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Néazev vynalezu:

Biokompatibilni a biodegradabilni netkana
vliakenna struktura s obsahem
submikronovych vliken na bazi oxidu
kiemicitého, biogennich ionti a funkénim
povrchem pro vazbu aktivnich litek a
zpusob jeji vyroby

Anotace:

Reseni se tyka biokompatibilni a biodegradabilni netkané
vlakenné struktury se submikronovymi vlakny na bazi
oxidu kfemicitého, biogennimi ionty a funkénim
povrchem pro vazbu aktivnich latek. Vlakna jsou
vytvofena zvlaknovanim solu pfipraveného metodou sol-
gel a jsou pfimo ve svém objemu pii zvlakinovani
opatiena bioaktivnimi ionty ze skupiny ionty vapniku
a/nebo médi a/nebo zinku a/nebo stfibra a povrch vlaken
je funkcionalizovan aminoalkylalkoxysilanem nebo
epoxyalkylalkoxysilanem. ReSeni se dale tyka zptisobu
vyroby uvedené biokompatibilni a biodegradabilni
netkané vlakenné struktury, pii kterém se zvlaknuje sol
pfipraveny metodou sol-gel. Sol se pted zvldkiiovanim
syntetizuje z nizkomolekularniho prekurzoru
tetraalkoxysilanu metodou sol-gel v alkoholu s
ptidavkem vody za kyselé katalyzy, pticemz tento sol se
dopuje bioaktivnimi ionty ve formé soli jiz v prib&hu
jeho ptipravy pred zvlakiiovanim a po zvlaknéni se
povrch vldken funkcionalizuje aminoalkylalkoxysilanem
nebo epoxyalkylalkoxysilanem.

BunéEni viabilita (3 CC|

Srngfnl L5 mg/ml 0.5 gl
[ sines [ sines-zn-nz [ sines-2n

0.25mg/fml
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Biokompatibilni a biodegradabilni netkana vlakenna struktura s obsahem submikronovych
vlaken na bazi oxidu kiemicitého, biogennich ionti a funkénim povrchem pro vazbu
aktivnich latek a zpisob jeji vyroby

Oblast techniky

Vynalez se tyka stabilni a zaroven biokompatibilni a biodegradabilni netkané vlakenné struktury
s obsahem submikronovych vldken na bazi oxidu kiemicitého dopovanych bioaktivnimi ionty ¢i
jejich smési s povrchem nesoucim funk¢éni skupiny modifikujici povrchové vlastnosti vlaken
a umoziujici ptipadnou vazbu aktivnich latek na tento povrch.

Vynalez se tyka také zplsobu vyroby téchto netkanych vlakennych struktur.

Dosavadni stav techniky

Vldkenné struktury s obsahem submikronovych vlaken a nanovlaken pfedstavuji diky svym
unikatnim vlastnostem — tedy pfedevSim malému rozméru pord pii soucasné vysoké porozité
amalému priméru vlaken vedoucimu k enormné vysokému meérnému povrchu dostupnému
k vazbé molekul ¢i prubehu katalytickych reakei, struktury s vysokym aplikaénim potencidlem
v mediciné a biotechnologiich. Pro oblast mediciny jsou submikronové vlakenné struktury
vyuzitelné zejména jako nosice pro tkanové inzenyrstvi riiznych tkani a také jako kryt ran. Zde je
vyuzivana podobnost uméle piipravenych vlakennych struktur s ptirozené se vyskytujicimi
strukturami extracelularni hmoty (ECM) a/nebo membranového efektu, ktery stimuluje prostiedi
rany, podporuje tzv. vlhké hojeni a soucasné umoziuje vyménu plynii mezi ranou a vngj$im
prostfedim. Pro dosaZeni tohoto efektu musi byt splnéno nékolik podminek, z nichz nejpodstatné;jsi
je zachovani dostate¢né porozity ve vlhkém prostredi.

Hojeni porusené ¢i rlst zcela nové tkané mize byt také podpofeno pritomnosti signalnich
a bioaktivnich a biogennich molekul a iontl, které podporuji bunénou migraci, diferenciaci ¢i
stimulaci tvorby vybranych komponent ECM. Zirovenn mohou byt tyto latky vyuzity i
k dekontaminaci infikované rany ¢i predchéazeni vzniku postoperativnich infekci. Mezi takové
biogenni latky se fadi napiiklad kiemik, jehoz pfitomnost v nizkych koncentracich podporuje
hojeni a stimuluje tvorbu kolagenu. Dale byl popsan ucinek iontd stfibra a médi jako latek
s vysokym antimikrobialnim u¢inkem.

V biotechnologickych aplikacich ale i medicinskych aplikacich se vyuziva konjugace aktivnich
molekul na rizné substraty za ucelem zlepseni jejich stability, snizeni zatizeni daného reakéniho
prostedi volnymi aktivnimi molekulami a prodlouzeni jejich G¢inné doby pii aplikaci in situ. Zde
je mozné vyuzit kombinaci bioaktivnich iontl a napiiklad konjugovanych enzymt, jejichz
katalyticka aktivita maze byt pfimo zavisld anebo podpofend piitomnosti a pozvolnym
uvolnovanim vybranych bioaktivnich iontd. Takovy efekt byl popsan napiiklad v ptipadé
vapenatych iontll ve vztahu k aktivité¢ enzymu trypsin nebo zinku ve vztahu k aktivité travicich
enzymul.

V takovém piipad¢ nasledna funkcionalizace povrchu vede ke zméné smacivosti povrchu vodnym
roztokem, ktery ma nasledné dva efekty. Jednak zvySuje G¢innost nasledné vazby aktivni molekuly
zvodnych pufrG a zaroveii vede ke zlepSeni kinetiky uvolfiovani inkorporovanych iontl
podporujici aktivitu vazané molekuly. Tento efekt je mozné podporit také aplikaci fyzikalnich
metod v pribéhu vyroby vldkenného krytu, které vedou ke zlepSeni smacivosti povrchu pied
samotnou chemickou funkcionalizaci (roubovanim funkénich skupin) a zvySuji €innost tohoto
procesu a pocet funk¢nich skupin na jednotku plochy.
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Z CZ PV 2003-2421 A3, respektive z WO 2005024101 A1, je znam postup vyroby nanovlaken
elektrostatickym zvlakiiovanim, avSak nejsou zde blize specifikovany polymerni roztoky pro
ptipravu vlaken.

CZ PV 2012-549 A3 popisuje nanovladkennou strukturu s imobilizovanym organickym agens,
ktera je tvorena Cisté¢ kfemicitymi nanovlakny s povrchem modifikovanym aminoalkoxysilanem
a s nasledné¢ imobilizovanym organickym agens. Tato nanovlakenna struktura se vyrabi tak, ze
z vychoziho solu syntetizovaného metodou sol-gel z tetraalkoxysilanu se elektrostatickym
zvlaknovanim vytvoii Cisté kfemicitd nanovldkna, kterd se nésledné tepeln€ zpracuji a poté se
povrch nanovldken modifikuje roztokem aminoalkoxysilanu, nacez se na takto modifikovany
povrch nanovlaken imobilizuji organicka agens.

CZ 34116 Ul, se zabyva pripravou c¢ist¢ kifemicitych nanovlaken s roubovanymi funkénimi
skupinami a imobilizovanym organickym agens. Pro zvyseni €innosti vazby je zde kombinovéana
ptediprava povrchu plazmatem a na ni navazujici chemicka modifikace.

7 CZ PV 2015406 A3 je znam zplisob vyroby hybridni nanovlakenné  struktury
s imobilizovanymi aktivnimi latkami spocivajici vtom, Ze se provede piiprava vychoziho
hybridniho solu metodou sol-gel, a to tak, ze zdkladni reakéni smés obsahujici tetraalkoxysilan je
obohacena o podil aminopropyltriethoxysilanu, nacez takto ptipraveny hybridni sol je nasledn¢
zvlaknén, pti¢emz dale vytvorena nanovlakenna struktura je tepelné stabilizovana pii specifickych
podminkach, a to ptisobenim teploty do 200 °C. Nacez kone¢né takto vytvofena nanovlakenna
vrstva s aktivnim povrchem je vystavena pusobeni roztoku pro imobilizaci vybrané aktivni latky,
kde tato aktivni latka je prostfednictvim peptidickych a/nebo vodikovych vazeb vazana na povrch
uvedené nanovldkenné vrstvy. Technické fesSeni se tyka také hybridni nanovldkenné struktury,
vytvotené jako nanovldkennd prostorova struktura na béazi nanovldken aktivovanych —NH»
skupinami, kde na povrchu nanovléken je navazana aktivni latka, a to vazbou peptidickou nebo
vazbou vodikovymi mustky, pficemz piednostné se jednd o hybridni nanovlakennou vrstvu
vyrobenou zptisobem, jak vySe uvedeno, kde pak aktivni latkou je prednostné 1éCiva latka ¢i 1é¢ivo.
U takto pfipravenych nanovlakennych struktur je vSak omezena dostupnost funkcnich skupin
dostupnych na povrchu nanovlaken k dalsi vazb¢ aktivnich agens.

CZ PV 2012-549 A3, CZ 34116 Ul, CZ PV 2015-406 A3 neobsahuji bioaktivni ionty kromé
kiemiku, ktery je jejich zakladni stavebni slozkou, ale jehoz uvolhovani ze struktury neni
deklarovano.

V dokumentu WO 2009018104 A1 je pro ptipravu kiemicitych nanovlaken jako vychozi prekurzor
pouzivan  methyltrimethoxysilan. Bez  tepelného  zpracovani  nanovldken  podle
WO 2009018104 A1 nebo pifi nizkych teplotich tepelného pracovani nanovldken podle
WO 2009018104 A1 maji tato nanovlakna v disledku piitomnosti methylové skupiny na svém
povrchu hydrofobni vlastnosti a vykazuji nizky pocet Si-OH skupin na povrchu potiebnych pro
ptipadnou naslednou modifikaci povrchu aminoalkylalkoxysilanem. Z téchto divodd neni feSeni
podle WO 2009018104 A1 vhodné pro pfipravu vychozich kiemicitych nanovlaken pro naslednou
modifikaci povrchu a ptipadnou imobilizaci organickych agens.

Dokumenty JP 20040041335 A, JP 20040161234 A a JP 20040243580 A popisuji ptipravu
organicko-anorganického  nanovldkenného kompozitu sloZzeného =z pravidelné kostry
polyethylenimidovych vlaken s vrstvami oxidu kfemic¢itého nanesenych metodou sol-gel.
Vysledny kompozitni material ma slouzit k zachytu nebo koncentraci rtiznych latek v pripravené
struktute, k zachytu zadanych c¢astic vSak dochazi pouze jako u filtru, tj. v mezerach mezi
jednotlivymi nanovlakny, nebo prostou adsorpci zadanych castic do objemu nanovlakenného
kompozitu.

Balici papir podle KR 20090058155 A je wvyrobeny znanovldken, ktera byla =ziskana
elektrostatickym zvlakiiovanim biodegradabilniho organického polymeru s ptidavkem solu oxidu
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kiemicitého a dusi¢nanu sttibrného. Vysledny produkt ma antiseptické a antibakterialni vlastnosti,
avsak nevykazuje funk¢ni povrch a neni uzptsoben pro imobilizaci organickych agens.

KR 20100058372 A uvadi piipravu katalyzatoru z mezoporéznich nanovlaken oxidu kemicitého
ptipravenych ristem z plané faze a naslednym zavedenim katalyzatoru pomoci silanu na povrch
a do pora takto vytvorenych vlaken. Vysledny produkt je deklarovan jako katalyzator riznych
organickych reakci, ovSem neobsahuje biogenni ionty a ani neslouzi pro imobilizaci organickych
agens.

Uzitny vzor CZ 34086 U1, popisuje kryt rany s nanovlakennou vrstvou pro dopravu léCiv, pficemz
aktivni latka je zde vdzana v nosnych nanocasticich — liposomech, pro néz nanovlakenna struktura
funguje jako podplrny systém umoziujici jejich aplikaci do prostoru rany. Jako podpirna
nanovlakna zde mohou byt pouzita i nanovldkna pfipravena elektrostatickym zvlaknénim
organosilikatu. Tato vlakna nejsou jinak povrchové fukcionalizovana. Nevyhodou tohoto feseni je
nemoznost vazby dalsich aktivnich latek.

Z patentového dokumentu CZ PV 2012-166 A3 a uzitného vzoru CZ 31723 Ul jsou znamy
vlakenné (nanovldkenné a mikrovldkenné) biokompatibilni struktury vyuzitelné k oSetfeni ran
a koznich defektti. V ptipadé CZ 31723 Ul neobsahuje struktura na bazi kopolymeru L-laktidu
a e-kaprolaktonu na svém povrchu funkéni skupiny pro vazbu agens ani neobsahuje bioaktivni
ionty. V piipadé¢ CZ PV 2012-166 A3 je nevyhodou materidlu na bazi karboxymethylované
celulozy nizkd stabilita ve vodném prostfedi, nepfitomnost aktivnich latek/iontd a omezena
funkénost povrchu.

Jsou také znama fesSeni s obsahem iontl, pfipadné i feSeni piedstavujici konjugaci enzymu na
polymernich nanovlakna.

Z patentového dokumentu EP 3042628 Al jsou zndmy vldkenné dentalni implantity na bazi
bioskla. Ty vsSak neobsahuji povrchové funkcionalizovana vladkna submikronového prameéru
a jejich struktura je zalozena predevsim na obsahu fosfatovych slozek jako jsou trikalciumfosfat
a dalsi. Z patentového dokumentu WO 2007017756 A2 je znamo feSeni piipravy scaffoldii na bazi
bioskla. Ty jsou vSak pfipravovany vrstvenim pfes polymerni templat a neobsahuji submikronova
vlakna. Situace je stejnd i u ostatnich bioskel, i kdyz tato obsahuji bioaktivni ionty, tak jejich
struktura obsahuje dalsi slozky, neni povrchové funkéni a vlakenna.

Nedostatkem dosavadniho stavu techniky je absence komplexniho feSeni, které by soucasné
umoznovalo vyuziti u€inku bioaktivnich iontd a moznosti povrchové imobilizace aktivnich latek
v dostate¢ném mnozstvi a dosazeni jejich synergického efektu.

Cilem tohoto vynalezu je odstranit nebo alespon minimalizovat nevyhody dosavadniho stavu

techniky.

Podstata vynalezu

Vynalez je dosaZzen kiemicitou netkanou vlakennou strukturou s primérem vlaken v
submikronovém méfitku dopovanou bioaktivnimi ionty a zaroven povrchové funkcionalizovanou
tak, aby byla dosazena 2D nebo 3D struktura se zvySenou antibakterialni aktivitou ¢i jinou
biologickou aktivitou, a zaroven umoZznéna aplikace netkané vldkenné struktury v této podobé ¢i
jeji dalsi vyuziti pro konjugaci molekul na jejich povrch v dostateéném mnozstvi diky modifikaci
povrchu aminoalkylalkoxysilanem nebo epoxyalkylalkoxysilanem. Takova modifikace vede ke
zvySeni smacivosti povrchu a zaroven umoziuje elektrostatickou vazbu, vodikovou vazbu nebo
kovalentni vazbu dle vyuziti konjugacni chemie, pfi¢emz ucinnost modifikace mtize byt zvySena
doplnénim o fyzikalni aktivaci povrchu vlaken plazmatickou upravou.



20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 309644 B6

Kfemicita submikronova vlakna jsou v tomto vynalezu vyuZivana jako nosny substrat z dtivodu
jejich biokompatibility, unikdtniho zpisobu biodegradace a také diky Sirokym moznostem jejich
povrchovych modifikaci. U nanostruktur na bazi oxidu kiemicit¢ho byla prokdzana nejen
biokompatibilita vic¢i riznym typtim tkané€, ale i jejich bioaktivita diky uvoliiovani kyseliny
ortokfemicité pii jejich degradaci. Ta probiha postupnou erozi povrchu, kdy nedochédzi ke
sniZzovani porozity vrstvy vlivem bobtnani jednotlivych vlaken. Dalsi nespornou vyhodou
ktemicitych vlaken je vysoky podil silanolovych Si-OH skupin na jejich povrchu, jez mohou byt
vyuzity k modifikaci jejich povrchu prostfednictvim kovalentni vazby funkéniho alkoxysilanu.
Cetnost vyslednych funkénich skupin vpravenych na povrch je potom modifikovana podminkami
reakce a mlze byt zvysena také predupravou povrchu vlaken pred samotnou vazbou.

Podstata vyroby netkané submikrovlakenné struktury spociva v ptipraveé zvldknovaciho solu. Ten
je pripraven metodou sol-gel z tetraalkoxysilanu prostfednictvim kyselé katalyzy v alkoholovém
prostfedi, ovS§em bez ptidavku dalsiho pomocného polymeru, a v pribéhu procesu ptipravy je tento
sol dopovan vybranymi bioaktivnimi ionty ve formé& vhodnych sloucenin — nejcastéji dusicnand.
Takto pfipraveny sol je nasledné zpracovan do podoby netkané textilie s praméry vldken
v submikronovém méfitku. V zavislosti na parametrech zvlaknovaciho solu a podminkach
zvlaknovani je mozné dosdhnout i struktur s vétS§inovym podilem nanovldken (tedy vlaken
s prumérem <100 nm) ve struktufe. Vyroba vldkenné¢ho utvaru mulze probihat jak metodou
elektrostatického, tak i odstfedivého zvlaknovani. Vytvoifena netkana vladkenna struktura je
nasledné tepelné stabilizovana a piipadné upravena vhodnym typem plazmatu. Tento krok zvysuje
ucinnost povrchové funkcionalizace alkoxysilanem, ovSem neni nezbytny. Nasledné je povrch
modifikovan zvolenym aminoalkylalkoxysilanem nebo epoxyalkylalkoxysilanem. Timto je
dosazeno biokompatibilni a bioaktivni netkané vlakenné vrstvy s funkénim povrchem dostupnym
pro vazbu aktivni latky na jeji povrch prostiednictvim zvolené konjugacni chemie.

Pfi pfipravé zvlakiovaciho solu dopovaného jednotlivymi bioaktivnimi ionty (Ca*, Zn**, Ag",
Cu®") nebo jejich kombinaci, pFi¢emz zvldkiiovaci sol je vytvofeny metodou sol-gel
z tetraalkoxysilanu pfi zapojeni kyselé katalyzy, musi byt dodrzeny nasledujici poméry vstupnich
surovin.

V piipad€ molarniho poméru tetraalkoxysilanu vici vodé je tento drzen v rozmezi 0,3 az 0,65
a zaroven molarni pomér kyseliny vuéi tetraalkoxysilanu je udrzovan v rozmezi 0,005 az 1. Pfi
dopovani bioaktivnimi ionty je potom nezbytné udrzeni molarniho poméru soli vuci
tetraalkoxysilanu v rozmezi 0,001 az 0,25. Po ukonceni polykondenza¢ni reakce je upravena
koncentrace zvlakniovaciho solu na rozmezi 25 az 45 %. Timto postupem je pfipraven zvlaknovaci
sol, pfi jehoz zpracovani je mozné dosahnout netkané vlakenné struktury s primérem vlaken
v submikronovém métitku. Struktura pfipravené vrstvy je urcena zvolenou metodou zvlakinovani,
kdy pouziti elektrostatického zvlakinovani vede k ptipravé prevazné 2D struktur, zatimco pouziti
odstiedivého zvlakinovani umoziuje tvorbu 3D struktur s vyS$im podilem a rozmérem
mezivlakennych port. Primér vlaken ve vrstvé a tloustka zvlaknéné vrstvy je urcena podminkami
zvlakfiovani. Nejcastéji se plosna hmotnost pohybuje v rozmezi 10 az 50 g/m?, ov§em tyto hranice
nejsou omezujici. Piipravené struktury jsou dale tepeln€ upraveny pro dosazeni vyssi mechanické
stability. Tepelna stabilizace probihad nejcastéji pti teplotach do 350 °C, ovSem dalsi Upravy je
mozn¢é realizovat i1 bez tepelné Upravy. Stejné tak mize byt vrstva pred vazbou funkénich skupin
hydrofilizovana fyzikalni upravou nizkotlakym plazmatem nebo plazmatem provadénym pfi
atmosférickém tlaku. Tato uprava vede ke zvySeni po¢tu Si-OH skupin na povrchu, ¢imz je
nasledné dosazeno vyssi funkénosti povrchu. Uprava plazmatem miize byt také vyuzita u vlaken
stabilizovanych pii teplotach nad 350 °C k opétovné indukci Si-OH ztracenych vlivem tepelné
upravy provedené za uUCelem dosazeni vys$§i mechanické odolnosti vrstvy. Vyssi teplotou
nedochazi u kfemicitych nanovlaken ke ztrat€ biokompatibility. Ta byla potvrzena u vlaken
upravovanych az do teploty 750 °C.

Nasledné je povrch dopovanych kiemicitych vldken funkcionalizovan kovalentni vazbou
funkéniho alkoxysilanu v podobé aminoalkylalkoxysilanu nebo epoxyalkylalkoxysilanu
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v koncentraci nejcastéji 0,1 az 5 % v roztoku, mtze vSak byt i 0,1 az 75 %, vyhodnéji 0,1 az 60 %,
jesté vyhodnéji 0,1 az 25 % a nejvyhodnéji vySe uvedenych 0,1 az 5 %. Tato povrchova
funkcionalizace nevede ke snizeni biokompatibility povrchu, upravuje jeho naboj a smacivost. Tato
uprava vede ke zlepSeni dostupnosti aktivnich iontd inkorporovanych do hmoty vlaken a soucasné
muze byt vyuzita pro adsorpci, elektrostatickou anebo kovalentni vazbu dal§ich molekul na povrch
vlaken v zavislosti na konkrétni zvolené biotechnologické ¢i medicinské aplikaci tak, aby bylo,
pokud mozno dosazeno synergického efektu s inkorporovanymi ionty. Tyto dva typy funkénich
skupin na povrchu umoziluji vazbu vétSiny aktivnich molekul s vyuzitim spontanni vazby ¢i
prostfednictvim pomocné konjugaéni chemie. Pfikladem takové chemie mize byt vyuziti riiznych
typt konjugacnich linkert, tzv. nulové délky na bazi ethyl(dimethylaminopropyl)karbodiimidu.

Objasnéni vykresu

Vynalez je schematicky znazornén na vykresech, kde ukazuje:

obr. 1 SEM mikroskopickou morfologii submikronovych vldken na bazi kifemiku s obsahem
bioaktivnich iontil zinku podle ptikladu 1, obr. 1a zastoupeni jednotlivych tfid praméra
vlaken ve vrstvé podle piikladu 1;

obr. 2 dukaz biokompatibility submikronovych vladken na bazi kiemiku s obsahem bioaktivnich
iontl zinku podle piikladu 1 pfed povrchovou funkcionalizaci a po ni, hodnoceno na
bunkach Hacat;

obr.3 SEM mikroskopickou morfologii submikronovych vlaken na bazi kifemiku s obsahem
bioaktivnich iontti médi podle prikladu 2;

obr. 3a zastoupeni jednotlivych tiid priméra vlaken ve vrstvé podle piikladu 3;

obr. 4 dukaz povrchové funkcnosti a biokompatibility submikronovych vlaken na bazi kiemiku
s obsahem bioaktivnich iontti médi podle piikladu 2 pied povrchovou funkcionalizaci a po
ni, dikaz pritomnosti aminoskupin na povrchu neupravenych a upravenych vlaken
prostiednictvim barveni methyloranzi, biokompatibilita pfed povrchovou upravou a po ni
hodnocena na buiikach Hacat;

obr. 5 SEM mikroskopickou morfologii submikronovych vldken na bazi kifemiku s obsahem
bioaktivnich iontti vapniku podle ptikladu 3;

obr. 5a zastoupeni jednotlivych tiid priméra vlaken ve vrstvé podle ptikladu 3;

obr. 6 SEM mikroskopickou morfologii submikronovych vldken na bazi kifemiku s obsahem
smési bioaktivnich ionti stiibra, médi a zinku podle piikladu 4;

obr. 6a zastoupeni jednotlivych tfid praiméra vlaken ve vrstvé podle ptikladu 4;
obr. 7 dukaz biokompatibility submikronovych vlaken na bazi kfemiku s obsahem smési
bioaktivnich ionti stfibra, médi a zinku podle ptikladu 4 pied povrchovou funkcionalizaci

a po ni, hodnoceno na bunkach Hacat; a

obr. 8 dukaz antibakterialni aktivity submikronovych vlaken na bazi kfemiku s obsahem sme¢si
bioaktivnich iontl vici bakteriim S. gallinarum (vlevo) a E. coli (vpravo).
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Priklady uskuteénéni vynalezu

Vynalez bude popsan na piikladech vytvofeni netkané vlakenné struktury zalozené na oxidu
kiemicitém dopovaném biogennimi ionty a s modifikovanym povrchem, ktery ddle umoziuje
vazbu aktivnich a 1é¢ivych latek a dalSich molekul volenych dle konkrétni aplikace. Vynalez je
dokumentovan vybranymi konkrétnimi ptiklady provedeni, jimiz vSak nejsou popsany vsechny
moznosti uskutecnéni vynalezu. Tyto zde bliZze nepopsané moznosti jsou prumérnému odbornikovi
pti znalosti tohoto vynalezu z tohoto textu zfejmé bez nutnosti dalsi vynalezecké ¢innosti.

Priklad 1

Modifikovanou metodou sol-gel byl pfipraven zvlakinovaci sol — a to smisenim 164 ml
izopropylalkoholu a 200 ml tetracthoxysilanu, vody a kyseliny tak, aby molarni poméry odpovidaly
hodnotam 0.45 molarniho poméru tetraethoxysilanu ku vodé a zaroven 0.1 molarniho poméru
kyseliny ku tetraethoxysilanu. Soucasné byl pfidan dusi¢nan zine¢naty jako zdroj bioaktivnich
iontl v poméru 0.01 molud ku tetracthoxysilanu. Takto pfipraveny sol prosel procesem hydrolyzy,
polykondenzace a zrani, kdy je v zadvéru zahustén na 33 % obsahu suSiny z celkové hmotnosti
zvlaknovaciho solu. Tento krok je zajistén odparem rozpoustédla.

Takto pfipraveny zvlaknovaci sol byl nasledné zpracovan metodou elektrostatického zvlaknovani
stejnosmérnym proudem (tzv. DC elektrospinning) z dratové elektrody pii zachovani
zvlakiovacich podminek na 160 mm zvlékiovaci vzdalenosti a rozdilu napéti elektrod 60 kV.
Timto zplisobem byla piipravena netkand vlakennd vrstva se stfedni hodnotou priméru
vlaken 174 nm, jeji ploSna hmotnost byla ur€ena rychlosti pohybu podkladového materidlu na
12 g/m?. Pro dosaZeni vy$3i soudrznosti vrstvy byla provedena teplotni stabilizace expozici teploté
180 °C po dobu 2 hodin. Tato tepelna uprava nevedla k vyznamné zméné ve struktuie
(homogenite) vrstvy ani praméri submikronovych vlaken. Pro dosazeni povrchové funkcnosti
byla nasledn¢ vrstva smacena v 3% roztoku 3-aminopropyltryethoxysilanu rozpuSténého
v 96% ethanolu po dobu 2 hodin pii laboratorni teplote. Stabilita funkénich skupin roubovanych
na povrch po oplachu piebyte¢ného funkcionaliza¢niho ¢inidla, provedeného opakovanym
oplachem v roztoku ethanolu, byla podpotena tepelnou tpravou pii 110 °C po dobu 30 minut.
Timto zplisobem byla ziskana kfemicitd nanovlakna s obsahem bioaktivniho zinku a soucasné
s funkénim povrchem obsahujicim —NH» skupiny volné k dal$i vazbé zvolenym zptisobem.

Morfologie takto pfipravenych submikronovych vldken je zobrazena na obr. 1 pofizeném
prostfednictvim elektronové mikroskopie, zastoupeni jednotlivych tfid prumért vlaken ve vrstvé
podle piikladu 1 je zobrazeno na obr. la. U takto pfipraveného materialu byla prokazana
biokompatibilita vii¢i buitkdm kozniho krytu. Test provedeny in vitro na lidskych keratinocytech
Hacat byl proveden v souladu s normou CSN EN ISO 10993-5:2009 tak, Ze eluat testovaného
vzorku v riznych koncentracich byl pripraven eluci po dobu 24 hodin. Ten byl nasledné exponovan
predkultivovanym bunkam po nasledujicich 24 hodin. Vyslednd cytokompatibilita byla
vyhodnocena prostfednictvim metabolické aktivity Zivych bunck tetrazoliovou soli WST-8
(2-(2-methoxy-4-nitrofenyl)-3-(4-nitrofenyl)-5-(2,4-disulfofenyl)-2H-tetrazolium, sodnd sfl)
anaslednou kvantifikaci pfi 450 nm vlnové délky. Dosazené vysledky v podobé dikazu
biokompatibility submikronovych vldken na bazi kfemiku s obsahem bioaktivnich ionti zinku
podle ptikladu 1 pied povrchovou funkcionalizaci a po ni, hodnoceno na bunkach Hacat, jsou
zobrazeny na obr. 2.

Tato vrstva muze byt aplikovana v tomto stavu bez dal$i modifikace, nebo mulze slouzit k dalsi
vazbé biotechnologicky nebo medicinsky vyznamnych latek. V tomto pfipadé napiiklad jako nosi¢
biotechnologicky vyuzitelného enzymu lakézy pro tipravu vod.
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Priklad 2

Modifikovanou metodou sol-gel byl pfipraven zvlakiiovaci sol — a to smisenim 164 ml
izopropylalkoholu a 200 ml tetraethylortosilikdtu (tetraethoxysilanu), vody a kyseliny tak,
aby molarni poméry odpovidaly hodnotam 0.4 molarniho poméru tetraecthoxysilanu ku vodé
a zaroven 0.11 molarniho poméru kyseliny ku tetracthoxysilanu. Soucasné byl do smési pridan
dusi¢nan méd’naty jako zdroj bioaktivnich iontd v poméru 0.034 moli ku tetraethoxysilanu. Takto
ptipraveny sol prosel procesem hydrolyzy, polykondenzace a zrani, kdy byl v zdvéru zahustén na
35 % obsahu suSiny z celkové hmotnosti zvlakiovaciho solu. Tento krok byl zajistén odparem
rozpoustédla.

Takto pfipraveny zvlaknovaci sol byl nasledné zpracovan metodou elektrostatického zvlaknovani
stejnosmémym proudem (tzv. DC elektrospinning) ztyckové elektrody pii zachovani
zvlakinovacich podminek na 150 mm zvlakiovaci vzdalenosti a rozdilu napéti elektrod 45kV.
Timto zplsobem byla pfipravena netkana vlakenna vrstva se stfedni hodnotou praméru
vlaken 289 nm. Pro dosazeni vys$si soudrznosti vrstvy byla provedena teplotni stabilizace expozici
teploté 180 °C po dobu 2 hodin. Pro zvyseni u¢innosti povrchové funkcionalizace byla nésledné
vlakenna vrstva upravena koronovym vybojem ve vzduchové atmosféte pii pokojové teploté,
tlaku ~101 kPa, vykonu 800 W a pfi rychlosti posuvu materialu 1 m/min. Aktivovana vrstva byla
nasledné  pienesena do  funkcionalizacni  lazné  sestavajici ze 3%  roztoku
3-aminopropyltriethoxysilanu rozpusténé¢ho v 96 % ethanolu, kde byla macena po dobu 1 hodiny
pii laboratorni teploté. Stabilita funkcnich skupin roubovanych na povrch byla po oplachu
piebyte¢ného funkcionaliza¢niho ¢inidla, provedeného opakované v roztoku ethanolu, podpoiena
tepelnou upravou pii 110 °C po dobu 30 minut. Timto zplisobem byla ziskdna kiemicita
nanovlakna s obsahem bioaktivnich iontd médi a soucasn¢ s funkénim povrchem obsahujicim —
NH; skupiny volné k dalsi vazbé zvolenym zptisobem.

Morfologie takto pfipravenych submikronovych vldken je zobrazena na obr. 3 pofizeném
prostfednictvim elektronové mikroskopie, zastoupeni jednotlivych tfid prumért vlaken ve vrstvé
podle piikladu 3 je zndzornéno na obr. 3a. U takto pfipraveného materidlu byla prokazana
biokompatibilita vii¢i buitkdm kozniho krytu. Test provedeny in vitro na lidskych keratinocytech
Hacat byl proveden v souladu s normou CSN EN ISO 10993-5:2009 tak, Ze eluat testovaného
vzorku v riznych koncentracich byl pripraven eluci po dobu 24 hodin. Ten byl nasledné exponovan
predkultivovanym bunkam po nasledujicich 24 hodin. Vyslednd cytokompatibilita byla
vyhodnocena prostfednictvim metabolické aktivity Zivych bunck tetrazoliovou soli WST-8
(2-(2-methoxy-4-nitrofenyl)-3-(4-nitrofenyl)-5-(2,4-disulfofenyl)-2H-tetrazolium, sodnd sfl)
a naslednou kvantifikaci pfi 450 nm vlnové délky. Viabilita exponovanych bunék piesahovala
u vSech koncentraci 95 % viability bunéné kontroly. Zaroveii doSlo povrchovou upravou
k mirnému zvySeni viability bun€k ve srovnani s neupravenou dopovanou vrstvou. Dosazené
vysledky, v podobé diikazu povrchové funk¢nosti a biokompatibility submikronovych vlaken na
bazi kemiku s obsahem bioaktivnich iontti médi podle ptikladu 2 pted povrchovou funkcionalizaci
a po ni, diikazu ptitomnosti aminoskupin na povrchu neupravenych a upravenych prosttednictvim
barveni methyloranzi, biokompatibilita pfed povrchovou upravou a po ni hodnocena na bunkach
Hacat, jsou zobrazeny na obr. 4.

Tato vrstva muze byt aplikovana v tomto stavu bez dal$i modifikace, nebo mutze slouzit k dalsi
vazbé biotechnologicky nebo medicinsky vyznamnych latek. V tomto pfipadé€ je vhodna naptiklad
kombinace aktivni kiemicité vrstvy a piirodnich antiseptik, ristovych faktord ¢i dalSich latek
podporujicich angiogenezi a hojeni ran. To miiZze byt vazano prostou adsorpci ¢i elektrostatickou
vazbou ¢i vazbou kovalentni pfi zachovani vysoké porozity kifemicité vrstvy. V piipadé
proteinovych latek mtze byt jejich pfitomnost na povrchu prokézana (ne)specifickym barvenim
proteint a jejich kvantifikaci.
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Priklad 3

Modifikovanou metodou sol-gel je pripraven zvlaknovaci sol — a to smisenim 164 ml
isopropylalkoholu a 200 ml tetracthylortosilikatu (tetracthoxysilanu), vody a kyseliny tak, aby
molarni poméry odpovidaly hodnotam 0,43 molarniho poméru tetraethoxysilanu ku vodé a zaroven
0,1 molarniho poméru kyseliny ku tetracthoxysilanu. Soucasné byl do smési pfidan dusi¢nan
vapenaty jako zdroj bioaktivnich iontd v poméru 0,0072 moli ku tetracthoxysilanu. Takto
ptipraveny sol prosel procesem hydrolyzy, polykondenzace a zrani, kdy byl v zdvéru zahustén na
29 % obsahu suSiny z celkové hmotnosti zvlakiovaciho solu. Tento krok byl zaji§tén odparem
rozpoustédla.

Takto ptipraveny zvladknovaci sol byl nasledné zpracovan metodou odstiedivého zvlakiiovani pii
zachovani zvlaknovacich podminek 200 mm a 9000 RPM. Timto zplsobem byla pfipravena
trojrozmérna netkana vlakenna vrstva se stfedni hodnotou priméru vlaken 463 nm. Morfologie
takto pfipravenych submikronovych vldken je zobrazena na obr. 5, zastoupeni jednotlivych trid
pramért vlaken ve vrstvé podle ptikladu 3 je zobrazeno na obr. 5a. Pro dosazeni vyssi soudrznosti
vrstvy byla provedena teplotni stabilizace expozici teploté 180 °C po dobu 2 hodin. Nasledn¢ byla
vrstva povrchové funkcionalizovana smacenim po dobu 30 minut ve 2% smési
3-glycidyloxypropyltriethoxysilanu a ethanolu s podilem 15 % vody. Po opakovaném oplachu
v roztoku ethanolu byla vrstva suSena pfi pokojové teploté po dobu 48 hodin. Timto zptisobem
byla ziskana kiemicita nanovlakna s obsahem bioaktivnich iontd vapniku a soucasn¢ s funkénim
povrchem obsahujicim epoxy skupiny volné k dalsi vazbé zvolenym zptisobem.

Tato vrstva miize byt aplikovana v tomto stavu bez dalsi modifikace a slouzit k in situ konjugaci
(napt. jako sensor). Nebo mtize byt konjugovana s biotechnologicky nebo medicinsky vyznamnymi
latkami pro zajisténi jejich zvySené stability pti nasledné aplikaci. Tato povrchova funkcionalizace
zajistuje reaktivitu s celym spektrem latek obsahujicich aminoskupiny, sulfanylové skupiny
a dalsi. V tomto ptipad€ je vhodnd naptiklad kombinace aktivni kiemicité vrstvy a konjugovaného
enzymu trypsin vyuzivaného pro debridement ran.

Priklad 4

Modifikovanou metodou sol-gel je pfipraven zvlaknovaci sol — a to smisenim 164 ml
isopropylalkoholu a 200 ml tetraethylortosilikatu (tetraecthoxysilanu), vody a kyseliny tak, aby
molarni poméry odpovidaly hodnotdm 0,37 molarniho pomeéru tetraethoxysilanu ku vodé
a zarovei 0,11 molarniho poméru kyseliny ku tetracthoxysilanu. SouCasné¢ byly do smési
pfidany dusi¢nan stiibrny, dusi¢nan méd'naty a dusi¢nan zineCnaty jako zdroje bioaktivnich
iontl v poméru 0,007/0,004/0,003 molt ku tetraethoxysilanu. Takto pfipraveny sol prosel
procesem hydrolyzy, polykondenzace a zréni, a nasledné byl zahu$tén na 36 % obsahu suSiny
z celkové hmotnosti zvlakiovaciho solu. Tento krok je zajistén odparem rozpoustédla.

Takto ptipraveny zvlaknovaci sol byl nasledné zpracovan metodou elektrostatického zvlaknovani
stejnosmémym proudem (tzv. DC elektrospinning) zdratové elektrody pfi zachovani
zvlakiovacich podminek na 165 mm zvlaknovaci vzdalenosti a rozdilu napéti elektrod 65 kV.
Timto zplsobem byla pfipravena netkana vlakenna vrstva se stfedni hodnotou priméru
vlaken 193 nm. Pro dosazeni vyssi soudrznosti vrstvy byla provedena teplotni stabilizace expozici
teploté¢ 200 °C po dobu 120 minut. Pro dosazeni povrchové funkénosti byla nasledné vrstva
smacena v 5% roztoku 3-aminopropyltryethoxysilanu rozpusténém v 96 % ethanolu po dobu
30 minut pfi laboratorni teploté. Stabilita funk¢nich skupin roubovanych na povrch byla po oplachu
piebyte¢ného funkcionaliza¢niho ¢inidla, provedeného opakované v roztoku ethanolu, podpoiena
tepelnou upravou pii 110 °C po dobu 30 minut. Timto zpidsobem byla ziskana kiemicita
nanovlakna se smési bioaktivnich iontd stfibra, médi a zinku a soucasn¢ s funkénim povrchem
obsahujicim —NH> skupiny volné k dalsi vazbé.
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Morfologie takto pripravenych submikronovych vlaken je zobrazena na obr. 6 pofizeném
prostfednictvim elektronové mikroskopie, zastoupeni jednotlivych tfid primérta vldken ve vrstve
podle piikladu 4 je znazornéno na obr. 6a. U takto pfipraveného materialu byla prokazana
biokompatibilita vii¢i buiikam kozniho krytu dle metodiky popsané v ptikladu 1. Dosazené
vysledky jsou zobrazeny na obr. 7 v podobé ditkazu biokompatibility submikronovych vlaken na
bazi kiemiku s obsahem smési bioaktivnich iontl stfibra, médi a zinku podle prikladu 4 pred
povrchovou funkcionalizaci a po ni, hodnoceno na buitkach Hacat. Dale byla difuzni metodou
potvrzena antibakteridlni aktivita vrstvy proti dvéma modelovym bakteridlnim kmenim
Staphylococcus gallinarum a Escherichia coli. V prubéhu testu byla na misku s kultivaénim
agarem vyoCkovana bakteridlni suspenze o koncentraci 10* bakterii/ml. Nasledné& byl ptilozen
triplikét testovanych vzorkd. Po inkubaci pfi standardnich podminkach (37 °C) po dobu 24 hodin
byl vyhodnocen rozmér difuzni zény v okoli vzorki. Primérny rozmér 14 mm potvrdil
antibakterialni uc¢innost vzorkli na oba bakterialni kmeny, jak je znazornéno na obr. 8 v podob¢
dikazu antibakterialni aktivity submikronovych vlaken na bazi kfemiku s obsahem smeési
bioaktivnich iontil vici bakteriim S. gallinarum (vlevo) a E. coli (vpravo).

Tato vrstva mtize byt aplikovana v tomto stavu bez dalsi modifikace a podpofit napiiklad Cisténi
ahojeni kontaminovanych a tézko se hojicich ran, nebo muze slouzit k dal§i vazbé
biotechnologicky nebo medicinsky vyznamnych latek. V tomto piipadé je vhodnd kombinace
s antiseptikem ¢i antibiotikem vyznamnym pro dermatovenerologii. To mize byt vazano prostou
adsorpci ¢i elektrostatickou vazbou pifi zachovani vysoké porozity kifemicité vrstvy. Timto
zpisobem muze byt dosazena aktivni vrstva se synergickym tuCinkem kombinujicim
antibakterialn¢ ¢innou povrchoveé vazanou latku uvoliujici se v fadu hodin az dn1 a bioaktivni
ionty zajistujici ochranu ptfed druhotnou infekci po uvolnéni 1é¢iva z povrchu ¢i infekcei
zpusobenou mikroorganismy mimo oblast u¢inku povrchoveé vazané aktivni latky.
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PATENTOVE NAROKY

1. Biokompatibilni a biodegradabilni netkand vldkenna struktura se submikronovymi vldkny na
bazi oxidu kiemicitého, s biogennimi ionty a s funkénim povrchem pro vazbu aktivnich latek,
vyznacujici se tim, Ze vlakna jsou vytvoiena zvlaknovanim solu ptipraveného metodou sol-gel a
jsou piimo ve svém objemu pfi zvlakfiovani opatiena bioaktivnimi ionty ze skupiny ionty vapniku
a/mebo meédi a/mebo =zinku a/nebo stifbra a povrch vldken je funkcionalizovan
aminoalkylalkoxysilanem nebo epoxyalkylalkoxysilanem.

2. Zpusob vyroby biokompatibilni a biodegradabilni netkané vlakenné struktury podle naroku 1,
pti kterém se zvlaknuje sol pfipraveny metodou sol-gel, vyznacujici se tim, Ze sol se pted
zvlaknovanim syntetizuje z nizkomolekularniho prekurzoru tetraalkoxysilanu metodou sol-gel
v alkoholu s ptidavkem vody za kyselé katalyzy, pficemz tento sol se dopuje bioaktivnimi ionty ve
formé soli jiz v prabéhu jeho piipravy pied zvldkinovanim a po zvldknéni se povrch vlaken
funkcionalizuje aminoalkylalkoxysilanem nebo epoxyalkylalkoxysilanem.

3. Zpusob podle naroku 2, vyznacujici se tim, Ze sol se pred zvlakiiovanim syntetizuje v roztoku
ethanolu nebo isopropylalkoholu a molarni pomér tetraalkoxysilanu vii¢i vodé je v rozmezi 0,3 az
0,65, pricemz pH solu pii reakci se upravi ptidavkem anorganické ¢i organické kyseliny pii poméru
kyseliny vuci tetraalkoxysilanu v rozmezi 0,005 az 1.

4. Zpusob podle naroku 2 nebo 3, vyznacujici se tim, Ze sol se pted zvlaknénim zahusti odpatrenim
ptebytecného alkoholu na finalni koncentraci suSiny v rozmezi 25 a 45 % hmotnostnich, vztazeno
na celkovou hmotnost zvlaknovaciho solu.

5. Zpusob podle kteréhokoliv z naroki 2 az 4, vyznacujici se tim, Ze sol se dopuje bioaktivnimi
ionty vapniku a/nebo médi a/nebo zinku a/nebo stiibra pii udrzeni molarniho pomeéru soli vici
tetraalkoxysilanu v rozmezi 0,001 az 0,25.

6. Zpusob podle kteréhokoliv z ndrokl 2 az 5, vyznacujici se tim, ze zvlaknovani se provede
elektrostatickym a/nebo odstfedivym zvlaknovanim, nacez se vlakenna struktura tepelné upravi a
pfipadné i ozafi plazmatem pro zvySeni ucinnosti nasledné povrchové modifikace zvolenym
funkénim aminoalkylalkoxysilanem nebo epoxyalkylalkoxysilanem.

7. Zpusob podle kteréhokoliv z narokli 2 az 6, vyznacujici se tim, Ze povrch vldken netkané
vlakenné struktury se po zvlaknovani funkcionalizuje v roztoku funk¢niho aminoalkylalkoxysilanu
nebo epoxyalkylalkoxysilanu ve vodé, alkoholu nebo jiném organickém rozpoustédle po dobu 0,5
az 12 hodin pfi koncentraci funk¢niho aminoalkylalkoxysilanu nebo epoxyalkylalkoxysilanu 0,1 az
75 %, vyhodnéji 0,1 az 60 %, jesté vyhodnéji 0,1 az 25 % a nejvyhodné&ji 0,1 az 5 % v roztoku.

4 vykresy
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