CZ 308642 B6

PATENTOVY SPIS

(11) Cislo dokumentu:

308 642

(13) Druh dokumentu: B6

(21) Cislo prihlasky:
(19) (22) Ppiihlaseno:
E}E%QLKA (40) Zvefejnéno:
(Véstnik €. 3/2021)
(47) Udeéleno:
(24) Oznameni o udéleni ve véstniku:

URAD ,
PRUMYSLOVEHO
VLASTNICTVI

(Véstnik ¢. 3/2021)

2020-392
02.07.2020
20.01.2021

10.12.2020
20.01.2021

(51) Int. CL:
AGIL 15/20 (2006.01)
AGIL 15/22 (2006.01)
AG6IL 15/32 (2006.01)
AGIL 15/42 (2006.01)
AGIF 13/00 (2006.01)
AGIP 17/02 (2006.01)

(56)

Relevantni dokumenty:

WEI S. et al.: , Bi-layer supramolecular polydimethylsiloxane elastomer film: Synthesis, characterization, and application in wound dressing on normal
and diabetic rat,” Reactive and Functional Polymers, vol. 141, 2019, str. 21 - 32, ISSN 1381-5148; LEE Y.-H. et al.: ,,Acceleration of wound healing in
diabetic rats by layered hydrogel dressing,” Carbohydrate Polymers, vol. 88, no. 3, 2012, str. 809 - 819, ISSN 0144-8617; LAM P. et al.: , Topical
application of mesenchymal stem cells for the treatment of chronic wounds — A pilot study,” Cytotherapy, vol. 19, no. 5, Suppl. 1, 2017, ISSN 1477-

2566.
EP 3315145; DE 20122661 U1, IN 201613015936.

(73)  Majitel patentu:
Ceské vysoké uceni technické v Praze, Praha 6,
Dejvice, CZ

(72)  Pivodce:
doc. PhDr. Ing. Jaroslav Priicha, CSc., Ph.D,
Blovice, Hradisté, CZ
Megr. Josef Skopalik, Ph.D., Velky Tynec, CZ
prof. MUDr. Jozef Rosina, Ph.D, MBA, Praha 6,
Bievnov, CZ
prof. MUDr. Jaroslav Michalek, Ph.D., Brno, Dolni
Herspice, CZ
MUDr. Tomas Parak, Ph.D., Bmo, Kralovo Pole,
(074

(74)  Zastupce:
INPARTNERS GROUP, Ing. Dusan Kendereski,
Tufanka 1519/115a, 627 00 Brmo, Slatina

(54) Nazev vynilezu:
Trivrstevny kryci prostifedek na ranu a
zpusob jeho vyroby

(57)  Anotace:

Predmétem vynalezu je tiivrstevny kryci prostiedek na
ranu, zejmeéna chronickou ranu nebo ranu diabetického

typu, zahrmujici spodni (1), stfedni (2) a vrchni vrstvu (3).

Spodni vrstva (1) je tvofena gelovitym télesem
sestavajicim jednak z jadra (6) zahrnujiciho kolagenovou
kompozici A a extrakt z mesenchymalnich kmenovych
bunék, a jednak z obalu (7) zahrnujiciho kolagenovou
kompozici B, stfedni vrstva (2) je tvofena polymerni
netkanou textilii a vrchni vrstva (3) je tvofena
samonosnym, mechanickym krytem. Spodni, stfedni i
vrchni vrstva (1, 2, 3) je iplné€ nebo Castecné pruhledna
nebo prusvitnd. Pfedmétem vynalezu je dale zpusob
vyroby uvedeného gelovitého t¢lesa spodni vrstvy (1)
tfivrstvého krytu na ranu, ktery zahrnuje kroky: (a)
hypoxické stimulace mesenchymalnich kmenovych
bunék v kondiciovaném médiu za vzniku extraktu z
mesenchymalnich kmenovych bungk, ktery zahrnuje
alespon jeden faktor s proregenerativnim a/nebo
protizdpalovym u¢inkem podporujicim hojeni rany; (b)

poskytnuti porézniho konstruktu s kolagenovou
kompozici A zahrujici kolagen typu I a adsorpce
uvedeného extraktu z mesenchymalnich kmenovych
bunék na tento konstrukt za vzniku jadra (6) gelovit¢ho
télesa; (c) obaleni jadra (6) gelovitého télesa kolagenovou
kompozici B v tekutém stavu pii teplot¢ pod 20 °C,
zahrnujici kolagen typu I a/nebo autologni kolagen
vzhledem k pfedmétnému pacientovi; a (d) zvySeni
teploty nad 20 °C, zesit'ovani kolagenové kompozice B
za vzniku v podstaté tuhého obalu (7) gelovitého télesa
kolem jadra (6).
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Trivrstevny kryci prostiedek na ranu a zpusob jeho vyroby

Oblast techniky

Tento vynalez spada do oblasti zdravotnickych prostfedki, konkrétné do skupiny krycich
prostfedku pouzitelnych v dermatologii a regenerativni medicing sliznic a vystelkovych tkani.

Dosavadni stav techniky

Dosavadni kryty chronickych, zejména diabetickych ran jsou v soucasném stavu techniky
navrhovany jako:

a) planami tkaniny nebo tvarov¢ flexibilni netkané textilie;
b) homogenni gelovité struktury nebo porézni neplanami tkaniny;
¢) mikrosférické nasakavé a houbovité entity uréené pro pfimy kontakt s povrchem rany; nebo

d) kryty se specifickou adici molekulovych komplexi Cinidel s antibakterialnim a antifungalnim
ucinkem nebo s adici makromolekul s funkci bioaktivnich a rastovych faktori.

Planami tkaniny nebo tvarov¢ flexibilni netkané textilie (skupina a)

V této skupiné se jako puvodni typy tkanin pro neexistenci alternativ dlouhou dobu pouzivala
klasicka gaza. Pozdé€ji se zacaly pouzivat rizné typy polymeri, zejména polymeru rostlinného
puvodu napf. celuléza a syntetickych polymeri napf. polykaprolakton (PCL) a polyvinylalkohol
(PVA). Prakticky vSechny vykazovaly v klinickych studiich 1 nasledném pouziti v praxi vétsi €i
mensi problém se zaristanim do vrstev nové vytvarené kozni hmoty a nedokonalou biodegradaci
v kombinaci s ulpivanim bakterialnich lozisek na tomto typu substratu. Upravy textilii v poslednim
desetileti vedly k hydrofilizaci, jez méla zajistit prevenci zarustani do tkaniva a prevenci narustu
epidermalni vrstvy v nespravné lokaci nebo také prevenci adheze hydrofobnich struktur z
odumirajici kize a akceleraci mikrobialniho ristu (zejména PVA). Jiné upravy textilii spocivaly v
pfidavku chitosanu ¢i jinych bioaktivnich vlaken pii procesu vyroby tkané nebo netkané textilie
(viz Jin SG, Yousaf AM, Kim KS et al. Influence of hydrophilic polymers on functional properties
and wound healing efficacy of hydrocolloid based wound dressings. Int. J. Pharm. 501 (2016),
160-166; a Majd, Saced Ahmadi, et al. Application of Chitosan/PVA Nano fiber as a potential
wound dressing for streptozotocin-induced diabetic rats. International joumal of biological
macromolecules, 2016, 92: 1162-1168). Ackoliv uvoliiovani chitosanovych a jinych vlaken mélo
vyrazng vysledky v preklinickych studiich s ohledem na akceleraci uzavirani rany, stale vsak zistal
nedoreseny problematicky ¢as rozpadu textilie v tkani.

Specifickym prikladem v této skupin¢ jsou ,,plastové®, vice €1 méné prihledné kryty, které nemaji
bioaktivni latky — napf. Suprasorb® a jeho derivaty dalSich generaci od spoleénosti Lohmann &
Rauscher. Tento komercni vyrobek a jeho derivaty maji jako zakladni vlastnost v literature
akcentovanu transparentnost ve viditelné oblasti svétla, avSak jedna se jen o prosty jednovrstevny
kryt pro udrzovani vlhkého prostredi.

Homogenni gelovité struktury nebo porézni neplanami tkaniny (skupina b)

Do této skupiny patfi Skala polyuretanovych houbovitych systému (viz Rottmar, Markus et al. In
vitro investigations of a novel wound dressing concept based on biodegradable polyurethane.
Science and technology of advanced matenals, 2015) a systémi podobné struktury na bazi
kolagenovych hub. Tyto struktury jsou totiz idealné¢ porovité a s moznosti dobrého zachytu
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fibroblastu 1 dalSich typt podkoznich bun¢k (viz Boyce, S. T.; Christianson, D. J.; Hansbrough, J.
F. J Biomed Mater Res 1988, 22, 939-957). Dale bylo v preklinickych 1 klinickych studiich
testovano nékolik variant systémi na bazi klasické Zelatiny, agarézy (viz Zarrintaj, Payam, et al.
Agarose-based biomatenals for tissue engineering. Carbohydrate polymers, 2018, 187: 66-84), a
modifikované agardzy (viz Neethu Ninan et al. Antibacterial and Anti-Inflammatory pH-
Responsive Tannic Acid-Carboxylated Agarose Composite Hydrogels for Wound Healing, 2016).
Tyto systémy m¢ly za cil diky své porovitosti vzdy zejména poslouzit jako dobry nastroj pro odvod
exsudatu a vodnaté frakce obsahujici bakterie €1 odumfelé imunitni buiiky, které¢ se hromadi na
povrchu diabetické rany v ur€ité rangjsi fazi hojeni.

V praxi pouzivané jsou tzv. hydrokoloidy, mezi néz patii komercni produkty CombiDERM,
DuoDERM, Tagasorb nebo Alione. Do praxe se dostavaji v poslednich letech 1 alginatové pénoveé
systémy (Algisite a Melgisors), které vSak trpi tou nevyhodou, Ze je nutné je nejlépe denné meénit.
Modemim testovanym feSenim na diabetickych ranach jsou v poslednich dvou letech chitosanové
hydrogely nalozené kyselinou L-glutamovou (viz Thangavel, P., Ramachandran, B., Chakraborty,
S. etal. Accelerated Healing of Diabetic Wounds Treated with L-Glutamic acid Loaded Hydrogels
Through Enhanced Collagen Deposition and Angiogenesis: An In Vivo Study. Sci Rep 7, 10701
(2017)).

Dilezitym, opakované publikovanym vysledkem jsou také nezadouci tkanové odpovédi po pouziti
rozpustného kolagenu, které jasné upozomiuji, ze priprava kolagenového gelu pro kontakt s
pokozkou a otevienymi ranami neni jednoucha a musi byt dbano na finalni stabilizaci pH (viz
Castrow, F. F. and Kruil, E. A. Injectable Collagen Implant--Update, J. Am. Acad. Dermatol.
9:889-893 (1983); Labow, T. A, and Silvers, D. N Late Reactions at Zydern Skin Test Sites, Cutis
35:154-158 (1984); and Cohen, I. K. Peacock, E. E. and Chvapil, M. Editorial on Zyderm. Plas.
Reconstr. Surg., 73:1 (1984)).

Mikrosférické nasakavé a houbovité entity ur¢ené pro pfimy kontakt s povrchem rany (skupina ¢)

U této skupiny lze jako mikroskopické entity oznalit klasické pudry, které byly historicky
vyrabény vysuSovanim rostlinnych extraktii nebo extrakti z xenobiotickych zvifecich zdroji. V
poslednich desetiletich byla patentovana rada syntetickych mikrostruktur a syntetickych
absorbentt, napf. v Ceskoslovenském patentu CS 233752 B1 popisujicim absorbujici kryt na rany.
Tyto prostfedky maji zejména pouziti ve velmi rané fazi oSetfeni oteviené rany, a také u
chronickych mokvajicich ran a ran silné mikrobialné infiltrovanych.

Jako kryty na rany se také v mnoha formach pouziva kolagen. Rizné formy kolagenovych kryti
na rany zahrnuji kolagenové houby, jak jsou popsany v americkych patentech US 3157524 A,
US 4746514 A, US 4950699 A a US 4320201 A, a polymemi kompozity kolagenu, které jsou
popsany v americkém patentu US 3800792 A. Mnoh¢ z téchto kryti vSak nejsou uspokojivé pro
ruzné typy ran pln¢ tloustky. Kolagenové filmy a houby se snadno pfizpusobuji riznym tvaram
rany. Dale nékteré¢ kolagenové kryty na rany maji Spatné absorpCni vlastnosti tekutin a zvysuji
sdruzovani tekutin v ran¢. Tato skupina kryti ran se znacné prekryva s modemimi adovanymi
strukturami uvedenymi nize (skupina d).

Pouziti kryti na rany sloZenych z kolagenu typu I ma omezeny komeréni tspéch z divodu
obtiznosti fyzické formy krytu. Houbovité kryty lze obtizné aplikovat na hlubok¢ rany, protoze na
zakfivenych povrsich dobfe nelnou. Kolagen ve formé ¢astic dobfe prilne k ranam kvili svym
vysokym povrchovym plocham, ale je obtizn¢ ho pouzit jako suchy prasek kvuli jeho vysokému
povrchovému naboji. Ve formé tenkych filmi vedou absorpéni vlastnosti kolagenu k absorpci
tekutin.

Kryty se specifickou adici dalSich ¢inidel (skupina d)
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Modemi tkaniny, tkaninové vicevrstevné systémy a tkaninové systémy se specifickou adici
molekulovych komplexti ¢inidel s antibakterialnim a antifungalnim uc¢inkem lze ilustrovat na
pfikladech matric vyrobenych z celulozy, PCL, 2-ethylhexyl-akrylatu nebo methyl-akrylatu. Jako
nejvice testované se v literatufe a vysledcich klinickych studii objevuji systémy s navazanymi
nanocasticemi stfibra, dale pak nanocasticemi zlata a oxidu ceriéitého (viz Sood, R. Chopra, D .S.
Optimization of reaction conditions to fabricate Ocimum sanctum synthesized silver nanoparticles
and its application to nano-gel systems for burn wounds. Mater. Sci. Eng. C Mater. Biol. Appl.
2018, 92, 575-589; Zgheib, C. Hilton, S.A. Dewberry, L.C. Hodges, M.M. Ghatak, S. Xu, J. Singh,
S. Roy, S. Sen, CK. Seal, S. et al. Use of Ceritum Oxide Nanoparticles Conjugated with
MicroRNA-146a to Correct the Diabetic Wound Healing Impairment. Lasers Med. Sci. 2019, 228,
107-115; a Arafa, M.G. El-Kased, R.F. Thermoresponsive gels containing gold nanoparticles as
smart antibacterial and wound healing agents. Sci. Rep. 2018, 8, 13674).

Objevuji se vSak 1 nanotextilie a gelové produkty s adici tradi¢nich 1éCivych latek jako levandulovy
olej (viz Mori, H M. Kawanami, H. Kawahata, H. Aoki, M. Wound healing potential of lavender
oil by acceleration of granulation and wound contraction through induction of TGF-beta in a rat
model. BMC Complement. Altern. Med. 2016, 16, 144).

Na experimentalni urovni se¢ biomedicinské laboratofe zabyvaji moznosti adovat kryci materialy
rustovymi faktory. Za vhodn¢ externi pridavky rastovych faktori pro podporu dobrého hojeni rany
a eliminaci zanétlivych komplikaci se oznacuji v poslednich letech smési s vyvazenymi pomeéry
PDGF a FGF a VEGF (viz Greenhalgh, David G., et al. PDGF and FGF stimulate wound healing
in the genetically diabetic mouse. The American journal of pathology, 1990, 136.6: 1235).

Nedavno klinicky testovanym multivrstevnym vyrobkem s uplatnénim pii 1é¢b¢ chronickych ran
jsou nanovlakna poly-L-laktidu a Zelatiny (viz Ronghan He, Kun Wang, Jianhua Ren, Wenhui
Zhang, Zhe Wang, Kunxue Deng, Y1 Shi, Yuansen Luo, Yuyu Yuan, Tao Xu & Lei Zhu. Efficacy
of a synthetic biomimetic skin substitute of PLLA/gelatin nanofiber membrane in facilitating
chronic cutancous wound healing, Materials Technology, 2019). Tato nanovlakna slouzi zejména
jako vyboma bariéra proti bakterialni invazi. V klinické studii soucasné vysledky naznacily, Ze
biomimeticka nahrada byla bezpecna a ucinna pro usnadnéni chronického hojeni koznich ran.
Vsech 15 pacientu v této studii mélo t€zké chronické rany s operativni zatézi, ktera se je pokousela
fesit. U pacientu, kteti podstoupili 1¢cbu biomimetickou nahradou, byla vSechna pozitivni klinicka
pozorovani svédcici o jejich pozitivnich Gcincich, véetné procenta kompletné zahojené rany,
prumérné doby do uplné¢ho uzdraveni, miry reoperace, klasifikace rany podle UT a skére VAS.

Z publikace Doilon et al. Fibroblast Growth on a Porous Collagen Sponge containing Hyaluronic
Acid or Fibronectin (1987) je znama porézni kolagenova struktura s navazanou kyselinou
hyaluronovou nebo fibronektinem a s odli§nou mikrostrukturou kolagenu, ktera se lisi velikosti a
podélnym profilem por.

V americkém patentu US 8703170 B2 je popsana hemostaticka porézni kolagenova houba
potazena a/nebo impregnovana polyethylenglykolem nebo pentaerythritol-
poly(ethylenglykol)ether-tetrasukcinimidyl ~ glutaratem ve funkci sitovaciho ¢inidla a
s absorbovanymi bioaktivnimi latkami pro pouziti na kryti rany.

V americkém patentu US 9533069 B2 je popsana hemostaticka porézni kolagenova houba
potazena thrombinem.

V americké patentové prihlasce US 2011135726 A1 jsou popsany absorbujici hydrogelové
kompozity a kryty ran s laminami strukturou a absorbovanymi bioaktivnimi latkami, napi. TGF
(transformujici rastovy faktor), PDGF (rustovy faktor odvozeny od trombocytu), KGF
(keratinocytami ristovy faktor, napf. KGF-1 a KGF-2), VEGF (vaskulami endotelialni ristovy
faktor) nebo IGF (insulinovy rustovy faktor). Uvedeny kryt je uéen predevsim jako odsavaci
prostfedek pro absorpci exsudatu.
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V americkém patentu US 5041292 A jsou popsany biodegradabilni hydrogelové matrice pro rizeni
uvolriovani bioaktivnich latek do rany. Matrice je vytvorena zesitovanim proteinové slozky, ktera
muze zahmovat albumin, kasein, fibrinogen, gama-globulin, hemoglobin, ferritin, elastin a
sysntetické alfa-aminopeptidy, a sacharidové slozky, ktera muze zahrnovat heparin, jeho
fragmenty, heparan, heparan-sulfat, chondroitin-sulfat, a jejich smési, a dale absorpci zvolené
bioaktivni latky.

Nevyhody dosavadnich reseni

S ohledem na vyse uvedené rozdéleni lze celkove jako hlavni nevyhody skupiny a) a b) pro pouziti
v klinické 1é¢bé diabetickych ran deklarovat nutnost prevazu, nebot’ diabetické rany se u
modelovych malych 1 velkych saveu hoji fadové tydny az meésice a jen mala ¢ast zminénych
prostfedku je vyrobena tak, aby se dokonale rozlozila bez jakékoli indukce atypické kozni 1éze
nebo zanétlivého loziska nebo vzniku granula¢niho vyristku v podkozi. I samotny prevaz sebou
nese u drtivé vétSiny dosavadnich prostfedku intaci urité¢ vrstvy zejména zarustajiciho lemu
epidermalni vrstvy uzavirajiciho se kolem puvodni rany. Nevyhodou z pohledu biofyzikalnich
terapii je velmi omezena pruhlednost, resp. 1 prusvitnost vSech dosavadnich kryti a prakticky
nulova moznost kontroly nebo stimulace tkané€ v rané svételnym paprskem. Tuto nevyhodu jesté
nesou 1 kryty ze skupiny d).

Navic, u kryta skupiny ¢) je propustnost pro plyny z dlouhodobého hlediska po nasaknuti
exsudatem problematicka. Celkové je referovana z preklinickych i klinickych studii 1 u viech typu
krytu skupin a) az d) i nedostatecna mechanicka stabilita, tj. prohnuti s negativnimi tlakovymi
ucinky na mékkou regenerujici tkan, 1 nedostatecna funkce mechanické opory proti ndhodnému
makroskopickému zdroji tlaku.

Dale 1ze konstatovat, Ze pokud jiz byly nékteré kryty ran navrhnuty jako transparentni, viz feseni
popsané v americkém patentu US 5489262 A, jedna se o planami vyrobky, které nejsou vhodné
pro vyduté diabetické rany.

Ve stavu techniky tedy nejsou odbomikium v oboru k dispozici takové kryci prostiedky pro
chronické rany, zejména rany diabetického typu, které nevyzaduji opakované prevazy, zabezpecuji
prihlednost, resp. prisvitnost krytu, a zaroven disponuji dostatecnou propustnosti pro plyny a
mechanickou stabilitou.

Podstata vynalezu

Cilem vynalezu je poskytnout takovy kryci prostiedek pro chronické rany, zejména rany
diabetického typu, ktery nebude vyzadovat opakované prevazy, bude zabezpecovat prihlednost,
resp. prusvitnost pro eventualni vizualni kontrolu hojeni nebo pro aplikaci zafeni k terapeutické
stimulaci hojeni, a zaroven mit dostate¢nou propustnost pro plyny a mechanickou stabilitu.

Vyse uvedené nedostatky do jisté miry odstranuje tfivrstevny kryci prostfedek na ranu, zejména
chronickou ranu nebo ranu diabetického typu, zahrmujici spodni, stfedni a vrchni vrstvu. Podstatou
tohoto vynalezu je charakteristika jednotlivych vrstev, pficemz spodni vrstva je tvofena gelovitym
télesem sestavajicim jednak zjadra zahrnujiciho kolagenovou kompozici A a extrakt
z mesenchymalnich kmenovych bunék, a jednak z obalu zahmujiciho kolagenovou kompozici B,
stfedni vrstva je tvofena polymerni netkanou textilii a vrchni vrstva je tvofena samonosnym,
mechanickym krytem. Stfedni 1 vrchni vrstva je pfitom uplné nebo CasteCné pruhledna nebo
prusvitna.

S vyhodou je extraktem z mesenchymalnich kmenovych bun¢k kondiciované médium hypoxicky
stimulovanych mesenchymalnich kmenovych bun¢k, pficemz tento extrakt zahmuje alespon jeden
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faktor s proregenerativnim a/nebo protizapalovym ucinkem podporujicim hojeni rany, napf. FGF,
VEGF a/nebo PDGF. Mesenchymalni kmenové buriky jsou vzhledem k pfedmétnému pacientovi
autologni, allogenni nebo xenogenni. Vyhodou oproti pouziti Zzivych mesenchymalnich
kmenovych bun¢k je zamezeni produkce jinych faktoru v rané€ pii hojeni a zamezeni pripadné
nekrozy bunck.

S vyhodou kolagenova kompozice A tvofi porézni konstrukt zahmujici kolagen typu I, a pfipadné
chondroitin-6-sulfat, zatimco kolagenova kompozice B zahmuje kolagen typu I a/nebo autologni
kolagen vzhledem k pfedmétnému pacientovi. Kolagenova kompozice B je material tekuty pfi 0
az 4 °C a finaln¢ gelovity pfi 37 °C. Ob¢ kolagenové kompozice A a B jsou pfitom Stépitelné a
postupn¢ degradovatelné prirozené se vyskytujicimi enzymy na povrchu rany, napf.
metaloproteinazami. Z porézniho konstruktu kolagenové kompozice A se tak postupné muzou
uvolriovat adsorbované faktory extraktu z mesenchymalnich kmenovych bunék.

Gelovité téleso spodni vrstvy pritom s vyhodou kopiruje tvar rany a je ¢ockovitého, sférického
nebo elipsoidniho tvaru.

Polymemi netkana textilie stfedni vrstvy svvhodou zahmuje nebo je tvofena
polyvinylalkoholovou nanovlakennou textilii, predstavuje protiinfekéni bariéru propoustéjici
plyny a vzduSnou vlhkost a volitelné muze zahmovat alesponn jeden prizor, napf. z
polydimethylsiloxanu.

Mechanicky kryt vrchni vrstvy s vyhodou zahrnuje nebo je tvofen polydimethylsiloxanem a
konstruk¢ng zahrnuje vrchni kryci ¢ast v podstaté kruhového tvaru a spodni nosnou ¢ast v podstaté
kruznicového tvaru, usporadanou zespodu po obvodu kryci ¢asti. Kryci ¢ast muze zahmovat
alesponi jeden otvor a nosna ¢ast muize zahmovat vicero nosnych vystupki pfipominajicich
zubovou fadu, s vyhodou vystupku kuzelovitého tvaru, vyénivajicich zespodu nosné casti pro
umisténi podél vnéjsiho okraje rany.

V dalS§im, nenarokovaném aspektu tohoto vynalezu je zde popsany tfivrstevny kryci prostfedek
pouzity pri 1¢cbé chronickych ran nebo ran diabetického typu.

Dalsim aspektem tohoto vynalezu je zpusob vyroby uvedeného gelovitého télesa spodni vrstvy, jak
Jje zde popsana. Tento zpusob zahrnuje kroky:

a. hypoxické stimulace mesenchymalnich kmenovych bun¢k v kondiciovaném médiu za vzniku
extraktu z mesenchymalnich kmenovych bunék, pfiéemz extrakt zahrmuje alespon jeden faktor
s proregenerativnim a/nebo protizapalovym tucinkem podporujicim hojeni rany;

b. poskytnuti porézniho konstruktu s kolagenovou kompozici A zahmujici kolagen typu I a
adsorpce uvedeného extraktu z mesenchymalnich kmenovych bun¢k na tento konstrukt za
vzniku jadra gelovitého télesa;

c. obaleni jadra gelovitého télesa kolagenovou kompozici B v tekutém stavu pii teplot¢ pod
20 °C (napf. 0 az 4 °C), zahmujici kolagen typu I a/nebo autologni kolagen vzhledem k
predmétnému pacientovi; a

d. zvysSeni teploty nad 20 °C (napf. 37 °C), zesitovani kolagenové kompozice B za vzniku v
podstat¢ tuhého obalu gelovitého télesa kolem jadra.

Vznikl¢ gelovité téleso 1ze aplikovat pfimo do rany pacienta jako spodni vrstvu. S vyhodou jsou
mesenchymalni kmenové buiiky pouzité v tomto zpusobu vzhledem k pfedmétnému pacientovi
autologni, allogenni nebo xenogenni. Obaleni jadra gelovitého télesa kolagenovou kompozici B
v tekutém stavu je dale s vyhodou provedeno v modelovaci formé, napf. ¢ockovitého, sférického
nebo elipsoidniho tvaru, ktery odpovida morfologii 1é¢ené rany pacienta.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 308642 B6

Objasnéni vvkresu

Podstata vynalezu je dale objasnéna na piikladech jeho uskutecnéni, které jsou popsany s vyuzitim
pripojenych vykresu, kde:

Obr. 1  znazomuje bocni pohled v fezu na tfivrstevny kryci prostfedek na ranu bez (a) a s (b)
¢ockovitym prizorem ve stiedni vrstve;

Obr. 2  znazomuje mechanicky kryt vrchni vrstvy v perspektivnim spodnim (a), spodnim (b),
boc¢nim (c), perspektivnim vrchnim (d) a vrchnim pohledu (¢);

Obr. 3 znazomuje kroky (a-c) vyroby gelovitého télesa spodni vrstvy v modelovaci form¢;
Obr. 4  znazomuje snimky zarustajici fibrozni planami tkan€ v modelu in vitro v ¢ase 0 ha 24 h
(a) a graf zavislosti % zbytkové oteviené plochy v ¢ase O h, 12 h a 24 h (b) u skupiny kontroly,
krytu CTZ2 a predkladané¢ho krytu; a

Obr. 5  znazoruje graf zavislosti % zbytkové plochy nezhojené diabetické rany v modelu in vivo

v ¢ase 0, 10 a 15 dnti u subjektu s kontrolou, komerénim krytem Nu-gel a predkladanym krytem.

Priklady uskuteénéni vynalezu

Uvedena uskutecnéni znazomiuji piikladné varianty provedeni vynalezu, ktera vSak nemaji z
hlediska rozsahu ochrany zadny omezujici vliv.

Priklad 1: Struktura tfivrstevného kryci prostfedku

Na obr. la je znazornén tfivrstevny kryci prostfedek na ranu, ktera je obecné tvofena centralni
oblasti 4 a okrajem 3 rany. Samotny kryci prostfedek zahmuje spodni 1, stfedni 2 a vrchni vrstvu
3.

Spodni vrstva 1 je tvofena gelovitym télesem sestavajicim jednak zjadra 6 zahmujiciho
kolagenovou kompozici A a extrakt z mesenchymalnich kmenovych bunék, a jednak z obalu 7
zahmujiciho kolagenovou kompozici B. Gelovité téleso je s vvhodou vlozZeno do centralni oblasti
4 rany a nepresahuje pres okraj 5 rany. Na obr. la je uvedené gelovité téleso cockovitého tvaru,
pfiéemz jadro 6 se nachazi v nejsirsi ¢asti ockovitého gelovitého télesa a obal 7 se nachazi na jeho
okraji. Kolagenova kompozice A v jadru 6 muze zahmovat kolagen typu I, pripadné chondroitin-
6-sulfat, zatimco kolagenova kompozice B v obalu 7 miuze zahmovat kolagen typu I a/nebo
autologni kolagen pfedmétného pacienta. Spolu s kolagenovou kompozici A se v jadru 6 rovnéz
nachazi extrakt z mesenchymalnich kmenovych bunék v podobé kondiciovaného média hypoxicky
stimulovanych mesenchymalnich kmenovych bunék, které zahmuje alespori jeden faktor
s proregenerativnim  a/nebo protizapalovym ucéinkem podporujicim hojeni rany. Uvedené
mesenchymalni kmenové bunky jsou vzhledem k pfedmétnému pacientovi autologni, allogenni
nebo xenogenni.

Stfedni vrstva 2 je tvorfena polymemi netkanou textilii zahmujici polyvinylalkoholova (PVA)
nanovlakna a pfedstavuje protiinfekcni bariéru propoustéjici plyny a vzdusnou vlhkost. Textilie
s vyhodou prekryva gelovité téleso tak, Ze se dotyka pouze okraje 5 rany a nezasahuje do centralni
oblasti 4 rany. V oblasti gelovit¢ho télesa je tato vrstva 2 na ném voln¢ poloZena. Stfedni vrstva 2
je upln¢ nebo casteCné pruhledna nebo priusvitna, pfipadn€é muze zahmovat prizor 13
z polydimethylsiloxanu (PDMS), viz obr. 1b.
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Vrchni vrstva 3 je tvofena samonosnym, mechanickym krytem zahmujicim polydimethylsiloxan
(PDMS). Mechanicky kryt zahmuje vrchni kryci ¢ast 8 v podstaté kruhového tvaru a spodni nosnou
¢ast 9 v podstaté kruznicového tvaru, usporadanou zespodu po obvodu kryci ¢asti 8. Nosna cast 9
zahmuje vicero nosnych vystupki 11, s vyhodou kuzelovitého tvaru, vy¢nivajicich zespodu nosné
¢asti 9 pro umisténi podél vnéjsiho okraje 5 rany, pfiCemz nezasahuje do centralni oblasti 4 rany.
Nosné vystupky 11 zamezuji pohybu mechanického krytu mimo oblast rany, pficemz je v oblasti
rany vyhodné cely tfivrstevny kryci prostfedek jesté prevazat vnéjSim obvazem. Mechanicky kryt
tedy predstavuje mechanickou ochranu rany pred vnéjSimi tlaky. Vrchni vrstva 3 je rovnéz uplné
nebo Castecné prihledna nebo prusvitna, pripadné muze v kryci ¢asti 8 zahmovat alespon jeden
otvor 10. Z kryci ¢asti 8 mize rovnéZ vy€nivat tchyt 12 pro snadnou manipulaci. Na obr. 2a-¢ jsou
znazomeény ruzné pohledy na mechanicky kryt.

Priklad 2: Zpusob ziskani extraktu z mesenchymalnich kmenovych bunék (MSC) a vyroby jadra 6
gelovitého télesa spodni vrstvy 1

MSC burky z tukové tkané podkozi daného organismu (pacienta nebo jiného subjektu) byly
kultivovany nejméné 2 dny na miskach, konkrétné na kultivacnich destickach s kolagenovym
filmem pro adherenci MSC bunék. Jako prvni kultivaéni médium bylo pouzito DMEM s 10% FBS
po dobu 48 az 72 hodin v celkovém objemu 5 ml na povrch 25 cm?. Po dobu dal3ich 8 hodin bylo
prvni kultivaéni médium vyménéno za druhé kultivaéni médium, MEM bez pfidavku séra, a
poslednich 6 hodin z této kultivace byly burniky inkubovany v hypoxické atmosfére (atmosféra o
slozeni 91 % Na, 4 % O3, 5 % CO,) v inkubatoru.

Pro pfipravu dobie pouzitelného extraktu z MSC byl jako filtraéni a akumulacni entita pouzit
porézni konstrukt, coZ je valcovity konstrukt kolagenové kompozice A, kde netekuty elasticky
kolagenovy material obaluje vzduchové mikrokavity (soustava vzajemné propojenych poru se
vzduchem) a konstrukt ma houbovitou strukturu vykazujici zeyména nasakavost vody a tvarovou
stabilitu. Porézni konstrukt je sloZen ze smési kolagenu typu 1 (0,5 % hmotn., izolovany z hovézich
Slach od spolecnosti Integra LifeSciences) a chondroitin-6-sulfatu (0,05 % hmotn., izolovany ze
zralo€ich chrupavek od spole¢nosti Sigma-Aldrich Chemical Co.). Tato puvodné tekuta suspenze
surovin byla zmrazena technikou konstantni rychlosti ochlazovani (viz F.J. O’Brien, B.A. Harley,
I.V. Yannas, L .J. Gibson Influence of freezing rate on pore structure in freeze-dried collagen-GAG
scaffolds. Biomatenals, 25 (2004), pp. 1077-1086) v nosnych formach (valcovité¢ formy pruméru
8 mm a vysky 6 mm), pfi¢emz byly pfipraveny konstrukty s velikosti péri1 40 az 60 um (stanoveno
pomoci metodiky vepsané koule na snimcich ze svételné¢ho a elektronového mikroskopu).
Altemativné 1ze pouzit komeréni produkt typu Gelfoam od spolecnosti Pfizer. Piipraveny porézni
konstrukt kolagenové kompozice A byl nasledné sterilné vloZen do injekéni stiikacky a pouzit jako
filtracni a absorpéni entita urcité frakce kultiva¢niho média z MSC kultur.

Veskeré médium nad bunkami (tzv. kondiciované médium hypoxicky stimulovanych
mesenchymalnich kmenovych bun¢k) bylo nasato do 5 ml injekéni stiikacky na jejimz konci u
vstupniho otvoru byl umistén porézni konstrukt kolagenové kompozice A. Pies tento konstrukt byl
extrakt pomalu n¢kolikrat protlaen (napf. dvakrat profiltrovan tam a zpét) tak, aby porézni
konstrukt nebyl zdeformovan, ¢imz byla zajisténa sorpce slozek z extraktu z MSC. Do porézni
struktury konstruktu ve spodni ¢asti stiikacky se tak dostava obohacena proteinova a exosomova
frakce extraktu z MSC. Zbylych 4,5 ml z profiltrovaného extraktu bylo akumulovano do zkumavky
a po dobu 20 min. byl extrakt centrifugovan pri pretizeni 15 000 g a nasledné bylo 4,8 ml
supernatantu odejmuto a zbylych 0,2 ml pipetovano do stfedu porézniho konstruktu kolagenové
kompozice A, coz dale zvySuje koncentraci proteinové a exosomove frakce extraktu v konstruktu
A. Vznikl¢ jadro 6 gelovitého télesa bylo steriln€ odebrano do modelovaci formy 14, ktera je odlita
z materialu PDMS, napf. ¢ockovitého tvaru co nejvice tvarové podobnému cilové rané na zivém
organismu.

Priklad 3: Zpusob vyroby obalu 7 gelovité¢ho télesa spodni vrstvy 1
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Pro pripravu kolagenové kompozice B byl roztok ultracisté¢ vody s 0,1 % kyseliny octové pouzit k
naredéni kolagenu typu I do finalni koncentrace 1 mg/ml. Byl pouzit kolagen typu I od spolecnosti
Life Technologies Corporation (kat. ¢. A10483), variantn¢ 1ze vSak pouzit 1 autologni kolagen
vyfiltrovany z podkozi pacienta nebo xenogenni kolagen ziskany z ocasni tkané zvifeciho subjektu,
napf. potkana. Smés byla umisténa na chlazenou podlozku pfi teplot¢ 0 az 4 °C. Pomoci
dokapavani 1M NaOH o kapkach o objemu 200 pl bylo zvyseno pH z hodnoty 3 azna 6,5. V tento
moment byla tekuta smés prekapana do predpfipravené modelovaci formy 14 umisténé v
inkubatoru pri 37 °C, kde predtim bylo do stfedu modelovaci formy vloZeno jadro 6 s kolagenovou
kompozici A a adsorbovanym extraktem z MSC (cca 5 mm vysoky valcovity sloupec), viz obr. 3a.

Kolem jadra 6 v modelovaci form¢ 14 je nutno vytvorit diskovité okoli. Uvedena forma 14 slouzi
na odliti a zatuhnuti finalni gelovité kolagenové kompozice B do vhodného tvaru, ktery je
optimalizovany pro efektivni kontakt s tkani a vzhledem k primamimu vyduti rany. Tekuta smés
kolagenov¢ kompozice B byla vrstvena kapanim tak, aby vrchni hladina dosahla alespon 2 mm nad
homi hranu jadra 6 a netvorily se vzduchové kavity, vse bylo ponechano v klidu ve formé pfi 37 °C
a relativni vlhkosti vzduchu 90 % (obr. 3b). Po 2 hodinach doslo diky teploté 37 °C k zesitovani a
zatuhnuti kolagenové kompozice B, tj. k vytvoreni obalu 7 kolem jadra 6 (obr. 3¢). Struktura
vzniknutého gelovitého télesa maze byt pak udrZzovana v daném skupenstvi za konstantni teploty
37 °C, nejlépe je vSak v fadu minut pouzita k aplikaci na ranu.

Priklad 4: Zpisob vyroby polymemi netkané textilie stfedni vrstvy 2

Polymemi netkana textilie byla vyrobena kruhového tvaru (napf. primér 3,2 cm) za sterilnich
podminek vystfizenim z polyvinylalkoholové nanovlakenné textilie (napf. s hustotou vlaken
4.3 g/cm?). Lem textilie o Sifce 3 mm byl po dobu 30 minut smocen ve vodném roztoku chitosanu
(5 % hmotn., M; = 100 000 az 300 000, od spole¢nosti Acros Organics) ve sterilnim fyziologickém
roztoku pro stimulace rychlejsiho ristu epidermis.

V pfipad¢ opatfeni stfedni vrstvy 2 prizorem 13 byl pfed smocenim lemu do stfedu textilie
sterilnim disekénim nastrojem vyseknut kruhovy otvor, na ktery byl nakapnut tekuty PDMS s
pfim¢si tvrdidla (Lukopren N1000). Uprostfed tak vznikl opticky prihledny cockovity atvar z
pruhledného PDMS.

Priklad 5: Zpusob osazeni rany tfivrstevnym krycim prostfedkem

Gelovité t€leso spodni vrstvy 1 z prikladu 3 bylo umisténo do centralni oblasti 4 rany tak, aby
okraje gelovitého télesa nepresahovaly pres okraj 5 rany na zdravou tkar a aby leZelo vyhradné na
obnazeném podkozi rany. Gelovité téleso bylo dale pokryto flexibilni polymerni netkanou textilii
z prikladu 4. Na ranu se spodni vrstvou 1 a stredni vrstvou 2 je finalné pfiloZena vrchni vrstva 3
mechanického krytu tak, aby nosné vystupky 11 (v podob¢ zubt kuzelovitého tvaru), nachazejici
se zespodu nosné ¢asti 9 umisténé po obvodu kryci ¢asti 8, byly opfeny o zdravou tkan, tzn.
nejméné 2 milimetry od okraje 5 rany. Obvodovy spodni okraj mechanicky mirnou silou tedy
pritlacuje polymemi netkanou textilii a kryci ¢ast 8 mechanického krytu a otvory 10 nejsou
v pfimém kontaktu s polymemi netkanou textilii. Mechanicky kryt na zdravé kazi ulpiva pomémé
siln¢ a zubovita rfada nosnych vystupkii 11 se ukazuje jako dobra prevence posunu eliminujici
excentricky posuv mimo pudorys rany. Na lezicich pokusnych zvifecich subjektech nebo
pacientech postacoval tento mechanicky kryt jiz dale nefixovany, pro dlouhodobé zajisténi polohy
pohybujiciho se subjektu nebo pacienta vsak je vhodné pies mechanicky kryt jesté prevazat vngjsi
obvaz, napf. elasticky gazovy prstenec.

Priklad 6: Test funkénosti tfivrstevného kryciho prostiedku in vitro
Funk¢nost finalniho tfivrstevného krytu na ranu s adovanymi bioaktivnimi faktory byla nejprve

ovéfena na modelu fibrézni planami tkané in vitro. Jednalo se o klasicky scratch test testujici
migraci fibroblasti do vytvofené¢ mezery (,,scratch®) podle metodiky pouzité v publikaci Ninan
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(2016) (skupina b ve stavu techniky) z davodu dostateéné popsané a v oboru dobfe zavedené
metodiky scratch testu. Ve tfech polystyrenovych prihlednych miskach (kruhovita miska o
poloméru 17 mm, vyska 11 mm), byly in vitro pripraveny stejné fibroblastické konfluentni vrstvy,
na kterych byl vytvofen sterilnim plastovym hrotem 1 mm Siroky model jizvy. Zivné médium bylo
pouzito dle publikace Ninan (2016) (tak aby sahalo do vysky 15 mm nad dno misky) Prvni miska
byla ponechana pfi zarustani bez stimulace (kontrola), druha miska byla modifikovana smo¢enim
1 ml hydrogelového kompozitu karboxylované agarozy, kyseliny taninové a zine¢naté soli s pH
regulaci (konkrétné€ byl pouzit hydrogel s oznacenim CTZ2 dle Ninan (2016)) a tfeti miska byla
modifikovana smocéenim gelovitého télesa zahmujiciho jadro 6 z kolagenové kompozice A a
extraktu z MSC a obal 7 z kolagenové konstrukce B, vyrobeného dle postupu uvedeného vyse.
Smoceni vzdy spocivalo v ponofeni sitovaného kosiku typu “Cell Strainer 100 pm* vyrobce BD
Bioscience s danym hydrogelovym nebo kolagenovym télesem, tak aby téleso bylo ponofeno do
zivného média a bylo 2 mm nad vrstvou fibroblastickych bun¢k). Na obr. 4a jsou znazomény
snimky zartstajici fibrozni planami tkané na zacatku (0 h, uplné vlevo) a po 24 h (zbyvajici 3
obrazky vpravo), pficemz vysledek méfeni po 24 h jasn¢ ukazuje, Ze zaceleni modelové jizvy ve
vrstv€ fibroblasti je nejefektivnéjsi u tfeti misky smocené smési kolagenové kompozice A a B. Na
obr. 4b je znazornén graf zavislosti % zbytkové¢ oteviené plochy v ¢ase 0 h, 12 h a 24 h u skupiny
kontroly, krytu CTZ2 a pfedkladan¢ho krytu.

Priklad 7: Test funkénosti tfivrstevného kryciho prostiedku in vivo

Funk¢nost predkladaného krytu byla v tomto prikladu testovana na pokusném zviteti (ZDF potkan,
250 g, stari 6 mésicu), které¢ disponovalo patologii ve smyslu diabetické kozni rany. Zvifeti byla
indukovana rana v mezilopatkové oblasti zad pomoci strzeni epidermis a dermis a obnaZzeni
podkozni tukové vrstvy (2,5 cm x 2.5 cm). Celkem bylo testovano Sest subjekti — dva kontrolni, u
kterych byla realizovana oSetfeni tfemi vrstvami gazy a fixaCnim obvazem bez aplikace
farmakologické nebo jiné medikace (€. 1 a 2), dva s komerénim krytem Nu-gel, tj. hydrogelovym
obvazem s alginatem sodnym od spolecnosti Systagenix Wound management (¢. 3 a 4) a dva
s tfivrstvovym krytem na ranu podle tohoto vynalezu (C. 5 a 6). Tento komercni kryt byl zvolen na
zaklad¢ dlouholeté, certifikované a etablované pozice na trhu krycich prostfedku.

Hodnoceni efektu krytu spocivalo v manualnim méreni velikosti rany v den 0, 5, 10 a 15 po indukci
rany. Pro kazdou skupinu byla uréena pruméma hodnota % zaceleni rany a smérodatna odchylka.
Na obr. 5 je znazomén graf zavislosti % plochy nezhojené diabetické rany v modelu in vivo v Case
0, 10 a 15 dnq, pficemz u subjektu s predkladanym tfivrstevnym krytem lze pozorovat rychlejsi a
upln¢;si zaceleni rany jako u subjektu s komerénim krytem Nu-gel.

Prumyslova vyuzitelnost

Tento vynalez lze vyuzit jako kryci prostfedky na rany, zejména chronické rany nebo rany
diabetického typu, a to jak ve veterinami, tak humanni medicing.
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PATENTOVE NAROKY

1. Trivrstevny kryci prostfedek na ranu, zejména chronickou ranu nebo ranu diabetického typu,
zahmujici spodni (1), stfedni (2) a vrchni vrstvu (3), vyznacujici se tim, ze spodni vrstva (1) je
tvofena gelovitym télesem sestavajicim jednak z jadra (6) zahmujiciho kolagenovou kompozici A
a extrakt z mesenchymalnich kmenovych bunék, a jednak z obalu (7) zahmujiciho kolagenovou
kompozici B, stfedni vrstva (2) je tvofena polymerni netkanou textilii a vrchni vrstva (3) je tvofena
samonosnym, mechanickym krytem, pficemz spodni, stfedni i vrchni vrstva (1, 2, 3) je uplné nebo
¢astecné pruhledna nebo prisvitna.

2. Tiivrstevny kryci prostfedek na ranu podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze extraktem
z mesenchymalnich kmenovych bunék je kondiciované médium hypoxicky stimulovanych
mesenchymalnich kmenovych bunék, zahmujici alespori jeden faktor s proregenerativnim a/nebo
protizapalovym ucinkem podporujicim hojeni rany, pficemz mesenchymalni kmenov¢ buiiky jsou
vzhledem k predmétnému pacientovi autologni, allogenni nebo xenogenni.

3. Trivrstevny kryci prostfedek na ranu podle naroku 1 nebo 2, vyznacujici se tim, ze
kolagenova kompozice A zahrnuje kolagen typu I, zatimco kolagenova kompozice B zahmuje
kolagen typu I a/nebo autologni kolagen vzhledem k pfedmétnému pacientovi, pfi¢emz ob¢
kolagenov¢ kompozice A a B jsou St€pitelné enzymy na povrchu rany.

4.  Trivrstevny kryci prostfedek na ranu podle kteréhokoliv z pfedchozich naroki, vyznacujici
se tim, ze gelovité téleso spodni vrstvy (1) je Cockovitého, sférického nebo elipsoidniho tvaru.

5. Trvrstevny kryci prostfedek na ranu podle kteréhokoliv z pfedchozich naroki, vyznacujici
se tim, ze polymemi netkana textilie stfedni vrstvy (2) zahmuje polyvinylalkoholova nanovlakna.

6. Trivrstevny kryci prostfedek na ranu podle kteréhokoliv z pfedchozich naroki, vyznacujici
se tim, ze stfedni vrstva (2) je tvofena materidlem, ktery tvofi protiinfekéni bariéru propoustéjici
plyny.

7. Trivrstevny kryci prostfedek na ranu podle které¢hokoliv z pfedchozich naroki, vyznacujici
se tim, Ze stfedni vrstva (2) zahmuje alespon jeden priizor (13).

8. Trivrstevny kryci prostfedek na ranu podle kteréhokoliv z prfedchozich naroki, vyznacujici
se tim, ze mechanicky kryt vrchni vrstvy (3) zahmuje polydimethylsiloxan.

9. Trvrstevny kryci prostfedek na ranu podle kteréhokoliv z pfedchozich naroki, vyznacujici
se tim, Ze mechanicky kryt zahmuje vrchni kryci ¢ast (8) v podstaté¢ kruhového tvaru a spodni
nosnou ¢ast (9) v podstaté¢ kruznicového tvaru, uspofadanou zespodu po obvodu kryci ¢asti (8),
piiemz kryci ¢ast (8) zahmuje alespon jeden otvor (10) a nosna ¢ast (9) zahmuje vicero nosnych
vystupku (11), s vvhodou kuzelovitého tvaru, vy¢nivajicich zespodu nosné ¢asti (9) pro umisténi
podél vnéjsiho okraje (5) rany.

10. Zpusob vyroby gelovitého télesa spodni vrstvy (1) tfivrstevného krytu na ranu podle naroki
1 az 4, vyznacujici se tim, Ze zahmuje kroky:

a. hypoxické stimulace mesenchymalnich kmenovych bun¢k v kondiciovaném médiu za vzniku
extraktu z mesenchymalnich kmenovych bun¢k, ktery zahrnuje alespon jeden faktor s
proregenerativnim a/nebo protizapalovym uéinkem podporujicim hojeni rany;

b. poskytnuti porézniho konstruktu s kolagenovou kompozici A zahmujici kolagen typu I a

adsorpce uvedeného extraktu z mesenchymalnich kmenovych bun¢k na tento konstrukt za
vzniku jadra (6) gelovitého télesa;

-10 -
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c. obaleni jadra (6) gelovitého télesa kolagenovou kompozici B v tekutém stavu pii teploté pod
20 °C, zahmujici kolagen typu I a/nebo autologni kolagen vzhledem k prfedmétnému
pacientovi; a

d. zvyseni teploty nad 20 °C, zesitovani kolagenové kompozice B za vzniku v podstaté tuhé¢ho
obalu (7) gelovitého télesa kolem jadra (6).

11. Zpisob podle naroku 10, vyznacujici se tim, ze mesenchymalni kmenové buriky jsou
vzhledem k predmétnému pacientovi autologni, allogenni nebo xenogenni.

12. Zpisob podle naroku 10 nebo 11, vyznacujici se tim, Ze obaleni jadra (6) gelovitého télesa
kolagenovou kompozici B v tekutém stavu je provedeno v modelovaci formé (14).

13. Zpusob podle naroku 12, vyznacujici se tim, Ze tvar modelovaci formy (14) pro vytvoreni
gelovitého télesa je prizpusoben tvaru rany pacienta.

4 vykresy

Seznam vztahovych znacek

1 spodni vrstva (gelovité téleso)

2 stfedni vrstva (polymemni netkana textilie)
3 vrchni vrstva (mechanicky kryt)
4 centralni oblast rany

5 okraj rany

6  jadro gelovitého télesa

7  obal gelovitého télesa

8  kryci ¢ast mechanického krytu
9  nosna ¢ast mechanického krytu
10 otvor

11 nosny vystupek

12 uchyt

13 prizor

14 modelovaci forma

11 -
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