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(57) Anotace:
Substrat pre kultivaci bunék obsahujiciho vrstvu (2)
nanovlaken zbiologicky kompatibilniho polymeru uleZenou
na nosné vrstvé (1), pficemZ nosna vrstva {1} je tvofena
miizkou z biologicky kompatibilntho materialu a vrstva (2)
nanovidken vypliiuje prostor jejich ok. Zpisob vyroby tohoto
substraty, u kterého se vrstva (2) nanovlaken z biologicky
kompatibilniho polymeru ukl4da na nosnou vrstvu n
tvofenou miizkou zbiologicky kompatibilniho materialu
elekirostatickym zvidkiiovdnim polymerniho systému v
elektrickém poii vytvofendm mezi sbémoy elektrodou a proti
ni uloZenou zvldknovaci elekirodoy protéhlého tvaru, pidems
uklddand vrstva (2} nanovlaken piekry va také oka miizky,
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Substrat pro kultivaci bunék a zpisob jeho vyroby

Oblast techniky

Vynalez se tyka substratu pro kultivaci bunék obsahujiciho vrstvu nanovlaken z biologicky kom-
patibilniho polymeru uloZenou na nosné vrstvé.

Vynalez se dale tyka take zpiisobu vyroby tohoto substratu.

Dosavadni stav techniky

V odborné literatufe, napfiklad Anne J. Meinel: Optimization strategies for electrospun silk fib-
roin tissue engineering scaffolds, Biomaterials 30 (2009) 3058-3067, nebo Schofer M. D.,
Boudriot U., Wack C., Leifeld 1., Gribediinkel C., Dersch R., Rudisile M., Wendorff J. H., Grei-
ner A, Paletta J. R, Fuchs-Winkelmann S. J.: Influence of nanofibers on the growth and osteo-
genic differentiation of stem cells: a comparison of biological collagen nanofibers and synthetic
PLLA fibers, Mater Sci Mater Med. 2009 Mar:20(3):767-74), i v fadé patentovych spisd, napfi-
klad US 2010233807 bylo popsano nekolik variant nanovlakennych substratil pro kultivaci
bunék, které jsou dle konkrétniho pouzitého typu bun&k urleny napiiklad pro kryti povrchovych
ran, implantaci do t€la pacienta, atd. Vzhledem k tomu, Ze jsou tyto substraty tvofeny pouze
samostatnou vrstvou nanovlaken, je jejich nevyhodou nedostatetna mechanicka pevnost ve viech
smérech namahani, ktera znaéné komplikuje nejen nanaseni bunék a jejich kultivaci, ale Zejména
jakoukoliv manipulaci s t&mito substraty, a tim i jejich praktické pouZiti. Dalii nevyhodou paK je,
Je samostatna vrstva nanovlaken neni pfi pouziti ve vihkém prostiedi tvarové ani rozmérové stala
a thned po namoceni se samovolné smrituje a/nebo svinuje.

Pro odstranéni t&chto nevyhed bylo navrzeno uloZeni vrstvy nanovlaken na nosnou vrstvi tvofe-
nou naptiklad dle CN 101050418 membranou z dutych vidken, dle CN 101264349 tkanou texti-
fif, &i dle WO 2010136983 mikroporézni vrstvou. Tato tefeni sice ¢astednd odstrafiuji nevyhody
substratu tvofeného samostatnou vrstvou nanoviaken, a viak soudasné pfinasi jiné nevyhody.
K nejpodstatngjdim z nich patfi zejména nemoznost nedestruktivniho sledovani a kontroly bun¢k
ulozenych na vrstvé nanovlaken b&hem jejich kultivace bésnymi invertovanymi, tj. optickymi
mikroskopy, nebot’ tato nosna vrstva brani prichodu svétla. Jedinou moznosti tak v téchto pfipa-
dech je pouze zastaveni kultivace ulozenych bunék, jejich usmreeni a nasledné sledovani pro-
stfednictvim imunohistochemickych metod. Timto zpisobem viak lze sledovat pouze maly vzo-
rek substrati, ktery neni dostatené reprezentativni

Dalgim spoletnym problémem viech dosud znamych substrat obsahujicich vrstvu nanovlaken
je, e diky aktudlnimu stavu techniky v oblasti vyroby nanovlaken, dle kterého jsou nanovlakna
vétsinou vytvarena zafizenimi se zvlakiiovaci elektrodou tvofenu tryskou nebo kapilarou, mohou
byt tyto substraty vyrabény v podstaté pouze kusové nebo ve velmi malych sériich, pfiemz se
jednotlivé kusy od sebe pomémé znatné lisi rovnomémosti vrstvy nanovldken, jeji plosnou
hmotnosti a dalgimi parametry. Diky tomu, %e tyto substraty nelze vyrabét v opakujici se kvalité a

provedeni, neni ani mozné je dostatedné testovat, srovnavat, ani je podrobit pfedepsanym zkous-
kam napfiklad pro jejich vyuZiti jako 1é€iva, ¢i je dale vyvijet a vylepSovat.

Cilem vynalezu je navrhnout substrat pro kultivaci bun&k, ktery mél vhodne mechanické viast-
nosti pro manipulaci a praktickeé vyuziti, vhodné biologicke vlastnosti pro kultivaci bungk, a sou-
asné by umoziioval sledovani kvality a/nebo mnoZzstvi téchto bunék jejich kultivace. Kromé
toho je cilem vynélez navrhnout zpiisob vyroby takového substratu, ktery by umoznil jeho vyro-
bu v primyslovém méfitku.
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Podstata vynalezu

Cile vynalezu se dosghne substratem podle vynélezu, jehoz podstata spoCivd v tom, Ze vrstva
nanovlaken z biologicky kompatibilniho polymeru je uloZena na nosné vrstvé tvofens miizkou
z biologicky kompatibilniho materialu, pfi¢emz prostor ok této miiZky je pfekryt a vyplnén vrst-
vou nanovléken. Mfizka dodéva substratu poZadované mechanické vlastnosti, zatimco vrstva
nanovliken pfedstavuje vhodné prostfedi pro uloZeni a naslednou kultivaci bunék v podstats
libovolného typu. Diky této konstrukci lze sledovat uloZené buiiky behem jejich kultivace nedes-
truktivné b&Znymi invertovanymi mikroskopy, nebot’ mfizka nebrani prichodu svétla do vIStvy
nanovléken.

V pfipadé, ¥e se bshem ukladéni vrstvy nanovliken na nosnou vrstvu nedosihne Jejich dostate¢na
pevného a odolného spojeni prostfednictvim povrchovych (mezimolekulamich) sil, mohou byt
0b& vrstvy propojeny vhodnym biologicky kompatibilnim pojivem.

Ve vyhodném provedeni substratu Jje nosna vrstva tvofena monofilamentni osnovni pleteninou
z nebarveného polystyrenového hedvabi, ktera substratu poskytuje vhodné mechanické vlastnos-
ti, ale pfitom v podstatg nijak nelimituje jeho elasticitu a tvarovou pfizplisobivost.

Pro moznost uloZeni a kultivace dvouy riznych a vzijemné oddélenych druhii bunék na Jjednom
substrtu, ptipadné pro dosazeni dvojnasobného mnozstvi bunék Jednoho druhu, je v jedné
z variant na nosné vrstvé substrat uloZena vrstva nanovliken 2z biologicky kompatibilniho poly-
meru z kazdé jeji strany. Spojeni obou vrstey nanovlaken v mistech ok nosné vrstvy povrcho-
vymi silami navic podstatng zvySuje pevnost a odolnost Iejich uloZeni na nosné vrstve,

Vhodnym materialem nanovlaken Jjsou s vyhodou biologicky kompatibilni polymery ze skupiny

Zelatina, chitosan, polyvinylalkohol(PVA), polykaprolakton, (PCL), polylaktid (PLA), polyamid

(PA), polyuretan (PUR), kyselina poly(laktid—co—glykolova), Jejich smési nebo jejich kopolyme-
, nebot’ se jedna o polymery, které jsou relativné snadno zvlaknitelné.

Vrstva nanovliken mize dle potfeby obsahovat alespofi jednu aktivni latku, kterd brani préniku
nezddoucich mikroorganismg z vnéjiiho prostredi do substritu nebo Jeho okoli, jako napfiklad
antibiotikum, antiseptikum, nebo stiibro, pfipadné latku, ktera podporuje kultivaci a/nebo Einnost
bunék ulozenych na vrstvé nanovlaken, jako napiiklad ristovy faktor, vitamin, rostlinny extrakt,
hormon, kortikoid, cytokin, apod.

Pro zabranéni mechanického poskozeni substrdtu, zejména vrstvy nanovliken je vyhodné, pokud
Je tato vrstva pted pouzitim substratu prekryta ochrannou vrstvou. Tou miize byt napfiklad vrstva
polyetylenové (PE) félie nebo vrstva netkané textilie typu spunbond.

Dle uréeni substratu jsou na jeho vrstvé nanovlaken uloZeny a kultivovany naptiklad bunky ze
skupiny keratinocyty, fibroblasty, epitelialni buiiky, endotelialni buriky, osteocyty, mezen-
chymalni kmenové buiiky, piipadné jejich kombinace.

Cile vynalezu se dale dosihne zpisobem vyroby substratu podle vynalezu, jehoz podstata spodi-
va v tom, Ze vrstva nanovléken z biologicky kompatibilniho polymeru se uklad4 na nosnou vrst-

Pro dalsi zvyseni rovnomémosti vrstvy nanovliken, zejména pii pouziti nosné vrstvy s nizkou
elektrickou vodivosti, Je vhodné zvysit pred ulozenim nanovlaken jeji elektrickou vodivost nane-
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senim zvodivovaciho prostiedku na jeji povrch a/nebo do jeji struktury. Vhodnym zvodivovacim
prostfedkem je pfitom napfiklad vodny roztok NaCl, Et;NBr nebo Betainu.

V ptipad® potfeby se na nosnou vrstvu pred a/nebo béhem a/nebo po naneseni vrstvy nanovlaken
nanese biologicky kompatibilni pojivo, které zajisti jejich pevné a odolné spojeni.

Vhodnou nosnou vrstvou je pak monofilamentni osnovni pletenina z nebarveného polyesterového
hedvabi.

Pichled obrazkii na vykrese

Na piilozeném vykresu jenaobr. 1 fotografie vzajemné oddélenych vrstev substratu pro kultivaci
bungk podle vynalezu ve variant&, kdy je nosna vrstva tvotend monofilamentni osnovni pleteni-
nou a vrstva nanovliken je prekryta ochrannou vrstvou tvofenou netkanou textilii typu spunbond,
a na obr. 2 fez timto substratem s na sobé ulozenymi vrstvami.

Priklady provedeni vynalezu

Substrat pro kuitivaci bunék podle vynalezu obsahuje vrstvu polymemich nanovlaken, ktera je
ulozena na nosné vrstvé tvofené miizkou, pfi¢emz vypliluje prostory jejich ok. Vrstva polymer-
nich nanovlaken je vytvofena z biologicky kompatibilniho, zvlaknitelného polymeru, napfiklad
z 7elatiny, chitosanu, polyvinylalkoholu (PVA), polykaprolaktonu (PCL), polylaktidu (PLA),
polyamidu (PA), polyuretanu (PUR), kyseliny poly(laktid—co—glykolove) (PLGA), apod., jejich
smési nebo jejich kopolymerd, a diky své struktufe, ktera v podstaté napodobuje mezibunéénou
strukturu Zivych organismi, predstavuje vhodné prostiedi pro kultivaci lidskych i zvifecich
bunék. Jeji plosna hmotnost se pred uloZenim bunék s vyhodou nachazi v intervalu od cca 0,03
do5 g/mz, kdy jiz témto bufikam poskytuje dostatenou oporu, a je relativné odolna proti otéru &i
protrzeni, aviak jesté je prostupna pro svétlo, takze umoZiuje sledovani mnozstvi a/nebo kvality
ulozenych bunék behem jejich kultivace prostfednictvim béznych invertovanych (optickych, své-
telnych) mikroskopi. V pripadé potfeby mize byt plo§na hmotnost vrstvy polymernich nano-
vldken i v&tsi, aviak jeji prostupnost pro svétlo se v takovém piipadé znaéné snizuje.

Dle pozadavki miZe dale vrstva polymemich nanovlaken obsahovat alespoil jednu aktivni latku,
ktera stimuluje kultivaci a/nebo aktivitu na ni ulozenych bungk, jako naptiklad rastovy faktor,
vitamin, rostlinny extrakt, hormon, kortikoid, cytokin, & jinou latku se stejnym nebo podobnym
idinkem, a/nebo latku kterd brani zaneseni nezadoucich mikroorganismi do substratu nebo jeho
okoli, jako naptiklad antibiotika, antiseptika, nanogastice stfibra, apod. Tato litka je piitom ve
vrstvé polymernich nanovléken, ulozena jako integraini soutast nanoviiken a/nebo jeho mano-
sastice a/nebo mikrotastice, které jsou v nanovlaknech zafixovany a vystupuji na jejich povrch,
a/nebo jako nanogastice a/nebo nanovlakna a/nebo mikrodastice a/nebo mikrovlakna ulozena vol-
né na a/nebo mezi jejimi nanovlakny a/mebo k nim piipojena prostfednictvim fyzikalni a/nebo
chemické vazby, a/nebo jako jeji impregnace, a/nebo vrstva a/nebo film na jejim povrchu. Pro
zakomponovani pfimo do polymernich nanovlaken se ptitom tato latka a/nebo jeji prekurzor
napiiklad die postupu popsaného v EP 1869232 prida, ptipadné aplné nebo &astetné rozpusti, do
kapainého roztoku nebo taveniny polymeru, z€ kterého se nasledné elektrostatickym zvlakiova-
nim vytvafeji polymerni nanovlakna.

Nosna vrstva substritu je tvofena mtizkou z biologicky kompatibilniho materialu. Konkrétni
material a parametry mfizky se pfitom voli dle predpokladaného pouziti substratu, a pro riizné
aplikace tak mudZe byt miizka vytvofena naptiklad z kovu, plastu, &i textilie, resp. z textilnich
viaken, a to jako pravidelna nebo nepravidelna. Tato nosna vrstva pak substratu poskytuje poza-
dované mechanické vlastnosti, podporuje a vyziuZuje vrstvu polymernich nanovliken, &imZ
napfiklad brani jejimu samovolnému svinuti & smriténi pfi zvlh&eni, a pfitom souéasné umoz-
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ok miiZky se s vyhodou pohybuje v rozmezi od 0,5 mm do 25 mm, kdy mfizka nijak neomezuje
prichod svétla, a vrstva polymernich nanovléken je pritom Jesté dostate&n& zpevnéna i v prostoru
jejich ok. Pro nékteré aplikace pak mize byt primér ok mFizky i v&ti, aviak v takovych pripa-
dech je vrstva polymernich nanovliken diky své relativng velké ploSe a minimalnim mechanic-

kym vlastnostem zejména v prostoru ok mfiZky znaéné nachyina k pfetrZeni, resp. protrzeni.

Pro ochranu vrstvy polymernich nanovlaken pted mechanickym poskozenim je vyhodné, pokud
Je substrit alespoii z jedné své strany doplnén ochrannou vrstvou, tvofenou naptiklad prithlednou
polyesterovou (PE) f6lii, vrstvou netkané textilie spunbond, apod. Tato ochranng vrstva plni svoji

funkci zejména pii skladovani substratu a manipulaci s nim, a pfed ulozenim bunék na vrstvu
polymernich nanovliken nebo pfed aplikaci substratu se z néj odstrani.

sitka pro chirurgické ucely. Jejim vyrobcem je Vyzkumny iistav pletaisky, a.s., Brno, CR. Tato
osnovni pletenina ma velikost ok ] mm, jeji tiouitka ma stfedni hodnotu 0,34 mm, a jeji pevnost
pfi pfetrhu ve sméru osnovy je 230 N na 5 cm $ifky. Struktura a material pleteniny pfitom umoz-
fiuji vratnou deformaci pfi relativnim prodlouZeni do 5 %. Vrstva 2 polymernich nanovlaken je
v fomto provedeni tvoiena nanovlakny z polykaprolaktonu (PLC) o molekulové hmotnosti 100
000, jehoz dodavatelem je pod katalogovym &islem 1031 firma Scientific Polymer Products, Inc.,

Aby bylo rozlozeni a kultivace bun&k uloZenych na substratu podle vynalezu rovnomémé v celé
Jeho plose, musi byt dostatecné rovnomérna i vistva 2 polymernich nanovliken, V soucasnosti se
pfitom nejvyssi rovnomeérnosti dosahne vytvofenim vrstvy polymernich nanovidken 2 elektrosta-
tickym zvlakfovanim polymerniho systému — kapalného roztoku nebo taveniny polymeru s pi-
padnym pfidavkem alespori jedné aktivni latky, ktera mé byt zakomponovana do polymeru nano-
vldken a/neb o jejiho prekurzoru, v elektrickém poli vytvofeném mezi sbérou elektrodou a
zvlikfiovaci elektrodou protahlého tvaru — nap#iklad valcem (viz napf. EP 1673493) nebo strunoy
(viz napf. EP 2059630 nebo EP 2173930), apod. V pfipad¢, Ze se polymerni nanovidkna béhem
elektrostatického zvlakiiovani ukladaji na elektricky nevodivy podklad, nebo na podklad s nizkou
elektrickou vodivosti, Je pro dosazeni vy$&i rovhomérnosti iejich vrstvy déle vyhodné, pokud se
elektricka vodivost takového podkladu pfed ulozenim polymernich nanovlaken zvysi (viz napf.

nabitymi polymernimi nanoviakny, takze nedochazi k jeho koncentraci a tim k odpuzovani nas-
ledujicich polymernich nanovliken. Jako podklad pfitom maze byt pouzita bud’ piimo nosna vrst-
va 1 substratu, nebo jiny material, ze ktersho se uloZena vrstva 2 polymernich nanovlaken sejme

Pfi vyrobé substratu vyfotografovaného na obr. 1 a obr. 2 slouzi nosna vrstva 1 tvorena mono-
filamentni osnovni pleteninou jako podklad pro uloZeni vrstvy 2 polymernich nanovliken, pfi-
¢emz je uloZena nebo vedena v elektrickém poli mezi sbérnou elektrodou a zvlakiovaci elektro-
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dou. Vzhledem k jeji zanedbateiné clektrické vodivosti se jeji elektricka vodivost pied uloZenim
vrstvy 2 polymernich nanovlaken z vysi, s vyhodou na hodnotu 5,3 x 10'° Q, nanesenim vhodné-
ho zvodivovaciho &inidla, napfiklad vodného roztoku NaCl, Et,;NBr nebo Betainu, na jeji povrch
a/nebo do jeji vnitfni struktury. Behem elektrostatického zvlikiiovani se pak polymerni nano-
vlakna ukladaji pfednostné na vidknech osnovni pleteniny, ktera piedstavuji fyzickou prekazku
v jejich pohybu ke shérné elektrodé, aviak postupné zapliwgji a piekryvaji také prostory jejich ok.
Piitom se s osnovni pleteninou diky svému velkému povrchu a tim i velkym povrchovym (mezi-
molekularnim) silam, a pfipadné i diky dopadu na ni v ne zcela ztuhlém stavu, refativné pevae
spojuji. Pokud viak neni takto vytvofené spojeni dostatedné pro uvazované pouZiti substratu, je
moZné nanaset na nosnou vrstvu 1 pied a/nebo béhem a/nebo po naneseni vrstvy 2 polymernich
nanovlaken vhodné biologicky kompatibilni pojivo, pfipadné obé vrstvy propojit jinym vhodnym
postupem, napiiklad dle CZ PV 2010-373.

Substrat podie vynalezu se pfitom bud’ vyrdbi pfimo v pozadované velikosti nebo tvaru, nebo se
pFipravi textilni kompozit obsahujici nosnou vrstva 1 a vrstvu 2 polymernich nanovlaken napfi-
klad v podobé pasu, z¢ kterého se jednotlivé substraty v pozadované velikosti a tvaru vyseknou,
vyFiznou, &i jinak oddéli.

Diky dlouhodobé stabilnimu a rovnomérnému procesu elektrostatického zvlakiovani pfi pouziti
technologie I‘sla.nospidc:rwI spoletnosti Elmarco je mozné obéma témito zplisoby, na rozdil od
feteni znamych ze stavu techniky, pfipravovat substraty pro kultivaci bunék opakovatelné ve
stejné kvalité, provedeni a se stejnou plo$nou hmotnosti vrstvy 2 polymernich nanovlaken. Diky
tomu je mozné tyto substraty nejen vyrab&t v prumyslovém méfitku &i je podrobit potfebnym
testiim pro pouziti jako lé€ivo, ale také vzajemné srovnavat jejich riizné varianty a dale je vyvijet.

Substrat podle vynalezu je mo2né poukit pro kryti povrchovych ran, pii¢emz je vyhodné, pokud
jsou na jeho vrstvé nanovlaken uloZzeny keratinocyty (tzv. hlavni pokozkové buiiky), fibroblasty
(buitky vazivove tkang), mezenchymalni kmenové builky, apod., pfipadné kombinace téchto
bunék. Kromé toho je moZné pouZit tento substrat také jako implantat pro implantaci do téla pfi-
jemce, pfi¢emz v tomto piipadé je vyhodném pokud jsou na jeho vrstvé nanovliken uloZeny
osteocyty { zakladni bufiky kosti), endotelialni butiky, mezenchymalni kmenove buiiky, apod.,
ptipadn& jejich kombinace, pficemz tyto buriky mohou byt jak autologni, kdy je jejich darcem
piijemce implantatu, tak alogenni, kdy je jejich darcem jina osoba. Kromé toho miize byt substrat
vyuzit také bez piedem ulozenych bunék, kdy predstavuje prostor pro osidleni buiikami pacienta.
Pied jeho aplikaci a ptipadné pfed uloZenim bunék je pfitom nezbytné, aby se substrat vhodnym
zpasobem, ktery nevyvola degradaci materialu nosné vrstvy 1 a/nebo vrstvy nanovlaken 2 a/nebo
v ni ulozené aktivni latky, sterilizoval, a to napiiklad UV zafenim, gama zatenim, pfipadné jinym
zplisobem.

V proveden substratu podle vynélezu s nanesenymi buiikami probiha nanaSeni bunék na vrstva 2
polymernich nanovlaken napfiklad ve formé jejich suspenze Vv yivném roztoku vhodného typu,
ktera se pipetou rovnomémné nakape na povrch vrstvy 2 polymemich nanoviaken. Po uloZeni
pilnou tyto bufiky k polymernim nanovlaknaim a kopiruji formuji do jedné nebo vice vrstev. Typ
ulozenych bunék ani koncentrace, ve které jsou nanaSemy, pfitom nejsou limitovany zadnymi
parametry substratu, ale pouze pfedpokladanym acelem jeho pouZiti. PouZite materialy pfitom
zajistuji, Ze béhem kultivace a pfi pouZiti substratu se Z n&j neuvoliiuji Zadné latky, které by
ovlivitovali kultivaci uloZenych bunék, s vyjimkou latek cilené zakomponovanych do vrstvy 2
polymernich nanovlaken, nebo zatézovali organismus pacienta. Pred aplikaci substratu je vyhod-
né, pokud se bufiky ulozené na vrstvé 2 polymernich nanovlaken kultivuji v pozadovaném kulti-
vatnim médiu s definovanymi podminkami, ¢imZ se podpofi a/nebo ov&fi jejich Zivotaschopnost
po aplikaci substratu. Délka kultivace je ptitom voli podle toho, zda je predpokladanym vyuzitim
substratu pozadovano, aby se buiiky na vrstvé 2 polymernich nanovlaken dale mnozily, ¢i niko-
liv. Kultivaéni médium s vyhodou odpovida typu pouzitych bunék, piitemz Ize postupné pouzit
nékolik riznych médii. Ped pouzitim substratu podle vynalezu je pak vyhodné, pokud se z néj
prebytetné kultivaéni médium/média necha odkapat.
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PATENTOVE NAROKY

1. Substrat pro kuitivaci bungk obsahujici vrstvu (2) nanovidken z biologicky kompatibilniho
polymeru uloZenou na nosné vrstvé (1), vyznaé ujici se tim, Ze nosna vrstva (1) je
tvofena miizkou z biologicky kompatibilntho materialy a vrstva (2) nanovlaken piekryva a vypi-
fiuje prostor jejich ok.

2. Substrat podle naroky I, vyznadujici se tim » Ze nosna vrstva (1) je s vrstvou (2)
nanovléken propojena biologicky kompatibilnim pojivem,

3. Substrat podle naroku | nebo 2, vyznadujici se tim » e nosna vrstva (1) je vytvo-
fena monofilamentni osnovni pleteninou z nebarveného polyesterového hedvabi.

4. Substrit podle libovolného z narokii laz3, vyzna&ujici se tim s € na nosné
vrstvé (1) je z kazdé jeji strany uloZena vrstva (2) nanovlaken z biologicky kompatibilniho poly-
meru.

6.  Substrat podle libovolného z narokd | az 5, vyzna¢ ujici se tim, e vrstva (2)
nanovldken obsahuje alespoit jednu aktivni latku ze skupiny antibiotika, antiseptika, stfibro-
rastové faktory, vitaminy, rostlinné extrakty, hormony, kortikoidy, cytokiny.

7. Substrat podle libovolného z pfedchézejicich narokd, v yrnaéujici se tim, e vrst-
va (2) nanovlaken je z vnéjsi strany ptekryta ochrannou vrstvou (3).

8. Substrat podle naroku 7, v yznadujici se tim, e ochranng vrstva (3) je tvofena
polyetylenovou folii nebo netkanou textilif typu spunbond.

9. Substrat podle libovolného z piedchézejicich nirokg, vVyznaéujici se tim, s na
vrstvé (2) nanovlaken jsou uloZeny bufiky ze skupiny keratinocyty, fibroblasty, epitelialni buiiky,
endotelidlni buiiky, ostecyty, mezenchymalni kmenoveé buriky, nebo jejich kombinace,

10. Zpiasob vyroby substratu pro kultivaci bunék podle libovolného z pfedchézejicich naroka,
vyznalujici se tim, ze vrstva (2) nanovliken z biologicky kompatibilniho polymeru se
vklddd na nosnou vrstyu (1) tvofenou miizkou z biologicky kompatibilntho materigly elektro-
statickym zvlikiiovanim polymemiho systému v elektrickém poli vytvofeném mezi sbérnou
elektrodou a proti ni ulozenou zvlakiiovaci elektrodou protahlého tvaru, pricem? ukladana vrstva
(2) nanovlaken prekryva také oka mfizky,

1. Zpiisob podie néroku 10, v Yznadujici se tim, 7 elektrickd vodivost nosné vrstvy
(1) se pfed nanesenim nanovliken zvySi nanesenim zvodivovaciho prostiedku na jeji povrch
a/nebo do jeji struktury.

12. Zpiisob podle naroku i I, vyznacujici se tim » Ze zvodivovacim prosttedkem je
vodny roztok NaCl, Et,NBr nebo Betainu.

13. Zpisob podle libovolného z narokit 9 az 12, vyzna¢ ujici se tim, e pred uloze-
nim vrstvy (2) nanovldken a/nebo béhem néj a/nebo po ném se na nosnou vrstvu {1) nanese bio-
logicky kompatibilni pojivo.
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i9az!3, vyznalujici se tim, Ze nosna vrstva

14. Zpiisob podle libovolného z narok
pleteninou z nebarveného polyesterového hedvabi.

(1) je tvofena monofilamanetni osnovni

| vykres
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