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Dvouvrstva nahrada kizZe

Oblast techniky
Predmétem technického feSeni je dvouvrstva, pln€ vstiebatelna, nahrada kiize pro 1é¢bu koznich

defekti obsahujici spodni biopolymerni porézni c¢ast ahorni nanovlakennou cast
z biodegradabilnich polymert modifikovanou bioaktivnimi latkami urychlujicimi hojeni.

Dosavadni stav techniky

Hojeni koZznich ran je sloZity proces zahrnujici interakce mezi bunkami, mediatory, cytokiny,
remodelaci matrice a neurovaskularnim systémem. Uspé$nost hojeni kiize se vyznamné zvysila
s pouzitim néhrad pfipravenych na miru z biomateriald napodobujicich extracelularni matrix kize
a jeji vlastnosti (napf. pevnost a pruznost). Biomateridly jsou kli¢ovou soucésti riznych krytd ran
a nahrad tkanového inzenyrstvi. Nahrady musi spliovat urcité pozadavky, jako je biokompatibilita,
biologicka rozlozitelnost, docasna mechanicka podpora, propustnost a propojovaci pory vhodné
pro podporu bunécné integrace. NejcastéjSim materialem pro ndhradu kize je kolagen. Kolagen je
nejhojnéjsi protein v lidském téle, kde plsobi jako strukturni stavebni blok extracelularni matrix,
ktery se nachazi ve vétSin€ nativnich tkani. Kolagen je také malo zanétlivy, biologicky
odbouratelny, biokompatibilni a bioresorbovatelny biopolymer. Ma vysokou afinitu k vodeé,
dobrou bunécnou kompatibilitu, nizkou antigenicitu a schopnost podporovat regeneraci tkani.
Nedokonalosti kolagenu lze eliminovat kombinaci kolagenu s jinymi biomaterialy a/nebo
bioaktivnimi molekulami.

Oxidovana celuloza a chitosan jsou biologicky odbouratelné polysacharidy a vykazuji
biologickou aktivitu. Oxidovana celul6éza se Siroce pouziva jako hojivy a hemostaticky material
s vynikajicimi vlastnostmi, jako je vysokd vstiebatelnost, antibakterialni a antivirové
vlastnosti, a netoxické a antiadhezivni u¢inky. Chitosan vykazuje jedine¢né vlastnosti, jako je
biokompatibilita, biologicka rozlozitelnost, baktericidni wcCinek a schopnost zpracovani na
mikrovladkna a nanovlakna. Chitosan se pouziva v riznych biomedicinskych aplikacich, jako jsou
nosice 1éC¢iv, chirurgické nité a materialy pro hojeni ran. Kromé toho mtize chitosan fungovat jako
mustek ke zvySeni Gcinnosti zesitovani v materidlech na bazi kolagenu kvili velkému poctu
aminoskupin v jeho molekularnim fetézci.

Nové moznosti v 16€b¢ a zlepSeni vlastnosti materiald pro tkanové inzenyrstvi kiize mohou zajistit
biologicky t¢inné latky na bazi riistovych faktorii. Nalezeni vhodné koncentrace riistovych faktori
a zpusob jejich dodani do mista urceni je klicovym faktorem pro jejich pouziti v tkanovém
inzenyrstvi a regenerativni medicing. Bylo zjisténo, Ze napt. rustové faktory obsazené v krevnich
derivatech maji vhodné vlastnosti pro tkanové inzenyrstvi a regenerativni medicinu. Plazma bohata
na krevni desticky (PRP), ktera se ziskava od pacienta (autologné), od darci (alogenn€) nebo od
zvitat (xenogenng), obsahuje endogenni ristové faktory napft. transformujici rastovy faktor-p1
(TGF-B1), rastové faktory podobné inzulinu (IGF) 1 a 2, vaskularni endotelialni ristovy faktor
(VEGF), fibroblastovy ristovy faktor 2 (FGF2) a ristovy faktor hepatocyti (HGF), dale
1 plazmatické proteiny, jako je fibrin, fibronektin a vitronektin. PRP v kombinaci s kolagenem
a biokeramikou byla jiz pouzita v inZenyrstvi kostni tkan¢ in vivo (CZ 307053).

Fibroblastovy rustovy faktor 2 (FGF2) je jednim z rodiny savéich fibroblastovych riistovych
faktord, ktera se sklada z nejméné 23 ¢lent (22 dosud identifikovanych u lidi). FGF2 je
polypeptidovy mitogen stimulujici zivotaschopnost bun€k, spojeny s hojenim ran, a také hraje roli
v mitogenezi mezenchymalnich bunék.

Idealni nadhrada pro nahradu kiize by méla byt biokompatibilni, netoxicka a biodegradovatelna.
Béhem jejiho rozpadu vznika nova tkan, kterd nahradu v konecné fazi nahradi. Kromée
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odpovidajiciho chemického sloZeni by méla mit nahrada podobné mechanické vlastnosti jako
puvodni tkan. Poslednim neméné dilezitym faktorem pro idealni nosi¢ je jeho vnitini struktura
s dostate¢né velkymi a propojenymi pory pro migraci bunék a zejména Zivin, véetné prordstani
cév. Umelé kozni nahrady na bazi kolagenu fidici proces hojeni ran se v souc¢asné dob¢ pouzivaji
v 1é¢be chronickych koznich defektt a akutnich ran. Zdvaznym problémem je vSak jejich vysoka
cena a rizika pochazejici z infek¢énich komplikaci.

V CR jsou registrovany k pouziti dvé dvouvrstevné nahrady dermis. Prvni znich je Integra®
(Integra LifeScience Corporation, Plainsboro, NJ, USA) obsahujici lidsky kolagen 1 +
glykosaminoglykan (GAG) a silikonovou vrstvu s tlouStkou 1,3 mm. Druhou je Nevelia®
(Symatese Aesthetic, Chaponost, France), ktera je slozena z tfidimenzionalni porézni matrice
slozené z bovinniho kolagenu typu I kryté silikonovou membranou. Obé tyto nahrady dermis
vyzaduji dvoukrokovy proces, prvnim krokem je samotna aplikace a druhym krokem poté
odstranéni silikonové membrany a kryti tenkym dermo-epidermalnim St€pem (v odstupu 3 az
4 tydni). V CR je registrovana také jednovrstevna dermélni nahrada Matriderm® (MedSkin
Solution Dr. Suwelack AG, Billerbeck, Némecko). Jedna se o vysoce porézni material (velikost
poért je mezi 35 a 70 um) ruzné tloustky (0,5 mm, 1,0 mm a 2,0 mm). Samotnd membrana
obsahuje nativni (nesitovany) bovinni kolagen typu I, II a V, spolu s hydrolyzatem a-elastinu,
ktery je opét bovinniho ptvodu aje ziskdn z ligamentum nuchae (GfN Herstellung von
Naturextrakten GmbH. Michelbach, Némecko).

Podstata technického feSeni

Predmétem predkladaného technického feseni je nahrada ktize obsahujici prvni vrstvu z porézni
pény tvofené kolagenem a polysacharidem v hmotnostnim poméru 9:1 az 1:9, s vyhodou 1:1,
svelikosti pord vrozmezi 50 az 450 mikrometrii; adruhou vrstvu  tvofenou
nanovlakny biokompatibilniho polymeru vybraného ze skupiny chitosanu, polykaprolaktonu,
kyseliny polymlécné, kyseliny polyglykolové, kopolymeru kyseliny mlécné a glykolové,
kopolymeru kyseliny mlécné, glykolové a polyethylenglykolu, polydioxanonu, polyanhydridd,
polyhydroxybutyratu, polyvinylalkoholu, kyseliny hyaluronové, zelatiny, kolagenu, elastinu,
oxidované celulozy, karboxymethylcelulozy a jejich smési.

Polysacharidem je s vyhodou chitosan, oxidovana celuléza nebo karboxymethylcelul6za. Tyto
polysacharidy jsou biokompatibilni, bioresorbovatelné a maji antibakterialni vlastnosti.

Nanovlakenna vrstva z biokompatibilnich polymeri je z alespon jednoho polymeru vybraného ze
skupiny Dbioresorbovatelnych polymert chitosanu, polykaprolaktonu, kyseliny polymlécné,
kyseliny polyglykolové, kopolymeru kyseliny mlécné a glykolové, kopolymeru kyseliny mlécné,
glykolové  a polyethylenglykolu, polydioxanonu, polyanhydridi, polyhydroxybutyratu,
polyvinylalkoholu, kyseliny hyaluronové, Zzelatiny, kolagenu, elastinu, oxidované celuldzy,
karboxymethylceluldzy a jejich smesi. Tyto polymery jsou biokompatibilni, dobfe zvlaknitelné,
a maji dobré mechanické vlastnosti.

Nanovlakenna vrstva tvofi mukoadhezivni membranu, kterd zajistuje dobrou piilnavost
k epidermalnimu autostépu, kterym se celd nadhrada pti pouziti nakonec prekryje.

Nanovlakny se standardné rozumi vlakna, jejichZ primér je v rozmezi 10 az 1000 nm. Takova
nanovlakna lze pfipravit napt. metodami elektrostatického zvlaknovani.

Nanovlakenna vrstva biokompatibilniho polymeru je s vyhodou elasticka.
S vyhodou mé nanovlakenna vrstva velikost port v rozmezi 0,5 az 10 mikrometrt.

Nanovlakenna vrstva tvofi s vyhodou 0,1 az 20 hmotn. % z hmotnosti celé nahrady ktize.
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Nanovlakenna vrstva je s vyhodou s porézni pénou spojena zesiténim, zejména zesiténim
s pouzitim Ccinidel vybranych ze skupiny N-(3-dimethylaminopropyl)-N’-ethylkarbodiimidu
hydrochloridu (EDC), N-hydroxysukcinimidu (NHS), aldehydii (glutaraldehydi, formaldehydit),
kyselin (citronové, tiiselné nebo alginové), enzymu (transglutaminazy, lysyloxidazy), ptirodnich
sitovadel (genipinu, riboflavint), epoxidovych sloucenin (glycerol diglycidyl étert, glycerol
triglycedyl éterti a ethylenglykol glycidyl éterit), tetrakis hydroxymethyl fosfonium sulfatu
a jodistanu, nebo zesiténim fyzikalnimi vlivy (jako je teplo, zafeni gamma, UV nebo E-beam).

V porézni péné a/nebo v nanovlakenné vrstvé mohou byt adsorbovany bioaktivni latky, zejména
polymery/kopolymery odvozené od katecholaminti a/nebo rustovy faktor. Rlstovy faktor mize byt
vybran ze skupiny zahrnujici transformujici rastovy faktor-p (TGF-B) 1, 2 a 3, rlstové faktory
podobné inzulinu (IGF) 1 a 2, vaskularni endotelialni ristovy faktor (VEGF), fibroblastovy rlstovy
faktor (FGF) 2, 7 a 10, rtstovy faktor hepatocytt (HGF), ristové faktory podobné inzulinu (IGF)
1 a 2, vaskularni endotelidlni ristovy faktor (VEGF) A, B, C, D a E, fibroblastovy rastovy faktor
(FGF) 2, 7 a 10, epidermalni ristovy faktor (EGF), ristovy faktor krevnich desticek (PDGF) AA,
BB, AB a CC a ristovy faktor hepatocytd (HGF). Katecholaminem muze byt naptiklad
p-3,4-dihydroxyfenylalanin nebo dopamin.

S vyhodou je v porézni péné a/nebo v nanovldkenné vrstvé adsorbovan fibroblastovy ristovy
faktor FGF2. Tak lze vyuzit jeho G¢inky pro urychleni proristani nativnich fibroblastl a cév.

S vyhodou je v porézni péné a/nebo v nanovlakenné vrstvé adsorbovan polydopamin vznikly
polymeraci dopaminu, ktery zajistuje lep$i mechanické vlastnosti a prokrveni novotvorené kuze.

Celkova tloustka nahrady kiize je s vyhodou v rozmezi 0,5 az 4 mm.

Na animalnim modelu Velkého bilého prasete byla potvrzena u¢innd funkce kozni ndhrady podle
predkladaného technického feseni, kterd urychlila hojeni a regeneraci poranéné tkan¢€ pokozky
v celé tloustce defektu kiize v jednom kroku postupu 1é€cby. Hodnoceni bylo provadéno pomoci
kutometrie (elasticita kiize), imunohistochemickym barvenim histologickych fezd (kapilarita)

~~~~~

proteintl.

Priklady uskuteénéni technického fe$eni

Priklad A — srovnavaci ptiklad
Polymerni péna tvofena kolagenem a zesiténa

Polymerni péna je zaloZena na lyofilizované suspenzi bovinniho kolagenu typu I. Studena (4 °C)
vodna kolagenova suspenze s koncentraci 0,5 hmotn. % byla homogenizovéana a bubliny vzduchu
byly odstfedény centrifugou. Kasovita polymerni smés byla vylita do formy (5x5 cm), zmrazena
v lyofilizatoru a postupné lyofilizovana pti -35 °C a tlaku pod 1 mBar (100 Pa) po dobu 15 hodin
(Martin Christ Epsilon 2-10D) s nésledovanym sekundarnim suSicim procesem pfti 25 °C a tlakem
pod 0,01 mBar (1 Pa) az do poklesu Ap (aby zména tlaku byla pod 10 %). Lyofilizované porézni
vzorky byly nasledné stabilizovany chemickym sitovanim pouzitim ¢inidel
N-(3-dimethylaminopropyl)-N’-ethylkarbodiimidu hydrochloridu (EDC)

a N-hydroxysukcinimidu (NHS) v poméru 2:1 a nasledné 2x promyty 0,1M roztokem Na,HPO4po
dobu 30 minut a 1x ultraistou vodou, také po dobu 30 minut. Po sitovani byly vzorky opét
zmrazeny a znovu zlyofilizovany (dle vyse uvedenych parametrit).
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Ptiklad B — srovnavaci priklad
Polymerni péna tvofena kolagenem a chitosanem a zesiténa

Polymerni péna je zalozena na lyofilizované suspenzi bovinniho kolagenu typu I za ptidavku
resorbovatelného polysacharidu s antibakterialnimi vlastnostmi - chitosanu. Vypocitané mnozstvi
chitosanu ve hmotnostnim poméru 1:1 bylo pomalu ptidano ke studené (4 °C) vodné kolagenové
suspenzi s koncentraci 0,5 hmotn. %. Biopolymerni smés byla homogenizovéna a bubliny vzduchu
byly odstfedény centrifugou. Dale byl postup stejny jako v Ptikladu A.

Pfipraveny byly stejnym postupem i dalsi polymerni pény, kde byl pomér chitosanu ke kolagenu
variovan v rozmezi 1:9 az 9:1.

Ptiklad C — srovnavaci priklad
Polymerni péna tvotfena kolagenem a oxidovanou celul6zou a zesiténa

Polymerni péna je zalozena na lyofilizované suspenzi bovinniho kolagenu typu I za ptidavku
resorbovatelného polysacharidu s antibakteridlnimi vlastnostmi — vapenaté soli oxidované
celuldzy. Priprava materialu byla stejna jako v Prikladu B.

Ptiklad D — srovnévaci ptiklad
Polymerni péna tvotfena kolagenem a karboxymethylcelulézou a zesiténa

Polymerni péna je zalozena na lyofilizované suspenzi bovinniho kolagenu typu I za ptidavku
resorbovatelného polysacharidu — sodné soli karboxymethylcelulozy. Ptiprava materidlu byla
stejna jako v Ptikladu B.

Priklad 1
Dvouvrstva nahrada obsahujici vrstvu polymerni pény tvorené kolagenem a nanovlakennou vrstvu

Kompozitni nahrada pro feseni koznich defekti je slozena ze zesitované lyofilizované pény
z bovinniho kolagenu typu I ptipravené dle Piikladu A. Péna je dale umisténa na nosnou textilii
pfistroje na elektrostatické zvlakiiovani (Nanospider, Elmarco, CR) a je potazena amfifilnimi
nanovlakny ze smési zelatiny, polykaprolaktonu a oxidované celulézy v hmotnostnim poméru
70/30/10 (pti vzdalenosti elektrody 15 mm, napéti 54 kV, proudu 3 pA a rychlosti nosné textilie
50 mm/min) z 99% kyseliny octové jako rozpoustédla.

Priklad 2

Dvouvrstva nahrada obsahujici vrstvu polymerni pény tvorené kolagenem a chitosanem
a nanovlakennou vrstvu

Kompozitni nahrada pro feSeni koznich defektl je sloZzend ze zesitované lyofilizované pény
bovinniho kolagenu typu I a chitosanu pfipravené dle Piikladu B. Amfifilni nanovlakna byla
nanesena na pripravenou pénu postupem podle Prikladu 1.

Priklad 3

Dvouvrstva nahrada obsahujici vrstvu polymerni pény tvofené kolagenem a oxidovanou celul6zou
a nanovlakennou vrstvu
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Kompozitni nahrada pro feSeni koznich defektl je sloZend ze zesitované lyofilizované pény
bovinniho kolagenu typu I a oxidované celulozy pripravené dle Piikladu C. Amfifilni nanovlakna
byla nanesena na ptipravenou pénu postupem podle Piikladu 1.

Priklad 4

Dvouvrstva nahrada obsahujici vrstvu polymerni pény tvorené kolagenem a chitosanem
a nanovlakennou vrstvu

Kompozitni ndhrada pro feSeni koznich defektd je sloZzena ze zesitované lyofilizované pény
bovinniho kolagenu typu I a chitosanu pfipravené dle Piikladu C. Amfifilni nanovldkna byla
nanesena na pripravenou pénu postupem podle Prikladu 1.

Priklad 5

Dvouvrstva ndhrada obsahujici vrstvu polymerni pény tvofené kolagenem a nanovlakennou vrstvu,
zesiténa

Kompozitni ndhrada pro feSeni koznich defektti je slozend z lyofilizované pény z bovinniho
kolagenu typu I, na kterou jsou nanesena nanovlakna a cela dvouvrstva je nakonec zesitovana pro
zvySeni stability in vivo. Studena (4 °C) vodna kolagenova suspenze s koncentraci 0,5 hmotn. %
byla homogenizovana a bubliny vzduchu byly odstfedény centrifugou. KaSovitd polymerni smées
byla vylita do formy, zmrazena v lyofilizatoru a postupné lyofilizovana pii -35 °C a tlaku pod
1 mBar (100 Pa) po dobu 15 hodin (Martin Christ Epsilon 2-10D) s nasledovanym sekundarnim
suSicim procesem pii 25 °C a tlakem pod 0,01 mBar (1 Pa) az do poklesu Ap (aby zména tlaku
byla pod 10 %). Na lyofilizované porézni vzorky byla nanesena amfifilni nanovlakna postupem
podle Piikladu 1. Nasledn¢ byla dvouvrstva stabilizovana chemickym sitovanim pouzitim Cinidel
N-(3-dimethylaminopropyl)-N"-ethylkarbodiimidu hydrochloridu (EDC)

a N-hydroxysukcinimidu (NHS) v poméru 2:1. Vzorky byly dale 2x promyty 0,1M roztokem
Na,HPO4po dobu 30 minut a 1x ultracistou vodou, také po dobu 30 minut. Po sitovani byly vzorky
opét zmrazeny a znovu lyofilizovany (dle vyse).

Ptiklad 6

Dvouvrstva nahrada obsahujici vrstvu polymerni pény tvofené kolagenem a chitosanem a vrstvu
nanovlaken, zesiténa

Polymerni péna je zaloZena na lyofilizované suspenzi bovinniho kolagenu typu I za pfidavku
chitosanu. Vypocitané mnozstvi chitosanu ve hmotnostnim poméru 1:1 bylo pomalu pfidano ke
studené (4 °C) vodné kolagenové suspenzi s koncentraci 0,5 hmotn. %. Biopolymerni smés byla
homogenizovana a bubliny vzduchu byly odstiedény centrifugou. Dale byly vzorky potazeny
vrstvou nanovldken a zesitény stejné€ jako v Ptikladu 5.

Ptipraveny byly i dal$i nahrady obsahujici polymerni pény, kde byl pomér chitosanu ke kolagenu
variovan v rozmezi 1:9 az 9:1.

Priklad 7

Dvouvrstva ndhrada obsahujici vrstvu polymerni pény tvorené kolagenem a oxidovanou celul6zou
a vrstvu nanovlaken, zesiténa

Polymerni péna je zalozena na lyofilizované suspenzi bovinniho kolagenu typu I za ptfidavku
oxidované celuldzy. Vypocitané mnozstvi oxidované celulézy ve hmotnostnim pomeru 1:1 bylo
pomalu pfidano ke studené (4 °C) vodné kolagenové suspenzi s koncentraci 0,5 hmotn. %.
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Biopolymerni smés byla homogenizovana a bubliny vzduchu byly odstfedény centrifugou. Dale
byly vzorky potazeny vrstvou nanovlaken a zesitény stejné jako v Pfikladu 5.

Ptipraveny byly i dal§i ndhrady obsahujici polymerni pény, kde byl pomér oxidované celulozy ke
kolagenu variovan v rozmezi 1:9 az 9:1.

Priklad 8

DvouvrstvdA  ndhrada  obsahujici  vrstvu  polymerni  pény  tvofené  kolagenem
a karboxymethylcelul6zou a vrstvu nanovlaken, zesiténa

Polymerni péna je zalozena na lyofilizované suspenzi bovinniho kolagenu typu I za ptidavku
karboxymethylcelulozy. Vypocitané mnozstvi oxidované celuldozy ve hmotnostnim pomeéru 1:1
bylo pomalu ptidano ke studené (4 °C) vodné kolagenové suspenzi s koncentraci 0,5 hmotn. %.
Biopolymerni smes byla homogenizovédna a bubliny vzduchu byly odstfedény centrifugou. Déle
byly vzorky potazeny vrstvou nanovléken a zesitény stejné jako v Ptikladu 5.

Ptipraveny byly i dals$i ndhrady obsahujici polymerni pény, kde byl pomér karboxymethylcelulozy
ke kolagenu variovan v rozmezi 1:9 az 9:1.

Ptiklad 9

Dvouvrstva nahrada obsahujici vrstvu polymerni pény tvoiené kolagenem a vrstvu nanovlaken,
zesiténa a s adsorbovanym polydopaminem

Polymerni péna je zalozena na lyofilizované suspenzi bovinniho kolagenu typu I a potazena
vrstvou nanovlaken a nasledné zesiténa. Dvouvrstva byla ptipravena podle Prikladu 5. Nasledné
byla dvouvrstva modifikovana polydopaminem, kdy po chemickém sitovani nihrady smési
EDC/NHS a poslednim promyti nahrady v ¢isté vod¢ je dvouvrstva zalita roztokem hydrochloridu
dopaminu (2 mg/ml) ptipravenym v 0,01M Tris HCl. Vzorek byl udrzovan v dopaminu po dobu
24 hodin. Polymerace dopamin hydrochloridu probihala pii pokojové teploté za aerobnich
podminek a vedla k ¢ern¢ zbarvenému polydopaminu (PDA). Néasledné byl vzorek 4krat vymyt
destilovanou vodou, dokud nezmizel veskery nevazany polydopamin, ktery se jako Cerny roztok
uvolnoval do promyvaci vody. Nasledn¢ byl vzorek podruhé lyofilizovan postupem dle Piikladu A.

Ptiklad 10

Dvouvrstva nahrada obsahujici vrstvu polymerni pény tvoiené kolagenem a chitosanem a vrstvu
nanovlaken, zesiténa a s adsorbovanym polydopaminem

Polymerni péna je zalozena na lyofilizované suspenzi bovinniho kolagenu typu I a chitosanu,
potazena vrstvou nanovldken a nasledné zesiténa stejné jako v Prikladu 6. Nasledn¢ byla
dvouvrstva modifikovana polydopaminem postupem dle Ptikladu 9.

Priklad 11

Dvouvrstva nahrada obsahujici vrstvu polymerni pény tvotené kolagenem a oxidovanou celul6zou
a vrstvu nanovlaken, zesiténa a s adsorbovanym polydopaminem

Polymerni péna je zalozena na lyofilizované suspenzi bovinniho kolagenu typu I a oxidované
celuldzy, potazena vrstvou nanovlaken a nasledné zesiténa stejné jako v Pfikladu 7. Nasledné byla
dvouvrstva modifikovana polydopaminem postupem dle Ptikladu 9.
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Priklad 12

Dvouvrstvd  nahrada  obsahujici  vrstvu  polymerni  pény  tvofené  kolagenem
a karboxymethylcelul6zou a vrstvu nanovlaken, zesiténa a s adsorbovanym polydopaminem

Polymerni péna je zalozena na lyofilizované suspenzi bovinniho kolagenu typul
a karboxymethylcelulézy, potazend vrstvou nanovlaken anasledné zesiténa stejné jako
v Prikladu 8. Nasledné byla dvouvrstva modifikovana polydopaminem postupem dle Ptikladu 9.

Priklad 13

Dvouvrstva nahrada obsahujici vrstvu polymerni pény tvofené kolagenem a chitosanem a vrstvu
nanovlaken, zesiténa a s adsorbovanym FGF2

Polymerni péna je zaloZena na lyofilizované suspenzi bovinniho kolagenu typu I a chitosanu,
potazena vrstvou nanovlaken a néasledné zesiténa stejné jako v Ptikladu 6 s tim rozdilem, Ze pied
lyofilizaci po zesiténi EDC/NHS byla dvouvrstva zalita roztokem fibroblastového riistového
faktoru 2 - FGF2, tak aby vysledna koncentrace FGF2 byla 0,1 ug/cm?. Nésledné byly vzorky opét
zmrazeny a lyofilizovany.

Priklad 14

Dvouvrstva nahrada obsahujici vrstvu polymerni pény tvoiené kolagenem a chitosanem a vrstvu
nanovlaken, zesiténa a s adsorbovanym FGF2

Polymerni péna je zaloZena na lyofilizované suspenzi bovinniho kolagenu typu I a chitosanu,
potazena vrstvou nanovlaken a nasledné zesiténa stejné jako v Piikladu 13 s tim rozdilem, Ze
koncentrace roztoku fibroblastového rstového faktoru 2 - FGF2 byla 1 pg/cm? Nasledné byly
vzorky opét zmrazeny a zlyofilizovany.

Priklad 15

Dvouvrstva nahrada obsahujici vrstvu polymerni pény tvoiené kolagenem a chitosanem a vrstvu
nanovlaken, zesiténa a s adsorbovanym FGF2

Polymerni péna je zaloZena na lyofilizované suspenzi bovinniho kolagenu typul a chitosanu,
potazena vrstvou nanovlaken a nasledné zesiténa stejné jako v Pfikladu 13 stim rozdilem, Ze
koncentrace roztoku fibroblastového riistového faktoru 2 - FGF2 byla 10 pg/cm? Nasledné byly
vzorky opét zmrazeny a lyofilizovany.

Ptiklad 16

Jednovrstvé nahrady pfipravené ve srovnavacich piikladech A az D, a dvouvrstvé ndhrady
piipravené v piikladech 1 az 8, 10 byly podrobeny dynamické mechanické analyze pro testovani
maximalni pevnosti a prodlouzeni v suchém i hydratovaném stavu.

Meéieni bylo provedeno v jednoosém deformaénim testu. Vzorky byly nafezany na prouzky o délce
40 mm a Sifce 10 mm. Tloustka byla rizna podle typu vzorku (0,5 az 1,5 mm). Vzorky byly
upevnény do drzaku ve stfedni poloze. Vzdalenost mezi dvéma konci drzakl byla nastavena na
10 mm. Prvni mechanické testovani bylo provedeno pii teploté mistnosti 23 °C a druhé testovani
v hydratovaném stavu v ultracisté vode pii teplote 37 °C ve vestavéné komote obklopujici drzaky.
Vztah mezi napétim a tlakem byl zndzornén tahovymi kiivkami, ve kterych byla zaznamenana
maximalni prodlouzeni pfi mezni pevnosti v tahu. Mécfeni byla provedena na dynamickém
mechanickém analyzatoru RSA-G2 (TA Instruments Inc., USA).
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Tab. 1: Provnani vysledkd mechanickych vlastnosti: vliv nanovlaken - jednovrstva vs. dvojvrstva.

Maximaln Maximalni Prodlouzeni | Prodlouzeni
pevnost pevnost
Oznaceni suchy stav mokry stav suchy stav | mokry stav
prikladu (kPa) (kPa) (%) (%)
Priklad A 38 27 3. 7.7
Priklad B 46 8 7,8 12,4
Piiklad C 187 9 4,2 9.9
Priklad D 33 2 9,4 17,9
Priklad 1 100 20 3,1 12,5
Priklad 2 56 15 8,1 21,9
Priklad 3 220 7 2,1 17,9
Ptiklad 4 40 3 10,9 29,9
Priklad 5 120 30 5,1 9,9
Ptiklad 6 61 14 6,4 37,8
Priklad 7 260 9 3,3 9,1
Piiklad 8 340 15 8,4 22,4
Priklad 10 160 36

Z Tab. 1 je patrné, zZe naneseni vrstvy nanovlaken zvysuje maximalni pevnost nahrady predevsim
v suchém stavu a tim zlepSuje manipulovatelnost nahrady. Nanovlakna také zvysuji prodlouzeni
(elasticitu) nahrady pfedevsim v mokrém stavu, ktera je takto pouZzitelnd praveé pro nahradu ktize.

Priklad 17

Jednovrstvé nadhrady pfipravené ve srovnavacich piikladech A az D, a dvouvrstvé nahrady
pripravené v piikladech 1 az 8 byly podrobeny meéfeni velikosti port (vrstvy peny i vrstvy
nanovlaken) pomoci rastrovaci elektronové mikroskopie (SEM).

Morfologie nahrad byla zkouména pomoci rastrovaciho elektronového mikroskopu (SEM, Tescan
MIRA3, Ceska republika). Viechna pozorovani byla provadéna v rezimu emise sekundarnich
elektronti s vysokym napétim 10 kV. Pro lepsi rozliseni byly vzorky potazeny 20nm vrstvou zlata.
Velikost pori pfipravenych materiali byla vypocitdna ze snimkid SEM pomoci softwaru Imagel.
Pory byly hodnoceny z 5-ti riznych SEM obrazkd kazdého vzorku se zornym polem 1,5 mm.
Primérna velikost port byla vypocitana pomoci 150 naméfenych hodnot ze snimkiti SEM.

Tloustka dvojvrstvy byla méfena mikrometrem.

Tab. 2: Provnani vysledkt velikosti pord a tloustky nahrad: vliv nanovlaken - jednovrstva vs.
dvojvrstva.

o SEM Tloustka
SEM (pény) (nanovlakna) | dvouvrstvy
Oznaceni prikladu velikost pori (um) | velikost pori (pum) (mm)
Priklad A 258 1,2
Priklad B 200 2,0
Priklad C 150 0,5
Priklad D 379 24
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Priklad 1 243 2,32 1.4
Priklad 2 297 4,11 2,2
Priklad 3 224 5,23 0,7
Priklad 4 361 2,96 2,5
Ptiklad 5 227 3,05 1

Priklad 6 215 0,95 1,4
Ptiklad 7 182 2,68 0.4
Priklad 8 292 3,87 24
Ptiklad 10 265 0,98 0,7

Z Tab. 2 je patrné, Zze nanovlakenné dvouvrstvy maji na povrchu velmi malou velikost port v fadu
jednotek mikrometrd. Timto je zajiSténa neprichodnost jak pro bakterie, tak i pro fibroblasty, aby
se nedostaly z dermis do horni vrstvy epidermis. VSechny vzorky maji propojené pory ve spodni
peénové vrstve, jejichz velikost je v rozmezi od 150 az 400 mikrometri, coz zajist'uje spravny piisun
zivin skrz dvouvrstvu a také vhodnou velikost port pro adhezi a proliferaci fibroblasti. Celkova
tloustka dvouvrstvy byla v rozmezi 0,4 az 2,5 mm. Nanovladkna v ptikladech 1 az 4 zvySuji
pramérné tlouStku nadhrady o cca 0,2 mm (pouze o nanesena nanovlakna), kdezto u materialti podle
ptikladd 5 az 8 se oproti jednovrstevnému materialu celkova tloustka o cca 0,2 az 0,3 mm snizila
po celkovém zesiténi obou vrstev dohromady, kdy dochazi ke smr$téni vrstev.

Priklad 18

Pro nékteré vzorky byla na animalnim modelu sledovana kapilarita, tj. plosna hustota cévek (%),
po implantaci do mista defektu ktize.

Kozni nahrada byla sterilizovana ethylenoxidem a skladovana v exikatoru do doby, nez byla
chirurgicky implantovana do mista defektu ktize na animalnim modelu Velkého bilého prasete. Po
ttech mésicich hojeni byla v narkéze z mista koznich defektli prasete odebrana tkan pro
histologické zpracovani a analyzy. Tkan byla fixovana v 4% roztoku formaldehydu a byla
standardné zpracovana na formol-parafinové bloky. Z bloki byly zhotoveny 4 mikrometry silné
tkanové tezy, které byly barveny hematoxylinem-eosinem a imunohistochemicky na pritkaz
hladkosvalového aktinu (SMA — smooth muscle actin), ktery je exprimovan ve sténé kapilar. Rezy
byly nasledné¢ morfologicky vyhodnocovany na urovni optické mikroskopie. Byla posuzovana
ptitomnost defektu, granulacni tkan€, vaziva, zanétlivé celulizace, cizorodych téles a pritomnost
obrovskych mnohojadernych makrofagli. Imunohistochemické barveni na hladkosvalovy aktin
umoznilo vyhodnoceni pritomnosti a poctu novotvorenych krevnich kapilar pomoci analyzy
obrazu. Vysledkem je plosnad hustota cévek vyjadfena v % z povrchu v histologickém snimku
barven¢ho SMA.

Z vysledku je patrné, Ze nanovlakenna vrstva zajistuje lepsi kapilaritu (vy$si plosnou hustotu
kapilar) novotvotené kize o zhruba 1,5 az 3 x.

Tab. 3: Kapilarita (pocet cévek) v histologickém vzorku po 3 mésicich hojeni.

Kapilarita
Oznaceni prikladu plosna hustota cévek (%)
Piiklad A 1,8
Priklad B 3,5
Piiklad C 3,7
Priklad 1 5,5
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Piiklad 2 6,5
Piiklad 3 5,5
Piiklad 6 6,5
Piiklad 10 6.9
Piiklad 13 9,6
Piiklad 14 11,5
Piiklad 15 14,7

Priklad 19

Pro nékteré vzorky byla na animalnim modelu sledovana genova exprese mRNA a bylo provedeno
hodnoceni jizvy podle Yeonga.

Vzorky ktize (kazdy ptiblizné 10 mg) odebrané v narkoze prasete v 6. mésici hojeni z osetfenych
defektti byly nakrajené na platky o tlouStce mensi nez 0,5 cm a po operaci umistény pfimo do
stabiliza¢niho roztoku RNAlater (Qiagen, Némecko) a skladovany pfi -70 °C az do izolace RNA.
Pted izolaci RNA byly kozni tkané¢ homogenizovany v 1 ml TRI Reagent RT (Molecular Research
Center, Inc., USA) s 10 kulickami Zirconia/Silica o priméru 2,3 mm (BioSpec Products, Inc.,
USA) pomoci pristroje MagNA Lyser (Roche Diagnosics, Mannheim, Némecko). Faze RNA byla
ziskana po oddéleni s pouzitim 4-bromanisolu, po kterém nasledoval purifikacni postup s pouzitim
sady RNeasy Kit (Qiagen, Tiibingen, Némecko). V poslednim kroku byla ziskana celkova RNA
do 15 ul vody prosté RNaz. RNA byla reverzné transkribovana reverzni transkriptazou M-MLV
(200 U/pl, Invitrogen) a primerem oligo (dT) RT (Generi Biotech, Hradec Kralové, Ceské
republika) pfi teploté 37 °C po dobu 1,5 hodiny. cDNA byla az do pouziti skladovana pii -20 °C.
gPCR byla provedena v triplikatech na ptitroji LightCycler 480 (Roche Applied Science, Penzberg,
Neémecko). V qPCR byly pouzity primery specifické pro 9 sledovanych genti (GOI) chemokinii
a cytokinl a 3 house-keepingové geny jako kandidatni referen¢ni geny (REF) (Generi Biotech,
Hradec Kralové, Ceska republika, tabulka 2). Ze tii house-keepingovych genii byl pomoci
programu NormFinder vybran jako referencni gen hydroxymethylbilan syntiza (HMBS)
s minimalni variabilitou genové exprese mezi viemi testovanymi vzorky. HMBS také slouzil jako
pozitivni interni kontrola qPCR. Na zaklad¢ hodnot kvantifika¢niho cyklu Cq stanoveného v qgPCR
pro geny GOI a REF (k normalizaci dat) byl s pomoci vzorce [1/(2°99°h)]/[1/(2°REF)] proveden
vypocet genové exprese. Specifita amplikonli byla potvrzena pomoci testu teploty tani (program
LightCycler 480 1.5.1.62, Roche Life Science).

V Tab. 4 jsou uvedeny hodnoty genové exprese mRNA proteinu VEGF (Vascular endothelial
growth factor), jehoz pfitomnost zajiStuje lepsi prokrveni a vaskularizaci novotvofené klze
(stimuluje tvorbu krevnich cév). Cim je tato hodnota vy3si, tim vy$§i je prokrveni novotvofené
ktze. Superioritni jsou hodnoty nad 1, které byly zaznamenany u obou testovanych vzorki
dvouvrstev s nanovlakny oproti velmi nizkym hodnotadm pro-hojivého faktoru VEGF ziskaného
u jednovrstevnych materialu.

Hodnoceni jizvy dle Yeonga

Yeongova $kala je stupnice vyvinuta k hodnoceni jizev, respektivé obrazové dokumentace jizev.
Zahrnuje hodnoceni jednotlivych vlastnosti jizvy a vzhledu jizvy. Hodnoceny jsou Ctyfi vlastnosti
jizvy, tj. soulad barvy jizvy, vzhled povrchu jizvy, vySka (prominence jizvy), tloustka jizvy u kazdé
fotografie jizvy. Kazda vlastnost je hodnocena znamkami -1 az 4, pfi¢emz -1 znamena nejlepsi
vysledek, 4 znamena nejhorsi vysledek. Rozmezi celkovych hodnot je tedy -4 az 16, ¢im je
vysledna hodnota nizsi (blize 0), tim je kvalita jizvy lepsi. Z vysledkt je patrné, Ze nanovlakna
pfedevs§im u materialu kol/chit zlepsila kvalitu jizvy oproti jednovrstvému materialu.

-10 -
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Tab. 4: Vysledky genové exprese mRNA (faktoru VEGF) a hodnoceni hojeni jizvy dle Yeonga po
6 mésicich hojeni.

Oznaceni prikladu mRNA Hojeni/Yeong
Priklad A 0,23 2,7
Priklad B 0,69 4,8
Priklad 1 1,07 2,8
Priklad 2 1,11 4,2
Priklad 6 1,11 4,8
Priklad 13 1,66 5,3
Priklad 14 1,34 4,0
Priklad 15 1,77 4,6
Priklad 20

Pro dvouvrstvé nahrady podle ptikladii 6 a 10 bylo provedeno hodnoceni elasticity jizvy kutometrii
a hodnoceni hojeni jizvy dle VAS.

Hodnoceni elasticity jizvy kutometrii

Pro ucely objektivizace visko-elastickych vlastnosti vzniklych jizevnatych formaci se celosvétove
pouziva zejména kutometrie. Pro tyto ucely jsme pouzili pfistroj Cutometer® MPA 580
(Couraget+Khazaka electronic GmbH, Cologne, N&émecko). Béhem meéfeni dochazi
k periodickému nasavani (sukcni Cast neboli on-time fize) trvani a relaxaci (off-time féze)
sledované oblasti do otvoru o velikosti 2 mm ve specialni sondé. Obé faze byly konstantni
z pohledu Casu (trvaly 2,0 vtefiny) a pravideln¢ se opakovaly ve tiech mefenich. Velikost podtlaku
vyvijeného pfistrojem byla nastavena na 450 mbar (45 000 Pa).

Hodnoti se n€kolik dulezitych parametrii (faktoriald), které reprezentuji jednotlivé vlastnosti kiize
(kone¢na deformace, redeformace, viskdézni deformace, biologické elasticita, tuhost apod.). Pro

vvvvvv

vvvvvvvvv

Pro kozni nahradu podle Piikladu 6 byla zjisténa hodnota 0,012;

pro nahradu podle Piikladu 10 (modifikovanou dopaminem) byla zjisténa hodnota 0,020.

Pro nahrady modifikované riznymi koncentracemi FGF2 byly zjistény nasledujici hodnoty:
nahrada podle Prikladu 13: 0,017,

nahrada podle Prikladu 14: 0,015;

nahrada podle Ptikladu 15: 0,019.

Hodnoceni hojeni jizvy dle VAS

VAS skala slouzi k obrazovému hodnoceni jizvy. Hodnoceny jsou vaskularita jizvy, pigmentace

Jizvy, kontura jizvy a individualni pocit pozorovatele (hodnotitele). Celkovy pocet bodi je od 0
bodi do 100 bodi za kazdou vlastnost. Hodnocen je i celkovy soucet individualnich skoére. Cim

Tvvr

-11 -
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Pro kozZni nahradu podle Prikladu 6 byla zjisténa hodnota 104,71;
pro nahradu podle Ptikladu 10 byla zjisténa hodnota 98,6.

Pro nahrady modifikované rtiznymi koncentracemi FGF2 byly zjistény nasledujici hodnoty:
nahrada podle Prikladu 13: 75,5;

nahrada podle Ptikladu 14: 91,82;
nahrada podle Ptikladu 15: 95,3.

Z vysledkt vsech testi je patrné, ze modifikace polydopaminem (nahrada podle Piikladu 10 ve
srovnani s nahradou podle Ptikladu 6) zlepsi celkovou pevnost nahrady v suchém i mokrém stavu
a Castecné zvysi velikost porti pény (u nanovlaken je hodnota srovnatelnd). Polydopamin ziejmée
také situje celkovou dvouvrstvu, proto je jeji tloustka témét polovicni oproti ptivodni jednovrstve.
Mirng zvysena je kapilarita a vyrazn¢ pak kutometrie — elasticita kiize. Celkova hodnota hodnoceni
kvality jizvy dle VAS je lepsi u vzorku s polydopaminem.

Dale je z vysledktl vSech testl viditelné, ze pridavek FGF2 vyrazné€ podpotil kapilaritu (prokrveni)
novotvorené kiize, jejiz hodnota stoupala s koncentraci FGF2. Vyrazn¢ lepsi byly naméieny
1 hodnoty kutometrie (elasticity jizvy) s nejlepsi hodnotou pro pouziti FGF2 o koncentraci
10 pg/ml. Vyrazn€ lepsi byly i hodnoty pro-hojivého proteinu VEGF pro vzorky s FGF2 vcéetné
hodnoceni kvality hojeni jizvy dle VAS v 6. mésici hojeni.

Prumyslova vyuzitelnost

Technické feseni se tykd porézni, plné vstfebatelné nahrady pro akcelerovanou regeneraci ktze.
Nahrada ktze podle technického feSeni je urcena pro klinické pouziti v popaleninové a plastické
chirurgii pro vyplnéni defektu klize napt. po popaleni, urazu nebo extrakci nadoru.

-12 -
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NAROKY NA OCHRANU

1. Nahrada klize obsahujici prvni vrstvu z porézni pény tvoiené kolagenem a polysacharidem
v hmotnostnim poméru 9:1 az 1:9, s velikosti porti v rozmezi 50 az 450 mikrometri, vyznacujici
se tim, ze dale obsahuje druhou vrstvu tvofenou nanovldkny polymeru vybraného ze
skupiny polymert chitosanu, polykaprolaktonu, kyseliny polymlécné, kyseliny polyglykolové,
kopolymeru kyseliny mlééné a glykolové, kopolymeru kyseliny mlécné, glykolové
a polyethylenglykolu,  polydioxanonu, polyanhydridi, polyhydroxybutyratu, kyseliny
hyaluronové, Zelatiny, kolagenu, elastinu, oxidované celuldzy, karboxymethylcelulozy a jejich
smési.

2. Nahrada ktze podle naroku 1, vyznaéujici se tim, Ze polysacharidem je chitosan, oxidovana
celuldza a/nebo karboxymethylceluldza.

3. Nahrada kiize podle naroku 1 nebo 2, vyznacujici se tim, Ze druhd vrstva tvofena nanovlakny
ma velikost portt v rozmezi 0,5 az 10 mikrometri.

4. Nahrada kiize podle kteréhokoliv z narokti 1 az 3, vyznacujici se tim, Ze druhd vrstva tvofena
nanovlakny tvoii 0,1 az 20 hmotn. % z hmotnosti cel¢ nahrady kuze.

5. Nahrada kiize podle kteréhokoliv z narokt 1 aZ 4, vyznacujici se tim, Ze druhd vrstva tvofena
nanovlakny je s porézni pénou spojena chemickym zesiténim.

6. Nahrada kize podle kteréhokoliv z narokii 1 az 4, vyznacujici se tim, Ze v prvni a/nebo druhé
vrstvé je adsorbovdna alespont jedna bioaktivni latka vybrana ze skupiny zahrnujici
polymery/kopolymery katecholamini a ristové faktory.

7. Nahrada kiize podle naroku 6, vyznacujici se tim, ze ristovy faktor je vybran ze skupiny
zahrnujici transformujici rastovy faktor-f 1, 2 a 3, ristové faktory podobné inzulinu 1 a2,
vaskularni endotelidlni ristovy faktor A, B, C, D a E, fibroblastovy ristovy faktor 2, 7 a 10,
epidermalni ristovy faktor, ristovy faktor krevnich desti¢ek AA, BB, AB a CC a ristovy faktor
hepatocytu.

8. Nahrada klize podle naroku 6, vyznacujici se tim, Ze katecholaminem je
3,4-dihydroxyfenylalanin a/nebo dopamin.

9. Nahrada kize podle naroku 6, vyznacujici se tim, Ze bioaktivni latkou je fibroblastovy
rustovy faktor 2 a/nebo polydopamin.

10. Nahrada kuize podle kteréhokoliv z narokl 1 az 9, vyznadujici se tim, Ze celkova tloustka
nahrady ktze je v rozmezi 0,5 az 4 mm.
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