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Nanostrukturovana vysoce porézni kompozitni kolagenni péna pro Fizené uvoliiovani
aktivnich latek

Oblast techniky

Pfedmétem technického feSeni je nanostrukturovana kompozitni kolagenni péna
s hemostatickymi ucinky, fizenou dobou degradace a schopna fizené¢ho lokalniho uvoliiovani
aktivnich latek, napiiklad antibiotik pro pouziti formou kryti ran v chirurgii, ortopedii,
traumatologii a plastické chirurgii.

Dosavadni stav techniky

Krvaceni na vétSich plochach pfi chirurgickych zakrocich je pomé&mé Castym a velmi zavaznym
problémem a v krajnich pfipadech mize znamenat 1 ohroZeni zZivota pacienta. Dal§im zavaznym
problémem je proniknuti infekce do organismu. Pii postoperacni administraci antibiotik nastava
problém systémového zatizeni, Casto nedostatecného pruniku do operacni rany a v urcitych
piipadech mize dojit i k systémové toxicitg.

Jednim z feseni je pouziti lokaln¢ antiseptického neadhezivniho materidlu. Mimo podstatnou
lokaln¢ antiseptickou funkci muZze mit tento material soucasné také lokalné hemostatické
a anestetické vlastnosti.

Kolageny izolované z velkych savcu jako krava, prase nebo kuil jsou hojné vyuzivany
v biomaterialovém inzenyrstvi. Jejich nevyhodou jsou potencialni alergické reakce, kterymi trpi 3
az 4% populace. Redeni se nabizi v pouziti rybiho kolagenu, ktery vykazuje excelentni
biokompatibilitu. Izolace kolagenu z kuiZe ryb navic nepiedstavuje takové riziko prenosu riznych
chorob, jako v pfipadé extrakce z vepfové nebo hovézi kuze (BSE, PrPSc). Rybi kolagen
vykazuje niz§i reprodukovatelnost, co se ty¢e jeho strukturnich vlastnosti, v porovnani s kolageny
izolovanymi z velkych savcu. Tento nedostatek je mozné odstranit jeho chemickym sitovanim
pomoci sloucenin na bazi karborimidu, které jsou v chemii kolagenu bézné pouzivany. Podminky
sitovani ovliviiuji vyslednou miru zesiténi kolagenniho materialu, coz ma ve vysledku velky vliv
na jeho nasakavost a degradacni vlastnosti ve fyziologickém prostiedi. Sitovany kolagen dobie
odolava ionizujicimu zafeni, coz umoziuje jeho sterilizaci bézn¢ uzivanymi davkami 25 kGy.
Pomoci lyofiliza¢niho procesu je mozné dale vytvofit trojrozmérny material s danou porozitou.
Kolagenni material je mozné pfipravit rovnéz ve form¢ nanovlakennych vrstev pomoci
elektrostatického zvlaknovani. Jejich obrovskou vyhodou je velky aktivni povrch, ktery dokaze
efektivné navazat velka mnozstvi chemickych agens a zaroven je pozitivnim faktorem pro adhezi,
proliferaci a riist bunck.

Takto pfipravené materialy se obecné velmi osvédcily jako nosice 1¢€iv s fizenou eluci. Lé€ivo je
mozn¢ do kolagenu inkorporovat pfimo do roztoku pied danymi procesy zpracovani nebo
dodate¢nou impregnaci hotového materialu pomoci rozpoustédla, které jednak nedegraduje
strukturu kolagenu a zarovei je schopno rozpustit pozadované 1é¢ivo. Dodatecna impregnace se
osvédcila jako nejefektivng)si zpusob, jelikoz nedochazi k predcasnému uvolilovani [é¢iva béhem
zpracovani kolagenniho materialu.

Moznost zpracovavat kolagen do riznych vyslednych forem (vrstvy, pény apod.), jeho snadna
a ckonomicka dostupnost (odpadni material v potravinafstvi) spolu s jeho biokompatibilnimi
a zaroven hemokoagulacnimi vlastnostmi jej Cini jako optimalniho kandidata pro vyuziti
v hemostatickych pénach pro kryti operacnich a pooperacnich ran.

Nejcastéji pouzivanym antibiotikem v kolagennich I€kovych formach je gentamicin. V klinické
praxi nasly tyto pfipravky vyuZiti pfedev§im ve stomatologii, bfisni chirurgii a traumatologii.
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V posledni dob& se objevuji také klinické studie z oblasti kardiochirurgie, které potvrzuji
efektivitu tohoto pristupu v prevenci pooperacnich infekci. Existuji rovnéZ studie zabyvajici se
vyuzitim kolagenni matrice s tetracyklinem a metronidazolem v dentalni chirurgii. Za ucelem
terapie periodontitidy jsou pouzivany kolagenni matrice uvoliujici chlorhexidin v duting tstni.
V naprosté vétsing studii a klinicky pouZivanych vyrobkil je zakladni matrici kolagen savci
(bovinni, nebo konsky). Vzacné je kromé savéiho kolagenu za timto ucelem vyuZzivan i kolagen
ze sladkovodnich ryb - pouze pro aplikaci chlorhexidinu ve stomatologii. Dale jsou dostupna
in vitro data a data ze zvifecich experimenta pro ciprofloxacin.

Z uvedencho vyplyva, ze rybi kolagen, a to kolagen z mofskych, nikoli sladkovodnich ryb, je
klinicky vyuZivan jako matrice pro uvolfiovani 1éCiv zcela okrajov€ pouze pro terapii
periodontitidy chlorhexidinem. Neni pouzivan pro 1é¢bu antibiotiky. Dal$i zajimavou moZnosti,
ktera neni v soucasné dob¢ dostupna, by bylo pouziti vankomycinu v kolagenové péné.
V klinické praxi je vankomycin pouzivan prevazné v lokalni 1é¢bé fraktur - byly pouzity
vankomycinem impregnované koralky a kostni alografty v kombinaci s cementem obsahujicim
aminoglykosidy pfi nahrad¢ kycelniho kloubu. Vankomycinem impregnované kolagenni pény
studovany nebyly. Vzhledem k tomu, Ze vankomycin, stejné jako aminoglykosidy nedostatené
penetruje do tkani je systémova aplikace kterapii infekci pooperacnich ran problematicka.
Lokalni aplikace s postupnym uvolilovanim by v pfipad¢ tohoto antibiotika byla obzvlasté
vhodnd, nebot na rozdil od aminoglykosidi je jeho ucinnost zavisla nejenom na vysi dosazenych
koncentraci, ale také na dobé¢, kdy koncentrace ptesahuje MIC. Hodnota nejlépe korelujici
s klinickou odezvou pfi systémové terapii infekci Staphylococcus aureus j¢ AUC/MIC. Pokud by
kolagenni 1ékové formy zajistily dlouhodobé adekvatni lokalni koncentrace vankomycinu v rané,
bylo by mozné timto zpusobem upustit od systémového pouziti dalSich zaloZnich antibiotik
(ceftarolinu, linezolidu) a jejich Setieni pro zavaznéjsi infekcee.

Lokalni aplikace je vhodna predevsim pro antibiotika s nizkou distribuci do tkani, cemuz
odpovidaji aminoglykosidy, vankoymcin a nitrofurantoin. Nov€é umistujeme tyto latky do
kolagenni matrice z kolagenu sladkovodnich ryb, coz je lehce dostupny material s nizsi
imunogenitou, nez kolagen ziskavany ze savei. Dosahujeme rtizné miry retardace podle povahy
antibiotika, napf. rychlé¢ uvolnéni a dosazeni vysokych koncentraci u gentamicinu, nebo naopak
pozvolné uvoliiovani vankomycinu

- tyto charakteristiky odpovidaji rozdilnému mechanizmu ucinku antibiotik a rozdilnym cilovym
farmakokinetickym parametrim (koncentracn€ x Casove¢ zavisla antibiotika).

Mezi dalsi nevyhody stavajicich materiali na bazi kolagenu je obtizna manipulace, protoze tyto

materialy ve styku s télnim prostfedim ztraceji soudrznost a pii manipulaci maji tendenci se trhat
a rozpadat.

Podstata technického feSeni

Nevyhody hemostatickych krycich materialii na bazi kolagenu izolovaného z tkani velkych saveu
jsou do zna¢né miry prekonany nanostrukturovanou vysoce porézni kompozitni kolagenni pénou
s fizenym rozpadem a s mozZnosti fizené¢ho uvoliiovani aktivnich latek, napfiklad antibiotik, ktera
s vvhodou obsahuje kolagen typul izolovany zkize sladkovodnich ryb, napiiklad z kapra
obecného, ktery je dale s vvhodou impregnovany jednou nebo vice aktivnimi latkami. Aktivni
latky mohou byt vybrany ze skupiny zahrnujici antibiotikum, anestetikum, antiagregans,
antivirotikum, nebo jejich smés, s vyhodou se jedna o antibiotikum, kterym muZe byt napiiklad
vankomycin, gentamicin, rifampicin, nitrofurantoin, nebo jejich kombinace.

Kolagenni kompozit pro fizené uvoliiovani aktivnich latek podle tohoto technického feseni
obsahuje kolagen typu I, ktery je usporadan do alespont dvou vrstev, pfi¢emz jednou vrstvou je
vrstva vysoce porézni pény adruhou vrstvou je nanovladkennad vrstva, pfi¢emz vrstva vysoce
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porézni pény ma otevienou porozitu v rozmezi 70 az 90 % a stfedni hodnotu velikosti pora 50 az
200 pm, kde alespori 50 % objemu port je tvofeno pdry o velikosti nad 80 um, a pficemz prumér
vlaken nanovlékenné vrstvy v rozmezi 100 az 350 nm. S vyhodou ma vrstva vysoce porézni pény
otevienou porozitu v rozmezi 80 az 90 %. Kazda nanovlakenna vrstva ma s vyhodou tloustku
v rozmezi 0,2 az 0,5 mm. Cely kompozit ma s vyhodou tloustku v rozmezi 0,5 az 5 cm, napftiklad
I cm.

Kolagenni kompozit podle technického feseni je uspofadan do vice nez dvou vrstev, s vyhodou
alespon do péti vrstev, kde se pravidelné stiidaji vrstva vysoce porézni pény s nanovlakennou

vrstvou, prficemz vyhodné objemové mnozstvi v§ech nanovlakennych vrstev je v rozmezi 20 az
60 %

Ve vyhodném provedeni je kolagenni kompozit impregnovany alesponi jednou aktivni latkou
uvedenou vyse, kde pomér kolagenu k celkovému mnozstvi aktivnich latek v kolagennim
kompozitu je 40 az 70 % hmotn. kolagenu na 30 az 60 % hmotn. aktivnich latek.

Podstata tohoto technického feseni tedy spociva v tom, Ze kombinuje kolagenové nanovlakenné
vrstvy s prumérem vlaken 100 az 350 nm s mikrostrukturovanou kolagenni pénou s vysokou
mirou oteviené porozity (70 az 90 %, vyhodn&ji 80 az 90 %) avelikosti pora v rozmezi
50 200 mm, kde alespori 50 % objemu pdru je tvofeno pory o velikosti nad 80 um, a je navrzena
tak, aby vykazovala udrziteln¢ lokalni uvoliiovani aktivnich latek, jejichz celkové mnozstvi je 30
az 60 % hmotn. Rizeného uvoliiovani aktivnich latek a fizeného rozpadu kolagenové pény je
dosazeno vytvafenim optimalniho mnozZstvi pficnych vazeb v molekule kolagenu pfi pfiprave,
a to bud’ fyzikaln¢, napt. ozafovanim, nebo chemicky, s vyhodou aplikaci
N-(3-dimethylaminopropyl)-N-cthylkarbodiimid hydrochloridu (EDC) a N-hydroxysukcinimidu
(NHS) pfi jeji priprave.

Zakladnim pfinosem tohoto technického feseni je skutecnost, Ze pouzity kolagen izolovany
zklize sladkovodnich ryb ma hemostatické ucinky ajeho aplikace neni spojena s rizikem
alergické reakce nebo jiné nezadouci imunitni odezvy organizmu. DalSim podstatnym piinosem
tohoto technického feseni je také skutecnost, Ze umoznuje deponovat do nanostrukturovaného
a mikrostrukturovaného povrchu s velkym specifickym povrchem a dostate¢nou otevienou
porozitou biologicky aktivni latky podle ocekavaného rozsahu poranéni nebo poskozeni pired
operaci, ale také podle uvazeni operatéra i béhem operace, a to impregnaci kolagenni pény napf.
do roztoku antibiotik. Zaroven resorbovatelny material umoziiuje jeho postupné bezpecné
vstiebavani do okolni tkang, a tim 1 postupné ucinné uvoliiovani v ném deponovanych biologicky
aktivnich latek. Zaroven se ale kompozit podle technického feseni oproti stavu techniky diky
tomu, Ze se netrha a nerozpada, vyznacuje snazs§i manipulaci a moznosti repozice.

Pii pfipravé nanostrukturované vysoce porézni kompozitni kolagenni pény se postupuje tak, Ze se
nejprve pripravi nanovlakenna vrstva, ato napiiklad zptsobem popsanym v Ceské prihlasce
vynalezu ¢. PV 2016-656. Vrstva se s vyhodou pfipravi elektrostatickym zvlakiiovanim,
konkrétné tak, Ze se kolagen typu I a polyethylenoxid o viskozitn€ stfedni molekulové hmotnosti
v rozmezi 400 000 az 900 000 v 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 teplot¢ v rozmezi 32 az 42 °C po dobu alespoti 60 hodin, naceZ se
homogenizuje misenim za soucasného pridavani ethanolu v konecném objemovém poméru
fosfatového pufru ku ethanolu 1:1 az 1:2, nasledn€ se smés elektrostaticky zvlakiuje za vzniku
nanovlakenné vrstvy, ktera se nasledné promyje fyziologickym roztokem nebo fosfatovym
pufrem a poté vodou aususi se. Stabilita této vrstvy je pred promytim s vyhodou zvysena
fyzikalnim ¢i chemickym sitovanim, napf. 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 1g zvlaknéného
kolagenu je alesponl 0,625 g a mnozstvi N-hydroxysukcinimidu na 1 g zvlaknéného kolagenu je
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alesponi 0,156 g, a kde mnozstvi 95% hmotn. roztoku alkoholu ve vode¢ je alesponi 140mlna 1l g
zvlaknéného kolagenu. Nasledné se vrstva promyje, ¢imZ se zni vymyje pomocny polymer
polyethylenoxid.

V dal§im kroku je zvlaknéna vrstva ponechana v 0,1 az 3 % hmotn. disperzi kolagenu a po jejim
prosyceni nasleduje zamrazeni alyofilizace do dosazeni konstantni hmotnosti. Stabilita
kolagenové kompozitni pény je po lyofilizaci s vyhodou zvysena chemickym sitovanim pomoci
EDC a NHS. Kone¢né objemové mnozZstvi kolagenove nanovlakenné vrstvy v kompozitu je 20 az
60 %.

V piipad€ vice nez dvou vrstev se nejprve pripravi nanovlakenna vrstva a zesituje se. Potom se
dve€ nebo vice téchto zesitovanych nanovlakennych vrstev poloZzi pies sebe a vlozi se do disperze
kolagenu, kde se mac¢i az do prosyceni vrstev disperzi. Nasleduje zamrazeni a lyofilizace do
dosazeni konstantni hmotnosti. Stabilita takto ziskané kolagenové kompozitni pény je po
lyofilizaci s vyhodou zvySena chemickym sitovanim pomoci EDC a NHS. Kone¢né objemové
mnozstvi kolagenové nanovlakenné vrstvy v kompozitu je 20 az 60 %.

Ve vyhodném provedeni je poslednim krokem pfipravy impregnace kompozitu roztokem na bazi
alkoholu obsahujicim odvazené mnozstvi aktivnich latek, napiiklad antibiotik, svyhodou
vybranych ze skupiny zahmujici vankomycin, gentamicin, rifampicin, nitrofurantoin, nebo jejich
kombinace tak, aby jejich vysledné mnozstvi bylo 30 az 60 % hmotn. Impregnovany kompozit
muze byt poté¢ zamrazen a lyofilizovan. Alternativin€ miize byt impregnace vybranymi aktivnimi
latkami uskute¢néna teprve pred aplikaci kompozitu, pro coz se pouzije vodny roztok aktivnich
latek nebo se aktivni latky smisi s fyziologickym roztokem a kompozit se aplikuje ihned, nebo az
po odpareni kapalné faze, tedy po dosazeni konstantni hmotnosti kompozitu.

Doba rozpadu se fidi ptedevsim dobou stabilizace (sitovani). Cim kratsi je doba sitovani, tim
rychlejsi je rozpad kompozitu a tim kratsi je 1 doba uvoliiovani aktivnich latek, napf. antibiotik.

Diky zplisobu pfipravy kompozitu podle technického feseni nedochazi k separaci jednotlivych
vrstev, vrstvy 1 pii manipulaci v télnim prostredi zustavaji spojené a neodd¢li se od sebe.

Kompozit podle technického feseni ma nasledujici vyhody:

- programovatelny (fizeny) rozpad pény

- programovatelné (fizené) uvoliiovani aktivnich latek

- elasticka pamét, ohybova tuhost

- snaz§i manipulace s kompozitem, moznost repozice (netrha se, nerozpada se)

- snizené riziko alergické reakce nebo jiné nezadouci imunitni odezvy organizmu.

Kompozitni kolagenova péna je vhodna predev§im pro pouZiti v chirurgii, ortopedii, v oblasti
kryti ran, 1écby bércovych viedi apod. Zejména je vhodné jeji pouziti v pfipadech znamého
zanctu nebo vysokého rizika infekee, kdy se péna impregnovana aktivnimi latkami pouzije pro
1écbu zanctu / infekce a cilené dodani aktivnich latek, napfiklad antibiotik. Kompozitni péna
poskytuje diky nanovlaknam velky povrch, kde dochazi k vétsi vazbé aktivnich latek, vétSimu
kontaktu s t€lnim prostfedim, a tim 1 k rychlym, vysokym a dlouhodobym davkam uvoliovanych
aktivnich latek.

Objasnéni vvkresu

Obr. 1 znazoriuje nanostrukturovanou vysoce porézni kompozitni pénu pfipravenou prosycenim
péti nanovlakennych vrstev 1 % hmotn. disperzi kolagenu. Snimek uprostied ilustruje prechod
mezi vlakny aporézni strukturou pény. Snimek zcela vpravo ukazuje detail prosyceni
nanovlakenné vrstvy disperzi.
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Piiklady uskuteénéni technického fFeSeni

Definice

Kolagenova péna v kontextu tohoto technického feseni je synonymem pro pojem ,kolagenova
houba", tedy porézni material na bazi kolagenu.

Pod pojmem ,oteviena porozita", resp. ,oteviené pory™ se rozumi prostor, ktery komunikuje
s povrchem vyrobku, tedy se zevnim prostfedim. Muze jit o jednotlivé pédry propojené
s povrchem, ale 1o vzajemné propojené poéry, znichz alesponi jeden navic komunikuje
1 s povrchem vyrobku.

Pod pojmem ,uzaviena porozita", resp. ,,uzaviené pory* se rozumi tzv. osamocené pory neboli
poéry, které nejsou propojeny s vnéj§im povrchem vyrobku.

Vyraz "vysoce porézni” v kontextu tohoto technického feseni jsou ty pény, které maji otevienou
porozitu v rozmezi 70 % az 90 % a velikost porti v rozmezi 50 az 200 um, pii¢emz alesponl 50 %
objemu pora je tvofeno poéry o velikosti nad 80 um, s vyhodou nad 100 pum.

Vyraz "malo porézni" v kontextu tohoto technického feseni jsou ty pény, které maji otevienou
porozitu v rozmezi 70 % az 90 % a velikost poéru v rozmezi 20 az 80 um, pii¢emz alespon 50 %
objemu pora je tvofeno pory o velikosti pod 50 um.

Priklad 1

Pii pfipravé nanostrukturované vysoce porézni kompozitni kolagenni pény se obecné postupuje
tak, Ze je nejprve piipravena nanovlakenna kolagenova vrstva, ato elektrostatickym
zvlakniovanim 5 az 11 % hmotn., s vyhodou 6 az 10 % hmotn. roztoku kolagenu s obsahem
polyethylen oxidu (PEO; Mr 400 000 az 900 000) v poméru PEO ku kolagenu v rozmezi 0,05 az
0,11, fosfatového pufru aecthanolu (1:1 az 1:2 objemove). Zvlakinovani probiha
v elektrostatickém poli 200 az 300 kV.m™ s davkovanim 100 az 200 pl/min a teploté ne vyssi nez
37 °C. Stabilita vrstvy je zvySena macenim v roztoku 95 % hmotn. ethanolu a vody s EDC a NHS
pii teploté 25 az 40 °C, s vyhodou 37 °C po dobu 2 az 4 hodin. Na 1 g kolagenu pfipada 0,5 az
1,5g EDC a 0,125 az 0,750 g NHS smisené se 140 az 160 ml 95 % hmotn. roztoku ethanolu
s vodou. Po zesitovani kolagenu je vrstva promyvana 0,5 az 1,5 M hydrogen fosfore¢nanem
disodnym po dobu alespoi 30 minut a dale promyta alesponi 20 minut v destilované vod¢. Pii
tomto procesu dojde k vyplaveni pomocného polymeru. Dale je vrstva zamraZena na -15 az -
30 °C po dobu 5 az 7 hodin a lyofilizovana. V dal§im kroku je zvlaknéna vrstva, resp. n¢kolik
pfes sebe poloZenych vrstev, ponechano v 0,1 az 3 % hmotn. disperzi kolagenu po dobu 1 az
3 hodin pfi teploté 15 az 25 °C. Za téchto podminek dojde k prosyceni zvlaknéné vrstvy /
zvlaknénych vrstev kolagenovou disperzi, po ¢emz nasleduje zamrazeni na teplotu -60 az -90 °C
po dobu 3 az 8 hodin alyofilizace do dosaZeni konstantni hmotnosti, za ziskani kolagenové
kompozitni pény. Stabilita kolagenové kompozitni pény je po lyofilizaci zvySena macenim
v roztoku 95 % hmotn. ethanolu a vody s EDC a NHS pfi teplot€ 25 az 40 °C po dobu 2 az
4 hodin. Na 1 g kolagenu pfipada 0,5 az 1,5 g EDC a 0,125 az 0,750 g NHS smisené se 140 az
160 ml 95 % hmotn. roztoku ethanolu s vodou. Po zesitovani kolagenu je péna promyvana 0,5 az
1,5 M hydrogen fosfore¢nanem disodnym po dobu alespoit 30 minut a dale promyta alespor
20 minut v destilované vod¢, zamraZena na -15 az -30 °C po dobu 5 az 7 hodin a lyofilizovana.
Kone¢né objemové mnozstvi kolagenové nanovlakenné vrstvy v kompozitu je 20 az 60 %.
Poslednim, volitelnym krokem pfipravy je impregnace kompozitni pény 95 % hmotn. roztokem
ethanolu s vodou obsahujicim odvazené mnozstvi aktivnich latek, napiiklad antibiotik, s vyhodou
vybranych ze skupiny zahmujici vankomycin, gentamicin, rifampicin, nitrofurantoin, nebo jejich
kombinace tak, aby jejich vysledné mnozstvi bylo 30 az 60 % hmotn. Impregnovana péna muze
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byt poté zamrazena a lyofilizovana. Impregnace vybranymi antibiotiky muze byt uskute¢néna
teprve pied jeji aplikaci, pro coz se pouzije vodny roztok antibiotik nebo se¢ antibiotika smisi
s fyziologickym roztokem a péna se aplikuje po jejich odpareni, tedy po dosazeni konstantni
hmotnosti pény. Timto postupem je ziskana péna s vyslednym mnozstvim kolagenu 40 az 70 %
hmotn. a 30 az 60 % hmotn. antibiotik.

Priklad 2

Pii pfipravé nanostrukturované vysoce porézni kompozitni kolagenni pény se postupuje tak, Ze se
nejprve pripravi nanovlakenna kolagenova vrstva elektrostatickym zvlakiiovanim 8% hmotn.
roztoku kolagenu s fosfatovym pufrem a cthanolem (1:1 objemové), do kterého je pridan
polyethylenoxid v hmotnostnim poméru 0,08 ku kolagenu (Mr 700 000). Zvlakniovani probiha
v elektrostatickém poli 270 kV.m™, davkovani 150 ul.min™ a pii teplot& 25 °C. Stabilita vrstvy je
zvy$ena macenim v roztoku 95 % hmotn. ethanolu a vody s EDC a NHS pii teploté 37 °C po
dobu 2 hodin. Na 1 g kolagenu piipada 1 g EDC a 0,250 g NHS smisené se 150 ml 95 % hmotn.
roztoku ethanolu svodou. Po zesitovani kolagenu je vrstva promyvana 1M hydrogen
fosfore¢nanem disodnym po dobu alespoii 30 minut adale promyta alespoil 20 minut
v destilovan¢ vodé. Pfi tomto procesu dojde k vyplaveni pomocného polymeru. Dale je vrstva
zamrazena na -25 °C po dobu 6 hodin alyofilizovana. V dal§im kroku je zvlaknéna vrstva
ponechana v 1% hmotn. disperzi kolagenu po dobu 2 hodin pii teploté 25 °C. Za téchto
podminek dojde k prosyceni zvlaknéné vrstvy kolagenovou disperzi, po ¢emz nasleduje
zamrazeni na teplotu -80 °C po dobu 5 hodin a lyofilizace do dosazeni konstantni hmotnosti.
Stabilita kolagenové kompozitni pény je po lyofilizaci opét zvySena macenim v roztoku 95 %
hmotn. ethanolu a vody s EDC a NHS pii teploté¢ 37 °C po dobu 2 hodin. Na 1 g kolagenu
piipada 1 g EDC a 0,250 g NHS smisené se 150 ml 95 % hmotn. roztoku ethanolu s vodou. Po
zesitovani kolagenu je péna promyvana 1M hydrogen fosfore¢nanem disodnym po dobu alespoii
30 minut a dale promyta alespoii 20 minut v destilované vod¢, zamrazena na -25 °C po dobu
6 hodin a lyofilizovana. Objemovy pomér vlakenné vrstvy a disperze je 2:3, a proto i objemovy
pomgér vlakenné vrstvy a pény ve vysledném kompozitu je 2:3, tj. konecné objemové mnozstvi
kolagenové nanovlakenné vrstvy vkompozitu je 40 %. Poslednim krokem pfipravy je
impregnace kompozitni pény 95 % hmotn. roztokem ethanolu s vodou obsahujicim odvazené
mnozstvi vankomycinu tak, aby jeho vysledné mmozstvi bylo 45 % hmotn. Impregnovany
kompozit se poté zamrazi na -25 °C po dobu 6 hodin a lyofilizuje. Timto postupem je ziskana
kompozitni péna s vyslednym mnoZstvim kolagenu 55 % hmotn. a 45 % hmotn. antibiotik.

Priklad 3

Pii pfipravé nanostrukturované vysoce porézni kompozitni kolagenni pény se postupuje tak, Ze se
nejprve pripravi nanovlakenna kolagenova vrstva jako v prikladu 2. Stabilizace, zamrazeni
alyofilizace se provede také jako v prikladu 2. Vysledna vrstva se nafeZze na mensi dily,
naptiklad 5 x 10 cm, které se polozi na sebe (5 nanovlakennych vrstev leZi na sob€) a vlozi se do
1 % hmotn. disperze kolagenu na dobu 2 hodin pii teploté 25 °C. Za téchto podminek dojde
k prosyceni zvlaknénych vrstev kolagenovou disperzi, po ¢emz nasleduje zamraZzeni na teplotu -
70 °C po dobu 6 hodin alyofilizace do dosaZeni konstantni hmotnosti. Stabilita kolagenové
kompozitni pény je po lyofilizaci opét zvySena macenim v roztoku 95 % hmotn. ethanolu a vody
s EDC a NHS pii teploté¢ 37 °C po dobu 2 hodin. Na 1 g kolagenu piipada 1 g EDC 20,250 g
NHS smisené se 150 ml 95 % hmotn. roztoku ethanolu s vodou. Po zesitovani kolagenu je péna
promyvana 1M hydrogen fosfore¢nanem disodnym po dobu alespont 30 minut a dale promyta
alesponn 20 minut v destilované vod¢, zamrazena na -25 °C po dobu 6 hodin a lyofilizovana.
Objemovy pomér vSech vlakennych vrstev k disperzi je 2:3, aproto iobjemovy pomér
vlakennych vrstev a pény ve vysledném kompozitu je 2:3, tj. konecné objemové mnozstvi
kolagenovych nanovlakennych vrstev v kompozitu je 40 %. Poslednim krokem pfipravy je
impregnace kompozitni pény 95 % hmotn. roztokem ethanolu s vodou obsahujicim odvazené
mnozstvi smési vankomycinu a gentamicinu tak, aby jejich vysledné mnozstvi bylo 30 % hmotn.
Impregnovany kompozit se poté zamrazi na -25°C po dobu 6 hodin alyofilizuje. Timto
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postupem je ziskana kompozitni péna s vyslednym mnozZstvim kolagenu 70 % hmotn. a 30 %
hmotn. antibiotik.

Priklad 4
Postupuje se stejn¢ jako v prikladu 2, ale doba kazdého sitovani (stabilizace) je 3 hodiny.
Priklad 5
Postupuje se stejn¢ jako v prikladu 2, ale doba kazdého sitovani (stabilizace) je 4 hodiny.
Priklad 6

Pii pfipravé nanostrukturované vysoce porézni kompozitni kolagenni pény se postupuje tak, Ze se
nejprve pripravi nanovlakenna kolagenova vrstva jako v prikladu 2. Stabilizace, zamrazeni
a lyofilizace se provede také jako v prikladu 2. Nasledn€ se Sest takto pfipravenych vrstev poloZzi
na sebe a vlozi se do 0,8 % hmotn. disperze kolagenu na dobu 3 hodin pii teploté¢ 20 °C. Za
téchto podminek dojde k prosyceni nanovlakennych vrstev kolagenovou disperzi, po ¢emz
nasleduje zamraZzeni na teplotu -80 °C po dobu 4 hodin a lyofilizace do dosazeni konstantni
hmotnosti. Stabilita kolagenové kompozitni pény je po lyofilizaci opét zvySena macenim
v roztoku 95 % hmotn. ethanolu a vody s EDC a NHS pfi teploté 30 °C po dobu 3 hodin. Na 1g
kolagenu piipada 1,40 g EDC a 0,350 g NHS smisené se 150 ml 95 % hmotn. roztoku ethanolu
s vodou. Po zesitovani kolagenu je péna promyvana 1,2M hydrogen fosfore¢nanem disodnym po
dobu alespon 30 minut a dale promyta alespoti 20 minut v destilované vod¢, zamrazena na -30 °C
po dobu 6 hodin alyofilizovana. Objemovy pomér vSech vlakennych vrstev k disperzi je 1:4,
a proto 1 objemovy pomeér vlakennych vrstev a pény ve vysledném kompozitu je 1:4, tj. konecné
objemové mnozstvi kolagenovych nanovlakennych vrstev v kompozitu je 20 %. Poslednim
krokem pfipravy je impregnace kompozitni pény 95 % hmotn. roztokem ethanolu s vodou
obsahujicim odvazené mnozstvi gentamicinu tak, aby jeho vysledné mnozstvi bylo 50 % hmotn.
Impregnovany kompozit se pot€¢ zamrazi na -25°C po dobu 6 hodin alyofilizuje. Timto
postupem je ziskana kompozitni péna s vyslednym mnozZstvim kolagenu 50 % hmotn. a 50 %
hmotn. antibiotik.

Prumyvslova vyuzitelnost

Nanostrukturované vysoce porézni kompozitni kolagenni pény s hemostatickymi ucinky,
s fizenou dobou degradace a s fizenym lokalnim uvoliiovanim antibiotik podle tohoto uZzitného
vzoru lze vyuZit v humanni a veterinami mediciné, zejména v chirurgii, ortopedii, traumatologii
a plastické chirurgii. Kompozitni kolagenova péna impregnovana antibiotiky je vhodna zejména
pro pouziti pifi vysokém riziku infekce, pfiCemz se vyznacuje rychlym a dlouhodobym
uvoliiovanim antibiotik.

NAROKY NA OCHRANU

1. Kolagenni kompozit pro fizené uvoliiovani aktivnich latek, vyznacujici se tim, Ze obsahuje
kolagen typu I, ktery je usporadan do alespon dvou vrstev, pfiCemz jednou vrstvou je vrstva
vysoce porézni pény a druhou vrstvou je nanovlakenna vrstva, priCemz vrstva vysoce porézni
pény ma otevienou porozitu v rozmezi 70 az 90 % a stfedni hodnotu velikosti pora 50 az 200 pm,
kde 50 az 100 % objemu pori je tvofeno pory o velikosti nad 80 pum, a pfi¢emz pramér vlaken

v nanovlakenné vrstvé je v rozmezi 100 az 350 nm.
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2. Kolagenni kompozit podle naroku 1, vyznaéujici se tim, Ze vrstva vysoce porézni pény ma
otevienou porozitu v rozmezi 80 az 90 %.

3.  Kolagenni kompozit podle naroku 1 nebo 2, vyznacujici se tim, Ze nanovlakenna vrstva ma
tloustku v rozmezi 0,2 az 0,5 mm.

4. Kolagenni kompozit podle kter¢hokoli z pfedchozich naroki, vyznacujici se tim, Ze
kolagenem typu I je kolagen izolovany z kiize sladkovodnich ryb.

5. Kolagenni kompozit podle kteréhokoli z predchozich naroki, vyznadujici se tim, Z¢ je
usporadan do vice nez dvou vrstev, s vyhodou do alespon péti vrstev, kde se pravidelné stiidaji
vrstva vysoce porézni pény s nanovlakennou vrstvou.

6. Kolagenni kompozit podle které¢hokoli z pfedchozich narokil, vyznacujici se tim, Ze
mnozstvi viech nanovlakennych vrstev je v rozmezi 20 az 60 % oby.

7. Kolagenni kompozit podle kteréhokoli z pfedchozich naroki, vyznadujici se tim, Z¢ je
impregnovany alespoil jednou aktivni latkou a ze pomér kolagenu k celkovému mnozstvi
aktivnich latek v kolagennim kompozitu je 40 az 70 % hmotn. kolagenu na 30 az 60 % hmotn.
aktivnich latek.

8. Kolagenni kompozit podle naroku 7, vyznadujici se tim, z¢ aktivni latka je vybrana ze
skupiny zahrnujici antibiotikum, anestetikum, antiagregans, antivirotikum, nebo jejich smés.

9. Kolagenni péna podle naroku 8, vyznacujici se tim, Ze aktivni latkou je antibiotikum
vybran¢ ze skupiny zahmujici vankomycin, gentamicin, rifampicin, nitrofurantoin, nebo jejich

smg¢s.

1 vykres
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