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SOUHRN 

V prŢbŊhu projektu byly vyvinuty unik§tn² kolagenn² pŊny z kolagenu z²skan®ho z kŢģe 

sladkovodn² ryby (kapr obecnĨ, Cyprinus carpio). Pomoc² s²Šov§n² karbodiimidem byl 

pŚekon§n probl®m s nestabilitou kolagenn² matrix z kolagenu z²sk§van®ho z 

chladnokrevnĨch ģivoļichŢ pŚi tŊlesn® teplotŊ  savcŢ. N§slednŊ byly pŊny impregnov§ny 

antibiotiky (gentamicin a vankomycin) a opŊtovnŊ lyofilizov§ny, coģ je postup, kterĨ 

zajiġŠuje poģadovanou koncentraci antibiotika bez rizika n§sledn®ho vymyt² pŚi dalġ²ch 

technologickĨch kroc²ch. UvedenĨ produkt je, na rozd²l od pŚ²pravkŢ z nes²Šovan®ho 

kolagenu, stabiln² i pŚi sterilizaci gamma z§Śen²m. Fin§ln² sterilizovanĨ produkt byl 

testov§n in vivo na potkan²m modelu infikovan® r§ny.  

 

Byla prok§z§na efektivita v l®ļbŊ potenci§lnŊ let§ln² infekce Pseudomonas aeruginosa a 

kmene Stafylococcus aureus rezistentn² k meticilinu (MRSA). Vzhledem k vysok® 

potŚebŊ profylaxe a terapie infekc² pooperaļn²ch a jinĨch ran pr§vŊ vĨġe uvedenĨmi 

polyrezistentn²mi pŢvodci se jedn§ o slibnĨ prostŚedek k budouc²mu klinick®mu vyuģit².  

 

Zkuġenosti, kter® jsme z²skali v prŢbŊhu uvolnov§n² ATB z kolagenn²ch pŊn budou v 

dalġ²m vyvoji pouģity pro impregnaci zevn² kolagenn² vrstvy c®vn² prot®zy, ļ²mģ bychom 

mohli eliminovat jednu z nejvŊtġ²ch nevĨhod a rizik spojenĨch s pouģit²m umŊlĨch 

materi§lu a t²m je infekce.  

 

D§le v prŢbŊhu vĨzkumu jsme vytvoŚili pilotn² technologie k programov§n² porozity a 

programov§n² degradace tŊchto kolagenn²ch pŊn z ryb²ho   kolagenu. Byla provedena cel§ 

Śada testŢ vļetnŊ analĨz sekund§rn²ch struktur kolagenovĨch vzorkŢ zdrojov®ho 

kolagenu a kolagenu z²skan®ho z vyroben® c®vn² n§hrady vļetnŊ in vivo testŢ. M²ra 

zachov§n² nativn² struktury kolagenu byla sledov§na pomoc² FTIR a elektroforetick® 

analĨzy. D§le byl navrģen zpŢsob heparinizace kolagenovĨch vzorkŢ a zpŢsob jejich 

analĨzy.  

 

Byly zkoum§ny fyzik§ln² vlastnosti kolagenovĨch lyofiliz§tŢ s antibiotiky. Pr§ce byly 

zamŊŚeny na n§vrh sloģen² a pŚ²pravy kolagenovĨch lyofiliz§tŢ s antibiotiky. D§le byly 

provedeny analĨzy degradaļn²ch vlastnost² pŚipravovanĨch materi§lŢ a na jejich z§kladŊ 

byl postup pŚ²pravy doplnŊn o dodateļn® s²Šov§n²     kolagenu.  

 

Byly ovŊŚov§ny rŢzn® zpŢsoby s²Šov§n² a na z§kladŊ vĨsledkŢ byl doporuļen fin§ln² 

postup pŚ²pravy. Na z§kladŊ vĨsledkŢ byly ve spolupr§ci s vĨrobci kolagenu 

modifikov§ny vĨrobn² postupy za ¼ļelem optimalizace vlastnost² implant§tŢ.  
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Do hrudn² stŊny potkanŢ byly implantov§ny ļ§sti novĨch prototypŢ za ¼ļelem ovŊŚen² 

doby vstŚeb§v§n² pros²Šovan® a sterilizovan® kolagenn² hmoty. D§le prob²halo testov§n² 

farmakokinetickĨch moģnost² kolagenn²ch pŊn, ovlivnŊn² degradace, denaturace, 

vhojov§n². Byly formulov§ny fin§ln² postupy pro vĨrobu kolagenn²ch prot®z a pŊn. 

 

Kl²ļov§ slova: kolagen, antibiotick® kryt² ran, gentamicin, vankomycin, rifampicin 
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SUMMARY 

During the project, unique collagen foams were developed from collagen obtained from 

the skin of freshwater fish (common carp, Cyprinus carpio). The problem of instability of 

the collagen matrix from collagen obtained from cold-blooded animals at mammalian 

body temperature was overcome by carbodiimide crosslinking. Subsequently, the foams 

were impregnated with antibiotics (gentamicin and vancomycin) and re-lyophilized, a 

process that ensures the required concentration of antibiotic without the risk of subsequent 

leaching in further technological steps. This product, in contrast to non-crosslinked 

collagen preparations, is stable even when sterilized by gamma radiation. The final 

sterilized product was tested in vivo in a rat model of an infected wound. 

Efficacy in the treatment of potentially lethal Pseudomonas aeruginosa infection has been 

demonstrated and testing of the dreaded and increasingly common methicillin-resistant 

strain of Staphylococcus aureus (MRSA) is currently underway. Due to the high need for 

prophylaxis and therapy of postoperative and other wound infections by the above-

mentioned polyresistant agents, this is a promising tool for future clinical use. 

 

The experience we have gained during the release of ATB from collagen foams will be 

used in further development to impregnate the outer collagen layer of the vascular 

prosthesis, which could eliminate one of the biggest disadvantages and risks associated 

with the use of artificial materials and infection. 

 

Furthermore, during the research, we developed pilot technologies to program the 

porosity and degradation programming of these collagen foams from fish collagen. A 

number of tests were performed, including analyzes of secondary structures of collagen 

samples of source collagen and collagen obtained from the produced vascular prosthesis, 

including in vivo tests. The degree of preservation of the native collagen structure was 

monitored by FTIR and electrophoretic analysis. Furthermore, a method for 

heparinization of collagen samples and a method for their analysis was proposed. 
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The physical properties of collagen lyophilisates with antibiotics were investigated. The 

work was focused on the design of the composition and preparation of collagen 

lyophilizates with antibiotics. Furthermore, analyzes of the degradation properties of the 

prepared materials were performed and on the basis of them the preparation process was 

supplemented by additional crosslinking of collagen. 

 

Various cross-linking methods were tested and the final preparation procedure was 

recommended based on the results. Based on the results, production processes were 

modified in cooperation with collagen manufacturers in order to optimize the properties 

of implants. 

 

Parts of the new prototypes were implanted in the chest wall of the rats in order to verify 

the absorption time of the sieved and sterilized collagen mass. Furthermore, testing of 

pharmacokinetic possibilities of collagen foams, influencing of degradation, denaturation, 

healing was performed. Final procedures for the production of collagen prostheses and 

foams were formulated. 

 

Key words: collagen, antibiotic wound dressing, gentamicin, vancomycin, rifampin
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SEZNAM POUĢITħCH ZKRATEK (seŚazeno abecednŊ) 

 

AMK      aminokyseliny 

ATB      antibiotika 

AUC     plocha pod kŚivkou 

AV     Akademie vŊd 

BALB/c alb²nskĨ, laboratornŊ vyġlechtŊnĨ kmen myġi 

dom§c² 

BOV bovinn² 

bFGF     rŢstovĨ faktor fibroblastŢ 

ÁC     stupeŔ Celsia 

CFU     Colony Forming Units, jednotky tvoŚ²c² kolonie 

CLCS     zes²ŠovanĨ kolagen 

nCLCS    nezes²ŠovanĨ kolagen 

CYP, Cyp tŚeboŔskĨ kapr 

ĻVUT ļesk® vysok® uļen² technick® 

D m²ra degradace 

DEMI  demineralizovan§ voda (purifikovan§) 

EU veliļina ke kvantifikaci aktivity endotoxinu 

EDC N-(3 dimethylaminopropyl)-N-ethylcarbodiimid 

hydrochlorid 

ELISA enzyme-linked immuno sorbent assay 

analytick§ metoda vyuģ²van§ ke kvantitativn²mu 

stanoven² rŢznĨch antigenŢ. 

Esw     m²ra bobtn§n² 

FTIR     infraļerven§ spektrometrie 

g      gram 

gBOV     hovŊz² gel 

gCYP     kapŚ² gel 

GEN     gentamicin 

https://www.wikiskripta.eu/w/Antigen
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H & E, HE barven² prepar§tu (hematoxilin-eozin) 

HPLC vysoko¼ļinn§ kapalinov§ chromatografie 

iBOV  hovŊz² implant§t 

iCYP kapŚ² implant§t 

IF impakt factor 

IFN  interferon 

IL  interleukin 

IM  intramuskul§rn²  

K   kontroln² 

Kolagenn² materi§l: 

SIGMA kolagen typu I., krys² ocas 

CTU kolagen typu I., ryb² kŢģe 

IRSM kolagen typu I., ryb² kŢģe izolov§n ĐSHM 

LPS     lipopolysacharidovĨ komplex 

M mol ml, l      mililitr, litr  

MIC     minim§ln² inhibiļn² koncentrace 

MCP1(CCL2)    monocytovĨ chemoatraktantovĨ protein 1 

MIP1Ŭ (CCL3) makrof§govĨ z§nŊtlivĨ protein 1-alfa 

MRSA Meticilin-rezistentn² zlatĨ stafylokok 

min     minuta 

mikroCT vyġetŚen² vĨpoļetn² tomografi² mikro rozliġen² 

(experiment§ln²) 

mmHg     milimetr rtuŠov®ho sloupce 

mm, cm, m    milimetr, centimetr, metr 

NF nitrofurantoin 

ng nanogram 

NHS N-hydroxysuccinimid 

PBS fosf§tovĨ pufr 

PCL      polykaprolakton 

PCR      Polymer§zov§ ŚetŊzov§ reakce 
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PE polyethylen 

PES vl§kno    polyesterov® vl§kno 

PEG                                                   Polyethylen glycol 

PEO     polyethylen oxidu 

PHA      Fytohemaglutinin  

PLA      polylactic acid 

PLGA     polylactic-co-glycolic acid 

PMS Steripack obal pro zataven² prot®zy 

PVA     polyvinyl alkohol 

PVC polyvinylchloride 

RPMI 1640    rŢstov® m®dium pouģ²van® v bunŊļn® kultuŚe 

SC     subkut§nn²  

SEM rastrovac² elektronovĨ mikroskop 

SRel  Sirius red elastika, metoda barven² kolagenn²ch 

vl§ken a elastiky 

VAN     vankomycin 

VFN     Vġeobecn§ fakultn² nemocnice 

VUP     VĨzkumnĨ ¼stav pletaŚskĨ 

Wt     hmotnost such®ho vzorku 

TGF- ɓ ransforming growth factor beta, oznaļen² pro 

nŊkolik mimobunŊļnĨch homodimern²ch proteinŢ, 

kter® pracuj² jako cytokiny a l§tky reguluj²c² dŊlen² 

TNF Tumor necrosis factor 

TT tŊlesn§ teplota 

W     hmotnost 

 

 

 

https://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Fytohemaglutinin&action=edit&redlink=1
https://cs.wikipedia.org/wiki/Homodimer
https://cs.wikipedia.org/wiki/B%C3%ADlkovina
https://cs.wikipedia.org/wiki/Cytokin
https://cs.wikipedia.org/wiki/Bun%C4%9B%C4%8Dn%C3%A9_d%C4%9Blen%C3%AD
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1. Đvod   

Infekce v operaļn² r§nŊ mŢģeme povaģovat za Achilovu patu chirurgickĨch oborŢ a jsou 

nejļastŊjġ² pŚ²ļinou nehoj²c² se r§ny. Ļasto komplikuj² a zhorġuj² pooperaļn² prŢbŊh a 

mohou bĨt pŚ²ļinou ¼mrt² v ļasn®m i pozdŊjġ²m pooperaļn²m prŢbŊhu (Kirkland KB et 

al., 1999). 

Terapeutickou moģnost² v prevenci, nebo Śeġen² jiģ infikovan® operaļn² r§ny, je pouģit² 

antibiotik  (ATB), a to jak v podobŊ syst®mov®ho, tak i lok§ln²ho pod§n². V pŚ²padŊ 

preventivn²ho pouģit² antibiotik je roky zn§m® pod§n² antibiotika tŊsnŊ pŚed operac² s 

c²lem vytvoŚen² chr§nŊn®ho koagula v oblasti operaļn²ho pole jako prevence 

nosokomi§ln² n§kazy. Pro kaģdĨ chirurgickĨ obor je specifick® urļit® mikrobi§ln² 

spektrum. Vhodn® je sledov§n² mikrobn²ho spektra na pracoviġti a v souvislosti s 

vĨskytem nosokomi§ln²ch n§kaz a pŚ²sluġn®ho bakteri§ln²ho kmene je vhodnĨ c²lenĨ 

vĨbŊr antibiotika, kterĨ je pacientŢm pŚed vĨkonem pod§v§no. Toto antibiotikum je 

obvykle kaģdĨ rok mŊnŊno v reakci na mikrobi§ln² spektrum pracoviġtŊ. SamozŚejmost² 

je c²len® pod§v§n² antibiotika u pacientŢ s infikovanĨm defektem, kde zn§me infekļn² 

agens, obvykle dle posledn²ho stŊru z infikovan® oblasti pŚed operaļn²m vĨkonem nebo 

z hemokultury. V pŚ²padŊ kardiovaskul§rn² chirurgie jsou nejļastŊjġ²mi bakteri§ln²mi 

kmeny pŚedevġ²m stafylokoky a streptokoky a v pŚ²padŊ G- bakteri² se jedn§ o Escherichii 

Coli a o Pseudomonas Aeruginosa. V pŚ²padŊ tŊchto bakteri§ln²ch kmenŢ se jev² ide§ln² 

pouģit² vankomycinu pro G+ bakterie a aminoglykosidov§ antibiotika pro G- bakterie. 

Tato ATB vġak mohou m²t pŚi peror§ln²m a v nŊkterĨch pŚ²padech i pŚi parenter§ln²m 

pod§n² omezenĨ prŢnik do tk§n² (Stein GE, Wells EM, 2010). 

V pŚ²padŊ kr§tk®ho intervalu mezi pod§v§n²m jednotlivĨch d§vek ATB nebo u pacientŢ 

s ren§ln² insuficienc² ļi jatern²m selh§n²m mŢģe doj²t k syst®mov® toxicitŊ, kter§ je 

zpŢsoben§ vysokou koncentrac² ATB v tŊle. V nŊkterĨch pŚ²padech, je proto moģn® nebo 

dokonce vhodnŊjġ² pouģit² lok§ln² aplikace ATB. To potom obvykle nevede i v pomŊrnŊ 

vysokĨch koncentrac²ch k projevŢm syst®mov® toxicity. Tento fakt dokumentuje cel§ 

Śada prac² v oboru ortopedie, traumatologie a dalġ²ch chirurgickĨch oborech (Buttaro MA 

et al., 2005; Gruessner U et al., 2001; Xiong L et al., 2014; Hamman BL et al., 2014; 

Kahramanca ķ et al., 2013, Mor§vek J, et al., 1986). 
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V pr§ci Buttara a Gimeneze bylo dosaģeno vysokĨch lok§ln²ch hladin vankomycinu bez 

zn§mek nefrotoxicity pŚi operaci n§hrady kyļeln²ho kloubu pŚi pouģit² kostn²ch ġtŊpŢ 

impregnovanĨch vankomycinem v kombinaci s cementem obsahuj²c²m aminoglykosidy 

(Buttaro MA et al., 2005). 

V pŚ²padŊ lok§ln² aplikace ATB jsou jiģ nŊkolik let pouģ²v§ny speci§ln² kolagenn² houby 

nebo kolagenn² gely s obsahem antibiotika. Tyto kolagenn² houby obvykle pouģ²v§me i 

pro jejich hemostatickĨ efekt k z§stavŊ drobn®ho krv§cen² pŚ²mo do operaļn² r§ny nebo 

je pŚikl§d§me zevnŊ na r§nu.  Urļitou nevĨhodou, jak konec koncŢ uk§ģeme i v t®to pr§ci, 

je nekontrolovan® uvolnŊn² antibiotika z t®to kolagenn² houby bŊhem nŊkolika des²tek 

minut. NapŚ²klad v c®vn² chirurgii pŚikl§d§me tyto houbiļky na suturovanou c®vu pŚ²mo 

do operaļn² r§ny k z§stavŊ drobn®ho krv§cen², a n§slednŊ pŚeġ²v§me mŊkk® tk§nŊ nad 

c®vou s houbiļkou. Pokud je houbiļka napuġtŊna ATB doch§z² k vyplaven² tohoto 

antibiotika   bŊhem nŊkolika des²tek minut a n§slednŊ jiģ v r§nŊ zŢst§v§ jen kolagenn² 

houba, kterou mus² organismus odbourat. Tento proces mŢģe trvat i nŊkolik tĨdnŢ v 

z§vislosti na ¼pravŊ kolagenu coģ mŢģe m²t vliv na hojen² operaļn² r§ny. TypickĨm 

pŚ²kladem jsou komerļnŊ dostupn® kolagenn² houbiļky 10x10 cm obsahuj²c² 130 mg 

gentamicinu (Garamycin Schwamm, Eurocept B.V., Ankeveen, obr. 1) 

 

Obr§zek 1. KomerļnŊ dostupnĨ kolagenn² produkt s gentamicinem na kryt² operaļn²ch 

ran. 
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Kolagenn² houby, kter® jsou v souļasnosti dostupn® na trhu, maj² nŊkolik nevĨhod: 

1. Antibiotikum se vyplav² v Ś§du nŊkolika des²tek minut  a po jeho vyplaven² zŢst§v§ 

v organismu jen kolagen, i nŊkolik tĨdnŢ, neģ je organismem odbour§n (viz dalġ² 

vĨsledky t®to pr§ce).  

2. Kolagen pouģ²vanĨ k vĨrobŊ tŊchto houbiļek (pŊn) bĨv§ vŊtġinou z²sk§v§n ze savcŢ. 

(bovinn²ho, koŔsk®ho a praseļ²ho). Tento kolagen ovġem vykazuje vysokou 

antigenicitu, coģ se pŚisuzuje tyrosinu v telopeptidech, kter§ mŢģe zpŢsobovat alergick® 

reakce a to i po extrakci telopeptid, kter® jsou nejv²ce antigenn²mi molekuly kolagenu, 

z²skan®ho ze savcŢ. Alergick® reakce u takto upravovanĨch pŊn se vyskytuj² u zhruba 

3%-4% populace (Charriere G et al., 1989).  

3. Pouģit² bovinn²ho kolagenu tak® znamen§ riziko pŚenosu bovinn² spongiformn² 

encefalopatie, pŚ²padnŊ jinĨch zoonoz (Jongjareonrak A et al., 2005).  

4. V souļasn® dobŊ vystupuje do popŚed² i n§boģensk® vyzn§n² pacienta, kde mus²me bĨt 

velmi obezŚetn² zejm®na pŚi pouģit² kolagenn²ch pŊn z bovinn²ho nebo praseļ²ho 

kolagenu. 

Z vĨġe uvedenĨch nevĨhod souļasnŊ pouģ²vanĨch kolagenŢ k vĨrobŊ koalegnn²ch pŊn 

roste popt§vka po alternativn²m typu kolagenu. Urļitou alternativou, kter§ vĨġe uveden§ 

negativa eliminuje je pr§vŊ ryb² kolagen. Ryb² kolagen vykazuje menġ² antigenicitu v 

porovn§n²m s kolagenem z²skanĨm ze savcŢ, vykazuje vĨbornou biokompatibilitu, 

podporuje adhezi a diferenciaci bunŊk (Pati F et al. 2012; Oh HH et al., 2015). Jeho 

jednoznaļnou vĨhodou je ģe eliminuje pŚenos zoonoz z ryb na ļlovŊka, protoģe pŚi jeho 

zpracov§n² a pouģ²v§n² pŚi teplotŊ lidsk®ho tŊla ģ§dnĨ ryb² patogen nepŚeģ²v§. Pouģit² 

ryb²ho kolagenu se tedy jev² jako mnohem bezpeļnŊjġ², neģ pouģit² kolagenu z²skan®ho 

ze savcŢ. 

V posledn²ch letech se objevuj² pŚedevġ²m na trhu s kosmetickĨmi a potravin§ŚskĨmi 

produkty vĨrobky z kolagenu moŚskĨch ryb. UplatnŊn² kolagenu moŚskĨch ryb v 

medic²nskĨch apikac²ch zmiŔuj² jiģ nŊkter® studie vych§zej²c² z oboru tk§Ŕov®ho 

inģenĨrstv² (N. Nagai, Y. Nakayama, 2008) a stomatologie (Yanagiguchi 2001, Yang 

2001). Nicm®nŊ systematick® publikace o pouģit² ryb²ch kolagenŢ v medic²nŊ jsou 
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literatuŚe zat²m pomŊrnŊ ojedinŊl®. Objevuj² se pŚev§ģnŊ pr§ce na poli pop§leninov® 

medic²ny, konstrukci c®vn²ch prot®z nebo speci§ln²ch kryt² na hojen² ran.  

Ryb²ho kolagen je ve srovn§n² s bŊģnŊ pouģ²vanĨmi kolageny odolnŊjġ² vŢļi fyzik§ln²mu 

nebo chemick®mu poġkozen², zŚejmŊ i d²ky prostŚed² ve kter®m doch§z² ke stŚ²d§n² tlakŢ 

a teplot, coģ je typick® pro m²sta, kde ryby ģij². Protoģe si tento ryb² kolagen zachov§v§ 

svou trojġroubovicovou strukturu, zŢst§vaj² polypeptidy a aminokyseliny nedotļen®, 

ļ²mģ se zvyġuje efektivita tohoto kolagenu. Bohuģel vġak na trhu chyb² jednoznaļnŊ 

definovanĨ kolagen z moŚskĨch ryb, u kter®ho by producent definoval podrobnou analĨzu 

jeho ļistoty. PŚ²ļinou toho je, ģe bŊģnŊ dostupnĨ ryb² kolagen je z²sk§v§n asi z dvaceti 

druhŢ moŚskĨch ģivoļichŢ, tedy jednotnĨ kalibraļn² vzorek je nutn® teprve hledat. 

Technologick® procesy z²sk§v§n² kolagenu ze sladkovodn²ch ryb nejsou jeġtŊ ani 

univers§lnŊ vypracov§ny a zcela nepochybnŊ budou druhovŊ specifick®, proto i 

systematickĨ popis vļetnŊ rŢznĨch charakeristik ryb²ho kolagenu jsou pomŊrnŊ 

komplikovan® vzhledem k mal®mu mnoģstv² publikovanĨch informac² v t®to oblasti (Bae 

I et al. 2008). 

KromŊ toho je ryb² kolagen n§roļnŊjġ² na zpracov§n² pro l®kaŚsk® ¼ļely ve srovn§n² 

s kolagenem z teplokrevnĨch ģivoļichŢ, neboŠ denaturuje pŚi teplotŊ lidsk®ho tŊla (Bae I 

et al., 2008). Abychom zabr§nili denaturaci, je nutn§ jeho technologick§ ¼prava 

zes²Šov§n²m. Vzniku vazeb mezi kolagenn²mi vl§kny dosahujeme pomoc² chemick®ho 

procesu s²tov§n² vhodnĨm ļinidlem nebo gama zaŚen²m (obr. 2.), kter® pouģ²v§me pŚi 

sterilizaci tŊchto kolagenn²ch pŊn. Je nutn® br§t v ¼vahu, ģe s²tov§n² kolagenu mŊn² i jeho 

fyzik§ln² (zejm®na mechanick®) a chemick® vlastnosti.  S t²m je dŢleģit® poļ²tat, protoģe 

pŚ²liġn® zes²Šov§n² vede ke zvĨġen² tuhosti pŊny a zvĨġen² jej² kŚehkosti coģ nen² v 

pŚ²padŊ tohoto produktu ģ§douc². S t²m tak® souvis² i jeho odbour§v§n². Ļ²m je kolagen 

v²ce s²Šov§n t²m se hŢŚe v organismu odbour§v§. Dalġ²m dŢleģitĨm faktem je i vazba 

pŚ²padnĨch l®ļiv v kolagenn² houbiļce a jejich uvolŔov§n² do zevn²ho prostŚed².  
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Obr. 2.: Efekt gamaz§Śen² pŚi sterilizaci kolagenu (obr. ZapŢjļen z pr§ce: Nguyen H, 

2007) 

 

Na vĨrobŊ ryb²ho kolagenu ze sladkovodn²ch ryb spolupracujeme s tĨmem odborn²kŢ 

z LF1 KU a VFN, AV a ĻVUT i dalġ²ch bĨvalĨch spolupracovn²kŢ doc MUDr. Milana 

Kraj²ļka jiģ nŊkolik let. Kolagen je z²sk§v§n pŚedevġ²m z kŢģe ryb. N§ġ tĨm zvolil jako 

vĨchoz² surovinu kŢģi tŚebonsk®ho kapra. Ta je snadno dostupn§ jako odpadn² produkt 

pŚi zpracov§n² ryb. Je tedy vĨhodou, ģe zpracov§v§me odpadn² produkt zpracov§n² ryb. 

Surovina je levn§ a je j² dostupn§ v dostateļn®m mnoģstv².   

1.1 Kolagen 

Jako kolageny jsou oznaļov§ny vl§knit® b²lkoviny s typickĨm obsahem aminokyselin 

(13-14% hydroxyprolinu, 2% hydroxylysinu) s charakteristickĨm ģ²h§n²m. Tyto struktury 

mŢģeme obvykle detekovat prostŚednictv²m elektronov®ho mikroskopu. Z§kladn²m 

stavebn²m kamenem kolagenu jsou zejm®na aminokyseliny glycin, prolin, hydroxyprolin 

a hydroxylysin, kter® se skl§daj² do ŚetŊzcŢ, kter® tvoŚ² trojitou spir§lu, kter§ se oznaļuje 

jako tropokolagen (Ledvina M et al., 2020). Tyto trojit® spir§ly se sdruģuj² do drobnĨch 

fibril, kter® se sluļuj² do vŊtġ²ch fibril a vytv§Ś² typick® kolagenn² vl§kno (obr. 3).  
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Obr. 3.: Stavba kolagenn²ho vl§kna  

(Obr. zapŢjļen z Nijhuis W.H. et al. Current concepts in osteogenesis imperfecta: Bone 

structure, biomechanics and medical management. Journal of Children s Orthopaedics 

2019,13(1):1-11) 

 

Zcela z§sadn² roli zde hraje hmota vysoce hydratovanĨch mukopolysacharidŢ nach§zej²c² 

se mezi jednotlivĨmi vl§kny. PŚestoģe chemicky zn§me Śadu rŢznĨch typŢ kolagenu, pro 

medicinsk® pouģit² je nejdŢleģitŊjġ² kolagen typu I.  

 

Pro pouģit² kolagenu v medic²nŊ jsou z§sadn² 3 z§kladn² charakteristiky: 

1) biologick§ ï  antigenicita vlastn²ho kolagenu 

2) fyzik§lnŊ-chemick§ ï ovlivniteln® vytv§Śen² pŚ²ļnĨch vazeb a s t²m bezprostŚednŊ 

souvisej²c² rozpustnost, nas§kavost a odbour§v§n² kolagenn² hmoty  

3) fyzik§lnŊ-mechanick§ ï coģ je odolnost materi§lu pŚi mechanick®m zatŊģov§n² (pruģnost, 

odolnost v tahu) aniģ by doġlo k poruġen² jeho vlastn² vnitŚn² struktury (dan§ orientac² 

vl§ken)  
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V medic²nŊ se datuje pouģit² kolagenu od ġedes§tĨch let minul®ho stolet². V naprost® 

vŊtġinŊ jde o kolagen bovinn²ho pŢvodu, kterĨ je vyr§bŊn ze ġlach (napŚ²klad Achilova 

ġlacha je skoro ļistĨ kolagen typu I) nebo ġk§ry kŢģe hovŊz²ho dobytka. Cca 3-4 % 

populace vykazuje alergii na hovŊz² b²lkoviny, kter® nelze jakĨmkoli procesem odstranit 

(Charriere et. al. 1989). Pro tyto pacienty pŚedstavuje pouģit² zdravotnickĨch prostŚedkŢ 

s pŚ²tomnost² bovinn²ho kolagenu riziko. Z vĨġe uvedenĨch dŢvodŢ je tedy nativn² 

kolagen pro medic²nsk® pouģit² prakticky nepouģitelnĨ.  

Pro vyuģit² v medic²nŊ je nutn® umŊt vlastnosti kolagenu c²lenŊ upravovat (kolagenn² 

pŊny, kolagenn² c®vn² prot®zy). Z§kladn²m technologickĨm procesem, pŚedevġ²m u 

ryb²ho kolagenu, je vĨġe uveden® s²tov§n², neboli tvrzen² kolagenn² hmoty, kter® spoļ²v§ 

v pŢsoben² s²Šovac²ch ļinidel (napŚ. glutaraldehyd, tanin, genipin, ...) na vlastn² kolagenn² 

hmotu, kdy doch§z² k n§rŢstu poļtu pŚ²ļnĨch vazeb mezi jednotlivĨmi kolagenn²mi 

vl§kny. V medic²nskĨch aplikac²ch se pouģ²vaj² zejm®na s²Šovadla na b§zi speci§ln²ch 

pryskyŚic, kterĨmi je glutaraldehyd vzhledem ke sv® potenci§ln² biologick® toxicitŊ 

postupnŊ vytlaļov§n. T²mto zpŢsobem mŢģeme do jist® m²ry kolagen programovat po 

str§nce mechanick®, chemick® i biologick®. OvlivŔujeme tak elasticitu, bobtnavost 

rozpustnost, tuhost, pevnost, vstŚeb§v§n² v organismu, antigenicitu a dalġ² vlastnosti 

(SuchĨ T et al., 2015, SuchĨ T et al.,  2016, SuchĨ T et al., 2017). 

1.2 YƻƭŀƎŜƴ Ƨŀƪƻ ƳŀǘǊƛŎŜ ǇǊƻ ǳǾƻƭƶƻǾłƴƝ ƭŞőƛǾ 

Kolagenov® matrice je moģn® pouģ²t jako z§klad l®kovĨch forem, kter® prodluģuj² nebo 

zpomaluj² uvolŔov§n² ¼ļinn® l§tky v m²stŊ aplikace. T²mto zpŢsobem mŢģeme doc²lit 

pŚ²tomnost napŚ²klad antibiotika po rŢznŊ dlouhou dobu v ¼ļinn® koncentraci v operaļn² 

r§nŊ (Ruszczak Z, Friess W, 2003, Nandi SK et al., 2009), popŚ²padŊ mŢģeme t²mto 

zpŢsobem tlumit bolest, pokud kolagenn² matrici m§me nav§z§no lok§ln² anestetikum, 

kter® se kontrolovanŊ uvolŔuje (Cusack Z. et al., 2012). Kolagen s§m o sobŊ m§ i 

hemostatick® vlastnosti a pozitivnŊ pŢsob² jako kryt² pŚi hojen² r§ny (Chattopadhyay S, 

Raines RT, 2014). 

Kolagenov® matrice mohou bĨt buŅ pevn® (napŚ. houbiļka, kterou vkl§d§me do operaļn² 

r§ny nebo na n²) (Ruszczak Z, Friess W., 2003), nebo polotuh®. Polotuh® matrice maj² 

obvykle charakter gelŢ a mohou bĨt injekļnŊ aplikov§ny napŚ. do p²ġtŊl² (Versteegden 
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LRM et al., 2018). Za fyziologickĨch podm²nek mohou tvrdnout nebo vytvoŚit depo gelu 

s nav§zanou ¼ļinnou l§tkou (Wallace DG, et al., 2003). 

 

Vlastnosti l®kovĨch forem na kolagenov® b§zi jsou ovlivnŊny tŚemi z§kladn²mi 

veliļinami: 

1. Vlastnostmi kolagenu jako z§kladn² stavebn² jednotky matrice, kter® urļuj² 

n§sleduj²c² vlivy: 

- druh ģivoļicha, ze kter®ho je kolagen z²sk§n. Kolagen z rŢznĨch druhŢ moŚskĨch ryb m§ 

rŢznou teplotu t§n² a rŢzn® aminokyselinov® sloģen² ï souvis² s m²stem vĨskytu a v jak® 

hloubce ģivoļich ģije (Bae I, et al.,2008). 

- org§n, ze kter®ho je kolagen z²sk§n. NapŚ²klad bovinn² kolagen z AchillovĨch ġlach je 

sloģen pŚev§ģnŊ z kolagenu typu I, oproti kolagenu z podkoģ², ve kter®m se nach§z² dalġ² 

typy kolagenu (Ruszczak Z, Friess W., 2003). RovnŊģ kolagen  z rŢznĨch org§nŢ ryb m§ 

rŢznou denaturaļn² teplotu (Zhang X, et al., 2014). 

- u ryb²ho kolagenu byl pops§n pŚ²mĨ vztah mezi teplotou vody, ve kter® danĨ jedinec ģije 

na kvalitu kolagenu (Bae I, et al.,2008). 

- zpŢsob zpracov§n². Pokud v prŢbŊhu zpracov§n² zachov§me terci§ln² strukturu, vznik§ 

nerozpustnĨ kolagen. Naopak rozpustnĨ kolagen vznikne z denaturovanĨch vl§ken po 

extrakci kyselinami, pŚ²padnŊ enzymy (Ruszczak Z, Friess W., 2003). 

- zpŢsob sterilizace (Ruszczak Z, Friess W., 2003). 

- vlastnosti kolagenn²ch gelŢ, kter® mŢģeme aplikovat injekļnŊ lze ovlivŔovat modifikac² 

kolagenn²ch molekul, napŚ. sukcinylac² (Wallace DG, et al., 2003, Sripriya R, et al., 

2004), pŚi kter® dojde k vytvoŚen² negativnŊ nabit® s²tŊ schopn§ v§zat nŊkter§ l®ļiva 

(ciprofloxacin) (Wallace DG, et al., 2003). 

 

2. Vlastnostmi matrice, kter® jsou urļeny pŚedevġ²m 

- koncentraci kolagenu coģ souvis² s hustotou kolagenn²ch vl§ken (Ruszczak Z, Friess W., 

2003). 
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- skl§d§n²m kolagenn²ch vrstev s rŢznĨmi vlastnostmi (napŚ.v dŢsledku rozd²ln® 

propustnosti pro dan® l®ļivo), pŚ²kladem jsou  Ăj§drañ s nav§zanou z§sobou l®ļiva, kter® 

je obaleno m®nŊ propustnou vrstvou, kter§ Ś²d² jeho uvolŔov§n² (Ruszczak Z, Friess W., 

2003, Chen MC, et al., 2005). Dalġ²m pŚ²kladem mŢģe bĨt houbiļka uvolŔuj²c² napŚ²klad 

ciprofloxacin v z§vislosti na hydrataci (ta mŢģe bĨt d§na m²rou exsudace r§ny), na jej²ģ 

horn² stranŊ je kolagenn² film, kterĨ uvolŔuje do houbiļky l®ļivo, kter® z n² ubĨv§ 

(Sripriya R, et al., 2004). 

- zes²Šov§n²m molekul kolagenu, kter® jednoznaļnŊ vede ke sn²ģen² propustnosti a zvĨġen² 

stability matrice (Ruszczak Z, Friess W., 2003, Chen MC, et al., 2005). Molekuly 

kolagenu nesm²me zes²tovat v pŚ²padŊ gelŢ (Wallace DG, et al., 2003). 

- kombinac² kolagenu s jinĨmi makromolekulami, napŚ. hyaluronovou kyselinou (Wallace 

DG, et al., 2003). 

- uzavŚen²m l®ļiva do liposomŢ s jejich n§slednou inkorporac² do kolagenn² matrice 

(Ruszczak Z, Friess W., 2003). 

 

3. Vlastnostmi l®ļiva, kter® matrice obsahuje, pŚedevġ²m 

- rozpustnost² l®ļiva ve vodŊ - ta mŢģe bĨt sn²ģena napŚ. pŚ²tomnost² m§lo rozpustn® soli a 

t²m p§dem doch§z² k pomalejġ²mu vymĨv§n² z m²sta aplikace (Ruszczak Z, Friess W., 

2003, Gruessner U, et al., 2001). 

- velikost² molekuly l®ļiva ï podle velikosti molekuly mŢģeme rozdŊlit l®ļiva na molekuly 

vŊtġ², neģ jsou p·ry kolagenn² matrice (u nezes²Šovan®ho kolagenu 58 nm pro fibril§rn² 

kolagen, 4-6 nm pro sukcinylovanĨ kolagen), jejichģ difuse je zbrzŅov§na (Ăhindered 

diffusionñ) a l®ļiva s molekulami menġ²mi, kter§ nejsou v difuzi zbrzŅov§na (Wallace 

DG, et al., 2003). 

- elektrostatickĨmi vazbami mezi l®ļivem a kolagenn²mi vl§kny (vazebnou kapacitou 

matrice pro dan® l®ļivo) (Wallace DG, et al., 2003). 

Zpomalen§ difuze v nezes²Šovan®m kolagenu se vyskytuje pŚedevġ²m u makromolekul, 

jako napŚ. TGF- ɓ. VŊtġina l®ļiv vġak velikost² molekuly nedosahuje velikosti p·rŢ 
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kolagenn²ch gelŢ a jejich uvolŔov§n² tedy z§vis² pŚedevġ²m na prost® difuzi (Hildebrand 

T, et al., 1997). 

 Pokud tedy nedoch§z² k vazbŊ mezi kolagenn²mi vl§kny a molekulami l®ļiv, opust² 

vŊtġina l®ļiva matrici bŊhem nŊkolik minut po implantaci. Ve skuteļnosti se vġak kromŊ 

difuze uplatŔuj², jak u makromolekul, tak u malĨch molekul i vazebn® interakce mezi 

l®ļivem a kolagenem (napŚ. mezi karboxylovĨmi skupinami aminokyselin kolagenu, 

pŚ²padnŊ kyseliny jantarov® pŚi sukcynylaci a aminoskupinami gentamicinu (Wallace DG, 

et al., 2003), nebo ciprofloxacinu (Sripriya R, et al., 2004). Vazebn§ kapacita matrice pro 

urļit® l®ļivo je saturabiln² a z§vis² na mnoģstv² vazebnĨch m²st na molekul§ch kolagenu. 

Pokud dojde pŚi vĨrobŊ l®kov® formy k pŚesycen² matrice, uvoln² se voln§ frakce l®ļiva 

okamģitŊ po aplikaci. Toho je moģn® vyuģ²t k rychl®mu vytvoŚen² vysokĨch koncentrac² 

l®ļiva v m²stŊ aplikace. Naopak pokud je l®ļivo v§z§no na kolagen kovalentnŊ 

hydrolyzovatelnou vazbou, doch§z² k pomal®mu uvolŔov§n² pŚi postupn®m odbour§v§n² 

matrice (Wallace DG, et al., 2003). 

Kolagenn² l®kov§ forma tak mŢģe bĨt uzpŢsobena (rŢznĨm zpŢsobem vyplĨvaj²c²m z 

vĨġe zm²nŊnĨch interakc² l®ļiva a kolagenu) napŚ. k rychl®mu uvolnŊn² Ănasycovac² 

d§vkyñ antibiotika ihned po aplikaci s vytvoŚen²m lok§ln² koncentrace mnohon§sobnŊ 

pŚevyġuj²c² minim§ln² inhibiļn² koncentraci (MIC) citlivĨch mikrobŢ, po kter®m 

n§sleduje pomal® uvolŔov§n² Ăudrģovac² d§vkyñ antibiotika prodluģuj²c² ¼ļinnost na 

nŊkolik dn² (Ruszczak Z, Friess W., 2003, Sripriya R, et al., 2004, Gruessner U, et al., 

2001).  PodobnĨ profil plazmatickĨch koncentrac² byl pops§n napŚ. pŚi uvolŔov§n² 

bupivakainu (Cusack SL, et al., 2013). 

1.2.1 Antibiotika 

NejļastŊji pouģ²vanĨm antibiotikem v kolagenn²ch l®kovĨch form§ch je gentamicin. V 

klinick® praxi naġly tyto pŚ²pravky vyuģit² pŚedevġ²m ve stomatologii, bŚiġn² chirurgii a 

traumatologii (Ruszczak Z, Friess W., 2003). V posledn² dobŊ se objevuj² tak® klinick® 

studie z oblasti kardiochirurgie, kter® potvrzuj² efektivitu tohoto pŚ²stupu v prevenci 

pooperaļn²ch infekc² (Schimmer C, et al., 2012, Mishra PK, et al., 2014), d§le se tento 

postup pouģ²v§ v terapii diabetick® nohy (Uckay I et al., 2018). In vitro se sice uvoln² 

vŊtġina gentamicinu z komerļnŊ vyr§bŊnĨch pŚ²pravkŢ jiģ po 30 minut§ch, in vivo vġak 

doch§z² k postupn®mu uvolŔov§n², kter® zajiġŠuje vysok® lok§ln² koncentrace jeġtŊ 1-4 
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dny po aplikaci. D®lka lok§ln²ho pŢsoben² je mj. ovlivnŊna tak® vaskularizac² m²sta 

aplikace a z§vis² tedy na rychlosti vymĨv§n² lok§lnŊ nahromadŊn®ho gentamicinu do 

syst®mov®ho obŊhu. PŚi pouģit² dostupnĨch pŚ²pravkŢ nedoch§z² k dlouhodob® expozici 

toxickĨm hladin§m gentamicinu (koncentrace kles§ do 24 hodin pod 2 mg/L) a nebyly 

zaznamen§ny projevy syst®mov® toxicity (Ruszczak Z, Friess W., 2003). Existuj² studie 

zabĨvaj²c² se vyuģit²m kolagenn² matrice s tetracyklinem a metronidazolem v dent§ln² 

chirurgii (Ruszczak Z, Friess W., 2003). Za ¼ļelem terapie periodontitidy jsou pouģ²v§ny 

kolagenn² matrice uvolŔuj²c² chlorhexidin v dutinŊ ¼stn². KromŊ bovinn²ho kolagenu je za 

t²mto ¼ļelem vyuģ²v§n i kolagen ze sladkovodn²ch ryb (John P, et al. 20015). D§le jsou 

dostupn§ in vitro data a data ze zv²Śec²ch experimentŢ pro ciprofloxacin (Sripriya R, et 

al., 2004).  

Dalġ² zaj²mavou moģnost² je pouģit² vankomycinu (Chiang HY, et al., 2014, Ġ²ma M, et 

al., 2017, Vander S, et al., 1989). V klinick® praxi byly pouģity vankomycinem 

impregnovan® kostn² alografty v kombinaci s cementem obsahuj²c²m aminoglykosidy pŚi 

n§hradŊ kyļeln²ho kloubu. Vankomycin mŢģe bĨt rovnŊģ souļ§st² hydroxyapatitovĨch 

kuliļek pŚi l®ļbŊ poranŊn² pohybov®ho apar§tu (SuchĨ T, et al., 2017). Lok§ln² aplikac² 

bylo dosaģeno vysokĨch koncentrac² vankomycinu v m²stŊ infekce bez projevŢ 

nefrotoxicity, kter® jsou spojeny se syst®movĨm pod§v§n² antibiotik (Buttaro MA, et al., 

2005) a kter® ļasto br§n² eskalaci d§vek pŚi syst®mov®m pod§n² (Ġ²ma M, et al., 2018). 

Vzhledem k tomu, ģe vankomycin, stejnŊ jako aminoglykosidy nedostateļnŊ penetruje 

do tk§n² (Stein GE, Wells EM, 2010) je syst®mov§ aplikace k terapii infekc² pooperaļn²ch 

ran problematick§. Lok§ln² aplikace s postupnĨm uvolŔov§n²m by v pŚ²padŊ tohoto 

antibiotika byla obzvl§ġtŊ vhodn§, neboŠ na rozd²l od aminoglykosidŢ je jeho ¼ļinnost 

z§visl§ nejenom na vĨġi dosaģenĨch koncentrac², ale tak® na d®lce, kdy koncentrace 

pŚesahuje MIC. Hodnota nejl®pe koreluj²c² s klinickou odezvou pŚi syst®mov® terapii 

infekc² Staphylococcus aureus je AUC/MIC (Rybak M, et al., 2009). Pokud by kolagenn² 

l®kov® formy zajistily dlouhodobŊ adekv§tn² lok§ln² koncentrace vankomycinu v r§nŊ, 

bylo by moģn® t²mto zpŢsobem upustit od syst®mov®ho pouģit² dalġ²ch z§loģn²ch 

antibiotik (ceftarolinu, linezolidu) a jejich ġetŚen² pro jin® z§vaģn® infekce. VŊtġ² 

poļ§teļn² mnoģstv² vankomycinu, kter® se vyplav² bezprosttŚednŊ po aplikaci kolagenn² 

matrice je nav²c vhodn® k dosaģen² ¼ļinn® koncentrace vankomycinu v m²stŊ ¼ļinku a 

mŢģe poslouģit jako nasycovac² d§vka (Ġ²ma M, et al., 2018).  Lok§ln² pod§n² se tak jev² 



 

23 

 

jako efektivn² a bezpeļn§ alternativa, coģ bylo prok§z§no pŚi lok§ln² aplikaci pr§ġku 

vankomycinu pŚi  pediatrick® operaci p§teŚe, kde nebyly zjiġtŊny ģ§dn® komplikace 

souvisej²c² s antibiotiky (Armaghani SJ, et al.,2014). 

RovnŊģ rifampicin mŢģe bĨt zaj²mavou molekulou pro lok§ln² aplikaci pŚi hojen² 

chirurgickĨch ran v infikovan®m ter®nu. Bylo prok§z§no, ģe syst®movŊ pod§van® 

antibiotick® kombinace obsahuj²c² rifampicin sniģuj² vĨskyt hlubokĨch 

poststernotomickĨch infekc² (Khanlari B et al., 2010) a efektivitu prok§zal i 

v randomizovan® studii, ve kter® sniģoval vĨskyt infekc² spojenĨch s implantac² 

ortopedickĨch endoprot®z (Zimmerli W et al., 1998). Byla rovnŊģ studov§na i topick§ 

aplikace rifampicinu ve formŊ pr§ġku na modelu muskuloskelet§ln²ho traumatu (Shiels 

SM et al., 2018) a efekt kolagenn² pŊny napuġtŊn® mj. rifampicinem v terapii praseļ²ho 

modelu traumatu sleziny (Parker SJ et al., 1999). 

1.2.2 [ƻƪłƭƴƝ anestetika 

Lok§ln² anestetika v kolagenn²ch matric²ch mohou bĨt implantov§na do pooperaļn² r§ny 

za ¼ļelem sn²ģit intenzitu pooperaļn² bolesti. V kontrolovanĨch klinickĨch studi²ch bylo 

prok§z§no subjektivn² sn²ģen² bolestivosti a menġ² spotŚeba opioidŢ 72 hodin po 

inguin§ln² hernioplastice, pokud byla do r§ny implantov§na kolagenn² matrice (fibril§rn² 

zes²ŠovanĨ kolagen, patent US 20110301131 A1) s bupivakainem (100 mg a 200 mg). 

Bupivakain je uvolŔov§n okamģitŊ po aplikaci, takģe ¼ļinek nastupuje jiģ pŚi odezn²v§n² 

celkov® anest®zie (Cusack Z, et al., 2012). PŚi gynekologickĨch operac²ch byla stejn§ 

l®kov§ forma pŚi menġ² spotŚebŊ bupivakainu (150 mg) srovnatelnŊ ¼ļinn§ s kontinu§ln² 

aplikac² bupivakainu do pooperaļn² r§ny infusorem (Cusack M, et al., 2012). Syst®mov® 

koncentrace bupivakainu se pohybuj² pod hranic² pro vyvol§n² kardiotoxickĨch a 

neurotoxickĨch ¼ļinkŢ (Cusack Z, et al., 2012, Cusack SL, et al., 2013). PrŢbŊh 

syst®movĨch hladin vykazuje dva koncentraļn² vrcholy, prvn² po cca 2 hodin§ch, kdy 

doch§z² k uvolnŊn² vŊtġ²ho mnoģstv² l®ļiva po implantaci, coģ je vĨhodn® pro tlumen² 

nejsilnŊjġ² pooperaļn² bolesti a n§slednŊ mezi 12-24 hodinami, kterĨ je zpŢsoben 

postupnĨm uvolŔov§n²m l®ļiva. Je zajiġtŊna dostateļn§ koncentrace v m²stŊ aplikace po 

nejm®nŊ 48 hodin (Cusack SL, et al., 2013). Dalġ²m moģnĨm vyuģit²m kolagenn² matrice 

s lok§ln²m anestetikem je povrchov§ anestesie benzokainem uvolŔovanĨm z kolagenn²ho 

bioadhezivn²ho filmu (de Arauio DR, et al., 2010). 
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1.2.3 Imunosupresiva 

In vitro bylo pops§no prodlouģen® uvolŔov§n² sirolimu ze stentu potahovan®ho bovinn²m 

kolagenem typu I, kterĨ byl zes²Šov§n genipinem (patent US 7351421 B2). T²mto 

zpŢsobem bylo dosaģeno konstantn² rychlosti uvolŔov§n² sirolimu bez poļ§teļn²ho 

n§razov®ho uvolnŊn² vŊtġ² d§vky. Podle mnoģstv² ¼ļinn® l§tky trvalo uvolŔov§n² sirolimu 

7-28 dn² (Chen MC, et al., 2005). V souļasn® dobŊ je vŊtġina kolagenn²ch l®kovĨch forem 

na b§zi bovinn²ho kolagenu (Ruszczak Z, Friess W., 2003, Wallace DG, et al., 2003). Ryb² 

kolagen je za t²mto ¼ļelem vyuģ²v§n zat²m pouze ojedinŊle (John P, et al. 20015). V 

pŚ²padŊ vĨvoje l®kovĨch forem vyuģ²vaj²c²ch ryb² kolagen za ¼ļelem Ś²zen®ho uvolŔov§n² 

l®ļiv je zapotŚeb² dŢsledn§ standardizace fin§ln²ho produktu a ovŊŚen² konstantn²ch 

vlastnost² kolagenu, kter® mohou bĨt ovlivnŊny i takovĨmi okolnostmi, jako je prŢmŊrn§ 

teplota vody, ve kter® ryby ģij² (Bae I, et al.,2008). 
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2 Hypot®zy a c²le pr§ce 

2.1 IȅǇƻǘŞȊȅ ǇǊłŎŜΥ 

1. Ryb² kolagen ze sladkovodn²ch ryb vykazuje menġ² antigenn² potenci§l, neģ kolagen 

bovinn²ho pŢvodu, PŚi jeho implantaci in vivo je eliminov§na lok§ln² imunitn² reakce. 

2. Rychlost rozpadu kolagenn²ch pŊn lze programovat rŢznĨm zpŢsobem jejich pŚ²pravy. 

3. Rychlost uvolŔov§n² l®ļiva z kolagenn²ch pŊn lze programovat rŢznĨm zpŢsobem jejich 

pŚ²pravy. 

2.2 /ƝƭŜ ǇǊłŎŜΥ  

1. VĨvoj metodiky a testov§n² imunogenicity z§kladn² kolagenn² hmoty na bunŊļnĨch a 

myġ²ch modelech 

2. VĨvoj a pŚ²prava rŢznĨch typŢ kolagenn²ch pŊn z kolagenu sladkovodn²ch ryb 

3. VĨvoj kolagenn²ch pŊn s obsahem antibiotik urļenĨch pro kryt² infikovanĨch ran 

4. VĨvoj sendviļovĨch pŊn z vrstev rŢznŊ por®zn²ho kolagenu za ¼ļelem Ś²zen² doby 

rozpadu a uvolnŊn² antibiotik 

5. In vitro testov§n² mechanickĨch vlastnost² pŚipravenĨch typŢ kolagenn²ch pŊn. 

6. Experiment§ln² ovŊŚen² doby vstŚeb§v§n² kolagenn² pŊny z ryb²ho kolagenu in vitro a in 

vivo na krys²ch modelech. 
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3 Testov§n² imunogenity kolagenu 

Kolagenn² materi§ly obecnŊ jsou Śazeny k slabĨm imunogenŢm, pŚesto mohou vyvol§vat 

imunitn² odezvu, a proto je pŚed jejich zaveden²m do klinick®ho testov§n² v hum§nn² 

medic²nŊ vhodn® otestovat jejich imunogenn² vlastnosti. V souļasnosti ale neexistuj² 

jednoznaļn§ doporuļen² jak® imunologick® testy pouģ²t. 

3.1 ¢ŜǎǘƻǾłƴƝ ōƻǾƛƴƴƝƘƻ ƪƻƭŀƎŜƴǳ 

V pilotn² studii jsme pouģili bovinn² kolagen, ze kter®ho jsou vyrobeny standartnŊ 

pouģ²van® kolagenn² pŊny (GelitaïSpon Standard, Gelita Medical, obr. 4.). Na tomto 

z§kladŊ jsme provedli vĨbŊr a optimalizaci vhodnĨch in vitro a in vivo metod, kterĨmi 

jsme zjiġtovali imunologick® vlastnosti kolagenu tŚeboŔsk®ho kapra. N§slednŊ byl v 

imunizaļn²ch pokusech pouģit tento bovinn² kolagen jako kontroln² skupina pŚi studiu 

imunoreaktivity kolagenu tŚeboŔsk®ho kapra. 

 

                    

Obr. 4.: Gelita-Spon Standard, kolagenn² heostatick§ houbiļka z bovinn²ho kolagenu 

(obr§zek zapŢjļen z: 

https://www.henryschein.nl/nl-nl/medisch/p/verbandmiddelen/wondverband/gelitaspon-

per-5x10-stuks/263649) 
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V prvn² f§zi studie jsme in vitro otestovali imunostimulaļn² schopnosti bovinn²ho 

kolagenu kolagenn² pŊny na mononukle§rn²ch leukocytech ze slezin kolagen senzitivn²ch   

BALB/c myġ². ZamŊŚili jsme se na schopnost indukovat tvorbu ļasnĨch proz§nŊtlivĨch 

cytokinŢ (IL- 1ɓ, TNF-Ŭ) a na schopnost stimulovat bunŊļnou proliferaci, tj. testov§n² 

blastick® transformace splenocytŢ se znaļenĨm 3H thymidinem. 

3.1.1 Protokol pokusu 

Zdroj splenocytŢ: myġi Balb/c, samice, st§Ś² 8 tĨdnŢ, 6 kusŢ 

Pozitivn² kontroly: PHA 10ug/ml, PWM 1ug/ml 

Stimulace: c®vou (T10-S, N-S) a 3% roztokem kolagenu v apyrogenn² vodŊ 10Ĭ, 

100Ĭ a 1000 Ĭ ŚedŊnĨm v PBS. 

Koncentrace cytokinŢ byla stanovena metodou ELISA (RD Systems, DuoSet) po 24 a 72 

hodinov® stimulaci bunŊļnĨch kultur nativn²m bovinn²m kolagenem (ve tŚech ŚedŊn²ch) 

a definovanĨmi ļ§stmi c®vn²ch prot®z potaģenĨch bovinn²m kolagenem. 

Blastick§ transformace byla vyhodnocena po sbŊru proliferuj²c²ch bunŊk po 18 

hodinov®m 

pulsu 3H thymidinem. 

3.1.2 ±ȇǎƭŜŘƪȅ 

Stimulace splenocytŢ roztoky ŚedŊn®ho bovinn²ho kolagenu nevedla k ģ§dn® vĨrazn® 

tvorbŊ sledovanĨch cytokinŢ (IL-1ɓ, TNFŬ), na rozd²l od stimulace splenocytŢ vzorky 

c®v, kde jsme zaznamenali  m²rn® zvĨġen² tvorby obou proz§nŊtlivĨch cytokinŢ, jak IL-

1ɓ, tak TNF-Ŭ. Proliferaļn² aktivita mononukle§rn²ch leukocytŢ nebyla vĨraznŊ 

ovlivnŊna. 
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3.2 ¢ŜǎǘƻǾłƴƝ ƛƳǳƴƻƎŜƴƴƝŎƘ ǾƭŀǎǘƴƻǎǘƝ ƛƳǇƭŀƴǘłǘǻ ƪŀǇǌƝƘƻ 

kolagenu 

Ke sledov§n² syst®mov® odpovŊdi jsme zvolili monitorov§n² hladiny vybranĨch 

cytokinŢ v s®rech implantovanĨch myġ². D§le jsme sledovali aktivitu splenocytŢ z 

implantovanĨch zv²Śat, kter® jsme stimulovali konvenļn²mi pozitivn²mi stimul§tory 

(PWM, LPS) a gely pŚipravenĨmi z bovinn²ho i kapŚ²ho kolagenn²ho implant§tu. Po 

stimulaci (24 a 72 hodin) in vitro byla stanovena hladina cytokinŢ v supernatantech kultur 

metodou ELISA. 

Ke sledov§n² odezvy imunitn²ho syst®mu byly vybr§ny n§sleduj²c² cytokiny (dle 

Qingsong Ye, 2013): 

 

IL -1ɓ, TNF-Ŭ, IFN-ɔ. Proz§nŊtliv® cytokiny, produkov§ny M1 makrof§gy, pozn.: 

pŚedevġ²m hladiny IFN-ɔ mohou bĨt ovlivnŊny modifikac²/zes²tnŊn²m kolagenu. IFN-ɔ 

je kl²ļovĨm regul§torem fagocyt·zy kolagenu makrof§gy, jeho pŚ²tomnost v 

mikroprostŚed² kolagenn²ch implant§tŢ koreluje s pŚ²livem neutrofilŢ, exprese neutrofily 

je zn§m§ bŊhem reakce na ciz² kolagenn² materi§l. 

IL -10. Protiz§nŊtlivĨ cytokin, kl²ļovĨ pro regulaci exprese degradaļn²ch enzymŢ 

(MMPs) a jejich inhibitorŢ TIMPs. (Lacraz et al., 1995; Sternlicht and Werb, 2001). IL-

10 je v reakci na cizorodĨ materi§l produkov§n syncytii makrof§gŢ a M2 makrof§gy. 

IL -13. Cytokin kl²ļovĨ v alergick®m z§nŊtu, ¼loha v reakci na ciz² materi§l spoļ²v§ v 

aktivaci makrof§gŢ k formov§n² gigantickĨch bunŊk, tyto n§slednŊ exprimuj² IL-10 a t²m 

je potlaļena enzymatick§ degradace kolagenu. 

 

3.2.1 tǊƻǘƻƪƻƭ ǇƛƭƻǘƴƝŎƘ ƛƳǳƴƛȊŀőƴƝch pokusǻ: 

Studie byly prov§dŊny na myġ²m modelu. Myġ²m (BALB/c, samice, 8 tĨdnŢ) byl 

implantov§n podkoģnŊ lyofilizovanĨ bovinn² (Bov)/kapŚ² (Cyp) kolagen, cca 0,5 cm3, 1ï

1,1 mg. 

- Implantace I (sledov§n² reaktivity bovinn²ho kolagenu): 2 skupiny (K, BOV) ï 7 myġ² ve 

skupinŊ 
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- Implantace II  (porovn§n² bovinn²ho a kapŚ²ho kolagenu): 3 skupiny (K, BOV, CYP) ï 7 

myġ² ve  skupinŊ 

Subkut§nn² implantace na dorz§ln² stranŊ trupu, pŚ²prava operaļn²ho pole 2 dny pŚed 

implantac² pomoc² kr®mu (Weet), anestezie - 1,5% isofluran. M²sto implantace oznaļeno 

ligaļn²m klipem (Small Titanium) pŚi implantaci I, vnitŚn²m stehem (Prolen 5-0, Ethicon) 

pŚi implantaci II.  (Obr. 5.) 

 

Obr. 5.: Gelita-Spon Standard, kolagenn² hemostatick§ houbiļka z bovinn²ho kolagenu 

 

OdbŊry byly provedeny u Implantace I a II: 3., 8., 10., 15., 22. a 29. den po implantaci. 

V den odbŊru usmrcena 1 myġ z kaģd® skupiny a odebr§na tk§Ŕ z okol² implant§tu k 

histologick®mu posouzen², slezinn® buŔky, ke stimulaļn²m experimentŢm in vitro a 

s®rum. 

Slezinn® buŔky inkubov§ny s rŢznĨmi stimul§tory (PWM, LPS, gel Bov a gel Cyp ï 

gely pŚipraveny z kolagenu urļen®mu k implantaci, 100ug/ml H2O). V supernatantech (po 

72 hodinov® stimulaci bunŊk) a v s®ru byla n§slednŊ sledov§na pŚ²tomnost vybranĨch 

cytokinŢ. 

 

3.2.2 LƳǳƴƻƎŜƴƴƝ Ǿƭŀǎǘƴƻǎǘƛ ƪƻƭŀƎŜƴǳ - vȇǎƭŜŘƪȅ implantace 

Observace pokusnĨch zv²Śat: Myġi po z§kroku pravidelnŊ kontrolov§ny, prvn² ļtyŚi dny 

dennŊ. Od 2. dne bez viditelnĨch zmŊn v chov§n², bŊģn§ aktivita. 3. den ģ§dn§ reakce na 
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tlak v m²stŊ implantace. 4. den 4 myġi ze skupiny CYP, 2 ze skupiny BOV a 1 z kontroln² 

skupiny m²rn® zn§mky z§nŊtu v okol² r§ny (zaļervenal® okraje Śezu, bez viditeln®ho 

otoku). 8. den reakce v okol² r§ny u myġ² odezn²v§, t®mŊŚ nen² patrn§. 10. den vġechna 

zv²Śata bez zn§mek reakce, r§na zhojena, nŊkter§ zv²Śata bez vnŊjġ²ch stehŢ. 

Obr§zek 6-9 (Implantace I): PrŢmŊrn§ hladina cytokinŢ (pg/ml) v supernatantech in vitro 

stimulovanĨch splenocytŢ implantovanĨch (BOV) a kontroln²ch (K) skupin stanoven§ 

metodou ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay). OdbŊry 3., 8., 10., 22. A 29. den 

po implantaci. Kultury myġ²ch splenocytŢ byly inkubov§ny v obohacen®m RPMI 1640 

mediu bez stimul§toru (K, negativn² kontrola), s pokeweed mitogenem (PWM, pozitivn² 

kontrola), s bovinn²m a kapŚ²m gelem (gBOV, gCYP). Po hodinov® inkubaci byly kultury 

odstŚedŊny a supernatanty kultur byly pouģity ke stanoven² koncentrace cytokinŢ. Nebyly 

zjiġtŊny signifikantn² rozd²ly. 

 

Obr. 6 PrŢmŊrn§ hladina cytokinŢ (pg/ml) v supernatantech in vitro stimulovanĨch 

splenocytŢ implantovanĨch (BOV) a kontroln²ch (K) skupin stanoven§ metodou ELISA 

 

IL-м ̡

4,5 

4 

3,5 

3 

2,5 

2 

1,5 

1 3dny уŘƴƝ 

BOV/gel BOV 
100 BOV/PWM 

BOV/K 

K/gel BOV 

100 K/PWM млŘƴƝ 
ннŘƴƝ 

K/K K/PWM 

нфŘƴƝ 

K/gel BOV 100 BOV/K BOV/PWM BOV/gel BOV 100 

{
ǘ
ƛ
Ƴ
ǳ
ƭ
ŀ
ő
ƴ
Ɲ

 in
d

e
x 



 

31 

 

 

Obr. 7 PrŢmŊrn§ hladina cytokinŢ (pg/ml) v supernatantech in vitro stimulovanĨch 

splenocytŢ implantovanĨch (BOV) a kontroln²ch (K) skupin stanoven§ metodou ELISA 

 

 

 

 

Obr. 8 PrŢmŊrn§ hladina cytokinŢ (pg/ml) v supernatantech in vitro stimulovanĨch 

splenocytŢ implantovanĨch (BOV) a kontroln²ch (K) skupin stanoven§ metodou ELISA 
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Obr. 9 PrŢmŊrn§ hladina cytokinŢ (pg/ml) v supernatantech in vitro stimulovanĨch 

splenocytŢ implantovanĨch (BOV) a kontroln²ch (K) skupin stanoven§ metodou ELISA 
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Obr§zek 10 ï 14 (Implantace II) : PrŢmŊrn§ hladina cytokinŢ (pg/ml) v supernatantech in 

vitro stimulovanĨch splenocytŢ implantovanĨch (BOV a CYP) a kontroln²ch (K) skupin 

stanoven§ metodou ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay). OdbŊry 3., 8., 10., 22. 

A 29. den po implantaci. Kultury myġ²ch splenocytŢ byly inkubov§ny v obohacen®m 

RPMI 1640 mediu bez stimul§toru (K, negativn² kontrola), s pokeweed mitogenem a 

lipolysacharidem (PWM, LPS - pozitivn² kontroly) a s bovinn²m a kapŚ²m gelem (gel 

BOV, gel CYP). Po hodinov® inkubaci byly kultury odstŚedŊny a supernatanty kultur byly 

pouģity ke stanoven² hladiny cytokinŢ. Nebyly zjiġtŊny signifikantn² rozd²ly. 

 

 

Obr. 10 PrŢmŊrn§ hladina cytokinŢ (pg/ml) v supernatantech in vitro stimulovanĨch 

splenocytŢ implantovanĨch (BOV a CYP) a kontroln²ch (K) skupin stanoven§ metodou 
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Obr. 11 PrŢmŊrn§ hladina cytokinŢ  v supernatantech in vitro stimulovanĨch splenocytŢ  

Obr. 12 PrŢmŊrn§ hladina cytokinŢ  v supernatantech in vitro stimulovanĨch splenocytŢ 
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Obr. 13: M²rn§ stimulace kapŚ²m a bovinn²m gelem ve skupinŊ Cyp 29. den 

 

Obr. 14 PrŢmŊrn§ hladina cytokinŢ  v supernatantech in vitro stimulovanĨch splenocytŢ 
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Hladiny cytokinŢ v s®rech a v supernatantech stimulovanĨch kultur splenocytŢ: 

Pro vġechny sledovan® cytokiny plat², ģe nebyly prok§z§ny vĨznamn® rozd²ly ve 

stimulaci myġ²ch splenocytŢ mezi skupinou s bovinn²m implant§tem a kontroln² 

skupinou. Stimulace bunŊk gely z bovinn²ch implant§tŢ vedla ke zvĨġen² koncentrace 

IL -1ɓ v supernatantech splenocytŢ v kontroln² i implantovan® skupinŊ, ve skupinŊ 

implantovan® byla stimulace vĨznamnŊjġ² v dŢsledku m²rn® z§nŊtliv® reakce. 

ZvĨġen§ hladina proalergick®ho IL-13 nebyla namŊŚena u ģ§dn® skupiny. 

3.2.3 tǊƻǘƻƪƻƭ ƴłǎƭŜŘƴȇŎƘ ƛƳǳƴƛȊŀőƴƝch pokusǻ: 

Studie navazuj²c² na pilotn² in vitro pokusy s bovinn²m kolagenem a na in vivo 

experimenty s bovinn²m i kapŚ²m kolagenem. C²lem bylo sledovat lok§ln² a syst®movou 

imunitn² reakci na implantaci bovinn²ho a kapŚ²ho kolagenu na myġ²m modelu. 

Zv²Śec² model 

Pro studii byly vybr§ny Balb/cOla inbredn² myġi, samice (AnLab, Ļesk§ republika). 

OsmitĨdenn² myġi byly rozdŊleny do tŚ² skupin po 14 (kontrola - C, c®vn² implant§t 

impregnovanĨ  bovinn²m kolagenem ï BOV, c®vn² implant§t impregnovanĨ kapŚ²m 

kolagenem ï CYP). 

Implant§t 

Ļtvereļek (0.5 x 0.5 cm, cca 17 mg) z c®vn² prot®zy impregnovan® bovinn²m nebo kapŚ²m 

kolagenem. 

Implantace, ļasovĨ prŢbŊh pokusu 

Den pŚed implantac²: odstranŊn² srsti na hŚbetŊ zv²Śat (depilaļn² kr®m Weet) 

Anestezie (1.5 % isofluran, inhalace), dezinfekce (Betadine) 

 

Bovinn² a kapŚ² implant§ty um²stŊny do podkoģn² kapsy (skupiny BOV, CYP). Skupina 

C (kontroln² myġi) absolvovala stejnou operaļn² proceduru bez vloģen² implant§tu. 

Prolen 5-0 (Ethicon) byl pouģit jako ġic² materi§l. 
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Po implantaci byly myġi dennŊ sledov§ny (zmŊna chov§n², nechutenstv², makroskopick® 

zn§mky z§nŊtu v m²stŊ implantace). SedmĨ a ļtrn§ctĨ den po implantaci byla polovina 

zv²Śat z kaģd® skupiny usmrcena. K dalġ² analĨze byly n§slednŊ odebr§ny vzorky ze 

sleziny, tk§Ŕ z m²sta implantace a s®rum. 

 

Imunologick§ analĨza 

1. Koncentrace cytokinŢ v supernatantech 3 denn²ch bunŊļnĨch kultur (z myġ²ch 

mononukle§rn²ch leukocytŢ izolovanĨch ze slezin jednotlivĨch myġ² v pokusu) po 

stimulaci. ELISA (Duoset, RD Systems, USA) 

2. Blastick§ transformace myġ²ch splenocytŢ po stimulaci. 

3. Koncentrace cytokinŢ v s®rech pokusnĨch myġ². ELISA (Duoset, RD Systems, USA) 

4. Kvantitativn² analĨza mRNA (pro vybran® cytokiny) izolovan® z tk§nŊ z m²sta 

implantace. 

(qPCR) 

 

Vzhledem k tomu, ģe implantace biomateri§lŢ ļasto provokuje z§nŊtlivou reakci, zamŊŚili 

jsme se na stanoven² imunologickĨch parametrŢ z§nŊtu na zv²Śec²m modelu. Zaj²malo 

n§s pŚedevġ²m srovn§n² imunologick® reakce ve skupinŊ myġ² s kapŚ²m implant§tem 

versus skupiny zv²Śat bez implant§tu a s bovinn²m implant§tem. V prv® ŚadŊ jsme 

sledovali syst®movou odpovŊŅ (stanoven² cytokinŢ: IL-Iɓ, IL-4, IL-10, IL-13, TNF-Ŭ 

a IFN-ɔ, spojenĨch s akutn² z§nŊtlivou odpovŊd²) a to v s®rech a v supernatantech 

splenocytŢ (stanoven² vybranĨch cytokinŢ poskytuje z§kladn² orientaci pŚi posuzov§n² 

reaktivity organismu na implantovanĨ materi§l (Qingsong Ye. 2013, Song E. 2006, Pati 

F. 2012). D§le jsme testovali blastickou transformaci splenocytŢ z pokusnĨch zv²Śat v 

jednotlivĨch skupin§ch, a to spont§nn² i po stimulaci vybranĨmi stimul§tory. 

V dalġ² analĨze jsme se zamŊŚili na lok§ln² odpovŊŅ ve tk§ni z okol² implant§tu (qPCR). 

Pro tento ¼ļel jsme ke sledov§n² reaktivity tk§nŊ vybrali kromŊ pro- a protiz§nŊtlivĨch 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Song%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16457878
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pati%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22318919
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pati%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22318919
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markerŢ (TNF-Ŭ, IL-6, IL-10 a TGF-ɓ) i nŊkter® chemokiny - MCP1(CCL2) a MIP1Ŭ 

(CCL3). 

3.2.4 ±ȇǎƭŜŘƪȅ ǇǊƻǾŜŘŜƴȇŎƘ ǘŜǎǘǻ 

 

 

 

 

Obr. 15: PrŢmŊrn§ hladina cytokinŢ (pg/ml) v s®ru experiment§ln²ch skupin (BOV, 

CYP) a kontroln² skupiny (SHAM) stanoven§ metodou ELISA (enzyme-linked 

immunosorbent assay) 7 dnŢ (zelen® sloupce) a 14 dnŢ (ģlut® sloupce) po implantaci. 
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Obr.16: PrŢmŊrn§ hladina cytokinŢ (pg/ml) v supernatantech in vitro stimulovanĨch 

splenocytŢ implantovanĨch (BOV, CYP) a kontroln²ch (SHAM) skupin stanoven§ 

metodou ELISA (enzyme- linked immunosorbent assay) 7 dnŢ (zelen® sloupce) a 14 dnŢ 

(ģlut® sloupce) po implantaci. Kultury myġ²ch splenocytŢ byly inkubov§ny v obohacen®m 

RPMI 1640 mediu bez stimul§toru (C, negativn² kontrola), s pokeweed mitogenem 

(PWM, pozitivn² kontrola), s bovinn²m a kapŚ²m gelem (gBOV, gCYP) a s bovinn²m a 

kapŚ²m implant§tem (iBOV, iCYP). Po hodinov® inkubaci byly kultury odstŚedŊny a 

supernatanty kultur byly pouģity ke stanoven² cytokinov® exprese. Nebyly zjiġtŊny 

signifikantn² rozd²ly. 
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Obr. 17. BunŊļn§ proliferace in vitro stimulovanĨch splenocytŢ implantovanĨch (BOV, 

CYP) a kontroln²ch (SHAM) skupin stanoven§ jako stimulaļn² index 7 dnŢ (zelen® 

sloupce) a 14 dnŢ (ģlut® sloupce) po implantaci. Kultury myġ²ch splenocytŢ byly 

inkubov§ny 48 hodin v obohacen®m RPMI 1640 mediu bez stimul§toru (C, negativn² 

kontrola), s pokeweed mitogenem (PWM, pozitivn² kontrola), s bovinn²m a kapŚ²m 

gelem (gBOV, gCYP) a s bovinn²m a kapŚ²m implant§tem (iBOV, iCYP). Pot® pŚid§n na 

18 hodin 3H-thymidine (37 kBq); inkorporace znaļen®ho thymidinu myġ²mi lymfocyty 

byla mŊŚena beta-counterem. VĨsledek je vyj§dŚen jako stimulaļn² index ïpomŊr cpm 

(count per minute) stimulovanĨch bunŊk k negativn² kontrole (C). BunŊļn§ proliferace u 

skupiny CYP a stimulaci CYP gelem byla 14. den vĨznamnŊ niģġ² ve srovn§n² se 

skupinou BOV stimulovanou BOV gelem (P=0,0031) nebo kontroln² skupinou 

stimulovanou CYP gelem (P=0,041). 
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Obr. 18: RNA (relativn² mnoģstv², RQ) ve tk§ni z mikroprostŚed² implant§tu. VĨsledek 

z²sk§n z normalizovanĨch dat genov® exprese. RQ hodnoty vyjadŚuj² rozd²l mezi mezi 

imlantovanĨmi skupinami (BOV, CYP) a kontroln² skupinou (SHAM). Pro kaģdou 

skupinu je RQ hodnota vyj§dŚena  jako prŢmŊrÑSD. Statistick§ analĨza uk§zala 

vĨznamnĨ pokles CCL3 u CYP skupiny 14. den. 

 

Vġechna zv²Śata po z§kroku dobŚe prosp²vala a nejevila ģ§dn® zn§mky dyskomfortu. 

AnalĨza vybran®ho cytokinov®ho spektra v s®rech a v supernatantech kultur metodou 

ELISA neuk§zala na ģ§dn® statisticky vĨznamn® odchylky mezi skupinami myġ². Hladiny 

cytokinŢ IL-Iɓ, IL-13 a IFN-ɔ byly velmi n²zk®, mnoho vzorkŢ se nach§zelo pod 

detekļn²m limitem zvolen® metody. Ve vġech skupin§ch byla na z§kladŊ t®to analĨzy 

m²ra z§nŊtliv® odpovŊdi velmi n²zk§, coģ svŊdļ² o dobr® toleranci obou implant§tŢ u 

testovanĨch zv²Śat. 

Nicm®nŊ porovn§n²m vĨsledkŢ v obou implantovanĨch skupin§ch byly zjiġtŊny 

n§sleduj²c² odchylky: hladiny IL-4, IL-10 and TNF- Ŭ v s®rech myġ² s kapŚ²mi implant§ty 

mŊly v ļase klesaj²c² tendenci (14. den byly niģġ² neģ 7. den). U skupiny s bovinn²mi 

implant§ty tento pokles ve zvolen®m ļasov®m intervalu zaznamen§n nebyl. 

Test blastick® transformace splenocytŢ umoģnil porovnat proliferaļn² aktivitu bunŊk 

izolovanĨch ze slezin vġech tŚ² skupin myġ². Kultury splenocytŢ byly in vitro stimulov§ny 

PWM (pozitivn² kontrola), bovinn²m a kapŚ²m kolagenem. Byly zaznamen§ny pouze 

statisticky m§lo vĨznamn® rozd²ly v aktivitŊ splenocytŢ vġech tŚ² skupin myġ²; m²rnŊ vyġġ² 

proliferaļn² aktivitu vykazuj² stimulovan® i nestimulovan® splenocyty ze skupiny myġ² s 

bovinn²m implant§tem. 

Kvantitativn² analĨza mRNA vzorkŢ tk§nŊ (qPCR) odr§ģ² re§lnou lok§ln² expresi 

vybranĨch cytokinŢ (TNF-Ŭ, IL-6, IL -10 a TGF-ɓ, MCP1 a MIP1Ŭ). Nicm®nŊ ani na 

lok§ln² ¼rovni nebyly zachyceny ģ§dn® vĨznamn® rozd²ly mezi skupinami. Statistick§ 

analĨza uk§zala vĨznamnĨ pokles CCL3 u CYP skupiny den. 

3.2.5 ½łǾŠǊ 

Podkoģn² implant§ty c®vn²ch prot®z impregnovan® kapŚ²m kolagenem jsou u myġ² dobŚe 

tolerov§ny, implantovan§ zv²Śata vykazuj² pouze m²rn® zn§mky z§nŊtu, kterĨ do 14 dnŢ 

odezn²v§. Naġe vĨsledky koresponduj² s vĨsledky studi², kter® jsou zamŊŚeny na vĨzkum 
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protiz§nŊtlivĨch vlastnost² kolagenn²ch peptidŢ ryb (Subhan F et al, 2017), nicm®nŊ k 

prŢkazu protiz§nŊtliv®ho efektu kapŚ²ho kolagenu jsou tŚeba dalġ² detailnŊjġ² studie. 

V r§mci vĨvoje kolagenn² hemostiptick® pŊny bylo rovnŊģ formou vyġetŚen² v extern² 

akreditovan® laboratoŚi potvrzeno, ģe z²skanĨ ryb² kolagen neobsahuje nepŚ²pustn® 

mnoģstv² endotoxinu. 

4 Testov§n² doby vstŚeb§v§n² kolagenu 

4.1 Protokol pokusu 

Souļ§st² pr§ce bylo zjiġtŊn² vstŚeb§v§n² kolagenu a pro zjednoduġen² detekce 

implantovan®ho kolagenu jsme zvolili ļ§sti kolagenn² c®vn² prot®zy. Test spoļ²val v 

zaġit² ļ§sti kolagenn² protezy o velikosti 5x8 mm do podkoģ² hrudn² stŊny u 24 myġ² a po 

urļitĨch ļasovĨch intervalech 3., 10., 15. den, 3. a 6. mŊs²c byly myġi usmrceny a oblast 

hrudn² stŊny myġi s implantovanou ļ§st² kolagenn² c®vn² prot®zy byla odesl§na na 

histologick® vyġetŚen². Byly pouģity ļ§sti c®vn²ch prot®z s kolagenem bovinn²m a 

porovn§vali jsme dobu resorbce kolagenu s prototypy c®vn²ch prot®z s ryb²m kolagenem 

tŚeboŔsk®ho kapra typu 1 s²ŠovanĨm 8 minut. Vģdy na jednu stranu hrudn² stŊny (vpravo) 

byl implantov§n malĨ vzorek c®vn² prot®zy z ryb²ho kolagenu typu 1 a na druhou stranu 

hrudn² stŊny (vlevo) byl implantov§n kontroln² vzorek prot®zy s bovinn²m kolagenem 

(Obr.: 19-20). 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Subhan%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28717410
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Obr. 19.: Implantace ļ§st² kolagenn²ch c®vn²ch prot®z do podkoģ² v oblasti hrudn² stŊny 

myġi. 
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Obr. 20.: Implantace ļ§st² kolagenn²ch c®vn²ch prot®z na hŚbet laboratorn²ho potkana 

4.2 aƛƪǊƻǎƪƻǇƛŎƪŞ ƴłƭŜȊȅ ς ƪƻƭŀƎŜƴƴƝ ƳŀǘǊƛŎŜ: 

PouģitĨ materi§l byl bovinn² a ryb² kolagen, kterĨ je na mikroskopick® ¼rovni 

neodliġitelnĨ (obr. 21). Nicm®nŊ kolagen je dobŚe detekovatelnĨ standardn²mi 

histopatologickĨmi technikami (pŚi pouģit² barven² Srel (sirius red s elastikou), je 

pozitivn² prŢkaz kolagenu jasnŊ ļervenĨ. 

 

Obr. 21.: SamostatnŊ zpracovan® vzorky v experimentu pouģitĨch kolagenŢ; vlevo 

bovinn² a vpravo ryb². Barven² Srel (sirius red s elastikou); zvŊtġen²: objektiv 10x. 
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4.3 aƛƪǊƻǎƪƻǇƛŎƪŞ ƴłƭŜȊȅ ƛƳǇƭŀƴǘƻǾŀƴȇŎƘ ƪƻƭŀƎŜƴǻΥ 

4.3.1 Skupina 1. LƳǇƭŀƴǘƻǾŀƴȇ ōƻǾƛƴƴƝ ŀ ǊȅōƝ kolagen, 3. den. 

 

Loģiska jsou v pŚipravenĨch Ăkaps§chñ, v jejich okol² je m²rn§ z§nŊtliv§ a reparativn² 

reakce, kter§ je t®ģ u kontrol (obr. 22a, 22b). 

22a. Implantace ryb²ho kolagenu; 3. den. ĻervenŊ ohraniļen® je loģisko s kolagenem, v 

okol² je m²rn§ z§nŊtliv§ reakce. V lev® ļ§sti je koģn² kryt s chlupy. Barven² HE s 

elastikou; zvŊtġen²: objektiv 10x. 

22b. Implantace bovinn²ho kolagenu; 3. den. Ve vzorku je tvoŚ²c² se jizva (mezi ġipkami) 

a nepatrn® reziduum kolagenu s Ś²dkĨm pojivem se z§nŊtem v okol² (ļervenŊ nahoŚe 

vlevo). Barven² HE s elastikou; zvŊtġen²: objektiv 10x. 
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Skupina 2. ImplantovanĨ bovinn² a ryb² kolagen, 10. den. 

Loģiska jsou v pŚipravenĨch Ăkaps§chñ, v jejich okol² je m²rn§ z§nŊtliv§ a reparativn² 

reakce, je t®mŊŚ plnŊ vyvinut§ koģn² jizva. Z§nŊtliv§ reakce je m²rn§ aģ stŚedn², na 

materi§l nen² obrovskobunŊļn§ reakce (obr. 3). Ļ§st implant§tŢ je v bl²zkosti jizvy a 

stehŢ, ļ§st se nedaŚ² naj²t a velmi pravdŊpodobnŊ Ś²dkĨm pojivem cestuj². 

23a. Implantace bovinn²ho kolagenu; 10. den. Ve vzorku je tvoŚ²c² se jizva (mezi 

ġipkami) a loģisko kolagenu s Ś²dkĨm pojivem se z§nŊtem v okol² (ļervenŊ ļ§rkovanou 

ļarou). ĢlutŊ je oznaļenĨ steh s tk§Ŕovou reakc². Barven² HE s elastikou; zvŊtġen²: 

objektiv 10x. 
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23b. Implantace bovinn²ho kolagenu; 10. den. Vlevo stejn® m²sto jako v pŚedchoz²m, zde 

barveno Srel, kdy l®pe vynikne jizva. Barven² Srel, zvŊtġen²: objektiv 10x). 

23c. Vpravo v detailu kolagen z loģiska (Barven² Srel, zvŊtġen²: objektiv 40x). 

 

Skupina 3. ImplantovanĨ bovinn² a ryb² kolagen, 15. den. 

Loģiska a reakce na nŊ jsou prakticky stejn§ jako v pŚedchoz²ch vzorc²ch z 10. dne (obr. 

24, obr 25). Identifikace implant§tŢ je i zde obt²ģn§. 

 

24a. Implantace ryb²ho kolagenu; 15. den. ĻervenŊ ohraniļen® je loģisko s kolagenem, 

v okol² je m²rn§ z§nŊtliv§ reakce. V prav® ļ§sti je koģn² kryt s chlupy. Barven² HE s 

elastikou; zvŊtġen²: objektiv 10x. 
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24b. Implantace ryb²ho kolagenu; 15. den. Detail loģiska kolagenu. Barven² Srel; 

zvŊtġen² objektiv 40x. 

 

25. Implantace bovinn²ho kolagenu; 15. den. 

25a. Vlevo v centru je jizva a ve spodinŊ Ś²dk® pojivo. 

25b. Vpravo jsou rezidua kolagenu (ġipky). Barven² Srel; zvŊtġen²: objektiv 10x. 
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Skupina 4. ImplantovanĨ bovinn² a ryb² kolagen, 3. mŊs²c. 

Loģiska kolagenu se nedaŚ² nal®zt, a to i pŚes to ģe prokr§jen® byly cel® dodan® vzorky. 

Identifikovan® jsou koģn² jizvy a stehy, kter® mŊly loģiska znaļit (obr. 26). Patrn§ zŢst§v§ 

pouze rozġ²Śen§ vrstva Ś²dk®ho pojiva. Nelze rozhodnout s jistotou, zda se kolagen 

vstŚebal nebo zda se posunul na tolik, ģe nebyl pŚi odeb²r§n² vzorku nalezen. 

 

 

26a. Vlevo: Implantace bovinn²ho kolagenu; 3. mŊs²c. V centru je jizva a ve spodinŊ 

Ś²dk® pojivo, kolagen neidentifikov§n. Barven² HE s elastikou; zvŊtġen²: objektiv 10x. 

26b. Vpravo: Implantace ryb²ho kolagenu; 3. mŊs²c. Ve vzorku jsou stehy v m²stŊ 

pŚedpokl§dan®ho kolagenu. Navazuje Ś²dk® pojivo a vpravo koģn² kryt. Kolagen 

neidentifikov§n. Barven² HE s elastikou; zvŊtġen²: objektiv 10x. 

 

Skupina 5. ImplantovanĨ bovinn² a ryb² kolagen, 6. mŊs²c. 

Loģiska kolagenu se nedaŚ² nal®zt, a to i pŚes to ģe prokr§jen® byly cel® dodan® vzorky 

(obr. 27). Rozvaha o dŢvodu je stejn§ jako v pŚedchoz² skupinŊ 4, 3 mŊs²ce po implantaci. 

U vzorkŢ 3 a 6 mŊs²cŢ po implantaci nemŢģeme vylouļit, ģe doġlo ke kompletn² resorpci 

kolagenu a jako reziduum zŢst§v§ patrn§ pouze Ś²dk§ rozġ²Śen§ pojivov§ tk§Ŕ. 
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27. Implantace bovinn²ho kolagenu; 6. mŊs²c.  27a. Vlevo je jizva, kolagen 

neidentifikov§n. Barven² HE s elastikou, zvŊtġen²: objektiv: 10x.  27b. Vpravo stejn® 

m²sto v barven² Srel, kde l®pe vynikne vazivov§ jizva. 

4.4 {ƘǊƴǳǘƝ ǘŜǎǘǳ ǊŜǎƻǊōŎŜ ƪƻƭŀƎŜƴǳΥ 

Tento test vstŚeb§v§n² prok§zal, ģe jeġtŊ 15 dn² po implantaci je patrnĨ kolagen na 

implantovan® ļ§sti c®vn² prot®zy, ale uģ ve f§z² odbour§v§n² a ve 3 mŊs²ci je kolagen jiģ 

odbour§n a zŢst§v§ v tk§ni jen pletenĨ scaffold coģ koreluje s vĨġe uvedenĨm, ģe k 

odbour§n² vŊtġiny kolagenu doch§z² mezi 3-5 tĨdnem. Je velk§ ġkoda, ģe jsme do pokusu 

nezaŚadili histologick® vyġetŚen² v rozmez² 4-6 tĨdne po implantaci. K tomuto chybn®mu 

kroku doġlo v dŢsledku ¼vahy vyġġ²ho stupnŊ pros²Šov§n² prot®zy  s ryb²m kolagenem, 

kde jsme pŚedpokl§dali delġ² dobu odbour§v§n², na coģ ukazovala i histologick§ vyġetŚen² 

z 10. a 15. dne po implantaci kde, v okol² implantovan®ho vzorku byla jen m²rn§ 

reparativn² reakce a kolagen je odbour§n minim§lnŊ. 

 

5 OvŊŚen² technologickĨch moģnost² vĨroby hemostatick® pŊny z 

ryb²ho kolagenu sladkovodn²ch ryb ï kolagenov® lyofiliz§ty 

s antibiotiky 

5.1 NłǾǊƘ ǎƭƻȌŜƴƝ ŀ ǇǌƝǇǊŀǾȅ ƪƻƭŀƎŜƴƻǾȇŎƘ ƭȅƻŦƛƭƛȊłǘǻ ǎ ATB 

V r§mci pŚedbŊģnĨch testŢ kolagenovĨch lyofiliz§tŢ sycenĨch antibiotiky bylo pŚipraveno 

a hodnoceno 17 typŢ materi§lŢ, liġ²c²ch se koncentrac² kolagenov® disperze (C1, C2), 

pouģitĨm antibiotikem, jmenovitŊ gentamicin (infuzn² roztok 80mg/80ml, B Braun, 

Gentamicin sulf§t, Sigma, GEN), vankomycin (Mylan, VAN) a dodanĨ nitrofurantoin 

(NF), a prvotn² teplotou zamraģen² (-30 a -80 ÁC), popis vzorkŢ je uveden v Tab. 1. Jako 
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kontroln² vzorky poslouģily kolagenov® lyofiliz§ty (C1 a C2) bez ATB a komerļn² produkt 

Garamycin SchwammÈ (EUSA Pharma (UK) Limited). VnitŚn² struktura vzorkŢ byla 

hodnocena pomoc² skenovac² elektronov® mikroskopie (SEM). D§le byla stanovena m²ra 

botn§n² a m²ra degradace bŊhem 24 a 48 hodinov® expozice v deionizovan® vodŊ pŚi 37 

ÁC a v 5% CO2 atmosf®Śe simuluj²c² tŊln² prostŚed². M®dium bylo vybr§no z dŢvodu 

zamezen² nepŚesnost² vlivem usazov§n² nebo precipitace l§tek z m®di² jako PBS, DMEM 

apod. M²ra degradace (D) byla stanovena, jako Ὀ=(ὡ0īὡὸ)/ὡ0*100 [%], kde W0 je 

pŢvodn² hmotnost vzorku, Wt je hmotnost such®ho (lyofilizovan®ho) vzorku po louģen² 

a m²ra botn§n² (Esw) jako Ὁίύ=(ὡίύīὡ0)/ὡ0*100 [%], kde W0 je pŢvodn² hmotnost 

such®ho vzorku, Wsw je hmotnost mokr®ho vzorku po louģen². 

 

C1 ς GENTAMICIN (za ǇƻǳȌƛǘƝ ŘƻŘŀƴŞƘƻ fyz. roztoku s genta) KOL+FYZ. KOL/GEN 
 

5ƛǎǇŜǊȊŜ ƪƻƭŀƎŜƴǳ ǇǌƝƳƻ ǎ bŀ/ƭ 
roztokem gentamicinu 1mg/1ml 
B.BRAUN 

B.BRAUN KOLAGEN GENTA DISPERZE KOMPOZIT 

[ml] [mg] [mg] [%hm] [%hm] 

32,5 125 32,5 0,383 68/32 

C1 - VANKO+NITRO KOL+H2O KOL/GEN 

 
Disperze kolagenu s demi vodou 
a ǇǌƛŘŀƴȇƳ !¢. 

VODA KOLAGEN ATB DISPERZE KOMPOZIT 

[ml] [mg] [mg] [%hm] [%hm] 

32,5 125 100 0,383 55,6/44,4 

 

C2 ς GENTAMICIN (za ǇƻǳȌƛǘƝ GENTA Sigma-Aldrich*) KOL+FYZ. KOL/GEN 
 
Disperze kolagenu s demi vodou a 
GENTA SIGMA 

VODA KOLAGEN GENTA DISPERZE KOMPOZIT 

[ml] [mg] [mg] [%hm] [%hm] 

16,25 125 32,5 0,763 68/32 

C2 - VANKO+NITRO KOL+H2O KOL/GEN 

 
Disperze kolagenu s demi vodou a 
ǇǌƛŘŀƴȇƳ ATB 

VODA KOLAGEN ATB DISPERZE KOMPOZIT 

[ml] [mg] [mg] [%hm] [%hm] 

16,25 125 100 0,763 55,6/44,4 

Tab. 1. Materi§lov® sloģen² lyofiliz§tŢ. 
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Obr. 28 Uk§zka lyofiliz§tŢ s gentamicinem (GEN), vankomycinem (VAN) a 

nitrofurantoinem (NF) s koncentrac² kolagenov® disperze C1, zamraģenĨch na -30 a -

80ÁC. 

 

 

 

 

Obr. 29 SEM sn²mky ļtyŚ typŢ lyofiliz§tŢ s gentamicinem (pouģit® koncentrace 

kolagenov® disperze jsou pro pŚehlednost zaokrouhleny na C1: 0,5% a C2: 1%), mag. 

100x. 
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Obr. 30 SEM sn²mky ļtyŚ typŢ lyofiliz§tŢ s vankomycinem (pouģit® koncentrace 

kolagenov® disperze jsou pro pŚehlednost zaokrouhleny na C1: 0,5% a C2: 1%), mag. 

100x. 

 

Obr. 31 SEM sn²mky ļtyŚ typŢ lyofiliz§tŢ s nitrofurantoinem (pouģit® koncentrace 

kolagenov® disperze jsou pro pŚehlednost zaokrouhleny na C1: 0,5% a C2: 1%), mag. 

100x. 
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Obr. 32 SEM sn²mky ļtyŚ typŢ lyofiliz§tŢ bez ATB (pouģit® koncentrace kolagenov® 

disperze jsou pro pŚehlednost zaokrouhleny na C1: 0,5% a C2: 1%), mag. 100x. 

 

Obr. 33 SEM sn²mky Garamycinu, mag. 100x. 
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Obr. 34 M²ra botn§n² a hmotnostn² ¼bytky analyzovanĨch materi§lŢ (aritmetickĨ 

prŢmŊr, SD, n=3). 

 

5.2 PƻŘǊƻōƴł ŀƴŀƭȇȊŀ ŦȅȊƛƪłƭƴƝŎƘ ǾƭŀǎǘƴƻǎǘƝ ƪƻƭŀƎŜƴƻǾȇŎƘ 

ƭȅƻŦƛƭƛȊłǘǻ ǎ antibiotiky 

V dalġ²m kroku byla provedena podrobnŊjġ² analĨza m²ry botn§n² a degradace bŊhem 

prvn²ch 12hod. expozice u vybranĨch materi§lŢ ï lyofiliz§tŢ s koncentrac² C2, 

zamraģenĨch na -80 ÁC, se vġemi typy ATB, jako kontrola poslouģil vzorek kolagenu 

pŚipravenĨ z koncentrace C2 bez ATB a opŊt Garamycin. Oba parametry byly sledov§ny 

po 3, 6, 9 a 12 hodin§ch. Expozice byla provedena za stejnĨch podm²nek, tedy v 

deionizovan® vodŊ pŚi 37 ÁC a v 5% CO2 atmosf®Śe simuluj²c² tŊln² prostŚed². Oproti 

minul®mu stanoven² jsme v pŚ²padŊ m²ry botn§n² provedli jeġtŊ pŚepoļet, kterĨ zohledŔuje 

m²ru degradace vzorkŢ. M²ra nas§knut² nebyla tedy stanovena k pŢvodn² hmotnosti 

vzorku na zaļ§tku experimentu, ale byla vztaģena ke hmotnosti such®ho vzorku v dan® 

periodŊ odbŊru, viz d§le. 

 

M²ra bobtn§n² nezohledŔuj²c² degradaci (Esw) jako Ὁίύ=(ὡίύīὡ0)/ὡ0*100 [%], kde 

W0 je pŢvodn² hmotnost such®ho vzorku, Wsw je hmotnost mokr®ho vzorku po louģen². 

M²ra botn§n² zohledŔuj²c² degradaci (EswD) jako ὉίύD=(ὡίύīὡD)/ὡD*100 [%], 

kde WD je hmotnost such®ho (lyofilizovan®ho) vzorku po louģen², Wsw je hmotnost 

mokr®ho vzorku po louģen². M²ra degradace (D) byla stanovena jako 
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Ὀ=(ὡ0īὡὸ)/ὡ0*100 [%], kde W0 je pŢvodn² hmotnost vzorku, Wt je hmotnost such®ho 

(lyofilizovan®ho) vzorku po louģen². 

 

Obr. 35 M²ra botn§n² nezohledŔuj²c² degradaci analyzovanĨch materi§lŢ v 

intervalu 3-48 hodin. (aritmetickĨ prŢmŊr, SD, n=3). 

 

Obr. 3 6 M²ra botn§n² zohledŔuj²c² degradaci analyzovanĨch materi§lŢ v 

intervalu 3-48 hodin (aritmetickĨ prŢmŊr, SD, n=3). 

 

 

Obr. 37 Hmotnostn² ¼bytky analyzovanĨch materi§lŢ v intervalu 3-48 hodin 

(aritmetickĨ prŢmŊr, SD, n=3). 
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6 OPTIMALIZACE DOBY DEGRADACE 

KOLAGENOVħCH LYOFILIZĆTš DODATEĻNħM 

ZESĉTŉNĉM 

Vzhledem k relativnŊ rychl® degradaci pŚipravenĨch kolagenovĨch lyofiliz§tŢ 

(koncentrace C2) byl postup pŚ²pravy d§le modifikov§n zaŚazen²m dodateļn®ho 

zes²Šov§n² kolagenov® sloģky. K zes²tŊn² bylo pouģito chemickĨch ļinidel N-(3-

dimethylaminopropyl)-N-ethylkarbodiimidu hydrochloridu (Sigma, EDC) a N-

hydroxysukcinimidu (Sigma, NHS). Po homogenizaci a zamrazen² smŊsi na -80 ÁC (3 

hodiny) a lyofilizaci je stabilita tedy zvĨġena m§ļen²m v roztoku 95 % hmotn. ethanolu 

a vody s EDC/NHS (4/1 hmotnostnŊ) pŚi teplotŊ 37 ÁC po dobu 1 (C2-80-EN1), 3 (C2-

80-EN3) nebo 6 hodin (C2-80-EN6). Na 1 g kolagenu pŚipad§ 1 g EDC. Po zes²Šov§n² 

kolagenov® sloģky je kolagenn² pŊna promĨv§na 0,1 M Na2HPO4 po dobu alespoŔ 2x45 

minut a d§le promyta alespoŔ 30 minut v destilovan® vodŊ, zamraģena na -30 ÁC (5 hodin) 

a lyofilizov§na. M²ra zes²tŊn² byla analyzov§na stanoven²m m²ry botn§n² a degradace 

bŊhem 48 hodin expozice v deionizovan® vodŊ pŚi 37 ÁC a v 5% CO2 atmosf®Śe simuluj²c² 

tŊln² prostŚed² (n=6). OpŊt byl proveden pŚepoļet, kterĨ zohledŔuje m²ru degradace 

vzorkŢ. M²ra nas§knut² nebyla tedy stanovena k pŢvodn² hmotnosti vzorku na zaļ§tku 

experimentu, ale byla vztaģena ke hmotnosti such®ho vzorku v dan® periodŊ odbŊru. 

Dosaģen® hodnoty jsou n²ģe srovn§ny se vġemi doposud analyzovanĨmi materi§ly ï 

nezes²ŠovanĨmi kolagenovĨmi lyofiliz§ty a Garamycinem. 

 

 

Obr. 38 M²ra botn§n² zohledŔuj²c² degradaci analyzovanĨch materi§lŢ (ar. prŢmŊr, SD, 

n=3, n=6). 
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Obr. 39 M²ra botn§n² zohledŔuj²c² degradaci analyzovanĨch materi§lŢ v 

intervalu 3-48 hodin (aritmetickĨ prŢmŊr, SD, n=3, n=6). 

 

Obr. 40 Hmotnostn² ¼bytky analyzovanĨch materi§lŢ (aritmetickĨ prŢmŊr, SD, n=3, 

n=6). 

 

 

 

Obr. 41 Hmotnostn² ¼bytky analyzovanĨch materi§lŢ v intervalu 3-48 hodin 

(aritmetickĨ prŢmŊr, SD, n=3, n=6). 
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Obr. 42 Krabicov® grafy hmotnostn²ch ¼bytkŢ a m²ry botn§n² zes²tŊnĨch vzorkŢ (n=6). 

 

Z vĨsledkŢ vyplĨv§, ģe k zes²tŊn² doch§z² jiģ po aplikaci s²Šovac²ho roztoku po dobu 

jedn® hodiny. Z Obr. 40 a 41 je patrn® sn²ģen² hmotnostn²ch ¼bytkŢ oproti nezes²ŠovanĨm 

materi§lŢm po 48 hodin§ch v m®diu (zejm®na srovn§n² se samotnĨm kolagenem), z 

krabicov®ho grafu hmotnostn²ch ¼bytkŢ (Obr. 42 vlevo) je pak patrnĨ dalġ² rozd²l v 

hmotnostn²ch ¼bytc²ch aģ po aplikaci ġestihodinov®ho procesu. Mezi 1 a 3 hodinami nen² 

statisticky vĨznamnĨ rozd²l (p<0.05, Kruskal-WallisŢv test v²cen§sobn®ho porovn§n² s 

Bonferroniho korekc²). Za pŚedpokladu, ģe vyġġ² m²ra zes²tŊn² sniģuje botn§n² kolagenu, 

mŢģeme obdobnŊ usuzovat, ģe k zes²tŊn² doch§z² uģ po aplikaci roztoku po dobu jedn® 

hodiny (Obr. 38  a 39). Z krabicov®ho grafu m²ry botn§n² (Obr. 42) je pak parnĨ rozd²l aģ 

po aplikaci ġestihodinov® expozice (p<0.05, Kruskal-WallisŢv test v²cen§sobn®ho 

porovn§n² s Bonferroniho korekc²). Hodnoty m²ry botn§n² i hmotnostn²ch ¼bytkŢ 

stanovenĨch po hodinov® expozici vykazuj² relativnŊ vyġġ² m²ru rozptylu, z ļehoģ lze 

usuzovat na niģġ² homogenitu analyzovanĨch vzorkŢ a pravdŊpodobnŊ tak® na 

nedostateļnŊ homogenn² proces zes²tŊn². Z dosaģenĨch vĨsledkŢ lze tedy usuzovat, ģe 

optim§ln² pro dalġ² pŚ²pravu bude aplikace tŚ²hodinov®ho procesu s²Šov§n². Ten bude 

nutn® d§le jeġtŊ verifikovat v delġ²ch ļasovĨch intervalech a tak® v kombinaci s 

antibiotiky, aby byla rychlost degradace nastavena dle poģadavkŢ na fin§ln² aplikaci. 

 

7 OVŉřOVĆNĉ DEPOTIZAĻNĉCH VLASTNOSTĉ A 

UVOLœOVĆNĉ ANTIBIOTIK ZE ZESĉşOVA£HO 

KOLAGENU 
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Pomoc² vĨġe uveden® metody byly pŚipraveny houbiļky s antibiotiky s²Šovan® pomoc² 

karbodiimidu. V houbiļk§ch byla pŚid§na 3 antibiotika: nitrofurantoin, vankomycin, 

gentamicin. Pro kontroln² pokus byly pouģity houbiļky s antibiotiky bez s²Šov§n² a 

referenļn² pŚ²pravek Garamycin SCHWAMMÈ, kterĨ je charakterizov§n jako L®ļiv§ 

hubka sloģen§ pouze z equinn²ho kolagenu a gentamicinu, kter§ obsahuje na plochu 10x10 

cm 130 mg gentamicinu. 

7.1 5ƛǎƪƻǾŞ ŘƛŦǳǎƴƝ testy s ƪƻƭŀƎŜƴƴƝƳƛ ƘƻǳōƛőƪŀƳƛ ǾȅǊƻōŜƴȇƳƛ 

ƪƻƭȅƻŦƛƭƛȊŀŎƝ s antibiotiky 

7.1.1 Metodika 

Pro zjiġtŊn² efektivity houbiļek jako nosiļe antibiotik byly pouģity standardn² 

mikrobiologick® metody (diskov® difuzn² testy) s pouģit²m vzorkŢ houbiļek kruhov®ho 

tvaru o prŢmŊru 5 mm. Pro jednotliv® testy byly pouģity bakterie Pseudomonas 

aeruginosa (gentamicin), Staphylococcus aureus rezistentn² na meticilin (MRSA ï 

vancomycin), Escherichia coli (nitrofurantoin). Na Petriho misky byla standardn²m 

zpŢsobem rozoļkov§na souvisl§ vrstva bakteri², po 24 hodin§ch byly pŚiloģeny disky o 

prŢmŊru 6 mm vystŚiģen® z houbiļek a po dalġ²ch 24 hodin§ch byla odeļtena velikost 

inhibiļn² z·ny (obr. 43.). 

 

Obr. 43 Petriho miska s nakultivovanou   Pseudomonas   aeruginosa   s pŚiloģenĨmi  

houbiļkami s gentamicinem ï vlevo nes²Šovan§, vpravo s²Šovan§. 

 

Pokusy byly provedeny s pŊti disky od kaģd®ho vzorku, vġech 5 diskŢ vģdy z jedn® 

houbiļky. 
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7.1.2 ±ȇǎƭŜŘƪȅ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 44 Velikost inhibiļn²ch z·n jednotlivĨch testovanĨch houbiļek. 

 

Nitrofurantoin: velikost inhibiļn²ch z·n je totoģn§, nehledŊ na s²Šov§n² (P = 0,765), coģ 

je s nejvŊtġ² pravdŊpodobnost² zpŢsobeno velice n²zkou rozpustnost² nitrofurantoinu ve 

vodn®m prostŚen². Z obou houbiļek se tedy uvolŔilo pouze mal® mnoģstv² z celkov®ho 

mnoģstv² antibiotika, aniģ by se projevila retenļn² schopnost houbiļek. Nitrofurantoin je 

z tohoto pohledu ide§ln² l®k, neboŠ k Ădepotizaciñ doch§z² vlivem jeho fyzik§ln²ch 

vlastnost². 

Gentamicin: vĨznamnĨ rozd²l (p < 0,0001) ï s²Šovan® houbiļky maj² o cca 54 % menġ² 

inhibiļn² z·ny. 

Vancomycin: vĨznamnĨ rozd²l (p < 0,0001) ï s²Šovan® houbiļky maj² o cca 20 % menġ² 

inhibiļn² z·ny. 

 

7.1.3 ½łǾŠǊ όŘƛǎƪƻǾŞ ŘƛŦǳȊƴƝ ǘŜǎǘȅύΥ 

Inhibiļn² z·ny s²Šovan®ho kolagenu byly znatelnŊ menġ² (obr.44), coģ je d§no 

technologickĨm procesem vĨroby, kdy s²Šovadlo je pŚid§no do houbiļky vytvoŚen® 

kolyofilizac² s antibiotikem a n§slednŊ je velk§ ļ§st antibiotika vymyta pŚi procesu 

s²Šov§n², kterĨ zahrnuje vymyt² nadbytku s²Šovac²ho ļinidla hydrofiln²m rozpouġtŊdlem. 
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U nitrofurantoinu, kterĨ je velice m§lo rozpustnĨ v hydrofiln²ch rozpouġtŊdlech k 

vymyt² nedoġlo. Velice malĨ variaļn² koeficient (mal® SD ¼seļky) naznaļuje, ģe 

atb. jsou v houbiļk§ch rovnomŊrnŊ rozptĨlena. Jednalo se o prvn² testy depotizace s 

dodanĨmi houbiļkami AV ĻR. Na z§kladŊ tŊchto vĨsledkŢ byl upraven fin§ln² 

technologickĨ postup Ădvoj² lyofilizaceñ. 

 

Pro n§sleduj²c² pokusy byly vytvoŚeny s²Šovan® houbiļky nejprve zes²Šov§n²m a 

lyofilizac², n§slednou impregnac² gentamicinem/vankomycinem a pot® opŊt 

lyofilisac² (zcela novŊ vyvinut§ metoda Ădvoj² lyofilizaceñ).  
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8 PřĉPRAVA FINĆLNĉCH KOLAGENOVħCH 

LYOFILIZĆTš S ANTIBIOTIKY, METODA DVOJĉ 

LYOFILIZACE 

8.1 Gentamicin a vankomycin 

Na z§kladŊ proveden® optimalizace pŚ²pravy a degradace kolagenovĨch lyofiliz§tŢ byly 

pŚipravov§ny vzorky s antibiotiky pro biologick® testov§n² v podm²nk§ch in vivo. 

JmenovitŊ ġlo o vzorky (Obr. 45) zes²Šovan®ho kolagenu impregnovan®ho gentamicinem 

(C-GEN) a vankomycinem (C-VAN), d§le nezes²Šovan®ho kolagenu s gentamicinem 

(NC-GEN) a referenļn² vzorky zes²Šovan®ho kolagenu bez antibiotik a komerļn²ho 

produktu Garamycin SchwammÈ. Vzorky byly sterilizov§ny pomoc² gama z§Śen² 

(25kGy). Vzorky byly standardnŊ podrobeny analĨze vnitŚn² struktury pomoc² 

elektronov® mikroskopie, mikro-CT, d§le byly analyzov§ny pomoc² FTIR a jejich 

strukturn² stabilita byla testov§na pomoc² degradaļn²ch testŢ ve fyziologick® prostŚed² pŚi 

37 ÁC a Ś²zen® 5% CO2 atmosf®Śe. (Pielesz A, 2014) 

 

 

Obr. 45 Makrosn²mky pŚipravovanĨch lyofiliz§tŢ a SEM sn²mky jejich vnitŚn² struktury v 

Śezu (500x). 
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Na Obr. 46 jsou uvedeny strukturn² parametry vġech analyzovanĨch materi§lŢ. Mimo 

velikosti a distribuce p·rŢ jsou zde uvedeny hodnoty otevŚen® porozity (OP) a ploġn® 

hustoty (OSD) stanoven® jako pomŊr celkov® plochy kolagenu k celkov®mu 

analyzovan®mu objemu. Z vĨsledkŢ je patrn®, ģe u vġech typŢ pŚipravovanĨch materi§lŢ 

bylo dosaģeno obdobn® otevŚen® porozity. Velikost p·rŢ se u jednotlivĨch materi§lŢ 

statisticky vĨznamnŊ liġila, pŚiļemģ nejniģġ² velikost vykazovaly vzorky s 

vankomycinem (42-108 Õm, doln² - horn² kvartil) a gentamicinem (42-120 Õm), nejvyġġ² 

pak nes²Šovan® vzorky s gentamicinem (54-150 Õm). Vzhledem k pŚekryvu rozptylŢ 

nejde v rozmŊrech p·rŢ jednotlivĨch lyofiliz§tŢ o vĨraznĨ rozd²l. 

 

 

Obr. 46 Velikost p·rŢ, otevŚen§ porozita (OP) a ploġn§ hustota (OSD) analyzovanĨch 

materi§lŢ. Vġechny hodnoty vykazuj² statisticky vĨznamn® rozd²ly (Kruskal-Wallis, 

Bonferroniho korekce, 0,05). 

 

 

VĨsledky degradaļn²ch testŢ jsou shrnuty na Obr. 47. Nejvyġġ² m²ru degradace 

vykazovaly vzorky nezes²Šovan®ho kolagenu s gentamicinem. Po ļtyŚech hodin§ch 

expozice v simulovan®m tŊln²m prostŚed² byl zjiġtŊn ¼bytek hmotnosti pŚes 70%, pŚiļemģ 

po tĨdenn² expozici zdegradovalo pŚibliģnŊ 85% pŢvodn² hmotnosti vzorku. PrŢbŊh 

degradace vykazovaly obdobnŊ oba zes²Šovan® vzorky impregnovan® vankomycinem a 

gentamicinem. Ihned po ļtyŚech hodin§ch expozice dosahoval hmotnostn² ¼bytek 20%. 

Tato zrychlen§ degradace mŢģe bĨt zpŢsobena tak® rychlĨm uvolnŊn²m antibiotik 
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integrovanĨm ve vnitŚn² por®zn² struktuŚe lyofiliz§tu. Dalġ² prŢbŊh ¼bytku hmotnosti mŊl 

pomalejġ² trend a po tĨdenn² expozici se zastavil shodnŊ na hodnotŊ kolem 40%. Vliv 

vyplavov§n² antibiotik na ztr§tu hmotnosti impregnovanĨch vzorkŢ lze doloģit tak® na 

pŚ²kladu ¼bytkŢ hmotnosti samotn®ho zes²Šovan®ho kolagenu, kde byla ztr§ta hmotnosti 

mŊŚiteln§ teprve aģ po 24 hodin§ch testu, zat²mco po tĨdnu vykazovaly vzorky shodnŊ 

¼bytek okolo zm²nŊnĨch 40%. U druh®ho referenļn²ho materi§lu ï komerļn²ho produktu 

GaramycinÈ, mŊl prŢbŊh degradace jinĨ trend. Po ļtyŚech hodin§ch expozice byla ztr§ta 

hmotnosti tak® 20%, ale d§le aģ do konce testu zŢstala prakticky beze zmŊny. Tento dŊj 

pravdŊpodobnŊ souvis² tak® s rychlejġ²m uvolnŊn²m antibiotika ihned v prvn² f§zi 

expozice v simulovan®m tŊln²m prostŚed². 

 

 

 

Obr. 47 Hmotnostn² ¼bytky vyj§dŚen® jako procentn² ztr§ta pŢvodn² hmotnosti (medi§n, 

mezikvartilov® rozpŊt²). 

 

 

M²ra nas§kavosti (botn§n²), vyj§dŚen§ jako n§rŢst pŢvodn² hmotnosti vzorku, bŊhem 

sedmi denn² expozice v tŊln²m prostŚed² je uvedena na Obr. 48. 
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Obr. 48 M²ra botn§n² vyj§dŚen§ jako procentn² n§rŢst pŢvodn² hmotnosti vzorku 

(medi§n, mezikvartilov® rozpŊt²). 

8.2 Rifampicin  

PŚipraven® kolagenov® pŊny s rifampicinem lze rozdŊlit do tŚ² z§kladn²ch skupin, kter® 

se principi§lnŊ liġ² rozsahem porozity, specifickou velikost² povrchu a mechanickĨmi 

vlastnostmi. C²lem rŢzn® pŚ²pravy a tak® inkorporace kolagenu v nanovl§kenn® formŊ je 

optimalizace doby degradace a Ś²zen® uvolŔov§n² antibiotik. Prvn² skupinou jsou pŊny 

pŚipravovan® z kolagenov® disperze s rŢznou koncentrac², jmenovitŊ 1%, 2% a 3% (Obr. 

49). Druhou skupinou jsou sendviļov® konstrukty, kter® kombinuj² tuh®, m§lo por®zn² 

j§dro a okrajov® vrstvy s vyġġ² porozitou (viz Obr. 50). Sendviļov® materi§ly jsou 

vytv§Śeny nŊkolikastupŔovou pŚ²pravou, kter§ obn§ġ² pŚ²pravu tuh®ho zes²Šovan®ho nebo 

nezes²Šovan®ho j§dra s niģġ² porozitou, kter® je ve druh®m kroku prosycov§no m®nŊ 

koncentrovanou disperz² kolagenu, opŊtovnŊ zamrazov§no a pouze lyofilizov§no. Tento 

zpŢsob pŚ²pravy umoģn² Ś²zen² postupn® degradace pŊn, kter§ by mŊla zajistit variabiln² 

m²ru uvolŔov§n² antibiotik z rŢznŊ por®zn²ch vrstev pŚi zachov§n² dostateļn® tuhosti a 

aplikovatelnosti formou hemostatick®ho kryt². 
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Obr. 49 SEM sn²mky kolagenovĨch pŊn pŚipravovanĨch z rŢznŊ koncentrovanĨch 

prekurzorŢ (zleva 1%, 2% a 3%), kterĨmi lze dos§hnout rŢzn® porozity jednotlivĨch 

materi§lŢ. 

 

 

Obr. 50 Sendviļov§ kolagenov§ pŊna s m§lo por®zn²m j§drem, pŚipravenĨm z 5 % 

hmotn. disperze kolagenu, a s vysoce por®zn²mi okrajovĨmi ļ§stmi, pŚipravenĨmi z 1 % 

hmotn. disperze kolagenu. Zcela vpravo je sn²mek rozhran² pŚechodu mezi j§drem a 

okrajem. 

 

TŚet² skupinou jsou kolagenov® pŊny kombinuj²c² mikro strukturovanĨ lyofiliz§t s 

nŊkolika vrstvami kolagenovĨch nanovl§ken (Obr. 51). ObdobnŊ jako v pŚ²padŊ vytv§Śen² 

sendviļŢ je c²lem n§vrh pŊn s rŢznou porozitou a tuhost². Kombinovan® mikro a nano 
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strukturovan® pŊny jsou pŚipravov§ny nŊkolikastupŔovĨm procesem, kdy je v prvn²m 

kroku elektrostatickĨm zvl§kŔov§n²m pŚipravena nanostrukturovan§ vrstva, kter§ je v 

dalġ²ch kroc²ch po zes²tŊn² prosycov§na kolagenovou disperz², skl§d§na do kompozitn² 

formy, a po zamraģen² lyofilizov§na. Kombinace sloģek s rŢznou specifickou velikost² 

povrchu umoģn² dalġ² zpŢsob Ś²zen² degradace pŊn a mŊla by zajistit variabiln² m²ru 

uvolŔov§n² antibiotik pŚi zachov§n² dostateļn® tuhosti a aplikovatelnosti formou 

hemostatick®ho kryt². 

 

 

Obr. 51 Nanostrukturovan§ vysoce por®zn² kompozitn² pŊna pŚipraven§ prosycen²m pŊti 

nanovl§kennĨch vrstev 1 % hmotn. disperz² kolagenu. Sn²mek uprostŚed ilustruje 

pŚechod mezi vl§kny a por®zn² strukturou pŊny. Sn²mek zcela vpravo ukazuje detail 

prosycen² nanovl§kenn® vrstvy disperz². 

 

8.2.1 Optimalizace doby degradace 

 

Vzhledem k relativnŊ rychl® degradaci kolagenn²ch lyofiliz§tŢ byl postup pŚ²pravy vġech 

typŢ pŊn modifikov§n zaŚazen²m dodateļn®ho zes²Šov§n² kolagenov® sloģky. K zes²tŊn² 

bylo pouģito chemickĨch ļinidel N-(3-dimethylaminopropyl)-N-ethylkarbodiimidu 

hydrochloridu (EDC) a N-hydroxysukcinimidu (NHS). Po homogenizaci a zamrazen² 

smŊsi na -80 ÁC (3 hodiny) a lyofilizaci je stabilita tedy zvĨġena m§ļen²m v roztoku 95 

% hmotn. ethanolu a vody s EDC/NHS (4/1 hmotnostnŊ) pŚi teplotŊ 37 ÁC. Na 1 g 

kolagenu pŚipad§ 1 g EDC. Po zes²Šov§n² kolagenov® sloģky je pŊna promĨv§na 0,1 M 

Na2HPO4 po dobu alespoŔ 2x45 minut a d§le promyta alespoŔ 30 minut v destilovan® 

vodŊ, zamraģena na -30 ÁC (5 hodin) a lyofilizov§na. M²ra zes²tŊn² byla analyzov§na 
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stanoven²m m²ry botn§n² (nas§kavosti) a degradace bŊhem expozice v simulovanĨch 

tŊln²ch prostŚed²ch. Takto byl ovŊŚov§n stupeŔ zes²tŊn² pŊn, kter® byly exponov§ny 

v s²Šovac²m roztoku po dobu 1 aģ nŊkolika hodin. Dalġ²m parametrem, kterĨ byl v r§mci 

doby degradace analyzov§n, byla rŢzn§ porozita kolagenovĨch pŊn. JmenovitŊ se jednalo 

o koncentraļn² Śadu kolagenov® disperze 0,1 - 8 % hmotn. Obr. 52 ilustruje vliv kratġ²ch 

intervalŢ zes²Šov§n² na hmotnostn² ¼bytek a nas§kavost v simulovanĨch tŊln²ch 

podm²nk§ch.  

 

 

Obr. 52 Hmotnostn² ¼bytky a nas§kavost kolagenn²ch pŊn pŚipravenĨch z 1 % hmotn. 

disperze s²Šovan® po dobu 1, 3 a 6 hodin. VĨsledky jsou porovn§ny s totoģnou 

nezes²Šovanou pŊnou. Vybran® vĨsledky ilustruj² razantn² sn²ģen² degradace uģ pŚi jedn® 

hodinŊ s²Šov§n², pŚi zachov§n² vysok® m²ry nas§kavosti. 

 

8.2.2 tǌƝǇǊŀǾŀ ǎŜŘƴǾƛőƻǾȇŎƘ ǇŠƴ 

Pro pŚ²pravu sendviļovĨch pŊn byly na z§kladŊ pŚedchoz²ch analĨz vybr§ny j§dro 

pŚipravovan® z 5 % hmotn. kolagenov® disperze a vysoce por®zn² okrajov® ļ§sti 

pŚipravovan® z disperze o koncentrac²ch 0,1 - 1 % hmotn. s krokem 0,1 % hmotn. 

PŚipravovan® sendviļov® pŊny jsou ilustrov§ny na Obr. 53.  
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Obr. 53 Reprezentativn² sn²mky sendviļovĨch pŊn s tuhĨm j§drem (5%hm. disperze) a 

vysocepor®zn²mi okrajovĨmi ļ§stmi (shora 0,1%hm., 0,2%hm. a 0,3%hm. disperze). 

 

Postup jejich pŚ²pravy spoļ²v§ v nŊkolika f§z²ch. Prvn²m krokem je pŚ²prava tuh®ho j§dra 

(5 % hmotn., -80 ÁC), kter® je po lyofilizaci zes²Šov§no pomoc² EDC/NHS 3 hodiny pŚi 

37 ÁC a opŊtovnŊ vymraģeno mezi lisovac²mi deskami. TvarovŊ konzistentn² j§dro je ve 

druh® f§zi prosycov§no disperz² kolagenu o konkr®tn² koncentraci. Po dostateļn®m 

prosycen² ve vakuu a fixaci j§dra jsou vzorky zamraģeny (-80 ÁC) a lyofilizov§ny. 

N§sleduje zes²Šov§n² (EDC/NHS, 3 hodiny, 37 ÁC) a lyofilizace. 

 

Pr§vŊ doba a zpŢsob prosycen² je pro kvalitu tŊchto konstrukc² z§sadn². PŚi 

nedostateļn®m prosycen² mŢģe doch§zet k delaminaci jednotlivĨch vrstev (Obr. 54). 

ObdobnŊ pŚi prosycen² disperzemi s vyġġ²mi koncentracemi doch§z² ke ztr§tŊ porozity 

tuh®ho j§dra, coģ mŢģe negativnŊ ovlivŔovat kinetiku uvolŔov§n² antibiotik stejnŊ tak, 

jako poģadovan® mechanick® vlastnosti. NevhodnĨ zpŢsob prosycen² tuh®ho j§dra 

ilustruje SEM sn²mek na Obr. 54 vlevo, kde ġipky oznaļuj² ļ§sti, ve kterĨch doġlo 

k delaminaci jednotlivĨch vrstev, v tomto pŚ²padŊ ġlo o okrajov® vrstvy o koncentraci 

disperze 0,2 % hmotn. Pokud aplikujeme stejnŊ koncentrovanou disperzi temperovanou 

na 37ÁC pod vakuem, dojde k vhodn®mu prosycen² okrajovĨch vrstev tuh®ho j§dra a 

k delaminaci nedoch§z². 




















































































































