CZ 36550 U1

UZITNY VZOR

(21) Cislo prihlasky: 2022-40172
(19 (22) Prihlaseno: 25.08.2022
e KA (47) Zapsino: 14.11.2022

URAD

PRUMYSLOVEHO
VLASTNICTVI

(11) Cislo dokumentu:

36 550

(13) Druh dokumentu: Ul

(51) Int. CL.:
AGIL 15/26 (2006.01)
AGIL 15/44 (2006.01)
B82Y 5/00 (2011.01)

(73)

(72)

(74)

Majitel:

Ustav makromolekularni chemie AV CR, v. v. i.,
Praha 6, Bfevnov, CZ

Fyziologicky tstav AV CR, v. v. i., Praha 4, Kr¢,
CczZ

Technicka univerzita v Liberci, Liberec, Liberec I-
Staré Mésto, CZ

Puvodce:

RNDr. Eduard Brynda, CSc., Praha 2, Vinohrady,
Ccz

Ing. Tomas Riedel, Ph.D., Jesenice, CZ

Mgr. Johanka Téaborska, Ph.D., Praha 10, VrSovice,
Ccz

Mgr. Elena Filova, Ph.D., Praha 4, Modfany, CZ
Andreu Blanquer Jerez, 07559 Cala Bona (Son
Servera), Balearic Islands, ES

Ing. Véra Jencova, Ph.D., Prose¢ pod Jestédem, CZ
Ing. Kristyna Havlickova, Velesin, CZ

prof. Lukas David, CSc., Liberec, Liberec VI-
Rochlice, CZ

doc. Ing. Eva Kuzelova Kost'akova, Ph.D., Turnov,
Ccz

Zastupce:

HARBER IP s.r.0., Dukelskych hrdind 567/52,
170 00 Praha 7, HoleSovice

(34

Nazev uzitného vzoru:
Nanovlidkenny material pro kryti
diabetickych ran

Utad priimyslového vlastnictvi v zapisném fizeni nezjistuje, zda predmét uZitného vzoru
spliiuje podminky zptisobilosti k ochrané podle § 1 zak. ¢. 478/1992 Sb.



20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 36550 U1

Nanovliakenny material pro kryti diabetickych ran

Oblast techniky
Predkladané technické feseni se tyka oblasti vyvoje zdravotnickych prostiedki pro 1é¢bu koznich

diabetickych a jinych chronickych ran. Jedna se o nanovladkenny kryt, ktery po aplikaci na ranu
uvolnuje ristové faktory a cytokiny podporujici hojeni rany.

Dosavadni stav techniky

Syndrom diabetické nohy je zavaznou pozdni komplikaci diabetu, kterd je spojena s vysokou
morbiditou a mortalitou, pfi¢emz Casto vede k amputaci dolni koncetiny. Amputaci u pacientl
s diabetem v 85 % ptedchazi vznik diabetického viedu (diabetic foot ulcer - DFU), jehoz 1écba,
ktera obvykle vyzaduje pobyt v nemocnici, je ndkladna a ¢asto netspésnd. Béhem 1écby byva radna
2x nebo 3x tydn¢ vycCisténa a piekryta materialem, ktery chrani jeji povrch proti mechanickému
poskozeni, tvoii bariéru proti bakterialni kontaminaci a sou¢asn¢é umoziuje prinik kysliku a vodni
pary, ale na rozdil od suchych obvazi pouzivanych na bézna poranéni, trvale udrzuje vlhké
prosttedi na povrchu i uvniti rany. I kdyz material spliuje vyse uvedené pozadavky (pasivni kryt),
pouzivany postup vede k dlouhodobému hojeni viedu s moznosti bakterialni infekce a poskozeni
hojici se rany pfi Casto opakovanych vyménach krytu. Soucasny vyvoj je proto zaméfen na
konstrukeci kryti aktivné urychlujicich hojeni diabetickych viedu.

Pfi zdravém hojeni normdlni rany po zastaveni krvaceni krevnim koagulem (fibrinova sit
obsahujici krevni desticky) je likvidovana infekce a odstranény zbytky poskozenych tkani
(zanétliva faze), v nasledujici granulacni fazi se v rané tvofi nové krevni kapilary (angiogeneze)
a ranu postupné vyplni provizorni granulaéni tkani, v zavére¢né epitelizacni fazi se z okraju rany
§$ifi nové kozni buniky, které postupné piekryvaji misto poranéni. Jiz na konci kazdého z procesii
se mobilizuji buiiky, které se zucastnuji nasledujici faze hojeni, napt. endotelialni buniky podstatné
pro angiogenezi nebo keratinocyty podstatné pro epitelizaci. Migrace a proliferace téchto bunék je
stimulovana rlstovymi faktory, které jsou prvotné uvolnény z aktivovanych krevnich desti¢ek
a postupné z dalSich bunék reagujicich na stav hojici se rany. V diabetickych viedech selhava
piechod ze zanétlivé do granulacni a epitelizacni faze. Snizené hladiny potifebnych rdstovych
diabetickych vifedii bylo pozorovano v experimentalnich studiich pii injekéni aplikaci
rekombinantnich ristovych faktorti na povrch viedu, zejména FGF, VEGF nebo PDGF, znamé
svym vlivem na angiogenesi a dal$i procesy ve vSech fazich hojeni. Nevyhodou takového postupu
je rychla ztrata aktivity ristovych faktora v proteolytickém prostredi viedu. LepSich vysledki bylo
dosazeno, kdyz byly rekombinantni rtstové faktory inkorporovany do riznych krytii a uvoliiovany
po prilozeni krytu na ranu. Nadéjné vysledky byly ziskany pii pouziti krytd, které obsahovaly
soubor riznych rtstovych faktorG a uvolnénych aktivaci krevnich desticek. U krycich gelt
ptipravovanych z roztokl desticek nebo destickami obohacené krevni plazmy je aktivace desticek
soucasti procesu gelace. Jiny typ krytt pouziva inkorporaci lyzatu krevnich desti¢ek (LKD). Lyzat
je ziskan uvolnénim obsahu desti¢ek pii opakovaném zamrazeni a rozmrazeni koncentrované
suspenze desticek. Vzhledem k tomu, Ze soubor rustovych faktor obsazeny v destickach je
pfirozené nastaven na pocateCni mobilizaci bun€k pro prvni fazi hojeni, mnozstvi faktord
uvolnénych z desti¢ek nemusi byt dostate¢né pro dalsi faze hojeni. Pti zdravém hojeni jsou faktory
potiebné pro tyto faze produkovany jinymi buiikami.

Podstata technického feSeni

Podstata predkladaného technického feseni spoc¢iva v nanovlakenném materialu vhodném pro kryti
ran, ktery obsahuje nanovldkennou membranu modifikovanou fibrinovou siti obsahujici
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pozadovanou koncentraci proteinti pochazejicich z lyzatu krevnich desticek (LKD proteiny)
a pozadovanou koncentraci ptidanych ristovych faktort, pficemz LKD proteiny a ristové faktory
se z krytu uvoliiuji ve vodném prostiedi. Rizné koncentrace proteint z lyzatu krevnich desti¢ek
a zvolenych ristovych faktort v modifikovaném krytu jsou ziskany postupnou inkubaci
nanovldkenné membrany s roztokem (1) fibrinogenu, s roztokem (2) trombinu a s roztokem (3)
obsahujicim fibrinogen, rizné koncentrace lyzatu krevnich desti¢ek a riizné koncentrace zvolenych
rustovych faktord.

Na rozdil od soucasnych krytd, obsahujicich bud’ pouze vybrany ristovy faktor nebo LKD
proteiny, takto modifikovand membrana obsahuje soucasn¢ jak LKD proteiny, tak ipfidané
vybrané ristové faktory. Diky tfistupfiové modifika¢ni metodé ptipravy uvedeného materidlu je
mozné nezavisle menit koncentraci a typ vybranych ristovych faktorti a koncentraci LKD proteint
v membrané pouhou zmeénou jejich koncentraci v inkuba¢nim roztoku pouzitém v tfetim kroku
zplsobu piipravy. Vyznamna je moznost pii vymeéné krytu rany pouzit membranu obsahujici
koncentrace LKD proteint a riistovych faktorti odpovidajicich aktudlnimu stavu hojeni rany.

Predmétem predkladaného technického feSeni je tedy nanovldkenny material pro kryti ran,
zejména pro kryti diabetickych ran, ktery obsahuje nanovldkennou membranu, vyrobenou
z poly(L-laktid-stat-e-kaprolaktonu) a/nebo poly(e-kaprolaktonu), jejiz vldkna jsou potaZena
a zesitovana fibrinem, do né&jZ jsou inkorporovany proteiny z lyzatu krevnich desticek. S vyhodou
ma tento material plo§nou hmotnost v rozmezi od 10 do 40 g/m?, vyhodné&ji 22 + 2 g/m?, a tloust’ku
v rozmezi od 11 do 45 um, s vyhodou o tloustce 25 + 3 pm.

V jednom provedeni je nanovlakenna membrana tvofena vlakny o priméru v rozmezi od 300 do
1900 nm z materialu PLCL a PCL nebo jen PLCL nebo jen PCL, jez jsou potaZena a zesiténa
fibrinovou siti, obsahujici proteiny z lyzatu krevnich desti¢ek. S vyhodou je koncentrace LKD
proteinli v nanovlakenném materialu v rozmezi od 30 do 900 pg/cm?, s vyhodou v rozmezi od 200
do 500 pg/cm?, vyhodnéji v rozmezi od 300 do 450 pg/cm?.

Nanovlakenny material dle ptredkladaného technického feseni obsahuje mezi LKD proteiny také
rustovy faktor PDGF. Koncentrace PDGF v nanovlakenném materialu zavisi na koncentraci lyzatu
krevnich desticek pouzité pii pfipraveé materidlu. Typicky se koncentrace PDGF v nanovlakenném
materialu pohybuje v rozmezi od 8 do 30 pg/cm?>.

Ve vyhodném provedeni je nanovldkennd membrana vyrobena elektrostatickym zvlakiovanim,
vyhodnéji DC elektrickym zvlakiiovanim.

V jednom konkrétnim provedeni je nanovlakenna membrana pro piipravu nanovlakenného
materidlu vyrobena ze smési PCL (polykaprolakton) a PLCL (kopolymer poly(laktid-stat-
polykaprolakton) 70/30 % mol.), v hmotnostnim poméru 1:1 (PCL ku PLCL). Polymery
se rozpusti v rozpoustédlovém systému Chloroform/Ethanol (8:2 % hmotn.) a elektricky
zvlakni. S vyhodou lze elektrické zvldknovani provést na zafizeni Nanospider typ NS 1WS500U
(Elmarco, CZ) s nasledujicimi zvlakniovacimi parametry: vzdalenost mezi elektrodami 190 mm,
napéti -10/+40kV, rychlost pohybu cartridge EMW 480 mm/s, rychlost pfevijeni
podkladové textilie 18 mm/min, velikost pritvlaku 0,6 mm. Klimatické podminky procesu (22 °C,
rel. vlhkost- RH 50%) jsou regulovany klimatizacnim systémem. Po pfiprave je membrana sejmuta
z podkladové textilie. Vysledna nanovlakenna membrana je tvoiena siti vlaken s Sirokou distribuci
praméru v rozmezi od 400 do 1800 nm, méfeno aplikaci NIS Elements software na méteni pruméru
na 200 ndhodné vybranych vlaken v SEM snimku. TlouStka nanovldkenné membrany meétena
mikroskopem je v rozmezi od 22 do 28 pm.

V jednom provedeni je nanovldkennd membrana pro ptipravu nanovlakenného materialu tvofena
vlakny statistického kopolymeru poly(L-laktid-stat-e-kaprolakton) 70:30 % mol. (PLCL)
o priameéru 1100 = 800 nm.
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V jednom provedeni je nanovlakenna membrana pro pfipravu nanovlakenného materialu tvotrena
vlakny z poly(e-kaprolaktonu) (PCL) o priméru vlakna 1200 = 700 nm.

V jednom provedeni je nanovlakenna membrana pro pfipravu nanovlakenného materialu tvotrena
smési vlaken z poly(L-laktid-stat-e-kaprolaktonu) 70:30 % mol. a vlaken z poly(e- kaprolaktonu)
v hmotnostnim poméru 1:1 (PLCL/PCL) o priméru vlakna 1100 + 700 nm (PLCL/PCL
membrana).

Ve vyhodném provedeni nanovlakenny material obsahuje PLCL/PCL membranu o plosné
hmotnosti v rozmezi od 18 do 26 g/m? s vyhodou 22 + 2 g/m? pfipravenou elektrostatickym
zvlaknovanim vlaken statistického kopolymeru poly(L-laktid-staz-e-kaprolakton) 70:30 % mol.
a poly(e-kaprolaktonu) v hmotnostnim poméru 1:1 o priméru vldkna v rozmezi od 400 do
1800 nm, na jejichz povrchu je ukotvena fibrinova sit’, obsahujici proteiny lyzatu krevnich desticek
v mnozstvi od 200 do 550 pg/cm?, s vyhodou v mnoZzstvi od 380 do 520 pg/cm?, vyhodngji
450 pg/cm?. Tloustka nanovldkenného materialu je v rozmezi od 22 do 28 um.

Ve vyhodném provedeni obsahuje nanovlakenny material vedle proteinti z lyzatu krevnich desticek
dale alesporii jeden rtstovy faktor, vybrany ze skupiny zahrnujici FGF, VEGF, PIGF-2, a TGF-B1,
s vyhodou jsou rastovymi faktory FGF a/nebo VEGF. Ristovy faktor PDGF je jednou ze slozek
LKD proteinti a je v nanovlakenném materialu p¥itomny v mnozstvi od 8 do 30 pg/cm?, s vyhodou
v mnozstvi od 15 do 20 pg/cm?.

Ve vyhodném provedeni je koncentrace rustovych faktorti v nanovlakenném materialu v rozmezi
od 2 do 110 ng/cm?, vyhodng&ji od 3 do 90 ng/cm?, jesté vyhodn&ji od 30 do 80 ng/cm?.

V jednom provedeni nanovldkenny materidl dle ptfedkladaného technického feSeni obsahuje
ristovy faktor FGF o koncentraci od 2 do 8 ng/cm? a/nebo VEGF o koncentraci od 11 do
100 ng/cm?.

V jednom vyhodném provedeni nanovlakenny material dle ptedkladaného technického feseni
obsahuje nanovlakennou membranu definovanou vyse, na jejimz povrchu je ukotvena fibrinova sit’
obsahujici proteiny lyzatu krevnich desti¢ek v mnozstvi od 380 do 520 ug/cm?, a déle ristovy
faktor FGF v mnozstvi od 2 do 5 ng/cm?.

V jiném vyhodném provedeni nanovlakenny material dle predkladaného technického feSeni
obsahuje nanovlakennou membranu definovanou vyse, na jejimz povrchu je ukotvena fibrinova sit’
obsahujici proteiny lyzatu krevnich desti¢ek v mnozstvi od 380 do 520 ug/cm?, a déle rlstovy
faktor VEGF v mnozstvi od 30 do 70 ng/cm?.

V jiném vyhodném provedeni nanovlakenny material dle predkladaného technického feSeni
obsahuje nanovlakennou membranu definovanou vyse, na jejimz povrchu je ukotvena fibrinova sit’
obsahujici proteiny lyzatu krevnich desti¢ek v mnozstvi od 380 do 520 ug/cm?, a déle ristovy
faktor FGF v mnozstvi od 2 do 5 ng/cm? a ristovy faktor VEGF v mnozstvi od 30 do 70 ng/cm?.

Bylo prokézano, Ze nanovlakenny material podle pfedkladaného technického feseni dokdze uvolnit
velkou ¢ast zachycenych LKD proteint a ristovych faktorti béhem jednoho tydne do PBS.

V nejvyhodnéj§im provedeni nanovlakenny material obsahuje PLCL/PCL membranu o plo$né
hmotnosti 22 g/m? tvofenou smési vldken poly(L-laktid-stat-e-kaprolaktonu) 70:30 % mol.
a poly(e-kaprolaktonu) v hmotnostnim poméru 1:1 o priméru vlakna 1100 £ 700 nm, ptipravenych
elektrostatickym zvlaknovanim, na jejichZ povrchu je ukotvena fibrinova sit’ obsahujici proteiny
z lyzatu krevnich desti¢ek v mnoZstvi od 200 do 500 pg/cm? a dale ristovy faktor FGF a/nebo
VEGF v celkovém mnozstvi od 30 do 80 ng/cm?.
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Nanovlakenna membrana pro pfipravu nanovlakenného materialu je ptfipravitelnd elektrickym
zvlaknénim roztoku PCL (poly(e-kaprolaktonu)), naptiklad Sigma; PCL80; Mn: 80 000 g/mol),
PLCL (poly(L-laktid-stat-e-kaprolaktonu) 70:30 % mol.) napiiklad Corbion, PURASORB PLC
7015; PLCL/PCL smési PLCL a PCL, zejména v hmotnostnim poméru 1:1. Polymery se rozpusti
v organickém rozpoustédle, napiiklad v rozpoustédlovém systému Chloroform/Ethanol (8:2 %
hmotn.). Elektrické zvlakiovani se provede s vyhodou technologii Nanospider™ pfi pouZiti
vzdalenosti mezi elektrodami 190 mm, napéti -10 / +40 kV, rychlosti pohybu cartridge EMW
480 mm/s, rychlosti pfevijeni podkladové textilie 18 mm/min a velikosti pravlaku 0,6 mm.
Zvlaknovacim zatizenim miize byt naptiklad Nanospider typ NS 1WS500U (Elmarco, CZ).

Lyzat krevnich desti¢ek (LKD) je roztok pfipravitelny centrifugaci 2x zamrazené¢ho (na —80 °C)
a rozmrazeného pii 37 °C deleukotizovaného trombocytarniho koncentratu ptipraveného z lidské
krve (Freeze-thaw metoda). LKD obsahuje proteiny uvolnéné Freeze-thaw metodou z krevnich
desticek, proteiny z krevni plazmy a citratovy antikoagulant. Priprava lyzatu krevnich desticek je
odbornikovi v oboru znama.

Nanovlakenny material podle predkladaného technického feSeni je piipravitelny zptisobem, kdy se
nanovldkenna membréana nejprve inkubuje v roztoku fibrinogenu (krok 1), nasledné se inkubuje
v roztoku trombinu (krok 2) a nakonec se tento material inkubuje s roztokem obsahujicim
fibrinogen a lyzat krevnich desticek (krok 3), popiipad¢ dale obsahujicim alespoii jeden rdstovy
faktor vybrany ze skupiny zahrnujici FGF, VEGF, PIGF-2 a TGF-f1.

Krok 1 se s vyhodou provede pfi teploté 4 °C po dobu alespon 12 hodin. Roztok fibrinogenu (1)
v kroku 1 ma s vyhodou koncentraci 5 ug/ml, vyhodnéji se pouzije roztok fibrinogenu v TRIS
pufru (Tris—HCl buffer 0,05 M pH 7,4, 2 mM CaCly).

Krok 2 se s vyhodou provede pii pokojové teplote po dobu alespoii 1 hodiny. Roztok trombinu (2)
ma s vyhodou koncentraci 2 NIH U/ml, vyhodnéji je rozpoustédlem TRIS pufr (stejné koncentrace
jako v kroku 1).

Krok 3 se s vyhodou provede pii pokojové teploté po dobu alesponi 2 hodin. Inkubacni roztok (3)
v kroku 3 je s vyhodou TRIS pufr obsahujici 200 pg/ml fibrinogenu, 0,25 U/ml antitrombinu III,
LKD v rozmezi od 1 do 90 % v/v. Inkuba¢nim roztokem (3) mize byt také ptimo LKD. Pokud
inkubaéni roztok v kroku 3 obsahuje rovnéz rustovy faktor (zejména FGF a/nebo VEGF), pak je
celkova koncentrace rstovych faktorii v inkuba¢nim roztoku 3 s vyhodou v rozmezi od 0,5 do
3 pg/ml.

Po kazdém kroku 1, 2 a 3 se nanovlakennd membrana oplachne TRIS pufrem a nakonec se
membrana oplachne roztokem PBS (Phosphate-buffered saline pH 7,4).

Nanovlakenny material podle predkladaného technického feSeni mulze obsahovat rlznou
koncentraci LKD proteind v zéavislosti na koncentraci lyzatu krevnich desticek v inkubacnim
roztoku (3). Ve vyhodném provedeni se v kroku 3 pouzije inkubacni roztok (3) obsahujici pouze
lyzat krevnich desti¢ek (100 % v/v) nebo obsahujici fibrinogen, antitrombin a od 5 do 90 %
v/v lyzatu krevnich desticek, nejvyhodnéji fibrinogen, antitrombin a 20 % v/v lyzatu krevnich
desticek. (20 % v/v LKD znamend, Ze roztok (3) byl pfipraven rozpusténim fibrinogenu
a antitrombinu v roztoku ziskaném smichanim LKD a TRIS pufru v objemovém poméru 1:4. Timto
zpasobem se ziska nejveétsi mnozstvi LKD proteinti zachycenych v nanovlakenném materialu
i nejvetsi mnozstvi LKD proteintt uvolnénych do PBS béhem jednoho tydne, a je tim dosazeno
nejveétsi zivotaschopnosti bunék HSVEC kultivovanych in vitro v blizkosti takto pfipraveného
nanovlakenného materialu.

Stejné jako v ptipadé LKD proteind, i koncentrace ristovych faktori v nanovlakenném materialu
zavisi na jejich koncentraci v inkuba¢nim roztoku v kroku 3. S vyhodou se v kroku 3 pouzije
inkubaéni roztok obsahujici od 0,8 do 1,2 pg/ml FGF a/nebo od 0,8 do 1,2 pg/ml VEGF.
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Nanovlakenné membrany modifikované inkubaci s roztoky obsahujicimi koncentrace rustovych
faktordt v inkuba¢nim roztoku kroku 3, které byly vyssi nez vySe uvedeny rozsah, jiz podstatné
nezvysSovaly Zivotaschopnosti bunék HSVEC kultivovanych v jejich blizkosti. Vyhodou je v tomto
ptipad¢ uspora nakladnych rstovych faktort.

Objasnéni vykresu

Obr. 1: Schéma tristupiiové modifikace vldken v nanovlakenné membrané postupné inkubaci
v roztoku fibrinogenu, béhem které je povrch nanovlaken v membrané, pokryt adsorbovanym
fibrinogenem (Krok 1), inkubaci v roztoku trombinu, béhem které se trombin nekovalentné vaze
na fibrinogen adsorbovany v piedchozim kroku (Krok 2), inkubaci v roztoku obsahujicim Fbg,
lyzat krevnich desticek (LKD) a poptipad¢ alespon jeden rtustovy faktor VEGF a FGF, béhem které
navazany trombin méni fibrinogen z inkubacniho roztoku na fibrin, jehoz samovolnou polymeraci
se vytvari fibrinova sit’ obsahujici inkorporované LKD proteiny a popiipadé ristové faktory
(Krok 3).

Obr. 2: Skenovaci elektronovd mikroskopie nemodifikované PLCL/PCL membrany (A)
a PLCL/PCL membrany modifikované inkubanim roztokem 3 obsahujicim fibrinogen a 20%
v/v LKD a vysusené lyofilizaci (B.) Histogram Cetnosti primér 200 vlaken nahodné vybranych
v SEM snimku.

Konfokalni mikroskopie PLCL/PCL membrany modifikované inkuba¢nim roztokem 3
obsahujicim pouze fibrinogen (C) a PLCL/PCL membrany modifikované inkuba¢nim roztokem 3
obsahujicim fibrinogen a 20% v/v LKD (D). Fibrin a LKD proteiny v modifikovanych
membranach byly fluorescencné oznaceny fluorescaminem.

Obr. 3: Testovani Zivotaschopnosti endotelidlnich bunék HSVECs a keratinocytd. (A)
Zivotaschopnost HSVECs vysazenych na kolagenem potazené dno jamky v 24-jamkové kultivaéni
desti¢ce se sklenénym dnem a kultivovanych v médiu, do kterého byl ponofen vzorek
modifikované PLCL/PCL membrany (B). Kultivace keratinocytli vysazenych na povrchu
modifikované PLCL/PCL membrany (C).

Priklady uskuteénéného technického feSeni

Piiklad 1 Priprava nanovlakenného materialu na bazi PLCL/PCL membrany uvolnujici LKD
proteiny.

PLCL/PCL membrina o plo$né hmotnosti 22 + 4 g/m? byla vyrobena ze smési PCL
(polykaprolakton, Sigma; PCL80; Mn: 80 000 g/mol) a PLCL (kopolymer poly(laktid-stat-
polykaprolakton), 70/30 % mol., Corbion; PURASORB PLC 7015) v hmotnostnim poméru 1:1.
Polymery byly rozpustény v rozpoustédlovém systému Chloroform/Ethanol (8:2 % hmotn.).
Elektrické zvlaknovani probihalo na zafizeni Nanospider typ NS 1WS500U (Elmarco, CZ),
zvlaknovaci parametry: vzdalenost mezi elektrodami 190 mm, napéti -10 / +40 kV, rychlost
pohybu cartridge EMW 480 mm/s, rychlost pievijeni podkladové textilie 18 mm/min, velikost
pravlaku 0,6 mm. Klimatické podminky procesu (22 °C, RH 50%) byly regulovany ptesné fizenym
klimatiza¢nim systémem NS AC150/1000/2000 (Elmarco). Po ptipravé byla membrana opatrné
sejmuta z podkladové textilie.

Membréana byla tvofena siti vlaken s Sirokou distribuci prumérd 1100 + 700 nm (Obr. 2A
a histogram). (Distribuce pramért byla vyhodnocena aplikaci NIS Elements software na méfeni
praméru 200 ndhodn¢ vybranych vldken v SEM snimku.) Tloustka membrany méfena
mikroskopem byla 25 = 3 pum.
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Priprava lyzatu krevnich desticek (LKD): Pro piipravu LKD byl pouzivan deleukotizovany
trombocytarni koncentrat (TK) pfipravovany podle standardniho protokolu v Krajské nemocnici
v Liberci, a.s. z citratem antikoagulované plné krve odebirané ctyfem darcim stejné krevni
skupiny. TK obsahoval 600-900 x10° krevnich desti¢ek a 30 v/v % krevni plazmy. LKD byl
ptipraven 2x opakovanym zmrazenim na teplotu —80 °C a rozmrazenim TK na 37 °C, pii kterém
praskly buné¢né membrany krevnich desticek (Freeze-thaw metoda), a naslednym odstranénim
zbytkli membran centrifugaci. LKD obsahoval proteiny uvolnéné z desticek a proteiny z krevni
plazmy (LKD proteiny). I kdyz bylo LKD pouZzivané pro modifikaci PLCL/PCL membrany vzdy
normovano fedénim na koncentraci desti¢ek 600 x10° v 1 ml TK, pohybovaly se koncentrace LKD
proteint v Sirokém rozmezi, v disledku rtizného sloZeni krve od rtiznych darci.

LKD pouzité v Prikladech 1 a 2 bylo charakterizovano koncentraci fibrinogenu (Fbg), ktery je
na fibrin zpeviiuje fibrinovy klot pii hemostazy a hraje dulezitou roli interakci s bunkami
v nésledujicich fazich hojeni rany, a rastovych faktort FGF, VEGF a PDGF, které se uplatiiuji ve
vSech fazich hojeni, zejména tvorbou krevnich mikrokapilar umoziujicich u diabetickych ran
pfechod z chronického zanétu faze do nasledujici proliferacni faze. Hodnoty vyse uvedenych
slozek v pfipraveném LKD jsou uvedeny v Tabulce 1.

Tabulka 1
Fibrinogen FGF [pg/ml] VEGF [pg/ml] PDGF-BB Fibronektin
[mg/ml] [ng/ml] [ng/ml]
0,9+0,5 70 +20 70 + 20 13+£3 40+£5

Modifikace PLCL/PCL membrdny fibrinem a LKD proteiny: Kruhové vzorky o plose 1,9 cm?
vyseknuté z membrany byly umistény do 70 % v/v etanolu, ozaifeny UV svétlem po dobu 30 minut
anasledné 5 dnd namoceny ve sterilni deionizované vodé s kazdodenni vymeénou pti pokojové
teploté (PT). Vzorek byl premistén do jedné z misek 24-miskové kultivacni desticky naplnéné
sterilnim Tris pufrem (TB). Po 3 vyménach byl TB odsat a nahrazen 0,3 ml roztoku fibrinogenu
(Fbg, 5 pg/ml v TB) (roztok 1), ve kterém by vzorek inkubovan pfes noc pfi 4 °C. Nasledujici
modifikace pak byla provadéna pii PT. Po trojnasobném oplachnuti Tris pufrem byl vzorek
inkubovan v roztoku trombinu (2 NIH U/ml in TB) (roztok 2) 1 hodinu ptfi PT apo dalsim
oplachnuti TB byl vzorek inkubovan v jednom z roztokli 3 po dobu 2 hodin pti TP. Roztoky 3
obsahovaly 200 pg/ml Fbg, antitrombin III (ATIIL, 0,25 U/ml) a LKD o koncentraci 0, 1, 5, 10, 20,
50 a 100 % v/v v Tris pufru (Tris—HCI buffer 0,05 M pH 7,4, 2 mM CaCl,). (Bylo tedy pfipraveno
sedm riiznych nanovlakennych materiald, lisicich se mnozstvim LKD proteint. Tyto modifikované
membrany byly déle oznacCeny jako Fb, Fbl, Fb5, Fb10, Fb20, Fb50 a Fb100). Po zavére¢ném
oplachnutim TB byl vzorek oplachnut a dale uchovéavan v PBS (Phosphate-buffered saline pH 7,4).
Schéma tfistupnové modifikace PLCL/PCL vlaken v nanovldkenném materialu postupnou
inkubaci s roztokem 1, 2 a 3 je znazornéno na Obrazku 1.

Modifikované membrany byly charakterizovany mnozstvim proteini imobilizovanych
v membrang ihned po pfipravé (¢as T0) a po 1 tydnu (po 168 hodinach, ¢as T168) inkubace v PBS
pti PT, které bylo méfeno proteinovym kitem (Micro BCATM Protein Assay Kit) (Tabulka 2).
Mnozstvi proteini zachycenych v membran¢ zahrnovalo fibrin vytvofeny z Fbg rozpusténého
v inkubaénim roztoku 3, fibrin vytvofeny z Fbg pochazejiciho z LKD a ostatni LKD proteiny.
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Tabulka 2: Koncentrace proteini v membranach modifikovanych s pouzitim roztoku 3
obsahujicim rizné koncentrace LKD. Koncentrace proteinti po modifikaci — TO a po 186 hodinach
v PBS — T168.

Fb Fbl Fb5 Fb10 Fb20 Fb50 Fb100

TO [pg/cm?] 19£2 | 76+12 | 153 +8 | 24015 | 450+66 | 190+19 | 250+ 50

T168 [ug/em?] | 163 |49+2 |47+3 |47+7 |[35+4 [23+1 |21+1

Nejvyssi mnozstvi proteinli imobilizovanych v &erstvé modifikované membrané (450 pg/cm?)
a nejvetsi mnozstvi proteind (415 pg/cm?), které se uvolnilo béhem sedmi dnti inkubace do PBS,
bylo ziskdno v membrané Fb20. Po proplachnuti deionizovanou vodou a vysuseni lyofilizaci.
Plosna hmotnost a tloustka modifikovanych membran se v ramci chyby méfeni nelisila od plosné
hmotnosti a tloustky nemodifikované membréany (25 + 3 um, 22 + 4 g/m?).

Na Obrazku 2 je vidét, ze pii inkubaci nanovladkenné membrany v roztoku 3 obsahujicim pouze
200 pg/ml Fbg a ATIII, 0,25 U/ml v TB byl povrch jednotlivych nanovldken v membrané (Fb)
pokryt fibrinovou siti. Pfi inkubaci v roztoku fibrinogenu obsahujicim 20% v/v LKD se fibrinova
sit” obsahujici fibrin a LKD proteiny vytvofila i v prostoru mezi nanovlakny (Fb20).

Ptiklad 2 Priprava nanovlakenného materidalu na bazi PLCL/PCL membrany uvolnujici riistové
faktory

Stejna PLCL/PCL membrana byla postupné inkubovana s roztokem 1 a 2 jako v Prikladu 1.
Nasledné byly pfipraveny modifikované membrany inkubaci s jednim z roztokd 3 po dobu 2 hodin
pti TP, které obsahovaly 200 pg/ml Fbg, antitrombin III (ATIIL, 0,25 U/ml) a 20 % v/v LKD v TB
(roztok LKD 20% v/v) nebo LKD 20% v/v s pfidanymi riistovymi faktory.

Nanovlakenné materialy oznacené jako Fb20, Fb20+FGF, Fb20+VEGF nebo Fb20+FGF+VEGF
byly ziskany pouzitim roztoku 3 obsahujiciho LKD 20% v/v, LKD 20% v/v s pfidanym FGF
1 pg/ml, LKD 20% v/v s pfidanym VEGF 1 pg/ml nebo LKD 20% v/v s pfidanym FGF 1 pg/ml
a VEGF 1 pg/ml.

Mnozstvi ristovych faktori v nanovldkenném materialu po pfipraveé a uvolnénych do PBS béhem
jednoho tydne (Tabulka 3) bylo méfeno VEGF Human ELISA Kitem (KHGO111), FGF-2 Human
ELISA Kitem (KHG0021). Ma PDGF-BB Human ELISA Kitem (Cat. No. BMS2071). Mnozstvi
destickového rastového faktoru (PDGF-BB), ktery pochéazel z LKD pouzitého pro piipravu Fb20
(Tabulka 1), bylo méfeno Ma PDGF-BB Human ELISA Kitem (Cat. No. BMS2071) (Tabulka 3).

Tabulka 3: Mnozstvi rustovych faktori v nanovlakenném materialu

ihned po ptipravée (TO) Po 7 dnech v ubytek
PBS (T168) rustovych
faktorti po
inkubaci v PBS
Koncentrace FGF v Fb20+FGF 3,1 £0,9 ng/cm? 0,5+0,25 84 %
ng/cm?
Koncentrace FGF v 3,8 £0,8 ng/cm?
Fb20+FGF+VEGF
Koncentrace FGF v Fb20 pod 15 pg/cm2 n.a. n.a.
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Koncentrace VEGF v 40 +£15 ng/cm? 0,7+0,18 98 %
Fb20+VEGF ng/cm?

Koncentrace VEGF v 50 +14 ng/cm?

Fb20+FGF+VEGF

Koncentrace VEGF v Fb20 pod 5 pg/cm? n.a. n.a.
Koncentrace PDGF-BB v Fb20 17 +1 pg/cm? 4 +1 pg/cm? 76 %

Vzhledem k velmi nizkym koncentracim FGF a VEGF v LKD byly koncentrace téchto faktort
v membranach modifikovanych roztoky (3) obsahujicimi pouze LKD pod citlivosti detekcni
metody.

Ptitomnost FGF a VEGF neovlivnila v mezich chyby celkovou koncentraci proteint
v membréanach (450 £ 66 ug/cm?). Plosna hmotnost a tloustka modifikovanych membran se
vramci chyby meéfeni neliSila od plosné hmotnosti a tloustky nemodifikované membrany
(25 +3 pm, 22 + 4 g/m?).

Ptiklad 3 Viiv nanovidakennych materialu dle predkladaného technického reseni na zivotaschopnost
(metabolickou aktivitu) lidskych endotelialnich bunek HSVECs a keratinocytii

Vliv PLCL/PCL membran pfipravenych v Piikladech 1 a 2 na zivotaschopnost lidskych
endotelialnich bunék HSVECs kultivovanych na kolagenu v pfitomnosti membrany ana
zivotaschopnost keratinocytll vysazenych a kultivovanych na membrané byl testovan v uspotadani
znazornéném na Obrazku 3.

Zivotaschopnost HSVECs kultivovanych v blizkosti modifikovanych PLCL/PCL membran:
Primarni HSVECs (Provitro, Cat. No. 1210121, passages 3—4) byly vysazeny na kolagenem
potazené dno jamky v 24-jamkové kultivacni desticce se sklenénym dnem (IBL Baustoff+Labor
GmbH) v mnozstvi 20,000 bunék na jamku a kultivovany za standardnich podminek (37 °C a 5%
CO,) v médiu EGM-2 (EGM-2, Cat. No. C-22111 od PromoCell) bez ptidanych ristovych faktort,
ale doplnéném 2% fetalnim hovézim sérem, heparinem, kyselinu askorbovou a hydrocortisonem.
Po 2 hodinach byla suspenze bunék v misce nahrazena 1 ml EGM-2 média, do kterého byl ponoten
vzorek nanovlakenného materidlu o plose 1,9 cm? modifikovany podle Piikladu 1 nebo 2
(Obr. 3B). Zivotaschopnost HSVECs vyjadiena jejich metabolickou aktivitou byla testovana paty
den po kultivaci proliferacnim testem (CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation
Assay, Promega Corporation). Hodnoty absorbance svétla o vinové délce 450 nm (Tabulka 4 a 5,
graf v Obr. 3A), které byly méfeny v médiu, byly imémé poctu Zivych bunék na kolagenu.

Tabulka 4: Metabolicka aktivita HSVECs testovéna paty den kultivace na kolagenu v blizkosti
membran obsahujicich riizné koncentrace LKD protein.

Fb Fb1 Fb5 Fb10 Fb20 Fb50 Fb100
Absorbance 0,260 0,242 0,238 0,277 0,433 0,223 0,223
S.D. 0,02 0,03 0,03 0,06 0,06 0,02 0,03

Membrany oznacené jako Fb, Fbl, Fb5, Fb10, Fb20, Fb50 a Fb100 byly pfipraveny dle Ptikladu 1,
tedy modifikovany s pouzitim inkubac¢nim roztoku 3 obsahujiciho 200 pg/ml Fbg, antitrombin I11
(ATIIL, 0,25 U/ml) a LKD o koncentraci 0, 1, 5, 10, 20, 50 a 100 % v/v. Koncentrace LKD proteinii

ve vzorcich membran pied ponofenim do média byly stejné jako koncentrace TO v Tabulce 2
(Priklad 1).
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membrany Fb20 obsahujici 450 pg/cm? LKD proteint, kterd byla modifikovana inkubadnim
roztokem 3 obsahujicim 20 % v/v LKD.

Tabulka 5: Metabolicka aktivita HSVECs testovana paty den kultivace na kolagenu v blizkosti
membran obsahujicich LKD proteiny a riistové faktory

Membrana Bez modifikace Fb20 Fb20+FGF+VEGF
Absorbance 0,463 £ 0,07 0,721 £ 0,04 0,916 £ 0,08

Membrany oznacené jako Fb20 a Fb20+FGF+VEGF byly pfipraveny dle Piikladu 2. Membrana
Fb20 byla modifikovana s pouzitim inkuba¢nim roztoku 3 obsahujiciho TB, 200 pg/ml Fbg,
antitrombin III (ATIL, 0,25 U/ml), 20 % v/v LKD a membrana Fb20+FGF+VEGF byla
modifikovéna s pouzitim inkuba¢nim roztoku 3 obsahujiciho 200 pg/ml Fbg, antitrombin III
(ATIL, 0,25 U/ml), 20 % v/v LKD, 1 pg/ml FGF al pg/ml VEGF.

Membrana Fb20 obsahovala 450 + 66 ug/cm? proteini. Membréana Fb20+FGF+VEGF obsahovala
450 + 66 ug/cm? proteint véetné 3,8 +0,8 ng/cm? FGF a 50 £14 ng/cm? VEGF.

Zivotaschopnost keratinocytii kultivovanych na PLCL/PCL membrandch: Lidské keratinocyty byly
izolovany z kiize od darcii odebrané ve Fakultni nemocnici Kralovské Vinohrady. Keratinocyty
byly vysazeny na povrch vzorku nanovlakenného materialu o plose 1,9 cm? modifikovaného podle
Prikladu 2 a kultivovany za standardnich podminek (37 °C and 5% CO,) ve smési média DME;
Invitrogen) a Ham’s Nutrient Mixture F-12 Medium (ratio 3:1) doplnénou 10% fetalniho hovéziho
séra (FBS; Life Technologies), 10 ng/ml epidermdlniho ristového faktoru, 10 pg/ml insulinu
a 0,4 pg/ml hydrokortisonu (Obr. 3 C). Metabolicka aktivita keratinocytll byla testovana sedmy
a C¢trnacty den kultivace stejné jako u HSVECs (Tabulka 6).

Tabulka 6: Metabolicka aktivita keratinocytti kultivovanych na modifikovanych membranach.

7 den 14 den
Membrana Absorbance S.D. Absorbance S.D.
Bez modifikace 0,06 0,00 0,07 0,00
Fb 0,11 0,00 |0,11 0,08
Fb20 0,12 0,02 | 0,61 0,11
Fb20+FGF+VEGF | 0,10 0,03 0,68 0,06

Membrany oznacené jako Fb, Fb20 byly modifikovany s pouzitim inkuba¢nim roztoku 3, ktery
vzdy obsahoval 200 pg/ml Fbg, antitrombin III (ATIIL, 0,25 U/ml) v TB. Inkubaéni roztok 3 pro
ptipravu Fb20 obsahoval navic % v/v LKD a pro ptipravu Fb20+FGF+VEGF obsahoval navic %
v/v LKD. Membrana Fb20+FGF+VEGF byla modifikovana s pouzitim inkuba¢nim roztoku 3
obsahujiciho 200 pg/ml Fbg, antitrombin III (ATIII, 0,25 U/ml), 20 % v/v LKD, 1 ng/ml FGF
a1 pg/ml VEGF.

Membrana Fb obsahovala 19 + 2 fibrinu, Fb20 obsahovala 450 + 66 upg/cm? protein,
Fb20+FGF+VEGF obsahovala 450 + 66 ung/cm? proteini véetné 3,8 +0,8 ng/cm®* FGF
a 50 + 14 ng/cm? VEGF.

Obrazek 3 znazoriiuje usporadani testu simulujiciho vliv nanovlakenného materidlu pokryvajici
povrch diabetického viedu na endotelialni butiky tvofici krevni kapilary béhem vzniku provizorni
granulacni tkané uvnitt rany (Obr. 3B) a testu simulyjiciho vliv membrany na keratinocyty
pierustajici povrch rany v zavére¢né fazi hojeni (Obr. 3C).
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Prumyslova vyuzitelnost

Navrzeny kryt je aktualné vyuZzitelny na pracovistich zabyvajicich se vyvojem a testovanim
zdravotnickych prosttedki pro 1é¢bu koznich diabetickych ran a po predklinickych zkouskach ve
vyrobnim podniku.

Seznam pouzitych zkratek

PLCL/PCL membrana - membrana tvoifena smési vlaken z poly(L-laktid-stat-e-kaprolakton)
(PLCL) a poly(e-kaprolakton) (PCL)

Fbg — fibrinogen

Fb - fibrinov4 sit’

LKD - lyzat lidskych krevnich desticek

LKD proteiny - proteiny obsazené v lyzatu lidskych krevnich desticek

PBS - fosfatem pufrovany fyziologicky roztok, pH 7.4

TB - Tris pufr (Tris—HCl buffer 0,05 M pH 7,4, 2 mM CaCl,)

FGF - fibroblastovy rtstovy faktor

VEGF - vaskularni endotelovy ristovy faktor

PDGEF - destickovy rastovy faktor

HSVEC - lidské endotelidlni buiiky safenozni zily

Fb20 - membrana modifikovand inkubaci v roztoku 3 obsahujicim Fbg a 20% v/v lyzatu lidskych
krevnich desticek

DC elektrické zvlakiiovani — elektrostatické zvlaknovani stejnosmérnym proudem

PT — pokojova teplota udrzovana klimatizaci v okoli 23 °C

PIGF-2 - placenta growth factor 2

TGF-B1 - transforming growth factor 1

EGM-2 médium - endothelial cell growth medium (ristové médium pro endotelialni bunky)

-10 -
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NAROKY NA OCHRANU

1. Nanovlakenny material pro kryti ran, vyznafemy tim, Ze obsahuje nanovlakennou
membranu z poly(L-laktid-stat-e-kaprolaktonu) a/nebo poly(e-kaprolaktonu), jejiz vlakna jsou
potazena a zesitovana fibrinem, do néjz jsou inkorporovany proteiny lyzatu krevnich desticek.

2. Nanovlakenny material podle naroku 1, vyznaeny tim, Ze ma plo$nou hmotnost v rozmezi od
10 do 40 g/m?, s vyhodou 22 + 2 g/m>.

3. Nanovlakenny materil podle kteréhokoliv z pfedchozich naroki 1 az 2, vyznaceny tim, Ze ma
tloustku v rozmezi od 10 do 50 um, s vyhodou od 11 do 45 um, vyhodnéji 25 + 3 pm.

4. Nanovldkenny material podle které¢hokoliv z ptedchozich narokii 1 az 3, vyznaceny tim, Ze
koncentrace proteint lyzatu krevnich desti¢ek v nanovlakenném materialu je v rozmezi od 30 do
900 pg/cm?, s vyhodou vrozmezi od 200 do 500 pug/cm?, vyhodn&ji v rozmezi od 300 do
450 pg/cm?.

5. Nanovlakenny material podle kteréhokoliv z predchozich naroki 1 az 4, vyzna€eny tim, ze dale
obsahuje alespon jeden ristovy faktor, vybrany ze skupiny zahrnujici FGF, VEGF, PIGF-2

a TGF-B1, s vyhodou je ristovym faktorem FGF a/nebo VEGF.

6. Nanovlakenny material podle naroku 5, vyznaceny tim, ze celkova koncentrace rtustovych
faktorti v nanovlakenném materiélu je v rozmezi od 2 do 110 ng/cm?.

7. Nanovlakenny material podle kteréhokoliv z ptedchozich narokii 1 az 6, vyznaceny tim, Ze
nanovldkenna membrana sestava z vldken o pruméru v rozmezi od 300 do 1900 nm z materialu
poly(L-laktid-stat-e-kaprolaktonu) a/nebo poly(e-kaprolaktonu).

8. Nanovlakenny material podle kteréhokoliv z pfedchozich narokti 1 az 7, vyznaceny tim, Ze
nanovlakenna membrana je tvofena siti nanovldken poly(L-laktid-stat-e-kaprolaktonu) 70:30 %
mol. o priméru vlakna v rozmezi od 300 do 1900 nm.

9. Nanovlakenny material podle kteréhokoliv z ptedchozich narokii 1 az 7, vyznaceny tim, Ze
nanovldkenna membrana je tvofena siti nanovlaken poly(e-kaprolaktonu) o priméru vlakna
v rozmezi od 500 do 1900 nm.

10. Nanovlakenny material podle kteréhokoliv z pfedchozich narokii 1 az 7, vyzna€eny tim, Ze
nanovlakenna membrana je tvofena smesi nanovlaken poly(L-laktid-stat-e-kaprolaktonu) 70:30 %
mol. a poly(e-kaprolaktonu) v hmotnostnim poméru 1:1 a o priméru vladkna v rozmezi od 400 do
1800 nm.

11. Nanovlakenny material podle kteréhokoliv z pfedchozich narokid 1 az 10, vyznaceny tim, Ze
ma plodnou hmotnost 22 + 2 g/m? a nanovladkenna membrana sestava z vlaken

poly(L-laktid-stat-e-kaprolaktonu) 70:30 % mol. a/nebo poly(e-kaprolaktonu) o priméru vlakna
v rozmezi od 300 do 1900 nm, na jejichZ povrchu je ukotvena fibrinova sit’, obsahujici proteiny
lyzatu krevnich desti¢ek v mnozstvi od 200 do 500 pg/cm?.

12. Nanovlakenny material podle naroku 11, vyznaceny tim, Ze dale obsahuje rustovy faktor FGF
a/nebo VEGF v celkovém mnozstvi od 30 do 80 ng/cm?.

3 vykresy

-11 -
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Krok 1 Krok 2 Krok 3

#/% Fibrinogen ® Thrombin 019 Fibrinogen, LKD, FGF, VEGF

LS b S —l*-I )

Nanovidkne Adsorpce fibrinogenu Vazba thrombinu Tvorba fibrinové sité

Obr. 1
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Zivotaschopnost HSVECs
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Modifikovana membréana

Obr. 3C
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