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Kolagenni kompozit pro Fizené uvoliiovani aktivnich latek a zptsob jeho pripravy

Oblast techniky

Predmétem vynalezu je kolagenni kompozit, v némz se sttida alespon jedna vrstva vysoce porézni,
degradovatelné kolagenni pény s hemostatickymi ucinky s alespon jednou vrstvou kolagennich
vlaken, a ktery je schopen fizeného lokalniho uvoliiovani aktivnich latek, naptiklad antibiotik, pro
pouziti formou kryti ran v chirurgii, ortopedii, traumatologii a plastické chirurgii. Predmétem
vynalezu je 1 zplsob ptipravy kolagenniho kompozitu.

Dosavadni stav techniky

Krvéceni na vétSich plochach pfi chirurgickych zékrocich je pomérné Castym a velmi zavaznym
problémem a v krajnich pfipadech mtze znamenat i ohrozeni zivota pacienta. Dal§im zdvaznym
problémem je proniknuti infekce do organismu. Pfi postoperacni administraci antibiotik nastava
problém systémového zatizeni organismu, Casto nedostatecného priniku do operacni rany a v
urcitych ptipadech muze dojit i k systémové toxicite.

Jednim z feSeni je pouziti lokalné antiseptického neadhezivniho materialu. Mimo podstatnou
lokélné antiseptickou funkci mize mit tento materidl souCasn¢é také lokaln€¢ hemostatické a
anestetické vlastnosti.

Kolageny izolované z tkani velkych savca jako krava, prase nebo kiin jsou hojné vyuzivany v
biomateridlovém inZenyrstvi. Jejich nevyhodou jsou potencialni alergické reakce, kterymi trpi 3 az
4% populace. ReSeni se nabizi v pouziti rybiho kolagenu, ktery vykazuje excelentni
biokompatibilitu. Izolace kolagenu z kiize ryb navic neptedstavuje takové riziko pienosu rtiznych
chorob, jako v pfipad¢ extrakce z vepiové nebo hovézi kiize (BSE, PrPSc). Rybi kolagen vykazuje
niz§i reprodukovatelnost, co se ty¢e jeho strukturnich vlastnosti, v porovnani s kolageny
izolovanymi z velkych savci. Tento nedostatek je mozné odstranit jeho chemickym sitovanim
pomoci sloucenin na bazi karboimidu, které jsou v chemii kolagenu bézné pouzivany. Podminky
sitovani ovliviuji vyslednou miru zesiténi kolagenniho materialu, coz ma ve vysledku velky vliv
na jeho nasakavost a degradacni vlastnosti ve fyziologickém prostfedi. Sitovany kolagen dobte
odolava ionizujicimu zafeni, coZz umoziuje jeho sterilizaci bézné¢ uzivanymi dévkami 25 kGy.
Pomoci lyofiliza¢niho procesu je mozné dale vytvofit trojrozmérny material s danou porozitou.

Kolagenni material je mozné pfipravit rovnéz ve formé nanovlakennych vrstev pomoci
elektrostatického zvlaknovani. Jejich obrovskou vyhodou je velky aktivni povrch, ktery dokaze
efektivné navazat velka mnozstvi chemickych agens a zaroven je pozitivnim faktorem pro adhezi,
proliferaci a rtst bunék.

Takto pfipravené materialy se obecné velmi osvédcily jako nosice 1éCiv s fizenou eluci. Lécivo je
mozné do kolagenu inkorporovat ptimo do roztoku pied danymi procesy zpracovani nebo
dodate¢nou impregnaci hotového materidlu pomoci rozpoustédla, které jednak nedegraduje
strukturu kolagenu a zarovein je schopno rozpustit pozadované 1éCivo. Dodatecna impregnace se
osvédcila jako nejefektivnéjsi zptsob, jelikoz nedochazi k predCasnému uvolnovani 1é¢iva béhem
zpracovani kolagenniho materialu.

Moznost zpracovavat kolagen do rtiznych vyslednych forem (vrstvy, pény apod.), jeho snadna a
ekonomicka dostupnost (odpadni material v potravinafstvi) spolu s jeho biokompatibilnimi a
zaroven hemokoagulacnimi vlastnostmi jej ¢ini jako optimalniho kandidata pro vyuziti v
hemostatickych pénéch pro kryti operacnich a pooperacnich ran.
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Nejcastéji pouzivanym antibiotikem v kolagennich 1ékovych formach je gentamicin. V klinické
praxi nasly tyto pfipravky vyuZiti pfedev§im ve stomatologii, bfi$ni chirurgii a traumatologii. V
posledni dobé se objevuji také klinické studie z oblasti kardiochirurgie, které potvrzuji efektivitu
tohoto piistupu v prevenci pooperacnich infekci. Existuji rovnéz studie zabyvajici se vyuzitim
kolagenni matrice s tetracyklinem a metronidazolem v dentdlni chirurgii. Za tcelem terapie
periodontitidy jsou pouzivany kolagenni matrice uvoliiujici chlorhexidin v duting Gstni. V naprosté
vétsing studii a klinicky pouzivanych vyrobki je zakladni matrici kolagen sav¢i (bovinni, nebo
kotisky). Vzacné je kromé savciho kolagenu za timto ucelem vyuzivén i kolagen z moiskych ryb
— pouze pro aplikaci chlorhexidinu ve stomatologii. Déle jsou dostupna in vitro data a data ze
zvitecich experimentli pro ciprofloxacin. Z uvedeného vyplyva, ze rybi kolagen, a to kolagen
z motskych, nikoli sladkovodnich ryb, je klinicky vyuzivan jako matrice pro uvoliiovani 1é¢iv zcela
okrajové pouze pro terapii periodontitidy chlorhexidinem. Neni pouzivan pro 1écbu antibiotiky.
Dalsi zajimavou moznosti, ktera neni v souc¢asné dob¢ dostupna, by bylo pouziti vankomycinu v
kolagenové péné. V klinické praxi je vankomycin pouzivan pievazné v lokalni 1é¢b¢ fraktur — byly
pouzity vankomycinem impregnované kordlky a kostni alografty v kombinaci s cementem
obsahujicim aminoglykosidy pfi nahradé kycelniho kloubu. Vankomycinem impregnované
kolagenni pény studovany nebyly. Vzhledem k tomu, zZe vankomycin, stejn€ jako aminoglykosidy
nedostatecné penetruje do tkdni je systémova aplikace k terapii infekci pooperacnich ran
problematickd. Lokalni aplikace s postupnym uvoliiovanim by v pfipadé tohoto antibiotika byla
obzvlasté¢ vhodna, nebot’ na rozdil od aminoglykosidd je jeho ucinnost zavisla nejenom na vysi
dosazenych koncentraci, ale také na dob¢, kdy koncentrace piesahuje MIC. Hodnota nejlépe
korelujici s klinickou odezvou pfi systémoveé terapii infekci Staphylococcus aureus je AUC/MIC.
Pokud by kolagenni lékové formy zajistily dlouhodobé adekvatni lokalni koncentrace
vankomycinu v rané, bylo by mozné timto zpisobem upustit od systémového pouziti dal§ich
zaloznich antibiotik (ceftarolinu, linezolidu) a jejich Setteni pro zavaznéjsi infekce.

Lokalni aplikace je vhodna predevSim pro antibiotika s nizkou distribuci do tkani, ¢emuz
odpovidaji aminoglykosidy, vankoymcin a nitrofurantoin. Nové umistujeme tyto latky do
kolagenni matrice z kolagenu sladkovodnich ryb, coz je lehce dostupny materidl s nizsi
imunogenitou, nez kolagen ziskavany ze savct. Dosahujeme rtizné miry retardace podle povahy
antibiotika, napt. rychlé uvolnéni a dosazeni vysokych koncentraci u gentamicinu, nebo naopak
pozvolné uvoliiovani vankomycinu — tyto charakteristiky odpovidaji rozdilnému mechanizmu
ucinku antibiotik a rozdilnym cilovym farmakokinetickym parametriim (koncentraéné x Casové
zavisla antibiotika).

Mezi dalsi nevyhody stdvajicich materialii na bazi kolagenu je obtiznd manipulace, protoZe tyto

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

Podstata vynalezu

Nevyhody hemostatickych krycich materiali na bazi kolagenu do znacené miry piekonava
kolagenni kompozit, ktery obsahuje porézni kolagenni pénu. Tento kolagenni kompozit obsahuje
kolagen typu I, ktery je uspotadan do alespon dvou vrstev, pficemz jednou vrstvou je vrstva vysoce
porézni pény a druhou vrstvou je nanovlakenna vrstva, pfiCemz vrstva vysoce porézni pény ma
otevienou porozitu v rozmezi 70 az 90 %, s vyhodou 80 % az 90 %, a stfedni hodnotu velikosti
poru 50 az 200 um, kde alesponi 50 % objemu port je tvoieno pory o velikosti nad 80 um, a piicemz
pramér vlaken je v rozmezi 100 az 350 nm. Nanovlakenna vrstva ma s vyhodou tloustku v rozmezi
0,2 az 0,5 mm. Ve vyhodném provedeni je kolagenni kompozit uspotfadan do vice nez dvou vrstev,
s vyhodou do alespon péti vrstev, kde se pravidelné stfidaji vrstva vysoce porézni pény s
nanovlakennou vrstvou. Objemové mnozstvi vSech nanovlakennych vrstev je v rozmezi 20 az
60 %. Kolagenni kompozit mize dale obsahovat alesponl jednu aktivni latku, pfi¢emz pomeér
kolagenu k celkovému mnozstvi aktivnich latek v kolagennim kompozitu je 40 az 70 % hmotn.
kolagenu na 30 az 60 % hmotn. aktivnich latek. Aktivni latka je s vyhodou vybrana ze skupiny



20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 309204 B6

zahrnujici antibiotikum, anestetikum, antiagregans, antivirotikum, nebo jejich smés, s vyhodou je
to antibiotikum nebo smés antibiotik, napiiklad vybrané ze skupiny zahrnujici vankomycin,
gentamicin, rifampicin, nitrofurantoin.

Vysoce porézni pénou je degradovatelna kolagenni péna pro fizené uvoliiovani aktivnich latek,
ktera obsahuje kolagen typu I a ma otevienou porozitu v rozmezi 70 az 90 % a stfedni hodnotu
velikosti port 50 az 200 um, kde alespon 50 % objemu pért je tvoieno pory o velikosti nad 80 um.
S vyhodou pochazi kolagen z ktize sladkovodnich ryb, kde jsou imunitni reakce vyrazn€ mensi nez
u kolagenu sav¢iho ptivodu, zejména z tkdni velkych savci. Péna miize byt dale impregnovana
alesponi jednou aktivni latkou, ktera se uspofadd do pord pény, pficemz pomér kolagenu k
celkovému mnozstvi aktivnich latek v kolagenni péné je 40 az 70 % hmotn. kolagenu na 30 az
60 % hmotn. aktivnich latek. Aktivni latka je svyhodou vybrana ze skupiny zahrnujici
antibiotikum, anestetikum, antiagregans, antivirotikum, nebo jejich smées, s vyhodou antibiotikum,
napiiklad vankomycin, gentamicin, rifampicin, nitrofurantoin, nebo jejich smés. Péna ma s
vyhodou tloustku v rozmezi 0,5 az 5 cm, napiiklad 1 cm.

Dal$im podstatnym piinosem kompozitu je také skuteCnost, Ze umoznuje deponovat do
nanostrukturovaného a mikrostrukturovaného povrchu s velkym specifickym povrchem a
dostatecnou otevienou porozitou biologicky aktivni latky podle ocekdvaného rozsahu poranéni
nebo poskozeni pred operaci, ale také podle uvazeni operatéra i béhem operace, a to impregnaci
kolagenni pény napf. do roztoku antibiotik. Zaroven resorbovatelny materidl umoziuje jeho
postupné bezpecné vstfebavani do okolni tkan€, a tim i postupné ucinné uvoliiovani v ném
deponovanych biologicky aktivnich latek. Zaroven se ale kompozit podle technického feSeni oproti
stavu techniky diky tomu, Ze se netrhd a nerozpada, vyznacuje snazs$i manipulaci a moznosti
repozice.

Kolagenem typu I je ve vSech provedenich vynalezu s vyhodou kolagen izolovany z kize
sladkovodnich ryb, naptiklad z kiize kapra obecného.

Vysoce porézni péna se vyznacCuje fizenym rozpadem, fizenou porozitou a schopnosti fizeného
uvoliovani aktivnich latek, zejména antibiotik. Tato kolagenova péna ma vysokou miru oteviené
porozity 70 az 90 % obj., velikost pori v rozmezi 50 az 200 pm a je navrzena tak, aby vykazovala
udrzitelné lokalni uvoliiovani aktivnich latek, jejichz celkové mnozstvi je 30 az 60 % hmotn.
Rizeného uvoliiovani aktivnich latek, naptiklad antibiotik, a fizeného rozpadu kolagenové pény je
dosazeno vytvaienim optimalniho mnozstvi pficnych vazeb v molekule kolagenu pfi jeji priprave,
a to bud fyzikdln€, napf. ozafovanim, nebo chemicky, s vyhodou aplikaci N-(3-
dimethylaminopropyl)-N-ethylkarbodiimid hydrochloridu (EDC) a N-hydroxysukcinimidu (NHS).
Rozpad nezesitované vysoce porézni pény bez nebo s aktivnimi latkami, naptiklad s antibiotiky,
lze ptedpokladat v fadu 2 az 7 dnti. Péna sitovana po dobu 2 hodin se rozpadne do 2 tydnt. Péna
sitovana po dobu 3 hodin se rozpadne do 4 tydnt. Péna sitovana po dobu 4 hodin se rozpadne do
6 tydnt. Tyto udaje se tykaji pény, ktera vychazi ze zplsobu piipravy pii pouziti 1 % hmotn.
disperze kolagenu. Pii pouziti jiné vychozi koncentrace se mohou doby rozpadu lisit, ale odbornik
je zjisti rutinnim experimentovanim.

Doba fizeného rozpadu, kterou lze vybrat na zékladé pozadované doby aplikace pény, nasledné
ovliviluje dobu fizeného uvoliiovani aktivnich latek, napiiklad antibiotik (viz ptiklady 2 az 4). U
pény (pii pouziti 1% hmotn. disperze kolagenu pfi ptiprave) zesitované po dobu 2 hodin dochazi
k uvolilovani antibiotik do deseti dnll. U pény zesitované po dobu 3 hodin dochazi k uvolnéni
antibiotik do patnacti dnti. U pény zesitované po dobu 4 hodin dochézi k uvolnéni antibiotik do
dvaceti dnt.

Pti preventivnim pouZiti pény s antibiotiky se s vyhodou pouZije péna s dobou rozpadu maximalné
do dvou tydnii a s uvoliiovanim antibiotik maximalné¢ do deseti dnit s vyhodou Ctyf dnt. V
ptipadech rizika vzniku zanétu, v potencialné infekénim terénu (napt. operace v tfisle, v blizkosti
genitalu, nebo laparoskopické odstranéni zlucniku ¢i slepého stieva) se s vyhodou pouzije péna s
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dobou rozpadu maximalné ¢tyfi tydny a s uvoliiovanim antibiotik maximalné do patnacti dnd, s
vyhodou deseti dnii. V piipadech infekce zplsobené pritomnosti protetického materialu, kde je
vysoké riziko infekce, se s vyhodou pouzije péna s dobou rozpadu maximalné¢ do osmi tydnd s
vyhodou Sesti tydnti a s dobou uvoliiovani antibiotik po dobu maximaln¢ padesati dnl s vyhodou
dvaceti dnti dle citlivosti na vykultivované infek¢ni agens.

Pozadované porozity je dosazeno jednak koncentraci disperze kolagenu, z niz se péna pripravuje,
a jednak teplotou zamrazeni vysledné pény pied lyofilizaci a naslednou impregnaci aktivni latkou.

v

zamrazeni, tim mensi pory vznikaji.

Zakladnim pfinosem tohoto vyndlezu je skutecnost, Ze pouzity kolagen izolovany zklze
sladkovodnich ryb mé hemostatické ucinky a jeho aplikace neni spojena s rizikem alergické reakce
nebo jiné nezadouci imunitni odezvy organizmu. DalSim podstatnym pfinosem tohoto vynalezu je
skute¢nost, ze umoznuje deponovat do mikrostrukturovaného povrchu s velkym specifickym
povrchem a dostatecnou otevienou porozitou biologicky aktivni latky podle o¢ekavaného rozsahu
poranéni nebo poskozeni pred operaci, ale také podle uvazeni operatéra i béhem operace, a to
impregnaci kolagenni pény, napf. v roztoku antibiotik. Zaroven resorbovatelny material umoziuje
jeho postupné bezpecné vstiebavani do okolni tkané, a tim i postupné u¢inné uvoliiovani v ném
deponovanych biologicky aktivnich latek.

Pti pripraveé samotné vysoce porézni kolagenové pény se postupuje tak, ze se odvazené mnozstvi
kolagenu smisi s deionizovanou vodou v koncentraci 0,1 az 3 % hmotn., s vyhodou 0,5 az 1 %
hmotn. kolagenu, kde se kolagen necha nabobtnat pfi teplot€¢ 5 az 15 °C po dobu 1 az 3 hodin.
Vysledna disperze je po homogenizaci zamrazena pti -60 az -90 °C po dobu 3 az 8 hodin a
lyofilizovana do dosazeni konstantni hmotnosti. Stabilita kolagenové pény je po lyofilizaci
s vyhodou zvySena chemickym sitovanim pomoci EDC a NHS, nacez se péna opét zamrazi na -15
az -30 °C po dobu 5 az 7 hodin a lyofilizuje. Pro zajisténi fizeného uvoliiovani aktivni latky do téla
je poslednim krokem piipravy impregnace pény roztokem na bazi alkoholu obsahujicim odvéazené
mnozstvi aktivnich latek, naptiklad antibiotik, ktera jsou s vyhodou vybrana ze skupiny zahrnujici
vankomycin, gentamicin, rifampicin, nitrofurantoin, nebo jejich kombinace tak, aby jejich
vysledné mnozstvi v roztoku bylo 30 az 60 % hmotn. Impregnovana péna se poté mize pouzit
v této form€, nebo mize byt zamrazena a lyofilizovana. Alternativné mize byt impregnace
vybranymi aktivnimi latkami uskutecnéna teprve pied aplikaci pény, pro coz se pouzije vodny
roztok aktivnich latek nebo se aktivni latky smisi s fyziologickym roztokem a péna se aplikuje
ihned, nebo az po odpateni kapalné faze, tedy po dosazeni konstantni hmotnosti pény. Timto
postupem je ziskana péna s vyslednym mnozstvim kolagenu 40 az 70 % hmotn. a 30 az 60 %
hmotn. aktivnich latek.

Pfi ptipraveé nanostrukturované vysoce porézni kompozitni kolagenni pény se postupuje tak, Ze se
nejprve pripravi nanovlakenna vrstva, a to naptiklad zptisobem popsanym v Ceské piihlasce
vynalezu PV 2016-656. Vrstva se s vyhodou pfipravi elektrostatickym zvlakiovanim, konkrétné
tak, ze se kolagen typu I a polyethylenoxid o viskozitné stredni molekulové hmotnosti v rozmezi
400 000 az 900 000 v poméru polyethylenoxidu ku kolagenu v rozmezi 0,05 az 0,11 smicha s
fosfatovym pufrem pro ziskéni koncentrace 5 az 11 hmotn. % kolagenu ve smési, vznikla smés se
vystavi teploté v rozmezi 32 az 42 °C po dobu alespont 60 hodin, nacez se homogenizuje misenim
za soucasného ptidavani ethanolu v kone¢ném objemovém poméru fosfatového pufru ku ethanolu
1:1 az 1:2, nasledné se smés elektrostaticky zvlaknuje za vzniku nanovlakenné vrstvy, ktera se
nasledné promyje fyziologickym roztokem nebo fosfatovym pufrem a poté vodou a ususi se.
Stabilita této vrstvy je pred promytim s vyhodou zvySena fyzikalnim ¢i chemickym sitovanim,
napft. macenim v 95 % hmotn. roztoku alkoholu ve vod¢ s ptidavkem EDC a NHS, kde mnozstvi
EDCna 1 g zvlaknéného kolagenu je alespon 0,625 g a mnozstvi NHS na 1 g zvlaknéného kolagenu
je alespon 0,156 g, a kde mnozstvi 95%hm. roztoku alkoholu ve vodé¢ je alespont 140 mlna 1 g
zvlaknéného kolagenu. Nasledné se vrstva promyje, ¢imz se z ni vymyje pomocny polymer
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polyethylenoxid, zamrazi se na teplotu -60 az -90 °C po dobu 3 azZ 8 hodin a lyofilizuje. Tloustka
zvlaknéné vrstvy je s vyhodou v rozmezi 0,2 az 0,5 mm.

V dal$im kroku je zvlaknéna vrstva ponechana v 0,1 az 3 % hmotn. disperzi kolagenu po dobu 1
az 3 hodin pfi teploté 15 az 25 °C a po jejim prosyceni nasleduje zamrazeni na teplotu -60 az -
90 °C po dobu 3 az 8 hodin a lyofilizace do dosazeni konstantni hmotnosti, za vzniku kompozitni
kolagenni pény. Stabilita kolagenové kompozitni pény je po lyofilizaci s vyhodou zvysena
chemickym sitovanim, napiiklad chemicky pomoci EDC a NHS. Kone¢né objemové mnozstvi
kolagenové nanovldkenné vrstvy v kompozitu je 20 az 60 %.

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

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

Podobné¢ jako u vysoce porézni pény, ¢im kratsi je doba sitovani, tim rychlejsi je rozpad kompozitu
a tim kratsi je i doba uvoliiovani antibiotik.

Kompozitni kolagenova péna je vhodna predevs§im pro pouziti v chirurgii, ortopedii, v oblasti kryti
ran, 1é¢by bércovych viedi apod. Zejména je vhodné jeji pouziti v ptipadech znamého zanétu nebo
vysokého rizika infekce, kdy se p€na impregnovana aktivnimi latkami pouzije pro lécbu
zanétu/infekce a cilené dodani aktivnich latek, naptiklad antibiotik. Kompozitni péna poskytuje
diky nanovlaknim velky aktivni povrch, kde dochazi k vétsi vazbé aktivnich latek, vétSimu
kontaktu s t€lnim prostiedim, a tim i k rychlym, vysokym a dlouhodobym davkam uvoliiovanych
aktivnich latek.

Vysoce porézni péna a kompozit podle vynalezu maji nasledujici vyhody:

— programovatelny (fizeny) rozpad pény

— programovatelné (fizené) uvolnovani aktivnich latek

— elastickd pamét’, ohybova tuhost

— snaz§i manipulace s pénou, moznost repozice (netrha se, nerozpada se)

— snizené riziko alergické reakce nebo jiné nezddouci imunitni odezvy organizmu.

Kolagenova péna podle vynalezu se s vyhodou pouzije zejména preventivng, s cilem rychlého
uvolnovani aktivnich latek.

Objasnéni vykresu

Obr. 1 znazoriuje kolagenovou pénu pfipravenou z 1% hmotn. disperze kolagenu bez antibiotik
(vlevo: 100ndsobné zvétseni, uprostied: 500nasobné zvétseni) a po impregnaci gentamicinem
(zcela vpravo, 2000nasobné zvétseni).
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Obr. 2 znazoriuje sendvicovou kolagenovou pénu s malo poréznim jadrem, pfipravenym z 5 %
hmotn. disperze kolagenu, a s vysoce poréznimi okrajovymi ¢astmi, pfipravenymi z 1 % hmotn.
disperze kolagenu, piiprava dle ptikladu 11. Zcela vpravo je snimek rozhrani pfechodu mezi
jadrem a okrajem.

Obr. 3 znazoriuje graf zavislosti smluvniho napéti na deformaci pro samotnou porézni pénu,
samotné tuhé jadro a pro sendvicovou pénu (piiprava dle prikladu 11). Z grafu je patrna
nekolikanasobn€ zvysena odolnost viici deformaci u sendvicové pény oproti samotné péne.

Obr. 4 znazoriuje nanostrukturovanou vysoce porézni kompozitni pénu piipravenou prosycenim
péti nanovlakennych vrstev 1 % hmotn. disperzi kolagenu. Snimek uprostied ilustruje prechod
mezi vldkny a porézni strukturou pény. Snimek zcela vpravo ukazuje detail prosyceni
nanovlakenné vrstvy disperzi.

Priklady uskuteénéni vynalezu

Definice

Kolagenova péna v kontextu tohoto vynalezu je synonymem pro pojem ,,kolagenova houba“, tedy
porézni material na bazi kolagenu.

Pod pojmem ,,oteviena porozita“, resp. ,,oteviené pory“ se rozumi prostor, ktery komunikuje
s povrchem vyrobku, tedy se zevnim prostfedim. Mize jit o jednotlivé pory propojené s povrchem,
ale i o vzdjemné propojené pory, z nichz alespoii jeden navic komunikuje i s povrchem vyrobku.

j uzaviena zita“, . ,uzaviené poé zumi tzv. s pory, i
Pod pojmem aviena porozita“, res aviené pory* se rozumi tzv. osamocené pory, neboli
pory, které nejsou propojeny s vnéjsim povrchem vyrobku.

Vyraz "vysoce porézni" v kontextu tohoto vynalezu jsou ty pény, které maji otevienou porozitu v
rozmezi 70 % az 90 %, s vyhodou 80 % az 90 %, a velikost porti v rozmezi 50 az 200 pm, pficemz
alespofi 50 % objemu pori je tvofeno pory o velikosti nad 80 um, s vyhodou nad 100 pm.

Vyraz "malo porézni" v kontextu tohoto vynalezu jsou ty pény, které maji otevienou porozitu v
rozmezi 70 % az 90 % a velikost porti v rozmezi 20 az 80 pm, pfic¢emz alespon 50 % objemu port
je tvoreno pory o velikosti pod 50 pm.

Priklad 1 — vysoce porézni péna

Pii piipravé vysoce porézni kolagenové pény se obecné postupuje tak, ze se odvazené mnozstvi
kolagenu, s vyhodou izolovaného z kize sladkovodnich ryb, naptiklad z kapra obecného, smisi s
deionizovanou vodou v koncentraci 0,1 az 3 % hmotn., s vyhodou 0,5 az 1 % hmotn. kolagenu. Po
nabobtnani kolagenu pfi teploté 5-15 °C po dobu 1-3 hodin je smés dvojnasobné homogenizovana
po dobu 1 az 20 minut pii 5 az 15 000 ot/min s 20 minutovou prodlevou pfi teploté 15 az 25 °C.
Vysledna disperze je poté davkovana do forem, zamrazena pfi teploté -60 az -90 °C po dobu 3 az
8 hodin a lyofilizovana do dosaZzeni konstantni hmotnosti. Stabilita kolagenové pény je po
lyofilizaci zvySena macenim v roztoku 95 % hmotn. ethanolu a vody s EDC a NHS pfi teploté 25
az 40 °C, s vyhodou pii 37 °C, po dobu 2 az 4 hodin. Na 1 g kolagenu ptipada 0,5-1,5 g EDC a
0,125 az 0,750 g NHS smisené se 140 az 160 ml 95 % hmotn. roztoku ethanolu s vodou. Po
zesitovani kolagenu je péna promyvana 0,5 az 1,5 M hydrogen fosfore¢nanem disodnym po dobu
alespon 30 minut a dale promyta alespont 20 minut v destilované vod¢é, zamrazena na -15 az -30 °C
po dobu 5 az 7 hodin a lyofilizovana. Poslednim krokem pfipravy je impregnace pény 95 % hmotn.
roztokem ethanolu s vodou obsahujicim odvazené mnozstvi antibiotika vybranych ze skupiny
zahrnujici vankomycin, gentamicin, rifampicin, nitrofurantoin, nebo jejich kombinace tak, aby
jejich vysledné mnozstvi bylo 60 % hmotn. Impregnovand péna mize byt poté zamrazena na -60
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az -90 °C, lyofilizovana a nafezana na potfebné rozméry. Péna muze byt také impregnovana
vybranymi antibiotiky teprve pted jeji aplikaci, pro coZ se pouZije vodny roztok antibiotik nebo se
antibiotika smisi s fyziologickym roztokem. Nasledné se péna aplikuje bud nasaknuta
impregnacnim roztokem, nebo sucha, tedy az po odpateni kapalné faze z pény. Timto postupem je
ziskana péna s vyslednym mnozstvim kolagenu 40 % hmotn. a 60 % hmotn. antibiotik.

Ptiklad 2 — vysoce porézni péna

Odvazené mnozstvi kolagenu se smisi s deionizovanou vodou v koncentraci 1 % hmotn. kolagenu.
Po nabobtnani kolagenu pfi teploté 10 °C po dobu 2 hodin je smés dvojnasobné homogenizovana
po dobu 10 minut pii 10 000 ot/min s 20 minutovou prodlevou pfi teploté 20 °C. Vysledna disperze
je poté davkovana do forem, zamrazena pii teploté -70 °C po dobu 6 hodin a lyofilizovéna do
dosazeni konstantni hmotnosti. Stabilita kolagenové pény je po lyofilizaci zvySena macenim v
roztoku 95 % hmotn. ethanolu a vody s EDC a NHS pfi teploté 30 °C po dobu 2 hodin. Na 1 g
kolagenu se pouzil 1 g EDC a 0,250 g NHS smisené se 150 ml 95 % hmotn. roztoku ethanolu s
vodou. Po zesitovani kolagenu je péna promyvana 1 M hydrogen fosfore¢nanem disodnym po
dobu alespon 30 minut a dale promyta alespon 20 minut v destilované vod¢, zamrazena na -20 °C
po dobu 6 hodin a lyofilizovana. Poslednim krokem pfipravy je impregnace pény 95 % hmotn.
roztokem ethanolu s vodou obsahujicim odvazené mnozstvi gentamicinu tak, aby jeho vysledné
mnozstvi v roztoku bylo 45 % hmotn. Impregnovana péna se pak zamrazi na -70 °C, lyofilizuje a
nafeze na potfebné rozméry. Timto postupem je ziskana pena s vyslednym mnozstvim kolagenu
55 % hmotn. a 45 % hmotn. antibiotika.

Priklad 3 — vysoce porézni péna
Postupuje se stejné jako v piikladu 2, ale doba sitovani je 3 hodiny.
Ptiklad 4 — vysoce porézni péna
Postupuje se stejné jako v prikladu 2, ale doba sitovani je 4 hodiny.
Ptiklad 5 — vysoce porézni péna

Postupuje se jako v piikladu 2 s vyjimkou posledniho kroku pfipravy, tj. impregnace pény
roztokem obsahujicim aktivni latku. Péna se zamrazi na -70 °C, lyofilizuje a nafeze na potfebné
rozmery. Timto postupem je ziskana péna sestavajici z Cistého kolagenu.

Priklad 6 — vysoce porézni péna

Odvazené mnozstvi kolagenu se smisi s deionizovanou vodou v koncentraci 1,5 % hmotn.
kolagenu. Po nabobtnani kolagenu pii teploté¢ 15 °C po dobu 1 hodiny je smés dvojnasobné
homogenizovana po dobu 15 minut pii 8000 ot/min s 20 minutovou prodlevou pii teploté 15 °C.
Vysledna disperze je poté davkovana do forem, zamrazena pii teploté -80 °C po dobu 4 hodin a
lyofilizovana do dosazeni konstantni hmotnosti. Stabilita kolagenové pény je po lyofilizaci zvySena
macenim v roztoku 95 % hmotn. ethanolu a vody s EDC a NHS pfi teploté 25 °C po dobu 3 hodin.
Na 1 g kolagenu se pouzilo 0,7 g EDC a 0,2 g NHS smisené se 140 ml 95 % hmotn. roztoku
ethanolu s vodou. Po zesitovani kolagenu je péna promyvana 0,8 M hydrogen fosfore¢nanem
disodnym po dobu alespon 30 minut a dale promyta alespont 20 minut v destilované vode,
zamrazena na -30 °C po dobu 5 hodin a lyofilizovana. Poslednim krokem ptipravy je impregnace
pény 95 % hmotn. roztokem ethanolu s vodou obsahujicim odvazené mnozstvi vankomycinu tak,
aby jeho vysledné mnozstvi v roztoku bylo 45 % hmotn. Impregnovana péna se pak zamrazi na -
80 °C, lyofilizuje a nateze na potiebné rozmeéry. Timto postupem je ziskdna péna s vyslednym
mnozstvim kolagenu 55 % hmotn. a 45 % hmotn. antibiotika.
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Ptiklad 7 — vysoce porézni péna

Odvazené mnozstvi kolagenu se smisi s deionizovanou vodou v koncentraci 3 % hmotn. kolagenu.
Po nabobtnani kolagenu pfi teploté 12 °C po dobu 2,5 hodin je smés dvojnadsobné homogenizovana
po dobu 20 minut pti 15 000 ot/min s 20 minutovou prodlevou pii teploté 25 °C. Vysledna disperze
je poté davkovana do forem, zamrazena pii teploté¢ -90 °C po dobu 3 hodin a lyofilizovana do
dosazeni konstantni hmotnosti. Stabilita kolagenové pény je po lyofilizaci zvySena macenim v
roztoku 95 % hmotn. ethanolu a vody s EDC a NHS pfi teploté 40 °C po dobu 2 hodin. Na 1 g
kolagenu se pouzilo 1,4 g EDC a 0,7 g NHS smisené se 160 ml 95 % hmotn. roztoku ethanolu s
vodou. Po zesitovani kolagenu je péna promyvana 1,5 M hydrogen fosforecnanem disodnym po
dobu alespont 30 minut a dale promyta alesponi 20 minut v destilované vod¢€, zamrazena na -30 °C
po dobu 5 hodin a lyofilizovana. Poslednim krokem pfipravy je impregnace pény 95 % hmotn.
roztokem ethanolu s vodou obsahujicim odvazené mnozstvi smési vankomycinu a gentamicinu
v poméru 1:1 tak, aby jejich vysledné mnozstvi bylo 30 % hmotn. Impregnovand péna je poté
zamrazena na -90 °C, lyofilizovana a nafezéna na potfebné rozméry. Timto postupem je ziskana
péna s vyslednym mnozstvim kolagenu 70 % hmotn. a 30 % hmotn. antibiotik.

Ptiklad 8 — vysoce porézni péna

Odvazené mnozstvi kolagenu se smisi s deionizovanou vodou v koncentraci 0,5 % hmotn.
kolagenu. Po nabobtnani kolagenu pfi teplot¢ 15 °C po dobu 3 hodin je smes dvojnasobné
homogenizovana po dobu 20 minut pii 5000 ot/min s 20 minutovou prodlevou pfi teploté 25 °C.
Vysledna disperze je poté davkovana do forem, zamrazena pti teploté -60 °C po dobu 8 hodin a
lyofilizovana do dosazeni konstantni hmotnosti. Stabilita kolagenové pény je po lyofilizaci zvySena
macenim v roztoku 95 % hmotn. ethanolu a vody s EDC a NHS pfi teploté 25 °C po dobu 4 hodin.
Na 1 g kolagenu se pouzilo 1,2 g EDC a 0,7 g NHS smisené se 160 ml 95 % hmotn. roztoku
ethanolu s vodou. Po zesitovani kolagenu je péna promyvana 0,5 M hydrogen fosfore¢nanem
disodnym po dobu alesponi 30 minut a dale promyta alespoii 20 minut v destilované vodé,
zamrazena na -15 °C po dobu 7 hodin a lyofilizovana. Poslednim krokem pfipravy je impregnace
pény 95 % hmotn. roztokem ethanolu s vodou obsahujicim odvazené mnozstvi smeési
vankomycinu, gentamicinu a nitrofurantoinu v pomeéru 1:1:1 tak, aby jejich vysledné mnozstvi bylo
30 % hmotn. Impregnovana péna je poté zamraZena na -60 °C, lyofilizovana a nafezana na potfebné
rozméry. Timto postupem je ziskana péna s vyslednym mnozstvim kolagenu 70 % hmotn. a 30 %
hmotn. antibiotik.

Priklad 9 — vysoce porézni péna

Maximalni doby rozpadu kolagenové pe€ny a maximalni doby uvoliiovani aktivnich latek (zde
antibiotik)

Tab. 1 Dosazena maximalni doba rozpadu kolagenové pény pii pouziti EDC v koncentraci 0,5 az
1,5 g (na 1 g kolagenu) podle pouzité teploty a doby expozice v sitovacim systému 95 % hmotn.
roztoku ethanolu s vodou EDC a NHS. NHS je k EDC v hmotnostnim poméru 1:4. Zakladni
parametry postupu jsou dle prikladu 2.

dosazena maximalni doba doba sitovani pii | doba sitovani pfi fﬁ/ﬁgﬁiﬁg{ L
degradace teploté 15-25°C teploté 30-40°C antibiotik

2 tydny 6 hodin 2 hodiny 10 dnil

4 tydny 9 hodin 3 hodiny 15 dnt

6 tydnu 12 hodin 4 hodiny 20 dnil
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Ptiklad 10 — sendvi¢ova kolagenova péna

Pii ptipravé sendvicové kolagenové pény se obecné postupuje tak, ze se odvazené mnozstvi
kolagenu, s vyhodou izolovaného z kiize sladkovodnich ryb, naptiklad z kapra obecného, smisi s
deionizovanou vodou, po nabobtnani kolagenu pfi teploté 5 az 15 °C po dobu 1 az 3 hodin je sm¢s
dvojnasobné¢ homogenizovana po dobu 1 az 20 minut pii 5 az 15 000 ot/min s 20 minutovou
prodlevou pfi teploté 15 az 25 °C. Koncentrace kolagenové disperze pro piipravu jadra je 4 az 8 %
hmotn. Koncentrace pro pfipravu okrajovych ¢asti je 0,1 az 3 % hmotn., s vyhodou 0,1 az 1 %
hmotn. V prvnim kroku je vysledna 4 az 8 % hmotn. disperze davkovana do forem, zamrazena pfi
teploté -60 az -90 °C po dobu 3 az 8 hodin a lyofilizovana do dosazeni konstantni hmotnosti. Ve
druhém kroku je tuhé jadro impregnovano 0,1 az 3% hmotn. disperzi kolagenu ve form¢ a takto
ponechano 1-3 hodiny pfi teploté 15 az 25 °C, zamrazeno pii teploté -60 az -90 °C po dobu 3 az 8
hodin a lyofilizovano do dosazeni konstantni hmotnosti, za ziskani sendvicové kolagenové pény
s malo poréznim jadrem a vysoce poréznimi okrajovymi vrstvami. Stabilita kolagenové sendvicové
pény je po lyofilizaci zvySena méacenim v roztoku 95 % hmotn. ethanolu a vody s EDC a NHS pfi
teploté 25 az 40 °C, s vyhodou 30 az 40 °C, nejvyhodnéji pii 37 °C po dobu 2 az 4 hodin. Na 1 g
kolagenu ptipadéa 0,5-1,5 g EDC a 0,125 az 0,750 g NHS smisené se 140 az 160 ml 95 % hmotn.
roztoku ethanolu s vodou. Po zesitovani kolagenu je péna promyvana 0,5 az 1,5 M hydrogen
fosfore¢nanem disodnym po dobu alespon 30 minut a dale promyta alespoii 20 minut v destilované
vod¢, zamraZena na -15 az -30 °C po dobu 5 az 7 hodin a lyofilizovana. Kone¢né objemové
mnozstvi malo porézniho jadra v sendvicove péné je 40 az 60 %. Poslednim krokem ptipravy podle
vyhodného provedeni je impregnace sendvicové pény 95 % hmotn. roztokem ethanolu s vodou
obsahujicim odvazené mnozstvi aktivnich latek, napftiklad antibiotik vybranych ze skupiny
zahrnujici vankomycin, gentamicin, rifampicin, nitrofurantoin, nebo jejich kombinace tak, aby
jejich vysledné mnozstvi bylo 30 az 60 % hmotn. Impregnovana péna miize byt poté zamrazena a
lyofilizovana. Sendvicova péna mize byt také impregnovana vybranymi antibiotiky teprve pred
jeji aplikact, pro coZ se pouZzije vodny roztok antibiotik nebo se antibiotika smisi s fyziologickym
roztokem a péna se aplikuje po jejich odpateni, tedy po dosazeni konstantni hmotnosti pény. Timto
postupem je ziskana péna s vyslednym mnozstvim kolagenu 40 az 60 % hmotn. a 40 az 60 %
hmotn. antibiotik.

Priklad 11 — sendvi¢ova kolagenova pena

Pti pripravée sendvicové kolagenové pény se postupuje tak, ze se odvazené mnozstvi kolagenu smisi
s deionizovanou vodou v koncentraci 5 % hmotn. kolagenu, po nabobtnani kolagenu pfi teploté
10 °C po dobu 2 hodin je sm¢s dvojnasobné homogenizovana po dobu 10 minut pti 10 000 ot/min
s 20 minutovou prodlevou pfi teploté 20 °C. Vysledna 5% hmotn. disperze je davkovana do forem,
zamrazena pii teploté -80 °C po dobu 6 hodin a lyofilizovana do dosaZeni konstantni hmotnosti, za
vzniku tuhého, malo porézniho jadra. Ve druhém kroku je tuhé jadro impregnovano 1% hmotn.
disperzi kolagenu ve formé, pti¢emz objemovy pomér obou disperzi (disperze pro pfipravu jadra
a disperze pro pfipravu okrajovych ¢asti) je 1:1, a takto je ponechano 2 hodiny pfi teploté 20 °C,
zamrazeno pfi teplot€ -80 °C po dobu 6 hodin a lyofilizovano do dosazeni konstantni hmotnosti za
ziskani sendvicové pény sestavajici z malo porézniho jadra a vysoce poréznich okrajovych vrstev.
Stabilita kolagenové sendvicové pény je po lyofilizaci zvySena méacenim v roztoku 95 % hmotn.
ethanolu a vody s EDC a NHS pfi teploté 37 °C po dobu 2 hodin. Na 1 g kolagenu se pouzil 1 g
EDC a 0,250 g NHS smisené se 150 ml 95 % hmotn. roztoku ethanolu s vodou. Po zesitovani
kolagenu je péna promyvana 1 M hydrogen fosfore¢nanem disodnym po dobu alesponi 30 minut a
dale promyta alesponi 20 minut v destilované vod¢, zamrazena na -20 °C po dobu 6 hodin a
lyofilizovana. Kone¢né objemové mnozstvi malo porézniho jadra v sendviCové péné je 50 %.
Poslednim krokem pfipravy je impregnace sendvicové pény 95 % hmotn. roztokem ethanolu
s vodou obsahujicim odvéazené mnoZzstvi antibiotik vybranych ze skupiny zahrnujici vankomycin,
gentamicin, rifampicin, nitrofurantoin, nebo jejich kombinace tak, aby jejich vysledné mnozstvi
bylo 45 % hmotn. Impregnovana péna mize byt poté zamrazena a lyofilizovana. Timto postupem
je ziskana péna s vyslednym mnozstvim kolagenu 55 % hmotn. a 45 % hmotn. antibiotik.
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Ptiklad 12 — sendvi¢ova kolagenova péna
Postupuje se stejné jako v piikladu 11, ale doba sitovani je 3 hodiny.
Priklad 13 — sendvicova kolagenova péna
Postupuje se stejné jako v piikladu 11, ale doba sitovani je 4 hodiny.
Priklad 14 — sendvi¢ova kolagenova péna

Postupuje se jako v ptikladu 11 s vyjimkou posledniho kroku pfipravy, tj. péna se neimpregnuje
roztokem obsahujicim aktivni latku. Péna se zamrazi na -70 °C, lyofilizuje a nafeze na potfebné
rozméry. Timto postupem je ziskdna sendvicova péna sestavajici z Cistého kolagenu.

Ptiklad 15 — sendvi¢ova kolagenova pena

Odvazené mnozstvi kolagenu se smisi s deionizovanou vodou v koncentraci 4 % hmotn., po
nabobtnani kolagenu pfi teploté 15 °C po dobu 1 hodiny je smés dvojnasobné homogenizovana po
dobu 15 minut pfi 8000 ot/min s 20 minutovou prodlevou pfi teploté 15 °C. V prvnim kroku je
vysledna 4% hmotn. disperze davkovana do forem, zamrazena pfi teploté -75 °C po dobu 4 hodin
a lyofilizovana do dosazeni konstantni hmotnosti, za ziskdni tuhého jadra. Ve druhém kroku je tuhé
jadro impregnovano 0,6% hmotn. disperzi kolagenu ve formé, pricemz pomér disperze pro
pfipravu jadra k disperzi pro piipravu okrajovych vrstev je 2:3, a takto ponechano 1 hodinu pfi
teploté 25 °C, zamrazeno pii teploté -75 °C po dobu 4 hodin a lyofilizovano do dosazeni konstantni
hmotnosti za ziskani sendvicové pény sestavajici z malo porézniho jadra a vysoce poréznich
okrajovych vrstev. Stabilita kolagenové sendvicové pény je po lyofilizaci zvySena macenim v
roztoku 95 % hmotn. ethanolu a vody s EDC a NHS pfi teploté 37 °C po dobu 3 hodin. Na 1 g
kolagenu se pouzilo 0,7 g EDC a 0,2 g NHS smisené se 140 ml 95 % hmotn. roztoku ethanolu s
vodou. Po zesitovani kolagenu je péna promyvana 0,8 M hydrogen fosfore¢nanem disodnym po
dobu alespon 30 minut a dale promyta alespon 20 minut v destilované vod¢, zamrazena na -30 °C
po dobu 5 hodin a lyofilizovana. Konecné objemové mnozstvi malo porézniho jadra v sendvi¢ové
pené je 40 %. Poslednim krokem piipravy je impregnace sendvi¢ové pény 95 % hmotn. roztokem
ethanolu s vodou obsahujicim odvazené mnozstvi antibiotik vybranych ze skupiny zahrnujici
vankomycin, gentamicin, rifampicin, nitrofurantoin, nebo jejich kombinace tak, aby jejich
vysledné mnozstvi bylo 30 % hmotn. Impregnovand péna muze byt poté zamrazena a lyofilizovana.
Timto postupem je ziskana péna s vyslednym mnozstvim kolagenu 70 % hmotn. a 30 % hmotn.
antibiotik.

Priklad 16 — sendvi¢ova kolagenova pena

Odvazené mnozstvi kolagenu se smisi s deionizovanou vodou v koncentraci 7 % hmotn., po
nabobtnani kolagenu pfi teploté 12 °C po dobu 2,5 hodin je smés dvojnasobné homogenizovana
po dobu 20 minut pii 15 000 ot/min s 20 minutovou prodlevou pfi teploté 25 °C. V prvnim kroku
je vysledna 7% hmotn. disperze davkovana do forem, zamraZzena pfi teploté€ -85 °C po dobu 3 hodin
a lyofilizovana do dosazeni konstantni hmotnosti, za ziskdni tuhého jadra. Ve druhém kroku je tuhé
jadro impregnovano 1% hmotn. disperzi kolagenu ve formé (pomér disperze pro pfipravu jadra
k disperzi pro piipravu okrajovych vrstev je 3:2) a takto ponechano 2,5 hodiny pfi teploté 25 °C,
zamrazeno pri teplot€ -85 °C po dobu 3 hodin a lyofilizovano do dosazeni konstantni hmotnosti za
ziskani sendvi¢ové pény sestavajici z malo porézniho jadra a vysoce poréznich okrajovych vrstev.
Stabilita kolagenové sendvi¢ové pény je po lyofilizaci zvySena macenim v roztoku 95 % hmotn.
ethanolu a vody s EDC a NHS pifi teplot¢ 37 °C po dobu 3 hodin. Na 1 g kolagenu se pouzilo 1,4 g
EDC a 0,7 g NHS smisené se 160 ml 95 % hmotn. roztoku ethanolu s vodou. Po zesitovani
kolagenu je péna promyvana 1,5 M hydrogen fosfore¢nanem disodnym po dobu alesponl 30 minut
a dale promyta alespoii 20 minut v destilované vod¢, zamrazena na -30 °C po dobu 5 hodin a
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lyofilizovana. Koneéné objemové mnozstvi malo porézniho jadra v sendvicové péné je 60 %.
Poslednim krokem pfipravy je impregnace sendvicové pény 95% hmotn. roztokem ethanolu
s vodou obsahujicim odvazené mnozstvi antibiotik vybranych ze skupiny zahrnujici vankomycin,
gentamicin, rifampicin, nitrofurantoin, nebo jejich kombinace tak, aby jejich vysledné mnozstvi
bylo 30 % hmotn. Impregnovana péna muze byt poté zamrazena a lyofilizovana. Timto postupem
je ziskana péna s vyslednym mnozstvim kolagenu 70 % hmotn. a 30 % hmotn. antibiotik.

Ptiklad 17 — sendvi¢ova kolagenova pena

Odvazené mnozstvi kolagenu se smisi s deionizovanou vodou v koncentraci 8 % hmotn., po
nabobtnani kolagenu pfi teploté 20 °C po dobu 3 hodin je smés dvojnasobné homogenizovana po
dobu 20 minut pfi 6000 ot/min s 20 minutovou prodlevou pfi teploté 25 °C. V prvnim kroku je
vysledna 8% hmotn. disperze davkovana do forem, zamrazena pii teploté -80 °C po dobu 3 hodin
a lyofilizovana do dosazeni konstantni hmotnosti, za ziskani tuhého jadra. Ve druhém kroku je tuhé
jadro impregnovano 1,5% hmotn. disperzi kolagenu ve formé (pomér disperze pro ptipravu jadra
k disperzi pro pfipravu okrajovych vrstev je 7:3) a takto ponechdno 2 hodiny pfi teploté 25 °C,
zamrazeno pii teploté -80 °C po dobu 3 hodin a lyofilizovano do dosazeni konstantni hmotnosti za
ziskani sendvicové pény sestavajici z malo porézniho jadra a vysoce poréznich okrajovych vrstev.
Stabilita kolagenové sendvi¢ové pény je po lyofilizaci zvySena méacenim v roztoku 95 % hmotn.
ethanolu a vody s EDC a NHS pfi teploté 37 °C po dobu 2 hodin. Na 1 g kolagenu se pouzilo 1,4 g
EDC a 0,35 g NHS smisené se 160 ml 95 % hmotn. roztoku ethanolu s vodou. Po zesitovani
kolagenu je péna promyvana 1,5 M hydrogen fosfore¢nanem disodnym po dobu alespoii 30 minut
a dale promyta alespon 20 minut v destilované vod¢, zamrazena na -30 °C po dobu 5 hodin a
lyofilizovana. Konecné objemové mnozstvi malo porézniho jadra v sendvicové péné je 70 %.
Poslednim krokem ptipravy je impregnace sendvicové pény 95 % hmotn. roztokem ethanolu s
vodou obsahujicim odvazené mnozstvi antibiotik vybranych ze skupiny zahrnujici vankomycin,
gentamicin, rifampicin, nitrofurantoin, nebo jejich kombinace tak, aby jejich vysledné mnozstvi
bylo 30 % hmotn. Impregnovand péna mtiize byt poté zamrazena a lyofilizovana. Timto postupem
je ziskana péna s vyslednym mnoZzstvim kolagenu 70 % hmotn. a 30 % hmotn. antibiotik.

Priklad 18 — sendvi¢ova kolagenova pena

V tabulce 2 jsou dosazené maximalni doby rozpadu sendvicové kolagenové pény a maximalni
doby uvolnovani antibiotik, doba a teplota sitovani, pricemz ptiprava sendvicové pény se provedla
dle ptikladu 11 s proménnymi koneénymi objemovymi mnozstvimi malo porézniho jadra v
sendvicoveé péné€ 40 %, 50 %, 60 %, tj. s proménnymi poméry vychozich disperzi (2:3, 1:1, 3:2).

Tab. 2
S doba sit'ovani doba sit'ovani pri dosazena maximalni doba
e pri teploté 15 az teploté 30 az maximalni doba uvolnovani
D 25 °C 40 °C degradace antibiotik
6 hodin 2 hodiny 4 tydny 21 dnti
40% 9 hodin 3 hodiny 6 tydnti 25 dnt
12 hodin 4 hodiny 8 tydnu 30 dnt
6 hodin 2 hodiny 5 tydny 31 dnt
50% 9 hodin 3 hodiny 7 tydny 35 dnt
12 hodin 4 hodiny 9 tydnil 40 dnt
6 hodin 2 hodiny 6 tydny 41 dnu
60% 9 hodin 3 hodiny 8 tydny 45 dnu
12 hodin 4 hodiny 10 tydnti 50 dnt
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Ptiklad 19 — kompozitni kolagenni péna

Pti ptipravé nanostrukturované vysoce porézni kompozitni kolagenni pény se obecné postupuje
tak, Ze je nejprve pfipravena nanovldkenna kolagenova vrstva, a to elektrostatickym zvldknovanim
5 az 11 % hmotn., s vyhodou 6 az 10 % hmotn. roztoku kolagenu s obsahem polyethylen oxidu
(PEO; Mr 400 000 az 900 000) v poméru PEO ku kolagenu v rozmezi 0,05 az 0,11, fosfatového
pufru a ethanolu (1:1 az 1:2 objemové). Zvldkiiovani probihd v elektrostatickém poli 200 az
300 kV.m™! s davkovanim 100 az 200 pl/min a teploté ne vy$si nez 37 °C. Stabilita vrstvy je
zvySena macenim v roztoku 95 % hmotn. ethanolu a vody s EDC a NHS pfi teploté 25 az 40 °C, s
vyhodou 37 °C po dobu 2 az 4 hodin. Na 1 g kolagenu ptipadd 0,5 az 1,5 gEDC a 0,125 az 0,750 g
NHS smisené se 140 az 160 ml 95 % hmotn. roztoku ethanolu s vodou. Po zesitovani kolagenu je
vrstva promyvana 0,5 az 1,5 M hydrogen fosfore¢nanem disodnym po dobu alespont 30 minut a
dale promyta alesponn 20 minut v destilované vodé. Pii tomto procesu dojde k vyplaveni
pomocného polymeru. Dale je vrstva zamrazena na -15 az -30 °C po dobu 5 az 7 hodin a
lyofilizovana. V dals§im kroku je zvldknénd vrstva, resp. n€kolik pfes sebe polozenych vrstev,
ponechano v 0,1 az 3 % hmotn. disperzi kolagenu po dobu 1 az 3 hodin pii teploté 15 az 25 °C. Za
téchto podminek dojde k prosyceni zvlaknéné vrstvy/zvlaknénych vrstev kolagenovou disperzi, po
¢emz nasleduje zamrazeni na teplotu -60 az -90 °C po dobu 3 az 8 hodin a lyofilizace do dosazeni
konstantni hmotnosti, za ziskani kolagenové kompozitni pény. Stabilita kolagenové kompozitni
pény je po lyofilizaci zvy$ena macenim v roztoku 95 % hmotn. ethanolu a vody s EDC a NHS pfi
teploté 25 az 40 °C po dobu 2 az 4 hodin. Na 1 g kolagenu ptipada 0,5 az 1,5 g EDC a 0,125 az
0,750 g NHS smisené se 140 az 160 ml 95 % hmotn. roztoku ethanolu s vodou. Po zesitovani
kolagenu je péna promyvana 0,5 az 1,5 M hydrogen fosfore¢nanem disodnym po dobu alespon 30
minut a dale promyta alespoii 20 minut v destilované vod¢, zamrazena na -15 az -30 °C po dobu 5
az 7 hodin a lyofilizovana. Konecné objemové mnozstvi kolagenové nanovldkenné vrstvy
v kompozitu je 20 az 60 %. Poslednim, volitelnym krokem pftipravy je impregnace kompozitni
pény 95 % hmotn. roztokem ethanolu s vodou obsahujicim odvéZené mnozstvi aktivnich latek,
napiiklad antibiotik, s vyhodou vybranych ze skupiny zahrnujici vankomycin, gentamicin,
rifampicin, nitrofurantoin, nebo jejich kombinace tak, aby jejich vysledné mnozstvi bylo 30 az
60 % hmotn. Impregnovana péna muze byt poté zamrazena a lyofilizovana. Impregnace vybranymi
antibiotiky miize byt uskuteénéna teprve pied jeji aplikaci, pro coz se pouzije vodny roztok
antibiotik nebo se antibiotika smisi s fyziologickym roztokem a péna se aplikuje po jejich odpaieni,
tedy po dosazeni konstantni hmotnosti pény. Timto postupem je ziskdna péna s vyslednym
mnozstvim kolagenu 40 az 70 % hmotn. a 30 az 60 % hmotn. antibiotik.

Priklad 20 — kompozitni kolagenni péna

Pti ptipraveé nanostrukturované vysoce porézni kompozitni kolagenni pény se postupuje tak, ze se
nejprve pripravi nanovlakenna kolagenova vrstva elektrostatickym zvlaknovanim 8% hmotn.
roztoku kolagenu s fosfatovym pufrem a ethanolem (1:1 objemové), do kterého je piidan
polyethylenoxid v hmotnostnim poméru 0,08 ku kolagenu (Mr 700 000). Zvlakiiovani probiha
v elektrostatickém poli 270 kV.m™, ddvkovani 150 pl.min™' a pfi teploté 25 °C. Stabilita vrstvy je
zvy$ena macenim v roztoku 95 % hmotn. ethanolu a vody s EDC a NHS pfi teploté 37 °C po dobu
2 hodin. Na 1 g kolagenu pfipada 1 g EDC a 0,250 g NHS smisené se 150 ml 95 % hmotn. roztoku
ethanolu s vodou. Po zesitovani kolagenu je vrstva promyvana 1M hydrogen fosforecnanem
disodnym po dobu alespon 30 minut a dale promyta alespoii 20 minut v destilované vod¢. Pti tomto
procesu dojde k vyplaveni pomocného polymeru. Dale je vrstva zamraZena na -25 °C po dobu 6
hodin a lyofilizovana. V dalsim kroku je zvlaknéna vrstva ponechdna v 1 % hmotn. disperzi
kolagenu po dobu 2 hodin pii teploté 25 °C. Za téchto podminek dojde k prosyceni zvlaknéné
vrstvy kolagenovou disperzi, po ¢emz nasleduje zamrazeni na teplotu -80 °C po dobu 5 hodin a
lyofilizace do dosazeni konstantni hmotnosti. Stabilita kolagenové kompozitni pény je po
lyofilizaci opé€t zvySena macenim v roztoku 95 % hmotn. ethanolu a vody s EDC a NHS pii teploté
37 °C po dobu 2 hodin. Na 1 g kolagenu ptipada 1 g EDC a 0,250 g NHS smisené se 150 ml 95 %
hmotn. roztoku ethanolu s vodou. Po zesitovani kolagenu je péna promyvana 1M hydrogen
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fosfore¢nanem disodnym po dobu alesponi 30 minut a dale promyta alespon 20 minut v destilované
vod¢, zamrazena na -25 °C po dobu 6 hodin a lyofilizovana. Objemovy pomér vldkenné vrstvy a
disperze je 2:3, a proto i objemovy pomér vlakenné vrstvy a pény ve vysledném kompozitu je 2:3,
tj. kone¢né objemové mnozstvi kolagenové nanovlakenné vrstvy v kompozitu je 40 %. Poslednim
krokem pfipravy je impregnace kompozitni pény 95 % hmotn. roztokem ethanolu s vodou
obsahujicim odvazené mnozstvi vankomycinu tak, aby jeho vysledné mnozstvi bylo 45 % hmotn.
Impregnovany kompozit se poté zamrazi na -25 °C po dobu 6 hodin a lyofilizuje. Timto postupem
je ziskdna kompozitni péna s vyslednym mnozstvim kolagenu 55 % hmotn. a 45 % hmotn.
antibiotik.

Ptiklad 21 — kompozitni kolagenni péna

Pti ptiprave nanostrukturované vysoce porézni kompozitni kolagenni pény se postupuje tak, ze se
nejprve pripravi nanovlakenna kolagenova vrstva jako v ptikladu 20. Stabilizace, zamrazeni a
lyofilizace se provede také jako v pfikladu 2. Vysledna vrstva se nafeze na mensi dily, napiiklad 5
x 10 cm, které se polozi na sebe (5 nanovlakennych vrstev lezi na sob€) a vlozi se do 1% hmotn.
disperze kolagenu na dobu 2 hodin pii teploté 25 °C. Za téchto podminek dojde k prosyceni
zvlaknénych vrstev kolagenovou disperzi, po ¢emz nasleduje zamrazeni na teplotu -70 °C po dobu
6 hodin a lyofilizace do dosazeni konstantni hmotnosti. Stabilita kolagenové kompozitni pény je
po lyofilizaci opét zvySena macenim v roztoku 95 % hmotn. ethanolu a vody s EDC a NHS pii
teploté 37 °C po dobu 2 hodin. Na 1 g kolagenu piipada 1 g EDC a 0,250 g NHS smisen¢ se 150
ml 95% hmotn. roztoku ethanolu s vodou. Po zesitovani kolagenu je péna promyvana 1M hydrogen
fosforeCnanem disodnym po dobu alespoii 30 minut a dale promyta alespon 20 minut v destilované
vodé, zamrazena na -25 °C po dobu 6 hodin a lyofilizovana. Objemovy pomér vsech vlakennych
vrstev k disperzi je 2:3, a proto i objemovy pomér vldkennych vrstev a pény ve vysledném
kompozitu je 2:3, tj. konecné objemové mnozstvi kolagenovych nanovlakennych vrstev v
kompozitu je 40 %. Poslednim krokem piipravy je impregnace kompozitni pény 95% hmotn.
roztokem ethanolu s vodou obsahujicim odvazené mnozstvi smesi vankomycinu a gentamicinu tak,
aby jejich vysledné mnozstvi bylo 30 % hmotn. Impregnovany kompozit se poté zamrazi na -25 °C
po dobu 6 hodin a lyofilizuje. Timto postupem je ziskana kompozitni péna s vyslednym mnozstvim
kolagenu 70 % hmotn. a 30 % hmotn. antibiotik.

Priklad 22 — kompozitni kolagenni péna
Postupuje se stejné jako v prikladu 20, ale doba kazdého sitovani (stabilizace) je 3 hodiny.
Priklad 23 — kompozitni kolagenni péna
Postupuje se stejné jako v prikladu 20, ale doba kazdého sitovani (stabilizace) je 4 hodiny.
Priklad 24 — kompozitni kolagenni péna

Pfi ptiprave nanostrukturované vysoce porézni kompozitni kolagenni pény se postupuje tak, ze se
nejprve pfipravi nanovlakenna kolagenova vrstva jako v ptikladu 20. Stabilizace, zamrazeni a
lyofilizace se provede také jako v ptikladu 20. Nasledné se Sest takto pfipravenych vrstev polozi
na sebe a vlozi se do 0,8 % hmotn. disperze kolagenu na dobu 3 hodin pfi teploté 20 °C. Za téchto
podminek dojde k prosyceni nanovlakennych vrstev kolagenovou disperzi, po ¢emz nasleduje
zamrazeni na teplotu -80 °C po dobu 4 hodin a lyofilizace do dosazeni konstantni hmotnosti.
Stabilita kolagenové kompozitni pény je po lyofilizaci opét zvySena macenim v roztoku 95%
hmotn. ethanolu a vody s EDC a NHS pii teploté 30 °C po dobu 3 hodin. Na 1 g kolagenu ptipada
1,40 g EDC a 0,350 g NHS smisené se 150 ml 95 % hmotn. roztoku ethanolu s vodou. Po zesit'ovani
kolagenu je péna promyvana 1,2M hydrogen fosfore¢nanem disodnym po dobu alespon 30 minut
a dale promyta alespont 20 minut v destilované vod¢, zamrazena na -30 °C po dobu 6 hodin a
lyofilizovana. Objemovy pomér vSech vlakennych vrstev k disperzi je 1:4, a proto i objemovy
pomér vlakennych vrstev a pény ve vysledném kompozitu je 1:4, tj. kone¢né objemové mnozstvi
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kolagenovych nanovlakennych vrstev v kompozitu je 20 %. Poslednim krokem pfipravy je
impregnace kompozitni pény 95% hmotn. roztokem ethanolu s vodou obsahujicim odvazené
mnozstvi gentamicinu tak, aby jeho vysledné mnozstvi bylo 50 % hmotn. Impregnovany kompozit
se poté¢ zamrazi na -25 °C po dobu 6 hodin a lyofilizuje. Timto postupem je ziskana kompozitni
péna s vyslednym mnozstvim kolagenu 50 % hmotn. a 50 % hmotn. antibiotik.

Prumyslova vyuzitelnost

Degradovatelné kolagenni pény s hemostatickymi tc¢inky, s fizenou dobou degradace a s fizenym
lokélnim uvoliiovanim antibiotik podle tohoto uzitného vzoru lze vyuZzit v humanni a veterinarni
medicing, zejména v chirurgii, ortopedii, traumatologii a plastické chirurgii. PouZziti samotné pény
je vhodné v piipadech, kdy se jedna o potencialné infekéni terén, napiiklad hrozi riziko vzniku
infekce pii operaci nebo oSetfeni oteviené rany nebo viedu. V nékterych pripadech lze pouzit jen
samotné kolagenové kryti diky jeho hemokoagulacnim ucinkim. Pfidavek aktivnich latek,
napiiklad antibiotik pak slouzi jako rychlé, kratkodoba prevence. Rychlejsi je i doba rozpadu.
Sendvi¢ové kolagenni pény s malo poréznim jadrem a vysoce poréznimi okrajovymi vrstvami
s hemostatickymi ucinky, s fizenou dobou degradace a s fizenym lokalnim uvolfiovanim antibiotik
podle tohoto uzitného vzoru lze vyuzit v humanni a veterinarni medicin€, zejména v chirurgii,
ortopedii, kryti ran, 1¢¢bé bércovych viedd, traumatologii a plastické chirurgii. Vhodna je zejména
u mén¢ rozsahlych zanétl nebo v potencialné infekénim terénu, tedy tam, kde je zapotiebi nejprve
rychlé uvolnéni optimalni davky aktivni latky, a nasledn¢ dlouhodobéjsi ucinek aktivni latky, diky
kterému se zamezi opétovnému vzniku zanétu. Nanostrukturované vysoce porézni kompozitni
kolagenni pény s hemostatickymi ucCinky, s tizenou dobou degradace a stizenym lokalnim
uvolnovanim antibiotik podle tohoto uzitného vzoru lze vyuzit v humanni a veterinarni medicing,
zejména v chirurgii, ortopedii, traumatologii a plastické chirurgii. Kompozitni kolagenova péna
impregnovana antibiotiky je vhodna zejména pro pouziti pii vysokém riziku infekce, pficemz se
vyznacuje rychlym a dlouhodobym uvolfiovanim antibiotik.
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PATENTOVE NAROKY

1. Kolagenni kompozit pro fizené uvolnovani aktivnich latek, vyznacujici se tim, Ze obsahuje
alespon jednu vrstvu vysoce porézni pény, ktera obsahuje kolagen typu I a ma otevienou porozitu
v rozmezi 70 az 90 % a stiedni hodnotu velikosti portt 50 az 200 pm, pricemz alespoii 50 % obj.
p6rt ma velikost poru nad 80 pm, a alesponl jednu nanovlakennou kolagenni vrstvu, kde primér
vlaken nanovlakenné vrstvy je v rozmezi 100 az 350 nm.

2. Kolagenni kompozit podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze vysoce porézni vrstva ma otevienou
porozitu v rozmezi 80 az 90 % a/nebo ze kompozit je uspofddan do vice nez dvou vrstev, pficemz
vSechny nanovlakenné vrstvy dohromady tvoii 20 az 60 % obj. vzhledem k celkovému objemu
kompozitu.

3. Kolagenni kompozit podle naroku 1 nebo 2, vyznaécujici se tim, Ze kompozit je usporadan do
alespon péti vrstev, kde se pravidelné stiidaji vrstva vysoce porézni pény s nanovlakennou vrstvou,
pficemz vSechny nanovlakenné vrstvy dohromady tvoii 20 az 60 % obj. vzhledem k celkovému
objemu kompozitu.

4. Kolagenni kompozit podle kteréhokoli z pfedchozich naroki 1 az 3, vyznacujici se tim, ze dale
obsahuje alesponi jednu aktivni latku a Ze hmotnostni pomér kolagenu k celkovému mnozstvi
aktivnich latek v kolagenni péné je v rozmezi 2:3 az 7:3.

5. Zpusob ptipravy kolagenniho kompozitu definovaného v naroku 1, vyznacujici se tim, Ze se
nejprve elektrostatickym zvlaknovanim piipravi nanovlakennd kolagenova vrstva, ktera se
stabilizuje chemickym sitovanim, nacez se promyje, zamrazi na teplotu -60 az -90 °C po dobu 3 az
8 hodin a lyofilizuje, poté se nanovlakenna kolagenova vrstva ponecha v 0,1 az 3 % hmotn. disperzi
kolagenu po dobu 1 az 3 hodin pfi teplote 15 az 25 °C, nasledné se zamrazi na teplotu -60 az -90 °C
po dobu 3 az 8 hodin a lyofilizuje za vzniku kolagenové kompozitni pény, ktera se poté stabilizuje
fyzikalnim nebo chemickym sitovanim, nacez se promyje, zamrazi a lyofilizuje.

6. Zpusob ptipravy podle naroku 5, kolagenniho kompozitu definovaného v naroku 2, vyznacéujici
se tim, Ze se nejprve elektrostatickym zvlaknovanim ptipravi nanovlakenna kolagenova vrstva,
ktera se stabilizuje chemickym sitovanim, na¢eZ se promyje, zamrazi na teplotu -60 az -90 °C po
dobu 3 az 8 hodin a lyofilizuje, poté se dvé nebo vice takto ptipravenych nanovlakennych vrstev
polozenych na sob¢€ ponecha v 0,1 az 3 % hmotn. disperzi kolagenu po dobu 1 az 3 hodin pfi teploté
15 az 25 °C, nasledné se zamrazi na teplotu -60 az -90 °C po dobu 3 az 8 hodin a lyofilizuje za
vzniku kolagenové kompozitni pény, kterd se poté stabilizuje fyzikalnim nebo chemickym
sitovanim, nacez se promyje, zamrazi a lyofilizuje.

7. Zpusob piipravy kolagenniho kompozitu podle naroku 5 nebo 6, vyznacujici se tim, Ze sitovani
je chemické a provede se macenim pény v roztoku 95 % hmotn. ethanolu a vody s N-(3-
dimethylaminopropyl)-N-ethylkarbodiimid hydrochloridem a N-hydroxysukcinimidem pii teploté
25 az 40 °C po dobu 2 az 4 hodin.

8. Zpusob pripravy kolagenniho kompozitu podle naroku 7, vyznacujici se tim, Ze pfi sitovani je
na 1 g kolagenu mnozstvi N-(3-dimethylaminopropyl)-N-ethylkarbodiimid hydrochloridu 0,5 az
1,5 g a mnozstvi N-hydroxysukcinimidu je 0,125 az 0,750 g.

9. Zpusob pripravy podle naroku 5 kolagenniho kompozitu definovaného v naroku 4, vyznacujici
se tim, Ze se kompozit po posledni lyofilizaci impregnuje 95% hmotn. roztokem ethanolu s vodou
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obsahujicim jednu nebo vice aktivnich latek, s vyhodou vybranou ze skupiny zahrnujici
antibiotikum, anestetikum, antiagregans, antivirotikum, nebo jejich smes, s vyhodou antibiotikum.

4 vykresy
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| POREZNI PENA 1%
| TUHE JADRO 5%
| SENDVICOVA PENA
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