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(57) Anotace:
Ptfedkladané feSeni poskytuje nosi¢ pro kultivaci bunck,
ktery obsahuje vicejamkovou desticku, ptficemz v
jamkdch jsou umistény porézni substraty, s vyhodou s
porozitou > 90 %, upravené pro kultivaci bun¢k,
adherujici k povrchu jamek. Tento nosi¢ 1ze
reprodukovateln¢ ptipravit zpusobem, ktery zahrnuje
nasledujici kroky:
- naneseni vistvy rozpoustédla do alespoii jedné jamky
vicejamkové desticky a jeji zmrazent;
- naneseni do uvedené alespoii jedné jamky alespon jedné
vrstvy materialu porézniho substratu, po naneseni kazdé
vIstvy je materidl zmrazen;
- naneseni kryci vrstvy rozpoustédla do uvedené alespori
jedné jamky, jeji zmrazend; a
- lyofilizaci po naneseni kazdé vrstvy nebo po naneseni
viech vrstev.
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Nosi¢ pro kultivaci bunék a zptisob jeho pripravy

Oblast techniky

Vynalez se tyka pevného nosice obsahujiciho porézni 3D substrat vhodny k ristu a testovani
vlastnosti jakychkoliv bunék, a zplisobu jeho pfipravy.

Dosavadni stav techniky

Vétsina studii bunéénych kultur se provadi na povrSich plosnych substratd, jako jsou napf.
kultivaéni mikrodesky, desticky pro tkanové kultury, lahve pro kultivaci, Petriho misky atd.
Zejména kultiva¢ni mikrodesticky, které obsahuji velké mnozstvi malych identickych jamek, jsou
§iroce vyuzivany, protoze jsou idealni pro studium nizkého pocétu bunck na velkém mnozZstvi
bunéénych testi. Tyto desky jsou standardni jak pro analyticky vyzkum, tak i1 pro klinické
diagnostické testy. Jejich nevyhoda vSak spociva v omezeni na 2-D kultury, kdy jsou bunky
nuceny se prizpusobit rovnému a tvrdému podkladu, ktery je zcela odlisny od jejich piirozeného
prostiedi vtkanich ¢i organech in—vivo. Vyhody pouZiti troj—dimenzionalniho (3D) substratu,
ktery by simuloval extracelularni matrix (ECM) tkani ¢i organti, byly jiz mnohokrat popsany v
odbomé literatufe. 3D substrat predev§im umozni lepsi adhezi bunék, jejich migraci, proliferaci a
diferenciaci, a to predev§im proto, Ze imituje pfirozené mezibunécné mikroprostiedi vcetné
signalnich cest fungujicich na zaklad¢ raznych imunochemickych interakei.

Doposud bylo v odborné literatuie popsano velké mnozstvi 3D nosi¢h bunck, které se lisi jak
chemickym sloZenim, tak i jejich pfipravou. Byly pfipraveny nosice z polymert a biopolymeru, z
biokeramiky, bioaktivniho skla, kovii kolonizovatelnych butikami 1 z kompozitu pfipravenych
kombinaci anorganického a organického materidlu. Pro dosaZeni pozadovanych biologickych
funkci byly nosice dale modifikovany pfidavkem riznych pfirodnich 1 syntetickych bioaktivnich
latek, rustovych faktort, krevnich derivati, funkénich proteint a dalSich tak, aby co nejlépe
podpotily rast nebo diferenciaci pouzitych bunék specifické tkan¢ nebo organu.

Biologické experimenty, diagnostika ¢i I¢kafsky vyzkum na bunéénych kulturach jsou
charakterizovany velkym rozptylem ziskanych vysledki, coz je dano jednak adaptabilitou
zkoumanych bun€k na prostiedi, ve kterém rostou a jednak velmi malou reprodukovatelnosti
postupti piipravy 3D substrati. Pfedevsim velmi nizka reprodukovatelnost 3D struktury substratu
pfipravenych z biopolymeru (kolagen, celuldza, fibroin atd.) omezuje vyznamné spolehlivost
bunéénych eseji  jak v tkafnovém inzenyrstvi, tak ve vyzkumu mechanismi nadorovych
onemocnéni a zpusobuje neefektivni vyuzivani modernich analytickych pfistroju schopnych
automaticky zpracovavat velka mnozstvi vzorki. Tato omezeni je mozno vyznamnym zpusobem
minimalizovat nalezenim metody piipravy poréznich substrati s vysoce reprodukovatelnou 3D
strukturou na makro—, mikro— 1 nano skale pfimo v jamce standardizované bunécné kultivacni
desticky.

Podstata vynalezu

Predmétem vynalezu je 3D nosi¢ pro kultivaci bunék, ktery obsahuje vicejamkovou desticku,
priCemz v jamkach jsou umistény porézni substraty upravené pro kultivaci bunck, adherujici k
povrchu jamek. Porézni substraty jsou trojrozmérné (3D), nikoliv plosné, tj. maji tloustku/vysku
alespoii 10 mikrometri, a umoziuji kultivaci bun¢k v prostoru, nikoliv jen v ploSe. Porézni
substraty jsou upravené pro kultivaci bunc¢k diky konektivit¢ poru. Velikost a konektivita pora
pro jednotlivé typy kultivovanych bun¢k odpovida parametrum extracelularni matrix prislusnych
tvrdych ¢i mékkych tkani a organti, a tedy simuluje prostredi extracelularni matrix, jejiz bunky
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budou kultivovany. Velikost a konektivita poru cilové tkan¢ 1 poréznich substratu jsou méfeny a
vzajemn¢ porovnavany znamymi metodami.

Vice—jamkova desticka obsahuje alespont 2 jamky, s vyhodou alespoii 4 jamky, vyhodngji
alespont 12 jamek. Horni hranice poctu jamek je dana technickymi moznostmi, s vvhodou je
10 000 jamek, vyhodnéji 2000 jamek. Jamky mohou mit kruhovy nebo nekruhovy prifez.

Porézni substrat mize byt umistén v alesponl jedné jamce vicejamkové desticky, s vyhodou
alespon ve cCtvrtin€ jamek vicejamkové desticky, vyhodnéji alespori v poloving jamek
vicejamkové desticky, nebo ve vSech jamkach vicejamkové desticky.

Vicgjamkova desticka je s vyhodou z materialu vybran¢ho ze skupiny zahrnujici plasty, sklo,
kovy, keramiku, a kombinace téchto materiali.

Je vyhodné, jestlize je distribuce velikosti port v poréznich substratech ve vSech jamkach nosice
stejna. Je také vyhodné, kdyz jsou pory v substratu vzajemné propojené (konektivni). S vyhodou
maji substraty porozitu > 90 %. Vyhodné&ji maji substraty porozitu 95 az 99,5 %, jest¢ vyhodnéji
97 az 99,5 %.

Porézni substraty mohou sestavat z jedné nebo vice vrstev. S vvhodou jsou porézni substraty
sloZzeny alespon ze dvou vrstev, liSicich se porozitou, velikosti pora a jejich konektivitou,
materialovym sloZenim, pfitomnosti a/nebo slozenim aditiv.

Velikost péra porézniho substratu je v rozmezi 0,1 az 1000 um, s vvhodou v rozmezi 5 az
1000 pm nebo v rozmezi 100 az 2000 nm nebo v rozmezi 50 az 600 pum.

Material porézniho substratu je s vvhodou vybran ze skupiny zahrnujici proteiny extracelularni
matrix (ECM); struktumi proteiny jako je kolagen, fibrin, silk fibroin, elastin ¢i Zelatina;
polysacharidy jako kyselina hyaluronova a jeji derivaty, chitosan a jeho derivaty, Skrob,
pryskyficné gumy, celuloza a derivaty celulozy; pryskyfice; syntetické biokompatibilni
polymery, jako je kyselina polymlécna, polyglykolova, polyethylenglykol a jejich blokové
kopolymery, polykaprolakton, polyhydroxybutyrat, polyurethany; keramické piirodni nanotrubky
(napft. Halloyzit); a smé&si téchto materiali. Polymery (v¢. proteint, polysacharidu a syntetickych
polymert)) mohou byt s vyhodou zesit¢éné. Material porézniho substratu muze byt napiiklad ve
formé porézni xerogelové pény, porézniho hydrogelu, ¢astic, vlaken €i nanovlaken. Material
porézniho substratu muaze dale obsahovat jako aditiva proteiny (zejména bioaktivni proteiny),
jejich fragmenty ¢i smési, fosfaty ¢i organické nebo anorganické nanocastice, napf.
hydroxyapatit, alfa— nebo beta—trikalcium fosfat, oxidové keramiky, napt. Si0, kovy, napt. Ag,
Au, Mg, zejména ve form¢ nanocastic, ¢i nanocastice kovu s kovalentné ¢i fyzikalné vazanymi
organickymi ligandy. Za nanocastice jsou obecné povazovany castice s velikosti v rozmezi 1 az
1000 nm. Aditiv muze byt az 50 % hmotn., vztaZzeno na suSinu materialu porézniho substratu, s
vyhodou az 30 % hmotn., nebo az 20 % hmotn., nebo az 10 % hmotn., nebo 0,1 az 5 % hmotn..

Materialy porézniho substratu jsou s vvhodou vybrany ze skupiny zahmujici zejména kolagen,
kolagen zesitény EDC/NHS, polymery a kopolymery polymlééné kyseliny, polyglykolové
kyseliny a/nebo polyethylenglykolu, polykaprolakton, polysacharidy (zejména chitosan a/nebo
zelatinu), gumy—karayi, silkilbroinu. Zvlakniteln¢ materialy mohou byt ve formé& nanovlaken. S
vyhodou obsahuje material porézniho substratu jako aditivum hydroxyapatit, oxidovanou
celuldzu, bovinni krevni desticky, bioaktivni proteiny kolagenni tkané, kyselinu hyaluronovou,
polykaprolaktuon, Zelatinu, rastové faktory, haloisit.

Porézni substrat ma s vyhodou tloustku (vysku) alespon 10 mikrometrt, s vyhodou alespori
100 mikrometru, vyhodnéji alesponi 0,5 mm, nejvyhodnéji 1 az 10 mm.
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Predmétem piedkladaného vynalezu je dale zpusob pfipravy nosi¢e pro kultivaci bungk,
zahmujici nasledujici po sob¢ jdouci kroky:

naneseni vrstvy rozpoustédla do alespon jedné jamky vicejamkové desticky a jeji zmraZeni,

— naneseni do uvedené alespon jedné jamky alespoi jedné vrstvy materialu porézniho substratu,
po naneseni kazdé vrstvy je material zmrazen,

— naneseni kryci vrstvy rozpoustédla do uvedené alesponi jedné jamky, jeji zmraZeni, a

— lyofilizaci po naneseni kazdé vrstvy nebo po naneseni viech vrstev.

Material porézniho substratu se s vyhodou nanese ve formé roztoku, suspenze, acrogelu, emulze,
hydrogelu, mikrocastic nebo nanovlaken.

Pritomnost rozpoustédla ve spodni a horni vrstvé dovoluje fidit homogenitu povrchu substratu v
procesu lyofilizace. V konecném produktu tyto vrstvy rozpoustédla nejsou piitomny, jelikoz jsou
odstranény v procesu lyofilizace.

Rozpoustédlem je s vyhodou voda, vyhodnéji ultracista voda. Rovnomémé a fizené velikosti a
distribuce velikosti port se vyhodné dosahuje umisténim materialu porézniho substratu na vrstvu
zmrzl¢ vody umisténou na dné jamky, naslednym zmraZenim nanesené vrstvy roztoku ¢i gelu
materialu zamys§leného porézniho substratu. Proces je ukonéen umisténim svrchni vrstvy vody na
povrch takto pfipraveného a zmrazeného vrstevnatého systému a jeho naslednym konenym
zmrazenim. Zmrazeni muze probihat riznymi rychlostmi, pfi¢emz volba této rychlosti ovlivituje
velikost, distribuci velikosti a konektivitu pora.

Zejména v pripad¢ pouziti ultracisté¢ vody jako rozpoustédla se mrazeni s vyhodou provadi ve
dvou krocich, nejprve zmrazenim na teplotu mezi -5 az —40 °C, a potom zmraZzenim na teplotu
mezi —20 az —60 °C.

Lyofilizace se s vyhodou provadi pii teploté nizsi nez —70 °C, s vyhodou za tlaku niZsiho, nez je
atmosféricky, vyhodnégji za tlaku 1000 Pa a méné. Pii pouziti vody jako rozpoustédla probiha
proces lyofilizace, kdy led uvnitf kapilar a pora materialu sublimuje do plynné faze, pii teploté a
tlaku niz§im, nez jsou podminky odpovidajici trojnému bodu vody (kriticky bod: kriticka teplota
Tk = 373,95 °C akriticky tlak px = 22,06 MPa).

Material porézniho substratu muze byt v prab&hu piipravy zesitén pomoci sitovacich ¢inidel
vhodnych pro dany material. Odbormnik v oboru bude mit dostateCné znalosti o vhodnych
sitovacich ¢inidlech pro dany polymemi material. Napfiklad pro kolagen je jednim z vhodnych
sitovacich ¢inide]l EDC/NHS.

Tento zpusob pfipravy zajistuje, Ze substrat je porézni s rovnomémou velikosti, distribuci
velikosti poru a jejich konektivitou reprodukovanou ve vSech jamkach nosice s tloustkou od
10 um po rozmér odpovidajici vySce jamky. Zarovein tento zpiisob umoziuje reprodukovatelné
fidit porozitu, velikost a distribuci velikosti péri a konektivitu pért. Nosice podle vynalezu
s reprodukovatelnou a ve vsech jamkach, kde je substrat, stejnou pramémmou velikosti, distribuci
velikosti a konektivitou pora substratu umozinuji okamzité osazeni substratu bunénym
materialem, a tim poskytuji podminky pro ziskani vysoce opakovatelnych a spolehlivych
vysledk v biologickém a medicinském vyzkumu, v tkanovém inZenyrstvi a v procedurach
regenerativni mediciny ¢i v diagnostice.

Zpusob pripravy porézniho substratu zahruje vysoce kontrolovany a reprodukovatelny proces
vrstveni pro buniky netoxickych polymer—kompozitnich materiala, poskytujicich substraty
s vysokou porozitou (= 90 %) a navzajem propojenymi pdry o kontrolované velikosti
umoznujicimi transport kysliku a Zivin nezbytnych pro riast bunc¢k v celém objemu. Takovy
substrat se dosud nepodafilo stavajicimi metodami pfipravit. Nosi¢ jevi dlouhodobou
skladovatelnost pii uchovavani pii pokojové teploté bez vyznamného poklesu uZitnych vlastnosti
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substratu. Kombinace substratu s nosi¢em umoZziiuje snadnou ruéni ¢i automatizovanou
laboratorni i klinickou manipulaci.

Predkladany vynalez dale zahrnuje pouziti nosie podle vynalezu pro osazeni bunécnym
materialem, jeho kultivaci a popfipad¢ naslednou analyzu.

Objasnéni vvkresu

Obr. 1 SEM snimky povrchu porézni 3D struktury kolagenniho substratu. Vlevo dle piikladu 1
(0,5 % kolagenu) a vpravo dle prikladu 2 (kombinace 0,5 a 2% kolagenové vrstvy).

Obr. 2 Zavislost stfedni velikosti péru na sloZeni material 3D kolagenniho substratu (vlevo) Vliv
koncentrace kolagenu pii konstantni koncentraci kolagenu, (vpravo) Vliv koncentrace nHAP pii
konstantni koncentraci kolagenu.

Obr. 3 NanoCT sken porézni struktury substratu dle Piikladu 3 (Sediva plocha) a jeho 3D
kolonizace buiikami rakoviny plic (tmavosedé kruhové objekty).

Obr. 4 Fluorescen¢ni konfokalni mikroskopie diferencovanych mesenchymalnich kmenovych
bundk na 3D substratu v piikladu 1. Zivotaschopnost bundk je dokumentovana obarvenim
pomoci BCECF-AM/propidiumjodidu 28 dni po osazeni substratu obsahujiciho 0,5 % kolagenu
a (a) 50% nHAP, (b) 70% nHAP a (c) obsahujici 2 % kolagenu a 50% nHAP.
Immunofluorescenéni detekce osteokalcinu 28 dni po osazeni stejnych substrati.

Obr. 5 SEM snimky 3D substratu dle Prikladu 6 (vlevo) obsahujici kyselinu hyaluronovou a dle
piikladu 7 (vpravo) obsahujici jako modifikacni slozku chitosan.

Obr. 6 Fluorescencni konfoalni mikroskopie diferencovanych bun¢k na 3D substratu v prikladu 8
(vlevo) a 9 (vpravo). Zivotaschopnost bun¢k je dokumentovana obarvenim cytoplazmy pomoci
BCECF-AM/propidiumjodidu a ¢ervené jader bunck propidium jodidem.

Obr. 7 Fluorescencni konfoalni mikroskopie diferencovanych bunék na 3D substratu v prikladu

10 (vlevo) a 11 (vpravo). Zivotaschopnost bunék je dokumentovana obarvenim cytoplazmy
zelené pomoci BCECF-AM/propidiumiodidem) a ¢ervené jader bunck propidium jodidem.

Piiklady uskuteénéni vynalezu

Priklad 1

Jamky kultivaéni desticky obsahujici 48 jamek byly sendviCové (vrstva po vrstv€) vyplnény
netoxickym materidlem v potadi:

1. Ultracista voda (Milipore, Cistota II)

2. Kolagenni hmota (homogenni roztok bovinniho kolagenu typu I, koncentrace 0,3 az 3 %
hmotn. v ultradisté vod¢)

3. Ultracista voda (Milipore, Cistota II).

Desticka s netoxickym materialem byla kontrolovanym zptisobem po kazdém kroku vrstveni
zmrazena nejprve na —18 °C (1h), poté na -35 °C (1h), a4 nakonec byla vysusena pfi teploté
kondenzatoru —95 °C a tlaku niz§im nez 1000 Pa do konstantni hmotnosti. Po vysuseni je vzorek
kolagenu kovalentné zesitovan pomoci EDC/NHS piimo v desticce, opét vysuSen stejnym
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zpusobem, jak je popsano vyse. Vysledkem je desticka obsahujici homogenni porézni kolagenni
skafold s fizenou velikosti péri v rozsahu 250 az 450 mikronli (dano teplotou mraZeni a
koncentraci kolagenni hmoty) a vyskou 5 mm adherujici ke st¢nam desticky, ktery po navlhéeni
zustava u dna desticky a neplave (viz. Obr. 1). Porozita byla uméma koncentraci kolagenu a
lezela v intervalu od 99,5 % pro 0,3 % hmotn. koncentraci po 97 % pro koncentraci 3 % hmotn.
kolagenu. Porozita byla urovana na zaklad¢ analyzy zobrazeni 3D struktury lyofilizovaného
materialu ziskané pomoci mikroCT pocitacového tomografu (napiiklad Nano3DX Rigaku,
Japan). Uvadéné hodnoty jsou primérem méfeni na materialech z 5 nadhodné vybranych jamek
desticky. Standardni odchylka primérnych hodnot porozity byla mensi nez 10 % této hodnoty. Je
proto velmi vhodnym materialem pro osazeni riiznymi burikami a jejich sledovani. Material byl
jiz podroben in—vitro 1 in—vivo testiim

Priklad 2

Jamky kultiva¢ni desticky obsahujici 48 jamek byly sendviCové (vrstva po vrstv€) vyplnény
netoxickym materidlem v potadi:

1. Ultracista voda (Milipore, Cistota II)

2. Kolagenni hmota (homogenni roztok bovinniho kolagenu typu I, koncentrace 2 % hmotn.
v ultradisté vod¢)

3. Kolagenni hmota (homogenni roztok bovinniho kolagenu typu I, koncentrace 0,5 % hmotn. v
ultracisté vodg)

4. Ultracista voda (Milipore, Cistota I1).

Desticka s netoxickym materialem byla kontrolovanym zpusobem po kazdém kroku vrstveni
zmrazena nejprve na —18 °C (1h), poté na —-35 °C (1h), a nakonec vysuSena pii teploté
kondenzatoru —-95 °C do konstantni hmotnosti. Po vysuseni je vzorek kolagenu kovalentné
zesitovan pomoci EDC/NHS piimo v desticee, opét vysusen stejnym zpusobem, jak je popsano
vyse. Vysledkem je desticka obsahujici heterogenni porézni kolagenni skafold o celkové vysce
6 mm s fizenou velikosti port jak ve spodni ¢asti materidlu (péry o prumérné, velikosti
100 mikront) tloustky 3 mm, tak i v horni ¢asti materialu (péry o velikosti 250 az 450 mikronu)
tloustky 3 mm. Po navlhéeni zistava substrat u dna desticky a neplave. Je proto velmi vhodnym
materialem pro osazeni riznymi burikami a jejich sledovani. Material byl jiz podroben in—vitro i
in—vivo testim z hlediska optimalizace porozity a velikosti pora pro jednotlivé typy bunck
(Obr. 2). Porozita byla 98,5 % pro 2 % hmotn. koncentraci po 99 % pro koncentraci 0,5 %
hmotn. kolagenu. Porozita byla urCovana na zaklad¢ analyzy zobrazeni 3D struktury
lyofilizovaného materidlu ziskan¢ pomoci mikroCT pocitaového tomografu (napiiklad
Nano3DX Rigaku, Japan). Uvadéné hodnoty jsou prumérem méfeni na materialech z 5 ndhodné
vybranych jamek desticky. Standardni odchylka primémych hodnot porozity byla mensi nez
10 % této hodnoty.

Priklad 3

Jamky kultivaéni desticky obsahujici 96 jamek byly sendviCové (vrstva po vrstv€) vyplnény
netoxickym materidlem v potadi:

1. Ultracista voda (Milipore, Cistota II) — zmrazeni

2. Nanovlakna z polykaprolaktonu a Zelatiny pfipravené eclektrospinovanim na pfistroji
Nanospider (Elmarco) — primér vlaken 120 az 280 nm



10

15

20

25

30

35

40

45

50

CZ 308138 B6

3. Kolagenni hmota (homogenni roztok bovinniho kolagenu typu I, koncentrace 0,5 % hmotn. v
ultracisté vodg)

4. Ultracista voda (Milipore, Cistota II).

Desticka s netoxickym materialem byla kontrolovanym zpusobem po kazdém kroku vrstveni
zmrazena nejprve na —18 °C (1h) a v poslednim kroku na —35 °C (1h), a nakonec vysusena pii
teplot¢ kondenzatoru -95 °C do konstantni hmotnosti. Po vysuSeni je vzorek kolagenu
kovalentn¢ zesitovan pomoci EDC/NHS piimo v desti¢ee, opét vysusen stejnym zplisobem, jak
je popsano vySe. Vysledkem je desticka obsahujici heterogenni porézni kolagenni skafold o
celkové tloustee 3 mm s fizenou velikosti poru jak ve spodni ¢asti materialu (50 pm) o tloustce
0,5 mm, tak i1 v horni ¢asti materialu (péry o prumémé velikosti 400 mikronu) tloustky 2.5 mm.
Po navlh¢eni zlistava substrat u dna desticky a neplave. Je proto velmi vhodnym materidlem pro
osazeni riznymi buitkami a jejich sledovani. Kolonizace pfipraven¢ho 3D substratu dle prikladu
3 bunkami v celém jeho objemu je doloZzena Obr. 3. Porozita v nanovlakenné casti byla 45 % a
99.3 % pro vrstvu o koncentraci 0,5 % hmotn. kolagenu. Porozita byla urovana na zakladé
analyzy zobrazeni 3D struktury lyofilizovan¢ho materialu ziskané pomoci mikroCT pocitacového
tomografu (napiiklad Nano3DX Rigaku, Japan). Uvadéné hodnoty jsou primérem méfeni na
materialech z 5 nahodn€ vybranych jamek desticky. Standardni odchylka primémych hodnot
porozity byla mens$i nez 10 % této hodnoty.

Priklad 4

Jamky kultiva¢ni desticky obsahujici 48 jamek byly sendviCové (vrstva po vrstv€) vyplnény
netoxickym materidlem v potadi:

1. Ultracista voda (Milipore, Cistota II)

2. Kolagenni hmota (homogenni roztok bovinniho kolagenu typu I, koncentrace 0,5 % hmotn.
v ultradisté vod¢)

3. Kolagenni hmota (homogenni roztok bovinniho kolagenu typu I, koncentrace 0,5 % hmotn. a
50 nebo 70 % nano hydroxyapatitu (nHAP) na kolagenovou susinu v ultracisté vodg¢)

4. Ultracista voda (Milipore, Cistota II).

Desticka s netoxickym materialem byla kontrolovanym zpusobem po kazdém kroku vrstveni
zmrazena nejprve na —18 °C (1h), poté na —-35 °C (1h), a nakonec vysuSena pii teploté
kondenzatoru -95 °C do konstantni hmotnosti. Po vysuseni je vzorek kolagenu kovalentné
zesitovan pomoci EDC/NHS piimo v desticee, opét vysusen stejnym zpusobem, jak je popsano
vyse. Vysledkem je desticka obsahujici heterogenni porézni kolagenni skafold o tloustce 5 mm
s fizenou velikosti pori jak ve spodni ¢asti materialu (400 mikronit) tloustky 2 mm, tak 1 v horni
¢asti materialu (priméma velikost 350 mikronii) tloustky 3 mm. Po navlh¢eni zistava substrat u
dna desticky a neplave. Je proto velmi vhodnym materialem pro osazeni riznymi buikami a
jejich sledovani. Material byl podroben in—vitro i in—vivo testaim (Obr. 4 az ab.d.,e). Porozita
byla umérna sloZeni vrstev a byla 99,5 % pro 0,5 % hmotn. koncentraci kolagenu v prvni vrstvé a
podle obsahu hydroxyapatitu byla 97 az 98 % pro horni vrstvu. Porozita byla urovana na
zaklad¢ analyzy zobrazeni 3D struktury lyofilizovaného materialu ziskané pomoci mikroCT
pocitatového tomografu (napriklad Nano3DX Rigaku, Japan). Uvadéné hodnoty jsou primérem
meéfeni na materidlech z 5 nahodné vybranych jamek desticky. Standardni odchylka primémych
hodnot porozity byla mensi nez 10 % této hodnoty.
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Priklad 5

Jamky kultivaéni desticky obsahujici 96 jamek byly sendviCové (vrstva po vrstv€) vyplnény
netoxickym materidlem v potadi:

1. Ultracista voda (Milipore, Cistota II)

2. Kolagenni hmota (homogenni roztok bovinniho kolagenu typu I, koncentrace 2 % hmotn.
v ultradisté vod¢)

3. Kolagenni hmota (homogenni roztok bovinniho kolagenu typu I, koncentrace 0,5 % hmotn. a
50 % hmotn. nano hydroxyapatitu (nHAP) na kolagenovou susinu v ultracisté vod¢)

4. Ultracista voda (Milipore, Cistota II).

Desticka s netoxickym materialem byla kontrolovanym zpusobem po kazdém kroku vrstveni
zmrazena nejprve na —18 °C (1h), poté na —-35 °C (1h), a nakonec vysuSena pii teploté
kondenzatoru —-95 °C do konstantni hmotnosti. Po vysuseni je vzorek kolagenu kovalentné
zesitovan pomoci EDC/NHS piimo v desticee, opét vysusen stejnym zpusobem, jak je popsano
vyse. Vysledkem je desticka obsahujici heterogenni porézni kolagenni skafold o tloustce 4 mm
s fizenou velikosti pori jak ve spodni ¢asti materialu (100 mikronit) tloustky 1 mm, tak i v horni
¢asti materialu (350 mikronil) tloustky 3 mm. Po navlh¢eni zustava substrat u dna desticky a
neplave. Je proto velmi vhodnym materidlem pro osazeni riznymi buiikami a jejich sledovani.
Material byl jiz podroben in—vitro 1 in—vivo testim (Obr. 4 aZ ¢ f). Porozita byla 98,5 % pro prvni
vrstvu a podle obsahu hydroxyapatitu byla 97 az 98 % pro horni vrstvu. Porozita byla urovana
na zaklad¢ analyzy zobrazeni 3D struktury lyofilizovaného materialu ziskané¢ pomoci mikroCT
pocitatového tomografu (napriklad Nano3DX Rigaku, Japan). Uvadéné hodnoty jsou primérem
meéfeni na materidlech z 5 nahodné vybranych jamek desticky. Standardni odchylka primémych
hodnot porozity byla mensi nez 10 % této hodnoty.

Priklad 6

Jamky kultivaéni desticky obsahujici 96 jamek byly sendviCové (vrstva po vrstv€) vyplnény
netoxickym materidlem v potadi:

1. Ultracista voda (Milipore, Cistota II)

2. Kolagenni hmota (homogenni roztok bovinniho kolagenu typu I, koncentrace 0,5 % hmotn.
v ultradisté vod¢)

3. Kolagenni hmota (homogenni roztok bovinniho kolagenu typu I, koncentrace 0,5 % hmotn. a
10 % hmotn. kyseliny hyaluronové na kolagenovou susinu v ultraisté vod<)

4. Ultracista voda (Milipore, Cistota I1).

Desticka s netoxickym materialem byla kontrolovanym zptisobem po kazdém kroku vrstveni
zmrazena nejprve na —18 °C (1h), poté na -35 °C (1h) a nakonec vysuSena pii teploté
kondenzatoru —-95 °C do konstantni hmotnosti. Po vysuseni je vzorek kolagenu kovalentné
zesitovan pomoci EDC/NHS pfimo v desti¢ee, opét vysusen stejnym zpusobem, jak je popsano
vyse. Vysledkem je desticka obsahujici heterogenni porézni kolagenni skafold s celkovou vyskou
4 mm a s fizenou velikosti péru jak ve spodni ¢asti materialu (400 mikront) o tloust'ce 3 mm, tak
1 v horni ¢asti materialu (520 mikronti) o tloust’ce 1 mm. Po navlhCeni zistava substrat u dna
desticky a neplave. Je proto velmi vhodnym materidlem pro osazeni riiznymi buitkami a jejich
sledovani. (Obr. 5a). Porozita byla 99,5 % pro prvni vrstvu a 98,5 % pro horni vrstvu. Porozita
byla urovana na zaklad¢ analyzy zobrazeni 3D struktury lyofilizované¢ho materialu ziskané
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pomoci mikroCT pocitaCového tomografu (napiiklad Nano3DX Rigaku, Japan). Uvadéné
hodnoty jsou primérem méfeni na materialech z 5 nahodn¢ vybranych jamek desticky.

Priklad 7

Jamky kultivaéni desticky obsahujici 48 jamek byly sendviCové (vrstva po vrstv€) vyplnény
netoxickym materiadlem v pofadi:

1. Ultracista voda (Milipore, Cistota II)

2. Kolagenni hmota (homogenni roztok bovinniho kolagenu typu I, koncentrace 2 % hmotn.
v ultradisté vod¢)

3. Kolagenni hmota (homogenni roztok bovinniho kolagenu typu I, koncentrace 0,5 % hmotn. a
20 % hmotn. chitosanu na kolagenovou susinu v ultraisté vod<)

4. Ultracista voda (Milipore, Cistota II).

Desticka s netoxickym materialem byla kontrolovanym zpusobem po kazdém kroku vrstveni
zmrazena nejprve na —18 °C (1h), poté na -35 °C (1h) a nakonec vysuSena pii teploté
kondenzatoru —-95 °C do konstantni hmotnosti. Po vysuseni je vzorek kolagenu kovalentné
zesitovan pomoci EDC/NHS piimo v desticee, opét vysusen stejnym zplisobem, jak je popsano
vySe. Vysledkem je desticka obsahujici heterogenni porézni kolagenni skafold s celkovou
tloustkou 8 mm a s fizenou velikosti poru jak ve spodni ¢asti materialu (100 mikronu) tloustky
2 mm, tak i v horni ¢asti materialu (600 mikroni) tloustky 6 mm. Po navlhéeni zustava substrat u
dna desticky a neplave. Je proto velmi vhodnym materialem pro osazeni riznymi buikami a
jejich sledovani. (Obr. 5b). Porozita byla 98,5 % pro prvni vrstvu a 98 % pro horni vrstvu.
Porozita byla ur€ovana na zaklad¢ analyzy zobrazeni 3D struktury lyofilizovaného materialu
ziskané pomoci mikroCT pocitaCového tomografu (napiiklad Nano3DX Rigaku, Japan).
Uvadéné hodnoty jsou primérem méteni na materialech z 5 nahodné vybranych jamek desticky.

Priklad 8

Jamky kultiva¢ni desticky obsahujici 24 jamek byly sendviCové (vrstva po vrstv€) vyplnény
netoxickym materidlem v potadi:

1. Ultracista voda (Milipore, Cistota II)

2. Kolagenni hmota (homogenni roztok bovinniho kolagenu typu I, koncentrace 0,5 % hmotn.
v ultradisté vod¢)

3. Kolagenni hmota (homogenni roztok bovinniho kolagenu typu I, koncentrace 0,5 % hmotn. a
30 % hmotn. oxidované celuldézy na kolagenovou susinu v ultracisté vod<)

4. Ultracista voda (Milipore, Cistota II).

Desticka s netoxickym materialem byla kontrolovanym zpusobem po kazdém kroku vrstveni
zmrazena nejprve na —18 °C (1h), poté na —-35 °C (1h), a nakonec vysuSena pii teploté
kondenzatoru —-95 °C do konstantni hmotnosti. Po vysuseni je vzorek kolagenu kovalentné
zesitovan pomoci EDC/NHS piimo v desticee, opét vysusen stejnym zplsobem, jak je popsano
vyse. Vysledkem je desticka obsahujici heterogenni porézni kolagenni skafold o celkové tloustce
10 mm a s fizenou velikosti porii jak ve spodni ¢asti materialu (400 mikrond) tloustky 4 mm, tak
1 v horni ¢asti materialu (350 mikront) tloustky 6 mm. Po navlhéeni zustava substrat u dna
desticky a neplave. Je proto velmi vhodnym materidlem pro osazeni riiznymi buitkami a jejich
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sledovani. (Obr. 6a). Porozita byla 99,5 % pro prvni vrstvu a 98,3 % pro horni vrstvu. Porozita
byla urovana na zaklad¢ analyzy zobrazeni 3D struktury lyofilizovaného materialu ziskané
pomoci mikroCT pocitaCového tomografii (napfiklad Nano3DX Rigaku, Japan). Uvadéné
hodnoty jsou primérem méfeni na materialech z 5 nahodn¢ vybranych jamek desticky.

Priklad 9

Jamky kultivaéni desticky obsahujici 96 jamek byly sendviCové (vrstva po vrstv€) vyplnény
netoxickym materidlem v potadi:

1. Ultracista voda (Milipore, Cistota II)

2. Kolagenni hmota (homogenni roztok bovinniho kolagenu typu I, koncentrace 0,5 % hmotn.
v ultradisté vod¢)

3. Kolagenni hmota (homogenni roztok bovinniho kolagenu typu I, koncentrace 0,5 % hmotn. a
15 % hmotn. lyzatu bovinnich krevnich desti¢ek na kolagenovou susinu v ultracisté vodc)

4. Ultracista voda (Milipore, Cistota II).

Desticka s netoxickym materialem byla kontrolovanym zpusobem po kazdém kroku vrstveni
zmrazena nejprve na —18 °C (1h), poté na —-35 °C (1h), a nakonec vysuSena pii teploté
kondenzatoru -95 °C do konstantni hmotnosti. Po vysuseni je vzorek kolagenu kovalentné
zesitovan pomoci EDC/NHS piimo v desticee, opét vysusen stejnym zpusobem, jak je popsano
vyse. Vysledkem je desticka obsahujici heterogenni porézni kolagenni skafold tloustky 6 mm a
s fizenou velikosti pora jak ve spodni ¢asti materialu (400 mikronti), tak 1 v horni ¢asti materialu
(420 mikront). Po navlhéeni zistava substrat u dna desticky a neplave. Je proto velmi vhodnym
materialem pro osazeni ruznymi buiikami a jejich sledovani. (Obr. 6b). Porozita byla 99,5 % pro
prvni vrstvu a 99 % pro horni vrstvu. Porozita byla urovana na zaklad¢ analyzy zobrazeni 3D
struktury lyofilizovaného materialu ziskané pomoci mikroCT pocitatového tomografu (napiiklad
Nano3DX Rigaku, Japan). Uvadéné hodnoty jsou prumérem méfeni na materialech z 5 ndhodné
vybranych jamek desticky.

Priklad 10

Jamky kultivaéni desticky obsahujici 24 jamek byly sendviCové (vrstva po vrstv€) vyplnény
netoxickym materidlem v pofadi:

1. Ultracista voda (Milipore, Cistota II)

2. Kolagenni hmota (homogenni roztok bovinniho kolagenu typu I, koncentrace 0,5 % hmotn.
v ultradisté vod¢)

3. Kolagenni hmota (homogenni roztok bovinniho kolagenu typu I, koncentrace 0,5 % hmotn. a
20 % hmotn. chitosanu a 10 % hmotn. lyzatu bovinnich krevnich desti¢ek na kolagenovou susinu
ultracisté vodg)

4. Ultracista voda (Milipore, Cistota II).

Desticka s netoxickym materialem byla kontrolovanym zpusobem po kazdém kroku vrstveni
zmrazena nejprve na —18 °C (1h), poté na -35°C (1h), a nakonec vysuSena pii teplotd
kondenzatoru -95 °C do konstantni hmotnosti. Po vysuseni je vzorek kolagenu kovalentné
zesitovan pomoci EDC/NHS piimo v desticee, opét vysusen stejnym zpusobem, jak je popsano
vyse. Vysledkem je desticka obsahujici heterogenni porézni kolagenni skafold tloustky 10 mm a
s fizenou velikosti pori jak ve spodni ¢asti materialu (400 mikronit) tloustky 3 mm, tak 1 v horni
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¢asti materialu (380 mikronil) tloustky 7 mm. Po navlh¢eni zustava substrat u dna desticky a
neplave. Je proto velmi vhodnym materidlem pro osazeni riznymi buiikami a jejich sledovani.
(Obr. 7a). Porozita byla 99,5 % pro prvni vrstvu a 98,5 % pro horni vrstvu. Porozita byla
urovana na zaklad¢ analyzy zobrazeni 3D struktury lyofilizovaného materialu ziskané pomoci
mikroCT pocitatového tomografu (napfiklad Nano3DX Rigaku, Japan). Uvadéné hodnoty jsou
pramérem méteni na materialech z 5 nahodn€ vybranych jamek desticky.

Priklad 11

Jamky kultivaéni desticky obsahujici 96 jamek byly sendviCové (vrstva po vrstv€) vyplnény
netoxickym materidlem v potadi:

1. Ultracista voda (Milipore, Cistota II)

2. Kolagenni hmota (homogenni roztok bovinniho kolagenu typu I, koncentrace 0,5 % hmotn.
v ultradisté vod¢)

3. Kolagenni hmota (homogenni roztok bovinniho kolagenu typu I, koncentrace 0,5 % hmotn., s
pridavkem 20 % hmotn. oxidované celulozy a 10 % hmotn. lyzatu bovinnich krevnich desticek,
vztazeno na kolagenovou susinu, v ultracisté vodg)

4. Ultracista voda (Milipore, Cistota II).

Desticka s netoxickym materialem byla kontrolovanym zptisobem po kazdém kroku vrstveni
zmrazena nejprve na —18 °C (1h), poté na -35 °C (1h) a nakonec vysuSena pii teploté
kondenzatoru -95 °C do konstantni hmotnosti. Po vysuseni je vzorek kolagenu kovalentné
zesitovan pomoci EDC/NHS pfimo v desti¢ee, opét vysusen stejnym zpusobem, jak je popsano
vyse. Vysledkem je desticka obsahujici heterogenni porézni kolagenni skafold o tloustce 6 mm a
s fizenou velikosti pora jak ve spodni ¢asti materialu (400 mikronu) tloustky 2 mm, tak 1 v horni
¢asti materialu (250 mikronil) tloustky 4 mm. Po navlh¢eni zustava substrat u dna desticky a
neplave. Je proto velmi vhodnym materidlem pro osazeni riznymi buiikami a jejich sledovani.
(Obr. 7b). Porozita byla 99,5 % pro prvni vrstvu a 98 % pro horni vrstvu. Porozita byla urCovana
na zakladé analyzy zobrazeni 3D struktury lyofilizovaného materialu ziskané pomoci mikroCT
pocitatového tomografu (napriklad Nano3DX Rigaku, Japan). Uvadéné hodnoty jsou primérem
meéieni na materialech z 5 nahodn€ vybranych jamek desticky.

Priklad 12

Jamky kultivani desticky obsahujici 24 jamek byly sendviCové (vrstva po vrstv€) vyplnény
netoxickym materiadlem v pofadi:

1. Ultracista voda (Milipore, Cistota II)

2. Kolagenni hmota (heterogenni suspenze, decelularizované kolagenni tkan¢ obsahujici
puvodni bioaktivni proteiny, koncentrace 0,7 % hmotn. v ultracisté¢ vodg)

3. Kolagenni hmota (heterogenni suspenze decelularizované kolagenni tkan€ obsahujici puvodni
bioaktivni proteiny, koncentrace 0,5 % hmotn. v ultracisté vod¢)

4. Ultracista voda (Milipore, Cistota II).
Desticka s netoxickym materidlem byla kontrolovanym zplisobem po kazdém kroku vrstveni
zmrazena nejprve na —18 °C (1h), poté na -35 °C (lh), a nakonec vysuSena pii teploté

kondenzatoru —95 °C do konstantni hmotnosti. Vysledkem je desticka obsahujici heterogenni
porézni kolagenni skafold o celkové tloust’ce 10 mm s fizenou velikosti pora jak ve spodni Casti
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materialu (300 mikronit) tloustky 2 mm, tak 1 v horni ¢asti materialu (400 mikronu) tloustky
8 mm. Po navlhéeni zhstava substrat u dna desticky a neplave. Je proto velmi vhodnym
materialem pro osazeni riznymi buikami a jejich sledovani. Porozita byla 88,5 % pro prvni
vrstvu a 91 % pro hormni vrstvu. Porozita byla urCovana na zakladé analyzy zobrazeni 3D
struktury lyofilizovaného materialu ziskané pomoci mikroCT pocitacového tomografu (napiiklad
Nano3DX Rigaku, Japan). Uvadéné hodnoty jsou primérem méfeni na materialech z 5 ndhodné
vybranych jamek desticky.

Priklad 13

Jamky kultivaéni desticky obsahujici 24 jamek byly sendviCové (vrstva po vrstv€) vyplnény
netoxickym materidlem v potadi:

1. Ultracista voda (Milipore, Cistota II)

2. Kolagenni hmota (heterogenni suspenze decelularizované kolagenni tkané obsahujici ptivodni
bioaktivni proteiny, koncentrace 0,7 % hmotn. ultracisté vod¢)

3. Kolagenni hmota (heterogenni suspenze decelularizované kolagenni tkané obsahujici ptivodni
bioaktivni proteiny, koncentrace 0,5 % hmotn. a obohacena 2 mikro pg rastového faktoru TGF—J3
v ultradisté vod¢)

4. Ultracista voda (Milipore, Cistota II).

Desticka s netoxickym materialem byla kontrolovanym zpusobem po kazdém kroku vrstveni
zmrazena nejprve na —18 °C (1h), poté na —-35 °C (1h), a nakonec vysuSena pii teploté
kondenzatoru —95 °C do konstantni hmotnosti. Vysledkem je desticka obsahujici heterogenni
porézni kolagenni skafold o tloustce 10 mm a s fizenou velikosti port jak ve spodni Casti
materialu (300 mikronit) tloustky 5 mm, tak 1 v horni ¢asti materialu (400 mikronu) tloustky
5mm. Po navlheni zlstava substrat u dna desticky a neplave. Je proto velmi vhodnym
materialem pro osazeni riznymi butikami a jejich sledovani. Porozita byla 88,5 % pro prvni
vrstvu a 91 % pro hormni vrstvu. Porozita byla urCovana na zakladé analyzy zobrazeni 3D
struktury lyofilizovaného materialu ziskané pomoci mikroCT pocitatového tomografu (napiiklad
Nano3DX Rigaku, Japan). Uvadéné hodnoty jsou prumérem méfeni na materialech z 5 ndhodné
vybranych jamek desticky.

Priklad 14

Jamky kultivaéni desticky obsahujici 24 jamek byly sendviCové (vrstva po vrstv€) vyplnény
netoxickym materidlem v pofadi:

1. Ultracista voda (Milipore, Cistota II)

2. Kolagenni hmota (homogenni roztok bovinniho kolagenu typu I, koncentrace 0,5 % hmotn.
v ultradisté vod¢)

3. Zelatinova nanovlakna modifikovana haloisitem (vrstva ndhodné orientovanych nanovlaken
praméru 180 nm, plosna koncentrace 20 % hmotn.)

4. Ultracista voda (Milipore, Cistota II).
Desticka s netoxickym materialem byla kontrolovanym zpusobem po kazdém kroku vrstveni
zmrazena nejprve na —18 °C (1h), poté na —-35 °C (1h), a nakonec vysuSena pii teploté

kondenzatoru —95 °C do konstantni hmotnosti. Po vysuseni je prvni vrstva kolagenu kovalentné
zesitovana pomoci EDC/NHS piimo v destiCee, opét vysusena stejnym zptisobem, jak je popsano
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vySe a pot¢ je nanesena vrstva Zelatinovych nanovlaken obsahujicich 1 % hmotn. haloisitu.
Vysledkem je desticka obsahujici laminovany porézni kolagenni skafold s fizenou velikosti poru
jak ve spodni vrstvé materialu (400 mikroni) tloustky 2 mm, tak i v horni vrstvé materialu (50
mikront) tloustky 2 mm. Po navlh¢eni ziistava substrat u dna desticky a neplave. Je proto velmi
vhodnym materialem pro osazeni riznymi buiikami a jejich sledovani. Porozita v nanovlakenné
casti byla 75 % a 99,3 % pro vrstvu o koncentraci 0,5 % hmotn. kolagenu. Porozita byla
urovana na zaklad¢ analyzy zobrazeni 3D struktury lyofilizovaného materialu ziskané pomoci
mikroCT pocitatového tomografu (napfiklad Nano3DX Rigaku, Japan). Uvadéné hodnoty jsou
pramérem méfeni na materialech z 5 nahodné vybranych jamek desticky. Standardni odchylka
pramérnych hodnot porozity byla mensi nez 10 % této hodnoty.

Priklad 15

Jamky kultivaéni desticky obsahujici 48 jamek byly sendviCové (vrstva po vrstv€) vyplnény
netoxickym materidlem v potadi:

1. Ultracista voda (Milipore, Cistota II)

2. Blokovy kopolymer PLA-PGA-PEG (micelami gel, koncentrace 1 % hmotn. v ultracisté
vodg)

3. Chitosan (homogenni roztok chitosanu, koncentrace 2 % hmotn.)
4. Ultracista voda (Milipore, Cistota II).

Desticka s netoxickym materialem byla kontrolovanym zpusobem po kazdém kroku vrstveni
zmrazena nejprve na —18 °C (1h), poté na —-35 °C (1h), a nakonec vysuSena pii teploté
kondenzatoru —95 °C do konstantni hmotnosti. Po vysuseni prvni vrstvy blokového kopolymeru
je nanesena vrstva chitosanova. Vysledkem je desticka obsahujici laminovany porézni kolagenni
skafold s fizenou velikosti pora jak ve spodni vrstvé materialu (400 mikronu) tloustky 2 mm, tak
1 v horni vrstvé materialu (380 mikrona) tloustky 2 mm. Po navlh¢eni zistava substrat u dna
desticky a neplave. Je proto velmi vhodnym materidlem pro osazeni riznymi buitkami a jejich
sledovani. Porozita byla 98,2 % pro prvni vrstvu a 98,8 % pro hormi vrstvu. Porozita byla
urovana na zaklad¢ analyzy zobrazeni 3D struktury lyofilizovaného materialu ziskané pomoci
mikroCT pocitatového tomografu (napfiklad Nano3DX Rigaku, Japan). Uvadéné hodnoty jsou
pramérem méteni na materialech z 5 nahodn€ vybranych jamek desticky.

Priklad 16

Jamky kultivaéni desticky obsahujici 48 jamek byly sendviCové (vrstva po vrstv€) vyplnény
netoxickym materidlem v pofadi:

1. Ultracista voda (Milipore, Cistota II)

2. Kolagenni hmota (heterogenni suspenze decelularizované kolagenni tkan€ obsahujici puvodni
bioaktivni proteiny, koncentrace 0,7 % hmotn. v ultracisté vod¢)

3. Zelatinova nanovlakna modifikovana haloisitem (vrstva nahodné orientovanych nanovlaken
praméru 180 nm, plosna koncentrace 20 % hmotn.)

4. Kolagenni hmota (homogenni roztok bovinniho kolagenu typu I, koncentrace 0,5 % hmotn. v
ultracisté vodg)

5. Ultracista voda (Milipore, Cistota II).

-12 -



10

15

20

25

30

35

40

45

50

CZ 308138 B6

Desticka s netoxickym materialem byla kontrolovanym zptisobem po kazdém kroku vrstveni
zmrazena nejprve na —18 °C (1h), poté na -35 °C (1h) a nakonec vysuSena pii teploté
kondenzatoru —95 °C do konstantni hmotnosti. Po vysuseni prvni vrstvy decelularizované tkané
tloustky 2 mm je nanesena vrstva nanovlaken tloustky 0,5 mm a nasledné vrstva homogenniho
roztoku kolagenu tloustky 2 mm. Po vysuseni je horni vrstva kolagenu kovalentné zesitovana
pomoci EDC/NHS piimo v desticce a opét vysusena stejnym zplsobem, jak je popsano vyse
Vysledkem je desticka obsahujici laminovany porézni kolagenni skafold s fizenou velikosti poru
jak ve spodni vrstvé materialu (380 mikront) tloustky 2 mm, tak i v horni vrstvé materialu (400
mikront) tloustky 2 mm. Ob¢ vrstvy jsou oddéleny nanovlakennou membranou spory o velikosti
cca 80 um. Po navlhéeni zhstava substrat u dna desticky a neplave. Je proto velmi vhodnym
materialem pro osazeni ruznymi butikami a jejich sledovani. Porozita v nanovlakenné ¢asti byla
75 %, vrstva decelularizované kolagenni hmoty méla porozitu 90 % a 99,3 % pro vrstvu o
koncentraci 0,5 % hmotn. kolagenu. Porozita byla ur€ovana na zaklad¢ analyzy zobrazeni 3D
struktury lyofilizovaného materialu ziskané pomoci mikroCT pocitatového tomografu (napiiklad
Nano3DX Rigaku, Japan). Uvadéné hodnoty jsou primérem meéfeni na materidlech z 5 nahodné
vybranych jamek desticky. Standardni odchylka primémych hodnot porozity byla mensi nez
10 % této hodnoty.

Priklad 17

Jamky kultiva¢ni desticky obsahujici 96 jamek byly sendviCové (vrstva po vrstvé) vyplnény
netoxickym materiadlem v pofadi:

1. Ultracista voda (Milipore, Cistota II)
2. Chitosanova hmota (homogenni roztok chitosanu, koncentrace 2 % hmotn. v ultracisté vod¢)

3. Modifikovana gum-karaya (vrstva hydrogelu gum karayi obsahujici oxidovanou celulozu,
koncentrace 20 % hmotn. celulézy na suSinu gum—karayi, koncentrace gum karayi 2 % hmotn.)

4. Ultracista voda (Milipore, Cistota II).

Desticka s netoxickym materialem byla kontrolovanym zptisobem po kazdém kroku vrstveni
zmrazena nejprve na —18 °C (1h), poté na —-35 °C (1h), a nakonec vysuSena pii teploté
kondenzatoru —-95 °C do konstantni hmotnosti. Po vysuSeni prvni vrstvy je nanesena vrstva
hydrogelu na bazi modifikované gum karayi. Vysledkem je desticka obsahujici laminovany
porézni skafold s fizenou velikosti poru jak ve spodni vrstvé materialu (380 mikronti) tloustky
2 mm, tak i v horni vrstvé materialu (150 mikronu) tloustky 2 mm. Po navlh¢eni zlistava substrat
u dna desticky a neplave. Je proto velmi vhodnym materidlem pro osazeni riznymi buitkami a
jejich sledovani. Porozita byla 98,5 % pro prvni vrstvu a 98 % pro horni vrstvu. Porozita byla
urovana na zaklad¢ analyzy zobrazeni 3D struktury lyofilizovaného materialu ziskané pomoci
mikroCT pocitatového tomografu (napfiklad Nano3DX Rigaku, Japan). Uvadéné hodnoty jsou
prumérem méfeni na materidlech z 5 ndhodné vybranych jamek desticky.

Priklad 18

Jamky kultiva¢ni desticky obsahujici 96 jamek byly sendviCové (vrstva po vrstv€) vyplnény
netoxickym materiadlem v pofadi:

1. Ultracista voda (Milipore, Cistota II)

2. Kolagenni hmota (homogenni roztok bovinniho kolagenu typu I, koncentrace 0,5 % hmotn.
v ultradisté vod¢)

3. Chitosan (homogenni roztok chitosanu, koncentrace 2 % hmotn.)
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4. Ultracista voda (Milipore, Cistota II).

Desticka s netoxickym materialem byla kontrolovanym zptisobem po kazdém kroku vrstveni
zmrazena nejprve na —18 °C (1h), poté na —-35 °C (1h), a nakonec vysuSena pii teploté
kondenzatoru —95 °C do konstantni hmotnosti. Po vysuseni je prvni vrstva kolagenu kovalentné
zesitovana pomoci EDC/NHS piimo v destiee, opét vysusena stejnym zpaisobem, jak je popsano
vys$e a pot¢ je nanesena vrstva chitosanova, kterd je opét vysuSena zptisobem popsanym vyse.
Vysledkem je desticka obsahujici heterogenni porézni kolagenni skafold tloustky 5 mm s fizenou
velikosti poru jak ve spodni ¢asti materialu (400 mikront), tak 1 v horni ¢asti materialu (380
mikront1). Po navlh¢eni zustava substrat u dna desticky a neplave. Je proto velmi vhodnym
materialem pro osazeni riiznymi bunikami a jejich sledovani. Porozita byla 99,5 % pro prvni
vrstvu a 98 % pro horni vrstvu. Porozita byla urCovana na zakladé analyzy zobrazeni 3D
struktury lyofilizovaného materialu ziskan¢ pomoci mikroCT pocitacového tomografii (napftiklad
Nano3DX Rigaku, Japan). Uvadéné hodnoty jsou primérem meéfeni na materidlech z 5 nahodné
vybranych jamek desticky.

Priklad 19

Jamky kultiva¢ni desticky obsahujici 96 jamek byly sendviCové (vrstva po vrstv€) vyplnény
netoxickym materiadlem v pofadi:

1. Ultracista voda (Milipore, Cistota II)

2. Kolagenni hmota (homogenni roztok bovinniho kolagenu typu I, koncentrace 0,5 % hmotn.
v ultradisté vod¢)

3. Silk fibroin (vodni suspenze, koncentrace 2 % hmotn.)
4. Ultracista voda (Milipore, Cistota II).

Desticka s netoxickym materialem byla kontrolovanym zptisobem po kazdém kroku vrstveni
zmrazena nejprve na —18 °C (1h), poté na —-35 °C (1h), a nakonec vysuSena pii teploté
kondenzatoru —-95 °C do konstantni hmotnosti. Po vysuseni je prvni vrstva kolagenu tloustky 2,5
mm kovalentné zesitovana pomoci EDC/NHS piimo v destiCce, opét vysuSena stejnym
zpusobem, jak je popsano vyse a poté je nanesena vrstva suspenze silk fibroinu tloustky 1,5 mm,
ktera je opét vysusena zpusobem popsanym vyse. Vysledkem je desticka obsahujici heterogenni
porézni kolagenni skafold s fizenou velikosti pora jak ve spodni ¢asti materialu (400 mikrona),
tak 1 v horni ¢asti materialu (380 mikronu). Po navlhCeni zustava substrat u dna desticky a
neplave. Je proto velmi vhodnym materidlem pro osazeni riznymi buiikami a jejich sledovani.
Porozita byla 99,5 % pro prvni vrstvu a 97,6 % pro homi vrstvu. Porozita byla ur¢ovana na
zaklad¢ analyzy zobrazeni 3D struktury lyofilizovaného materialu ziskané pomoci mikroCT
pocitatového tomografu (napriklad Nano3DX Rigaku, Japan). Uvadéné hodnoty jsou primérem
meéieni na materialech z 5 nahodn€ vybranych jamek desticky.

PATENTOVE NAROKY

1. Nosi¢ pro kultivaci bun¢k, vyznaleny tim, Z¢ obsahuje vicejamkovou desticku, pficemz v
jamkach jsou umistény porézni substraty, s vyhodou s porozitou > 90 %, upravené pro kultivaci
buné¢k, adherujici k povrchu jamek.

2. Nosi¢ podle naroku 1, vyznafeny tim, Ze porézni substrat je umistén v alespoii jedné jamce
vicejamkové desticky, s vyhodou jsou porézni substraty umistény alesponi ve Ctvrtingé jamek

-14 -



10

15

20

25

30

35

40

45

50

CZ 308138 B6

vicejamkové desticky, vyhodnéji alespon v polovin€ jamek vicejamkové desticky, nebo ve vSech
jamkach vicejamkové desticky.

3. Nosi¢ podle naroku 1 nebo 2, vyznaleny tim, Z¢ vicejamkova desticka je z materialu
vybran¢ho ze skupiny zahrujici plasty, sklo, kovy, keramiku, a kombinace téchto materiali.

4. Nosi¢ podle kteréhokoliv z prfedchazejicich narokd, vyznafeny tim, Ze je porézni substrat
sloZen alesponi ze dvou vrstev, liSicich se materidlovym sloZenim, pfitomnosti a/nebo sloZzenim
aditiv, a/nebo porozitou.

5. Nosi¢ podle kter¢hokoliv z pfedchazejicich naroka, vyznafeny tim, Ze velikost poru
porézniho substratu je v rozmezi 0,1 az 1000 pm, s vyhodou v rozmezi 5 az 1000 um nebo v
rozmezi 100 az 2000 nm nebo v rozmezi 50 az 600 pm.

6. Nosi¢ podle kter¢hokoliv z predchazejicich naroku, vyznaceny tim, zZe material porézniho
substratu je vybran ze skupiny zahrnujici proteiny extracelularni matrix; strukturni proteiny jako
je kolagen, fibrin, silk fibroin, elastin ¢i Zelatina, decelularizovanou kolagenni tkar;
polysacharidy jako kyselina hyaluronova a jeji derivaty, chitosan a jeho derivaty, Skrob,
pryskyficné gumy, celuléoza a derivaty celuldzy, pryskyfice; syntetické biokompatibilni
polymery, jako je kyselina polymlécna, polyglykolova, polyethylenglykol a jejich blokové
kopolymery, polykaprolakton, polyhydroxybutyrat, polyurethany; keramické pfirodni
nanotrubky; a smési téchto materiali; pfi¢emz material porézniho substratu muze byt volitelnd
zesitovany, a/nebo material porézniho substratu mize volitelné obsahovat jako aditiva bioaktivni
proteiny, jejich fragmenty ¢€i smési, fosfaty ¢i organické nebo anorganické nanocastice, napf.
hydroxyapatit, alfa— nebo beta—trikalcium fosfat, oxidové keramiky, napt. SiO: kovy, napt. Ag,
Au, Mg, ¢i nanocastice kovil s kovalentné ¢i fyzikaln€ vazanymi organickymi ligandy.

7. Nosi¢ podle kteréhokoliv z predchazejicich narokti, vyznaleny tim, Ze porézni substrat ma
nejmensi rozmér alespont 10 mikrometru, s vvhodou alespoii 100 mikrometri, vyhodnéji alespor
0,5 mm, nejvyhodngji 1 az 10 mm.

*

Zpusob piipravy nosice pro kultivaci bunék, vyznaceny tim, Ze zahrnuje nasledujici kroky:

— naneseni vrstvy rozpoustédla do alespon jedné jamky vicejamkové desticky a jeji zmrazeni,

— naneseni do uvedené alespon jedné jamky alespoi jedné vrstvy materialu porézniho substratu,
po naneseni kazdé vrstvy je material zmrazen,

— naneseni kryci vrstvy rozpoustédla do uvedené alesponl jedné jamky, jeji zmrazeni, a

— lyofilizaci po naneseni kazdé vrstvy nebo po naneseni vsech vrstev.

9. Zpusob podle naroku 8, vyznaleny tim, 7z¢ zmrazeni se¢ provadi dvoukrokové, nejprve
zmrazenim na teplotu mezi -5 az —40 °C, a potom zmraZenim na teplotu mezi —20 az —60 °C.

10. Zpusob podle naroku 8 nebo 9, vyznadeny tim, Ze lyofilizace se provadi pii teplote nizsi nez
—70 °C, s vyhodou niz§iho neZ atmosférického tlaku, vyhodnéji za tlaku 1000 Pa a méné.

11. Zpisob podle kteréhokoliv z narokli 8 az 10, vyznaceny tim, Ze materidl porézniho
substratu se nanasi ve form¢ roztoku v rozpoustédle, suspenze, acrogelu, emulze, hydrogelu,

mikrodastic nebo nanovlaken.

12. Zpisob podle kteréhokoliv z narokli 8 az 11, vyznaceny tim, Ze materidl porézniho
substratu se zesituje sitovacim ¢inidlem.

13. Pouziti nosi¢e podle kteréhokoliv z naroku 1 az 7 pro osazeni bunénym materidlem, jeho
kultivaci a popfipad¢€ naslednou analyzu.

3 vykresy
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Obr. 3
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