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Zpusob vyroby dvoustupiiové sit'ované biopolymerni membrany a biopolymerni membrana
zhotovena timto zpusobem

Oblast techniky
Vynalez se tyka zpisobu vyroby dvoustupiove sitované biopolymerni membrany a biopolymerni

membréana zhotovena timto zptisobem, ktera je uréena pro opravy o¢niho traumatu, zejména pak
opravy traumatu rohovky.

Dosavadni stav techniky

Oc¢ni onemocnéni a poranéni postihuji miliony lidi po celém svété. Ve vétsiné pripadi se jedna o
onemocnéni ¢i zranéni postihujici rohovku. V poslednich letech se vénuje pozornost technickym
biopolymeriim trojrozmérné architektury k vytvoreni nosnych struktur pro tkaniové inzenyrstvi.
Biointeraktivni nosné struktury ziskavaji vyznam v regeneraénich lécich, protoZze napodobuji
extracelularni matrice (ECM) téla. Siroka $kala pipravenych biomateriali sestiva z hybridi
pfirodnich a syntetickych polymerd. Tim napodobuji slozky extracelularni matrice. Tyto
biomimetické materialy (materialy napodobujici pfirodni materialy a struktury) jsou vyrabény ve
formé hydrogeli, membran, siti a dalSich struktur.

Bylo predstaveno nékolik konkrétnich biomateriali pipravenych z biopolymerd, sitovanych
prirodnimi sitovacimi €inidly vhodnych pro o¢ni terapii a opravu tkané. Chitosan, deacetylovana
forma chitinu, je v soucasné dobé Casto vyuzivana v ruznych lékaiskych a farmaceutickych
aplikacich, protoze ma dobrou biologickou kompatibilitu, inertnost a schopnost vytvaret film, Je
to materidl sterilizovatelny, netoxicky a biologicky odbouratelny.

Kolagenova matrice je GspéSnym resorbovatelnym biomateridlem pouZivanym ve tkafnovém
inZzenyrstvi, protoze vykazuje dobré hemostatické vlastnosti, nizkou antigenitu (schopnost
vyvolat reakci imunitniho systému) a nachylnost ke vzniku zanétlivych reakci.

Rostlinné polyfenoly, jako je kyselina tfislova, jsou kategorizovany jako stahujici, antioxidaéni,
antimikrobialni, antivirova a protizanétliva Cinidla a slouzi rovnéz jako sitovaci ¢inidlo pro
membrany na bazi kolagenu.

Genipin ziskany z pfirodniho zdroje Gardenia jasminoides Ellis slouzi jako u¢inné sit'ovaci
¢inidlo v polymerech s aminoskupinou.

Pokud jde o konkrétni aplikace v ocni terapii - vyzkumnici (J. Jeremy Chae a kol., 2015)
rekonstruovali rohovkovy epitel pomoci kolagenové membrany, ktera je nezbytna pro proces
hojeni. Jednalo se o kolagen typu I pfinasejici prospé$nou migraci epitelialnich bunék a spravnou
diferenciaci, pfi éemz cela studie byla provedena na kralicich.

Rovnéz byla provedena in vivo studie biokompatibility membrany na bazi chitosanu sitovaného
genipinem na predni komofe o€i kraliki (Jui-Yang Lai, 2012).

Materialu ptipraveného zesitovanim biologickych latek, jako je kolagen a chitosan pfirodnim
sitovacim Cinidlem genipinem se tyka patent US 6624138. Tento biopolymerni materiél je uréen
pro pouziti v obvazech na rany nebo jako adhezivum

Pfedmétem dalsiho patentu US 8642088 je smésna matrice chitosanu a taninu urend pro
davkovani 1€kd, antibakterialni a/nebo antifungalni aplikace, tkafiové inZenyrstvi, a aplikace p¥i
hojeni ran.

Patentova prihlaska US 2014/142200 popisuje dvoustupiiové sitované kolagenové materialy pro
pouziti v oftalmologii, zejména pfi keratoprotetickych implantacich. K sitovani se zde pouzivaji
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chemicka (synteticka) sitovaci ¢inidla -(1-ethyl-3 '- (3-dimethylaminopropy!) karbodiimid (EDC)
Jjako primarni sitovaci ¢inidlo a N-hydroxysukcinimid (NHS) jako sekundarni sitovaci ¢inidlo.

Az dosud ale neexistuje feSeni, které by vedlo k vytvoreni tenké polymerni membrany na bazi
biopolymerniho materialu dvoustupriové sitovaného ptirodnimi sitovacimi Cinidly, pouzitelné
pro opravy o¢niho traumatu, zejména pak opravy traumatu rohovky - napf. docasny implantat k
opravé poskozené rohovky nebo implantat ke korekci nepravidelnosti v predni vrstvé rohovky
v dusledku nekterého z onemocnéni rohovky.

Podstata vynalezu

K odstranéni vy3e uvedeného nedostatku prispiva zplsob vyroby dvoustupiiové sitované
biopolymerni membrany pro opravy o¢niho traumatu podle vynalezu. Jeho podstata spociva
v tom, Ze se ptipravi smésny roztok biopolymeri kolagenu a chitosanu, k nému se po kapkach
pfida roztok primarniho sitovaciho ¢inidla ze skupiny taninii a litim roztoku na plochou podlozku
a naslednym vysuenim se vytvofi tenka primarné sitovana chitosan-kolagenovd membréana o
tloustce po vysuSeni 5 az 10 pm. Ta se pak ve druhém stupni situje ptisobenim roztoku genipinu
jako sekundarniho sitovaciho ¢inidla.

Jako smésny roztok biopolymert kolagenu a chitosanu se pouzije s vyhodou roztok v kyseliné
octové o celkové koncentraci smési biopolymeru 0,5 az 2 % hmotnostnich a hmotnostnim
poméru kolagenu a chitosanu 20:80 az 30:70.

Jako sit'ovacim ¢inidlo ze skupiny tanini se s vyhodou pouzije kyselina taninova (tfislova).
Konkrétné se jedna predevsim o roztok kyseliny taninové v demineralizované vodé o koncentraci
0,5 az 3 % hmotnostnich.

Jako roztok sekundarniho sitovaciho ¢inidla se pouzije s vyhodou roztok genipinu v
dimethylsulfoxidu (DMSO) o koncentraci 0,25 az 0,5 % hmotnostnich s fosfatovym pufrem.

Vyuziti smési biopolymerti kolagenu a chitosanu a kombinace dvou pfirodnich sitovacich Cinidel
predstavuje novy zplisob, jak vyrobit biomaterial s perspektivni aplikaci v oftalmologii. Pfi tomto
zplisobu vyroby dvoustupfiové sitované membrany se primarné vytvori plsobenim kyseliny
taninové vodikova vazba a nasledné pak ve druhém stupni probéhne kovalentni zesitovani mezi
aminoskupinami biopolymeru a sekundarnim sitovacim ¢inidlem genipinem. Cely proces se
provadi pfi pokojové teploté (25 az 28 °C) mize prob&hnout v rozmezi 48 az 72 hodin. Jedna se
o nové formulovany proces k ziskani netransparentni, tmavé zbarvené membranové folie, ktera se
pouzije na okrajovou oblast o¢i béhem operace oka.

Objasnéni vykresu

K bliz§imu objasnéni podstaty vynalezu slouzi pfilozené vykresy, kde predstavuje

obr. 1 — SEM mikroskopické snimky (a) — kolagen-chitosanové membrany, (b) — kolagen-
chitosanové membrany sitované kyselinou taninovou, (c) — kolagen-chitosanové membrany
dvoustupriové sit'ované kyselinou taninovou a genipinem;

obr. 2 — FTIR spektrum kolagen-chitosanové membrany sitované kyselinou taninovou
(Chi:Col:TA), kolagen-chitosanové membrany dvoustupiiové sitované kyselinou taninovou a
genipinem (Chi:Col: TA:Gp).



20

25

30

35

40

45

50

CZ 307544 B6

Priklady uskuteénéni vynalezu

Pripravi se smésny roztok biopolymert kolagenu a chitosanu v kyseliné octové (1%) o celkové
koncentraci smési biopolymert 0.5 az 2 % hmotnostnich a hmotnostnim poméru kolagenu a
chitosanu 25:75. K tomuto roztoku se za stalého magnetického michéani a pfidd po kapkach
roztok primarniho sitovaciho ¢inidla - kyseliny taninové v demineralizované vodé o koncentraci
0.5 az 3 % hmotnostnich.

Poté se litim roztoku na plochou podlozku - polystyrenovou desku a vysusenim vytvofi tenka
primadmé sitovana chitosan-kolagenovd membrana o tloustce po vysuSeni 5 az 10 pum s
propustnosti 42 az 48 % (pii vinové délce ve vizualnim rozsahu: 400 az 700 nm). Ziskany film
membrany zistava porézni.

Membrana pripravena v prvnim stupni se pak ve druhém stupni situje pisobenim sekundarniho
sitovaciho Cinidla - roztoku genipinu v dimethylsulfoxidu (DMSO) o koncentraci 0,25 az 0,5 %
hmotnostnich s fosfatovym pufrem.

Po Gspésném zesit'ovani vykazuji sit¢ obsahujici genipin vysoky stupen autofluorescence, ktera
membrané dodava tmavé zelenozlutou barvu. Tloustka vysledné membrany se pohybuje v
rozmezi 8 az 10 um spolecné a jeji propustnost (pii vinové délce kolem 650 nm) je alespori 15%.
I v jeji trojrozmérné struktufe pretrvava porovitost.

PATENTOVE NAROKY

1. Zpisob vyroby dvoustupnové sitované biopolymerni membrany pro opravy oc€niho
traumatu, zejména pak opravy traumatu rohovky, vyznadujici se tim, Ze se pfipravi smésny
roztok biopolymerii kolagenu a chitosanu v kyseliné octové o celkové koncentraci smési
biopolymert 0,5 az 2 % hmotnostnich a hmotnostnim poméru kolagenu a chitosanu 20:80 az
30:70, k tomuto roztoku se po kapkach ptida roztok primarniho sitovaciho ¢inidla ze skupiny
tanint v demineralizované vodé o koncentraci 0,5 az 3 % hmotnostnich a litim takto vzniklé
smési roztoki na plochou podlozku a naslednym vysu$enim se vytvori tenka primamné sitovana
chitosan-kolagenova membrana o tloust’ce po vysuSeni 5 az 10 um, ktera se pak ve druhém
stupni situje ptisobenim roztoku genipinu jako sekundarniho sit'ovaciho ¢inidla s tim, ze timto
roztokem je roztok genipinu v dimethylsulfoxidu o koncentraci 0,25 az 0,5 % hmotnostnich
s fosfatovym pufrem.

2. Zpisob podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze jako sitovaci ¢inidlo ze skupiny tanind se
pouzije kyselina taninova, trislova.

3. Biopolymerni membrana zhotovena zpisobem podle naroku 1.

1 vykres
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Obr. 1
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Obr. 2

Konec dokumentu




