany kaZdé vrstvy netkané nanovladkenné textilie. Vrstvy byly
poté naskladany na sebe, rovnomérné zatiZeny (1 kPa) a kultivovany po nasledujici tii tydny opét
za stejnych standardnich podminek jako pfedchozi kultivace. Po této dobé v materidlu vznikla
fidka mezenchymalni tkan prorostl4 viemi vrstvami nanovlaken (obr. 8).

Pfiklad 15

P&t jednotlivych vrstev nanovliken pripravenych podle piikladii 1 a 4 o plose 5 mm’ a tloustce
50 um bylo ponofeno na 1 h do suspenze lidskych stromdaini bunék kostni dfen& o koncentraci 1 x
10° bun&k/ml a kultivovano po dobu 2 dni ve standardnich podminkach pro péstovéni tkatovych
kultur {médium DMEM/FI2 1:1, 10% FCS, penicilin + streptomycin; inkubéator 5% CO,
a 37 °C) tak, aby burky porostly obé strany kazdé vrstvy netkané nanovlakenné textilie. Vrstvy
byly poté naskladany na sebe, rovnom&mé zatizeny (1 kPa) a kultivovany po nasledujici dva
tydny za stejnych standardnich podminek jako pfedchozi kultivace. Po této dob& buriky propojily
Jjednotlivé vrstvy nanovlakenné textilie (obr. 9).
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Priklad 16

Na vrstvu nanovliken pfipravenou podle pfikladi | a 4 o plose 1 cm’ a tlousfce 50 um byly
vysety stromalni bufiky kostni diené a mezenchymalni butiky derivované z tukové tkané v kon-
centraci 1 x 10°/cm’. Po 3 dnech kultivace ve standardnich podminkach pro péstovani tkamo-
vych kultur buiiky porostly celou vrstvu nanovlaken; zobrazeni v konfokalnim mikroskopu po
obarveni phalloidinem ukézalo, %¢ butiky portstaji souvisle (konfluentné) vrstvu nanovldken
(obr. 10A) a vysilaji vybézky do vrstvy nanovlaken (obr. 10B). V mistech, kde byla nanovl4-
kenna vrstva zvnénd, portstaly buiky jeji povrch (obr. 10C); buriky rostly i na okraji nanovla-
kenné vrstvy, kde byla koncentrace bunék nejnizsi (obr. 10D).

Pfiklad 17

Stejny experiment jako v prikladu 16 byl zopakovén s vrstvou nanovlaken ptipravenou podle
prikladd 3 a 10 o plode 1 cm’ a tloustce 50 um. 3D zobrazeni v konfokalnim mikroskopu po
obarveni bunék phalloidinem prokazalo obdobny riist, jako v pfedchozim p¥ipadé (obr. 10E),
v mistech na okrajich rostly na povrchu vrstvy izolované buiiky (obr. 10F).

Priklad 18

Na vrstvach nanovléken pfipravenych podie piikladii2 a 9 (obr. 11A) a 3 a 10 (obr.11B) byly
kultivovany za standardnich podminek pro péstovani tkdfiovych kultur mezenchymalni burtky
derivované ztukové tkan¢ laboratorniho potkana po dobu 4 dnii. Poté byly buiiky obarvené
phalloidinem. Buitky porostly konfluentné vrstvu nanovlaken.

Ptiklad 19

10 jednotlivych vrstev nanovliken pFipravenych podle piikladii 1 a 4 o ploge 10 mm?® a tlouitce
50 pm bylo ponofeno na T h do suspenze lidskych chondrocytii o koncentraci 1 x 10° bunék/ml
akultivovano po dobu 2dni ve standardnich podminkéch pro péstovéni tkafovych kultur
(médium DMEM/F12 1:1, 10% FCS, penicilin + streptomycin; inkubétor 5 % CO; a 37 °C tak,
aby chondrocyty porostly obé strany kazdé vrstvy netkané nanovlakenné textilie. Vrstvy byly
poté naskladény na sebe, nerovnomémé zatiZeny( 0 az 2 kPa) a kultivovany po nasledujici tfi
tydny opét za stejnych standardnich podminek jako predchozi kultivace.

Po této dob& v Casti materialu, ktera byla zati¥ena vy3$im tlakem ne? 0,5 kPa, vznikla fidka
mezenchymélni tkdf prorostla viemi vrstvami nanovliken a do3lo k ukladani extraceluldrni
matrix (obr. 12A); v nezatiZené C4sti materidlu nedolo k propojeni vrstev (obr. 12B).
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PATENTOVE NAROKY

1. Biomaterial na bazi nanovlakennych vrstev, vyznaéeny tim, Ze sestiva alespoil ze
dvou nanovlakennych vrstev, porostlych na obou strandch souvisle zivymi buitkami, pfitemz tyto
vrstvy jsou vzijemné& propojeny proriistanim bunék, pfitemZ nanovlakenné vrstvy jsou netkané
a jsou tvofeny syntetickymi polymery nebo kopolymery monomeri vybranych ze skupiny zahr-
nujici estery kyseliny methakrylové, amidy kyseliny methakrylové, urethany, vinylalkohol
a monomery odvozené od kyseliny mlé&né a jejich derivati.

2. Biomaterial podle ndroku 1, vyznadeny tim, Ze monomery jsou vybrany ze skupiny
zahmujici 2-hydroxyethylmethakrylat, 2—ethoxyethylmethakrylat a 2-hydroxypropylmethakryl-
amid.

3. Biomateridl podle niroku 1 nebo 2, vyznaéeny tim, Ze buiky jsou vybriny ze
skupiny zahrnujici buiiky pojivové tkan&, bufiky epitelové, buitky parenchymatéznich organi
a mezenchymalni kmenové buiiky derivované z kostni dfené nebo tukové tkané.

4. Biomaterial podle ndroku 3, vyznadeny tim, Ze buiiky jsou vybrany ze skupiny
zahrnujici chondrocyty, fibroblasty, hepatocyty a mezenchymalni kmenové buiky derivované
z kostni dfené nebo tukové tkang.

5. Zpiisob pfipravy biomateridlu podle naroku 1, vyznaéeny tim, Ze se pfipravisynte-
ticky polymer nebo kopolymer monomeri vybranych ze skupiny zahrnujici estery Kyseliny
methakrylové, amidy kyseliny methakrylové, urethany, vinylalkohol a monomery odvozené od
kyseliny mlé&né a jejich derivatd, piipraveny synteticky polymer nebo kopolymer se zvlakni
metodou elektrostatického zvlakiovani, nasledné se na metodou elektrostatického zvlakitovani
piipravenou zvldkn&nou vrstvu syntetického polymeru nebo kopolymeru vyseji buriky a kultivuji
se za standardnich podminek pro péstovani tkafiovych kultur do dosaZeni souvislého pokryti
nanovldkenné vrstvy buiikami, a poté se alespoti dv& vrstvy zvldknéného syntetického polymeru
nebo kopolymeru, porostlé buiikami, manualné nebo automaticky naskladaji na sebe a tato
soustava vrstev se zatizi tlakem 0,5 aZ 2 kPa a kultivuje se za standardnich podminek pro pésto-
vani tkafiovych kultur po dobu 1 aZ 4 tydnt.

6. Zpisob podle naroku 5, vyznadeny tim, Ze monomery jsou vybrany ze skupiny
zahrnujici 2-hydroxyethylmethakrylat, 2—ethoxyethylmethakrylat a 2-hydroxypropylmethakryl-
amid.

7. Zplsob podle ndroku 5 nebo 6, vyznadeny tim, Ze buiiky jsou vybriny ze skupiny
zahmujici buiiky pojivové tkng, buiiky epitelové, buitky parenchymatéznich organii a mezen-
chymalni kmenové buiiky derivované z kostni dfené nebo tukove tkané.

8. Zplisob podle ndroku 7, vyznaéeny tim, Ze buiiky jsou vybrany ze skupiny zahrmu-

jici chondrocyty, fibroblasty, hepatocyty a mezenchymalni kmenové buiiky derivované z kostni
dfené nebo tukové tkané.

8 vykresi
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