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ANOTACE

Tato prace se zabyva studiem maloprimérovych nanovldkennych cévnich
nahrad. V soucasné dobé neexistuje dostatecna cévni nahrada s primérem mensim nez
6 mm a to z divodu jeji trombotizace. Vytvofenim umélé cévy s malym priamérem
se zabyva mnoho vyzkumnych pracovist. Nanovldkenné cévni nahrady se jevi byt
velmi slibnou cestou pro vyfeSeni tohoto problému. V této praci byly vyrabény
a optimalizovany dvouvrstvé cévni nahrady vyrobené metodou elektrostatického
zvlaknovani. Byla hlavné optimalizovana vnitini simulujici vrstva ,,tunica intima‘,
ktera byla nasledn¢ testovana in vitro na rast endotelovych bunék. Tyto vysledky budou

slouzit dale pro vyvoj komplexni cévni nahrady a pro jejich in vivo testovani.

Klic¢ova slova

cévni ndhrady, elektrostatické zvldknovani, tkdnové inzenyrstvi, nanovlakna

ANNOTATION

This work concerns with the study of small-diameter, nanofibrous vascular
grafts. There is lack of vascular grafts with a diameter of less than 6mm a this moment
due to problems with thrombogenicity. The process of creation ofartificial blood vessels
with small diameters has engaged many research groups. Nanofibrous vascular grafts
have proven to be very auspicious way for solution of this problem. In this work we
produced and optimized double layer vascular grafts using the electrospinning method.
The inner layer was mostly optimised, the ,,tunica intima‘ which was then tested by the
endothelial cells in vitro. These results will be used for further development of complex

vascular grafts and its testing in vivo.
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Dulbecco's Modified Eagle's Medium — kultiva¢ni médium
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kyselina polymlé¢na
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polytetrafluorethylen

rastrovaci elektronova mikroskopie

transmisni elektronova mikroskopie

testovani v laboratornich podminkach

testovani provadéné na zvitatech

pavouci hedvabi



1 Uvod

Kardiovaskularni onemocnéni je jednou z nejéastéjsich pii¢in amrti na celém
svété. Jen v Evropé kvuli tomuto onemocnéni kazdy rok zemtou 4 miliony osob
aVvUSA 1 milion obyvatel. Témto umrtim lze piedchazet pouzitim vhodné cévni

nahrady a to bud’ cévou autologni, nebo umélou.

Na trhu je mnoho umélych implantatl s riznymi praméry a to fadové od 7 mm
vySe. Cévni implantaty jsou vétSinou vyrobeny z polytetrafluoretylenu metodou pleteni,
tkani nebo extruzi a jsou hojné vyuzivany. Problém nastava v ptipad¢, kdy pacient
pottebuje maloprimérovou (< 6 mm) nahradu. Nahrady téchto primérii se nesetkavaji
s tispéchem pii transplantaci a ne vzdy je mozné pouzit autologni transplantace. Jednim
Z nejvetSich problémt je vznik krevnich sraZenin uvnitf cévy a jejich nasledné ucpani

nebo uvolnéni srazeniny do krevniho feciste.

Moznou odpovédi na otazku, jak vyrobit spolehlivou maloprimérovou cévni
nahradu, je tkanové inzenyrstvi, které se zabyva vyrobou tkanovych nosica, tzv.
scaffoldi. Dulezité je vyrobit dostatecné porézni, orientovanou vlakennou strukturu
a osadit ji autolognimi buiikami pacienta, nebo buiiky mohou kolonizovat samotny
scaffold az po implantaci. Tyto naroky na vyrobu by mohla splnit technologie
elektrostatického zvlaknovani vhodného polymeru se spravnou orientaci vlaken

na kolektoru.

Cilem této diplomové prace bylo pfipravit nanovldkenné cévni ndhrady pomoci
elektrostatického zvlaknovani s optimalni strukturou nanovlakenné vrstvy pro tspésnou

adhezi a proliferaci piislusnych bunék. Dale tuto vrstvu podrobit in vitro testovani.

V teoretické Casti byla popséna kardiovaskuldrni soustava s diirazem kladenym
na druhy a histologii cév. Déle byly popsany druhy cévnich néhrad, tkdfiové inZenyrstvi,
elektrostatické zvlaknovani se specialnim cylindrickym kolektorem. V neposledni fadé
byly studovany mozné materialy pro vyrobu cévnich nahrad. Experimentalni cast
obsahuje vyrobu scaffoldl a nasledné in vitro testovani. Soucasti této pasaze je popis
zvlaknovaciho zafizeni, pfiprava roztokli, hodnoceni a optimalizace vlakenné vrstvy,

ziskané vysledky z bunécného testovani vlakenné vrstvy a jejich vyhodnoceni.



2 Teoreticka ¢ast

Jedna z podminek vyroby vhodného cévniho tkanového nosi¢e zahrnuje studii
cév samotnych. Z tohoto ditvodu je v teoretické ¢asti popsana kardiovaskuldrni soustava
s dirazem kladenym na strukturu biologickych cév. Nasledujici kapitoly se zabyvaji
vyrobou scaffoldi elektrostatickym zvlaknovanim na cylindricky kolektor a moznymi

materidly pro vyrobu cévnich néhrad.
2.1 Kardiovaskularni soustava

Ke spravné funkci lidského téla slouzi kardiovaskularni (ob&hova) soustava,
kterd zajistuje transport latek v téle. Sklada se ze srdce, které ma funkci tzv. pumpy
a pohani celou soustavu. Dale z krve, ktera je transportnim mediem a cév, které tento

transport zajistuji.
2.1.1 Srdce

Srdce je duty svalovy organ stvarem pifipominajici nepravidelny kuZel.
Je umisténé v dutin€ hrudni ze 2/3 mezi levou a 1/3 pravou plici a udrzuje cirkulaci krve
v cévach. Sklada se ze Ctyr dutin a to z pravé piedsing, pravé komory, levé piedsiné
alevé komory. Tyto dutiny jsou v srdci oddéleny chlopnémi z divodu zpétného toku
krve. Srdce je okyslicovano pomoci véncitych cév, vychazejicich z aorty. Srde¢ni

¢innost je rytmicka a automaticka, fizena impulsy, které vznikaji pfimo v srdci [1].
2.1.2 Krev

Krev je viskézni, neprithledna Cervena tekutina, kolujici v krevnich cévach.
Zajistuje dopravu latek a zZivin do tkani, nasledn¢ také odvadi odpadni latky.

Objem krve u dospélého ¢loveka ¢ini asi 5,5 | [2].

Sklada se z krevni plazmy, jejiz obsah je 55 % z celkového objemu a krevnich
bun¢k (Cervené krvinky, bile krvinky a krevni desti¢ky). Krevni plazma ma transportni
funkci, obsahuje vice nez 90 % vody a 7-8 % proteint (bilkoviny, glukdza, mocoviny,
kyselina mocova, hormony, enzymy, vitaminy atd.). Cervené krvinky (erytrocyty)
vznikaji z kmenovych bunc¢k kostni dfené. Jsou to bezjaderné elementy, které
neprostupuji sténou krevnich cév a dozivaji se 110-120 dnd. Jejich hlavni funkce je

ptenos kysliku. Bile krvinky (leukocyty) na rozdil od ¢ervenych prostupuji sténou cév
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a maji jadro. Jsou soucasti imunitniho systému a plni obranou funkeci pfi infekcich nebo
onemocnéni, kdy jejich pocet stoupd. Krevni desticky (trombocyty) jsou bezjaderna

téliska, ktera se ucastni zastavy krvaceni a reparace poSkozeni tkan¢ [2].
2.1.3 Cévy

Jak jiz bylo fe¢eno vyse v kapitole 2.1, hlavnim tkolem cév je transport krve.
Krev opousti levou komoru srdce vzdy pouze jedinou aortou (tepnou). Poté se tepna
postupné vétvi a vznikaji z ni cévy o mensim pruméru, az do urovné arteriol (tepének)
0 velikosti 20 um. Na n¢ navazuje sit’ kapilar (vlaseénic), ve kterych dochazi k vyméné

latek mezi tkanémi a krvi. Venulami (Zilkami) zadina navrat k srdci. Zilky se postupné

vvvvvv

Vsechny cévy maji spoleéné strukturalni vlastnosti a jsou tvotfeny podle
hlavniho stavebniho planu. Stény cév se skladaji ze tfi hlavnich vrstev, které se nazyvaji
tunica intima, tunica media a tunica adventitia. Tyto jednotlivé vrstvy jsou znazornény
na obrazcich 1, 2 a popsany nize. Dle fyziologickych podminek se individualni ¢asti
cévniho systému lisi v Gprave jednotlivych vrstev své stény. V mistech, kde je stiedni
vyssi tlak, je vrstva tunica media silnéj$i a bohatsi na hladkosvalové builky a elasticka

vlakna [3] [4].

Tunica intima

™

\ P TR ey
v\ Tunica ‘. a1
| rradventitia \ RN BT

Tunica media

o

Obrdzek 1. Jednotlivé vrstvy cévy. Zdroj: Obrdzek 2. Barveny vzorek fezu cévy v hematoxylinu
http://emergencyus.wikispaces.com/introduction a eosinu, zndzornujict jednotlivé vrstvy. Tl —tunica
intima, TM — tunica media, TA — tunica adventitia
Zdroj: Krajskd nemocnice v Liberci
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Tunica intima

Tunica intima je vnitini vrstva cév. Obsahuje vrstvu endotelovych bunék, které
vystylaji vnitini povrch cév. Tyto buniky jsou uloZzeny na bazalni lamin€. Pod endotelem
se nachazi subendotelova tenka vrstva, ktera prevazné obsahuje extracelularni matrix

a témét zadné bunky [3].

Endotel je jednovrstevny, celistvy povlak bez Stérbin z plochych polygonalnich
bun¢k, lezicich na bazalni roving€. Pfes endotel probiha transport a vylu¢ovani latek.
Buniky jsou obvykle protazené ve sméru toku krve. Jejich ploché jadro je umisténo
Vv centralni oblasti buniky. V okoli jadra se nachazi Golgiho aparat, nékolik
mitochondrii, endoplazmatické retikulum a nepfili§ ribozomt. Endotelové buiiky se fadi
mezi dlouho zijici elementy a vykazuji jen nizkou mitotickou ¢innost. Déle maji tyto
bunky antitrombogenni ucinek. Brani pfed stykem subendotelové tkané s krevnimi
destickami, jejich shlukovani a vzniku trombu. Subendotelova vrstva sestava z fidkého
kolagenniho vaziva a miiZze obsahovat jednotlivé hladkosvalové buiiky. Extracelularni

matrix subendotelové vrstvy zahrnuje kyselinu hyaluronovou, proteoglykany, kolagenni

a elasticka vlakna, mikrofibrily a kolagen 1V [3] [5].
Tunica media

Jako tunica media je oznaCovana stiedni vrstva cév, ve které vynikaji veSkeré
mechanické vlastnosti cév, jako je jeji pruznost a pevnost. Tato nejmohutnéjsi vrstva
je tvofena hladkou svalovinou a extracelularni matrix (proteoglykany, kolagenni
a elasticka vlakna, kolagen I a IlI), kterou vytvareji hladkosvalové buriky. Tyto bunky
jsou urovnany do nizSich nebo vyssich spirdl. Diky kolagenu a elastinu ma vrstva dobré
mechanické vlastnosti. Elastin zajiStuje pruznost cévy a kolagen jeji pevnost v tahu.
Dale elastickd vlakna vytvareji ve stfedni vrstvé cév blanky nebo jemné sité, v nichz
jsou vytvofené otvory (membrane fenestratae), které zajist'uji prostupnost vyzivovaci
latky do hlubSich partii stény cév. V nékterych piipadech se elastické struktury
vyskytuji na mezich tunica media, tvofi membrana elastica interna a membrana elastica

externa a oddéluji vrstvy tunica media od tunica intima i od tunica adventitia [3] [5].
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Tunica adventitia

Vnéjsi vrstva cévy tunica adventitia je tvofena kolagennim vazivem, které
ukotvuje cévy do prostiedi organismu. V této vrstvé se nachdzeji fibroblasty
a adipocyty. Ziidka se zde nachazeji i hladkosvalové bunky. Pievazuji zde podélné
orientovana uspoiadana kolagenni a elasticka vlakna. V tunica adventitia je obsazen

kolagen typu I [3] [5].

Cévy, které maji primér veétsi nez 1 mm, maji ve sténdch vyvinuty systém
vlastnich cév zvané vasa vasorum. Vasa vasorum zasobuji metabolity do adventicie

a medie. Tyto cévy se Castéji vyskytuji ve sténach vén a arterii [3] [5].

V zéasad¢ rozliSujeme tfi typy krevnich cév: artérie (tepny), vény (zily) a kapilary
(vlasecnice). Kazdy z téchto typli ma obecnou stavbu cév, popsanou vyse. Lisi se tedy

podle toho, jakou funkci v lidském téle vykonavaji.
Artérie

Artérie vedou krev smérem od srdce a ptivadéji ji do tkéni. Ve vychozich
usecich odolavaji pravidelnym zménam krevniho tlaku a v koncovych usecich reguluji
pratok krve. Vnitini povrch tvofi jednovrstevny epitel a vnéjsi povrch silnd, elasticka
vazivova tkan. Artérie délime podle velikosti na tfi skupiny. Arterioly, artérie malého,
stfedniho (svalové) a velkého kalibru (elastické). Arterioly (< 0,5 mm) maji v tunica
media 1-5 vrstev hladkosvalovych bun¢k. U artérii malého a stfedniho kalibru (0,5-10
mm) je media tvorena ze 40 vrstev hladkosvalovych bunék. U artérie velkého kalibru (>
10 mm) je tunica media tvofena az ze 70 uspofadanych elastickych membran a ma

silngj8i vnitini vrstvu tunica intima nez arterie svalového typu [4].
Vény

Vény na rozdil od artérii vedou krev zpét smérem k srdci, z tohoto divodu maji
chlopné, které zpétnému toku Krve zabranuji. Od arterii se vyrazné 1isi v tloust'ce stiedni
vrstvy tunica media, neodolavaji takovému tlaku jako arterie. Podobné jako u arterii
se vény déli na venuly (0,2—1 mm) a vény malého, sttedniho (1-9 mm) a velkého
kalibru [4].
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Intima
T (Vnitini vrstva)
—— Maedia (stfedni vrstva)

Tepna - 7 — Zia

Adventicie

Zilni chlopné

Obrazek 3. Porovnani arterie a vény.
Zdroj: http://didsom.webnode.cz/obehova-soustava/

Kapilary

Ze vsech tiech typi krevnich cév jsou kapilary nejtenci (7-9 pm). Kapilary,
jejichz sténu tvofi jednovrstevny epitel, umoziiuji metabolické vymény mezi krvi

a okolnimi tkanémi. Déle propojuji arterie a vény, jak je znazornéno na obrazku 3 [4].
2.2 Extracelularni matrix

Extracelularni matrix neboli mimobunééna hmota je material, ktery se nachazi
Vv mezibunéénych prostorech. Extraceluldrni matrix spolecné s buikami tvoii tkan.
Sklada se zvlaknitych proteini (kolagenu), elastinu, kyseliny hyaluronové,
glykosaminoglykant a proteoglykanti. Tato mimobunééna hmota nejen Ze drzi bunky
pospolu, dale podporuje adhezi, proliferaci, diferenciaci, apoptozu bunék a piisun zivin.
Extracelularni hmota zaroven zajiStuje odolnost proti mechanickému namahani,
zejména elasticka vldkna zajistuji odolnost proti namahani tlaku, kterému je céva
vystavena. Jak jiz bylo popsano v kapitole 2.1.3, kazda ze tii vrstev cév ma jiné slozeni

mimobunééné hmoty [6] [7].

R - Hladkosvalové buriky

Elastické vldkna

Kolagen typu |
atypu i

Mikrofibrily

Obrazek 4. Extraceluldarni matrix vrstvy tunica media [7]

14



2.3 Cévni nahrady

Cévni nahrady maji slouzit k pfekonani rdznych onemocnéni a defektl
puvodnich cév. Bohuzel ne v kazdém ptipad¢ lze provést obnovu piivodni tkané a tim
zajistit potfebnou funkci. Z tohoto diivodu se Iékafi a védci snazi hledat vhodné
materialy a ndhrady, které budou mit takové vlastnosti, jez budou co nejvice podobné

vlastnostem ptvodnich cév. Cévni nahrady miizeme rozd¢lit na biologické a umé¢lé.
2.3.1 Historie umélych cévnich nahrad

U zrodu rekonstrukéni cévni chirurgie stadl Dr. Charles Claude Guthiere.
On a jeho kolega Alexis Carrel se zabyvali vSemi dostupnymi aspekty cévni chirurgie.
Zatuto snahu byla Carrelovi udélena viilbec prvni Nobelova cena za 1ékafstvi v roce
1912. Od té doby prosel vyvoj cévnich nahrad mnoha zménami a inovacemi. Jako prvni
cévni implantaty byly odzkouSeny nepropustné trubice z materialu jako sklo nebo kov.
Tyto materidly se ale setkavaly s netspéchem, protoze v hostiteli byly funkéni jen po
kratky casovy usek a to predevSim v oblasti pritoku krve. Lépe na tom nebyly ani
pokusy s celistvymi plastovymi nahradami. Velky rozkvét cévni chirurgie byl
zaznamenan v roce 1952, kdy Vooheerses a kolektiv zavedli pordzni textilni ndhradu
Vinion — N, coz je smé&s vinylchloridu a akrylonitrilu. OvSem V ptipad¢, kdy byla tato
cévni nahrada implantovana na dolni koncetinu, doslo k selhani z divodu pevnosti
v tahu a pacient zemiel do 30 minut po implantaci [8]. Dalsi produkty, které selhaly
v disledku svych mechanickych vlastnosti, zejména v pevnosti tahu, byly Valon
(vinylchlorid), Fortisan (regenerovand celuldza), nylonové a polyakrylonitrilové
nahrady. V roce 1954 byl objeven material PTFE (polytetrafluorethylen) neboli teflon
ve form¢é multifilamentnich vlaken. Spoleéné s polyesterem nedegenerovaly
po implantaci a zacaly se pouzivat jako primarni materidly pro kardiovaskularni

nahrady [9] [8].
2.3.2 Biologické nahrady

Tyto cévni ndhrady byvaji vhodnym vychodiskem pro vyfeseni cévniho defektu.
Mezi typy biologickych cévnich nahrad fadime autotransplantaty, alotransplantaty
a xenotrasplantaty. Za autotransplantaty oznacujeme cévy pochazejici z vlastniho

organismu. Alotransplantaty pochazeji ze stejného ZivociSného druhu a xenotrasplantaty

15



z jin¢ho zivocisného druhu. Z téchto tii nahrad se nejvice pouzivaji autotransplantaty,

z diivodu vétsi pravdépodobnosti piijmuti ndhrady organismem [10].
Tepenné autotransplantaty

Prvni tepenny autotransplantat byl pouzit v roce 1896 Jaboulayem a Briaou,
ktefi byli nasledovani ostatnimi chirurgy. Bylo zjisténo, ze pii Setrném odbéru
a implantaci se nahrada chova jako ptvodni tepna a histologicky se po prechodném

zesileni intimy postupné sama piizptsobi [10].

Nejveétsim problémem je ovSem jejich ziskdvani v potfebnych rozmérech.
Kterékoli vétsi tepny jsou vyznamné pro zasobovany organ a nelze je bez nasledku
odebrat. Bylo navrzeno nékolik postupt, jak rozsifit ¢i prodlouzit tenké nebo kratké
tepny, ale tyto postupy se neosvéd¢ily. Dale je nutno brat v tivahu, ze vétSina cévnich
transplantaci se provadi z divodu aterosklerotického tepenného postizeni, které neni
otazkou jednoho tepenného tseku, ale celkového tepenného postizeni. V dnesni dobé

jsou tepenné autotransplantaty rovnocenné zastoupeny autotransplantaty Zilnimi [10].
Zilni autotransplantaty

V roce 1951 Kunlin ukazal, Zze pro fadu tepennych rekonstrukei je vyhovujici
autologni zilni nahrada. Bohuzel vztah chirurgl v této dobé byl k jeho nazoru velice
odtazity a nadale se preferovaly tepenné alotransplantaty. V priib&hu let se vzriistajicim
poctem komplikaci tepennych alotransplantath se zacaly vice pouZivat Zilni

autotransplantaty [10].

Pro transplantaci je vyhradné uzivana zila vena saphema magna, popiipadé vena
saphema parva. Tyto Zily jsou velice dobie ptistupné, protoze se nachéazeji v podkozi.

Odebiraji se pouze zdravé zily nebo zdravé useky [10].

Pfi zmén€ tlaku v Zilnich autotransplantitech dochdzi k histologickym
a mechanickym zménam. Postupné se adaptuji na nové fyzikalni poméry a dochazi
K jejich rozsiteni. Zilni autotransplantaty maji své vyhody a nevyhody. K vyhodam patfi
vynikajici chirurgické vlastnosti, jako je vla¢nost a pfilnavost, coz umozinuje velice
dobré provedeni anastomozy. Dale maji nulovou implantacni porozitu. Mezi nevyhody
patii fakt, ze témét 30 % nemocnych ma velkou i malou safénu pfili§ tenkou nebo

znehodnocenou, napiiklad trombozou. Dale se k nevyhodam fadi casové naroc¢na
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priprava §tépu a dlouhodoby maly pti¢ny odpor proti vysokému tepennému tlaku, ktery

omezuje pouziti této nahrady pouze na nékteré oblasti [10].
2.3.3 Umélé nahrady

Umélé cévni nahrady se vyrabéji vSemi textilnimi postupy, jako je tkani, pleteni
a netkana cesta. Jiz zvoleni dané metody ovliviiuje vysledné vlastnosti, ty jsou vsak dale
jeste ovlivnény pouzitym materidlem a piizi nebo urcitou konecnou tUpravou. V dnesni
dob¢ je vyroba za pomoci tkani na Ustupu a pouzivaji se spiSe pletené cévni nahrady
acévni ndhrady vyrobené za pomoci extruze (lit¢). Cévni nahrady jsou hojné
pouzivany. Problém nastava v piipadé, kdy pacient potiebuje nizkoprimérovou
(< 6 mm) nahradu. Nahrady téchto malych primért se nevyrabéji, protoze se setkavaji
S neuspechem po transplantaci naptiklad v podobé trombotickych komplikaci a ne vzdy
se muze vyuzit moznost zilnich autotransplantatt z divodi popsanych vysSe v kapitole

2.2.2 [8] [10].

SR

Obrazek 5. Cévni implantat v lidském tele.
Zdroj: http://www.goremedical.com/propaten/

Tkané cévni nahrady

Nahrady vyrabéné tkanim jsou soustavou navzajem kolmych niti, které se kiizi
ve vaznych bodech, kde dochéazi ke vzajemnému tfeni niti a tim u takto vyrobenych
nahrad roste jejich ohybova tuhost. To také zavisi na volbé vazby, v jaké je textilie
utkdna a dale na typu pouzité pfize. Za hlavni vyhodu se povazuje moznost jemného
odstupiiovani hustoty tkaniny a moznost hustého upletu. To znamend, ze tkané ndhrady

jsou minimalné prodysné a nedochazi ke krvaceni sténou. Nevyhodou je tfepeni okraji
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cévni nahrady pfi prestfizeni, zvlasté pak pii Sikmém pfestfizeni. K vyrobé téchto

nahrad se pouzivaji teflonova vlakna [8] [10].
Pletené cévni nahrady

V ptipadé pletenych néhrad je céva tvorena navzajem propojenymi ocky z jedné
soustavy niti a tvofi tak souvislou strukturu. Vysledna textilie je oproti tkané vysoce
porézni, s mensi tahovou pevnosti, ale vyssi taznosti. Nejcastéji pouzivanymi vazbami
je oboulicni pletenina nebo trikot. Z diivodu velké porovitosti je nutné takto vyrobené
cévy pied implantaci pfedsrazet pacientovou vlastni krvi, aby doslo ke snizeni prisaku
a byla docasn¢ zrusena porozita stény. V dnesni dob¢ je technika pfedsrazeni nahrazena
za impregnaci kolagenem nebo jinou biologickou latkou. U pletenych protéz nedochézi
ke tfepeni koncd ani pii Sikmém pfestfizeni nahrady, a proto se Iépe spojuji
s biologickou cévou, nez jak je tomu u tkanych ndhrad. K vyrobé pletenych cévnich

nahrad se pouzivaji polyesterova vlakna [8] [10].
Lité cévni nahrady

Lité cévni ndhrady patii do zplsobu vyroby netextilni cestou. Tento zplsob
vyroby zahrnuje pfipravu polytetrafluoretylenové (PTFE) pasty, ktera je po dalSich
upravach protlacovana pres vytlacovaci hubici. Ta ur¢i primér cévni ndhrady a jadro
V ni poté urci tlouStku stény cévy. Samotny proces lze pfirovnat k vyrob& syntetickych
dutych vldken pouze stim rozdilem, Ze vytlaCovaci hubice je vétSich rozmért.
Vytla¢eny polotovar je jesté dale upravovan. Musi se odstranit alkohol, ktery byl pouZit
k vyrob¢ PTFE pasty a v dal§im kroku nahrada prochazi procesem slinuti, kde dostava
potiebné vysledné vlastnosti. Vysledna nahrada méa mikroporézni strukturu houbovitého
charakteru. Mikropory nejsou celou vrstvou propojeny. Pokud neni ndhrada druhotné
upravena, objevuje se po obnoveni krevniho proudu v otvorech podél stehu krvaceni.
Tento problém se do jisté miry mize vyfesit pouzitim specialniho Siciho materialu [8]
[10].

Konec¢né upravy

Jak jiz bylo zminéno vyse, dopad na vysledné vlastnosti maji i kone¢né Upravy
nahrad. Mezi nejCastéjSi Upravy patii vrapovani, nanaSeni kolagenu, povrstveni

stiibrem, cévy s heparinem nebo cévy s vyztuhou [8].
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Vrapovani — Pouziva se predevsim u pletenych ndhrad. Vrapovani zde zajistuje, aby
kvtli vysoké taznosti nedochézelo ke zmenSeni prifezu a tim k omezeni pratoku krve

[8].

Povrstveni stiibrem — Stiibro ma vyborné antibakterialni G¢inky a to jiz ve stopovém
mnozstvi. U nédhrad se nanese na povrch vlaken vhodna sil stiibra, ¢imz se snizuje

pocet vyskytu infekce [8].

Cévy s heparinem — Cilem je snizit trombogenicitu a zaroven zlepSit funk¢énost nahrady
a klinické vysledky. Pouziti heparinu zvySuje propustnost, zamezuje krvaceni z otvort

po Siti a jsou vyborné pfijimany pacientem [8].

Cévy s vyztuhou — Vyztuha snizuje riziko sniZeni prutoku krve v dasledku zplosténi pti

ohybu nebo stlac¢enim okolnich tkani [8].

Obrazek 6. Nevrapovand cévni nahrada [10] Obrazek 1. Vrapovana cévni nahrada [10]

Pokud budeme uvazovat vyrobu nanovlakennych cévnich nahrad, muzeme
pouzit metodu vyroby pomoci elektrostatického zvldknovani, a proto bude dale

podrobnéji popsdna v nésledujici kapitole.
2.4 Elektrostatické zvlaknovani

Elektrostatické zvlaknovani neboli electrospinning je jedna z nejrozSifené;jSich
metod, jak pfipravit nanovlakna. Pomoci této technologie je mozné vyrobit vhodné
vlakenné a nanovldkenné materialy pro tkanové inZenyrstvi, ve kterém muZe napiiklad
nahradit extracelularni matrix. O nanovldknech miizeme hovofit v ptipad¢€, ze jejich
primér je mens$i nez 1 um. Pomoci metody elektrostatického zvldkiovani mizeme

pripravit vlakna o priméru 50-900 nm, ale pii vytvofeni urcitych podminek
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zvlaknovani, zejména vhodné volbé paru polymer/rozpoustédlo, je mozné vytvorit
I vlakna silngj$i a to mezi 1-3 um. Electrospinning je v dne$ni dobé vyuzivan i pro
pramyslovou vyrobu vysoce u¢innych filtrt a v mensSim méftitku pro vyrobu kompozita
a membran. Zminovana technologie, ktera spoc¢iva v samoorganizaci polymerniho
roztoku do formy vldken pouze s pomoci elektrostatického pole, sahd az do roku 1934,

kdy Formhals publikoval n¢kolik patenti na vyrobu polymernich vlaken [8] [11] [12].

Elektrostatické zvlaknovani popsal prof. Lukas takto: ,,Z fyzikalniho hlediska
se elektrostatické zvlaknovani podoba stromu neobvyklého tvaru. Vyrtstd z koteni
Vv tenké povrchové vrstvé polymerniho roztoku (slouzici jako jedna ze dvojice elektrod)
a pokratuje  ,kmenem' predstavovanym  stabilni  ¢asti  proudu  polymeru.
Nasledujici bicujici zona proudu polymeru vytvaii jednotlivé ,vétve' tohoto stromu. Jeho
plody, tedy nanovlakna, jsou zachytavana na druhé z elektrod spojené se zdrojem

vysokého napéti* [11].

Na obrazku 8 je znazornén princip jehlového elektrostatického zvlakiovani.
Na pumpé vytlacujici dané mnozstvi roztoku polymeru je injekéni stiikacka s jehlou,
ktera je pfipojena ke zdroji vysokého napéti. Naproti jehle se nachéazi kolektor, ktery
muze byt uzemnény nebo knému mlize byt piipojeno opacné napéti.
Proces zvldknovani zacind tak, Zze pfi spusténi vysokého napéti se kapka polymeru
z injekeni stiikacky preformuje do tvaru Taylorova kuzele, z jehoZ vrcholu vytryskne
proud polymeru, tento kuzel se hned po vytrysknuti polymeru rozpadne. Mezi jehlou
a kolektorem dochazi k odpatrovani rozpoustédla z roztoku polymeru a vznikla vlakna

dopadaji na kolektor, kde vytvoii vlakennou vrstvu.

Kolektor

Stiikacka Polymerni roztok
| Jehla
T ¥

OO0

v

L
I
Vlakna
Vysoké napéti

Obrazek 8. Elektrostatické zviakiiovani na plochy kolektor [12]

20



Elektrostatické zvlaknovani mize byt ovlivnéno celou fadou faktorid, mezi které
patii okolni teplota a vlhkost prostiedi, vzdalenost elektrod, pouzita hodnota napéti,
vodivost a povrchové napéti polymerniho roztoku a dalsi. Tyto faktory mohou uzivateli
umoznit rizné modifikace vlakenné vrstvy [8]. Vice o elektrostatickém zvlaknovani
pise Lukas a kol. v publikaci Physical principles of electrospinning (Electrospinning as
a nano-scale technology of the twenty-first century).

2.4.1 Specialni kolektor

Pokud chceme wvytvofit tubularni scaffold (tkanovy nosi€) ve tvaru cévy
za pomoci elektrostatického zvldknovani, musime ktomu pouzit vodivy kolektor
valcového tvaru o priméru pozadovaného priisvitu tkdnového nosice. Prvni, kdo pouzil
metodu elektrostatického zvlaknovani na valcovy kolektor, byl jiz zmifilovany Formhals

Vv roce 1934, ovSem v té dobé¢ nenasel tento zpisob primyslové uplatnéni [11].

Mimoto, ze valcovy kolektor je schopny vytvofit tvar cévni nahrady, mize téz
poskytnout ndmi pozadovanou orientaci vlaken. V1dkno se pii zvladkiovani pfichyti
na valcovém kolektoru a dojde k navijeni vldkna na tento kolektor, zaroven muze
dochazet k prodlouzeni taZzenim. Proces takového zplisobu zvldknovani je znazornén

na obrazku 9.

Vladkna Nanovldkenna

Injekeni strikacka
s polymernim roztokem

Obrazek 9. Elektrostatické zvlaknovani na rotujict valcovy kolektor. Zdroj: http://m.iopscience.iop.org/1748-
605X/8/1/014102/article
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Kolem roku 2004 ptipravil Xu a kolektiv tkaniovy nosi¢ se zarovnanymi vldkny
pomoci elektrostatického zvldkinovani na rotujici disk o priméru 200 mm.
Ke zvlakiovani byl pouzit 5% roztok kopolymeru Kkyseliny polymlécné
a polykaprolaktonu P(LLA — CL) (75:25) v acetonu pii rychlosti otaceni kolektoru
11 m/s. Nasledné byly na vzorky tkanového nosice nasazeny hladkosvalové buiiky.
Bylo zjisténo, ze buniky proliferuji podél vldken. Tyto vysledky jsou pithodné z divodi
orientace hladkosvalovych buné¢k i v ptivodni biologické tkani ve vrstvé tunica media
[13].

Obrazek 10. Snimky z elektronového mikroskopu po kultivaci hladkosvalovych bunék na scaffold po 3 dnech (a)
kultivace a po 7 dnech (b) kultivace [13]

Pouze orientaci vldken na rotujicim kolektoru zkoumali Edwards a kolektiv
v roce 2010 [14], ktefi zvlaknovali 30% polykaprolakton v dichlorethanu na valcovy
kolektor o praméru 3,2 cm a pii riznych rychlostech otaceni kolektoru hodnotili
usporadani vlaken. Zjistili, ze vlakna dosahuji ur€ité orientace pii rychlosti 2,5 m/s.
Pokud byla rychlost otaceni kolektoru mensi, byla vlakna neuspofadana, naopak pfi

ptekroceni rychlosti nad 5 m/s dochézelo k trhani vlaken [14].

Dalsi, ktefi se zajimali 0 orientaci vlaken na rotujicim kolektoru, byli Hu a kol.
vroce 2012 [15]. Pro svij vyzkum pouzili 13% roztok polykaprolaktonu
v dichlormethanu a N,N — dimethylformamidu v poméru 8:2. Hu zjistil, Ze zvlaknéna
nanovldkna na ty¢ku o priméru 3 mm dosahuji nejvetsi orientace pifi obvodové
rychlosti 10,7 m/s, jak je zndzornéno na obrazku 11. Dale byl také zkouman vliv
usporadanosti vlaken na nasazené mysi 3T3 fibroblasty. Fibroblasty se piichytavaly
podél vlaken (obrazek 12) a vytvarely tak pravidelnou strukturu. Studie tedy prokazala,

ze orientace vlaken ma znaény vliv na orientaci bun¢k. Dale ve své studii poukazuje na
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to, ze pramér vldken, orientace a poérovitost zalezi na vzdalenosti jehly (elektrody) od

kolektoru, rychlosti otaceni kolektoru a rychlosti davkovani roztoku [15].

1000 rpm 1250 rpm | 2000 rpm
5.34m/s 6.67m/s 10.68m/s

Obrazek 11. Zarovndani vidken v zavislosti na rychlosti otaceni valcového kolektoru [15]

Obrdzek 12. Mysi 3T3 fibroblast zachyceny podél vidkna [15]

2.5 Tkanové inzenyrstvi

Tkanové inzenyrstvi je obor vyuZivajici znalosti inZenyrstvi a ptirodnich véd,
jehoz cilem je oprava, vyvoj tkédni nebo plné¢ funkénich biologickych nahrad za pouziti
bunék a vhodnych biomateriali. Tento obor poméaha feSit krizové problémy
s nedostatkem darci tkani a organt. Tkanové inzenyrstvi je stale rozvijejicim se oborem

a ma do budoucna velky potencial v oblasti regenera¢ni mediciny [16].

Princip tkanového inZenyrstvi je znazornén na obrazku 13. V prvni tadé
se izoluji vhodné buiiky. Kultivace bunék s vhodnym mediem probiha v kultiva¢nich

lahvickach, kde se buniky mnozi a rostou. V momenté, kdy buniky dosédhnou
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pozadovaného mnozstvi, nasadi se na pfedem vytvoreny scaffold, ktery ma pozadovany
tvar a vlastnosti. Na scaffoldu by mélo dojit k bunécné adhezi a proliferaci. Po urcité
kultiva¢ni dobé se tkanovy nosi¢ implantuje na postizené misto do téla pacienta. Timto
zpusobem se muze vytvorit naptfiklad nédhrada chrupavky, kosti a nami pozadované

cévy.

Obrazek 13. Princip tkanového inzenyrstvi. 1) Odbér bunék. 2) Kultivace bunék. 3) Naneseni bunék na scaffold. 4)
Kultivace bunék na scaffoldu. 5) Implantace do téla pacienta. Zdroj:
http://www.ft.tul.cz/depart/knt/web/index.php?option=com_docman&task=doc_download&gid=256&Itemid=36

V ptipadé cévnich ndhrad se bunky nasadi na pfipraveny trojrozmérny scaffold
vyrobeny z biologicky degradabilniho polymeru. Pifedpoklada se, ze bunky vyprodukuji
vlastni extracelularni matrix béhem degradace scaffoldu. Timto si buniky vytvaieji
novou tkan [17]. Trendem posledni doby je pifima implantace neosazeného scaffoldu
do téla pacienta, kde buiiky ptimo adheruji na scaffold a odpadaji tak ptedchozi popsané
kroky.
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2.5.1 Scaffold

U tkanovych nosicu (scaffoldi) je kladen diiraz na mnoho vlastnosti. Do téchto
vlastnosti se fadi vysoka porozita, interkonektivita pérti, dobré mechanické vlastnosti
a sterilizovatelnost tkanového nosice. Tyto vlastnosti musi jit zaroven ruku v ruce

s biokompatibilitou a vhodnou dobou biodegradability scaffoldu [16].

Ve své podstaté scaffold nahrazuje mimobunéénou hmotu, kterda ma svj tvar,
strukturu a vlastnosti dané dle toho, jakou tkan nebo organ nahrazuje. Pokud je takovyto
scaffold co nejvice podobny pivodni tkani, mize zajistit pro bunky jiz zminovanou
dobrou adhezi, proliferaci a piisun latek. Z tohoto diivodu jsou i odlisné pozadavky na
jeho vyrobu. Tkanové nosi¢e mizeme rozdélit na vldkenné a nevladkenné. Pro vyrobu
vlakennych nosi¢li se mohou vyuzivat vSechny textilni procesy jako tkani, pleteni,
vyroba netkanych textilii mokrou i suchou cestou, kompozitni materidly a dalsi. Pro
vyrobu nevldkennych nosic¢li se vyuzivaji takové metody, jako je vymyvani castic,
solvent casting, rapid prototyping, vyroba hydrogelu, zpéhovani mechanické a plynem,
lyofilizace (suseni za mrazu) a separace fazi, v n¢kterych ptipadech jejich kombinace.
Vice o téchto metodach vyroby nevlakennych nosic¢a je napsano v knize od Roberta P.

Lanza a spol. Principles of tissue engineering [16].

Anthony Ratcliffe ve svém ¢lanku Tissue engeneering of vascular grafts zminil
obrovskou budoucnost pro tkanové nosice cévnich nadhrad, pokud budou mit tyto

nahrady vhodné mechanické vlastnosti [18].
2.6 Bunécné testovani

Nedilnou souc¢asti vyzkumt tkanového inzenyrstvi je in vitro testovani.
Pomoci bunééného testovani mizeme zjistit cytotoxicitu scaffoldu. Zejména se zjistuje
bunécnd adheze, viabilita, proliferace, diferenciace, migrace a dalSi. Déle budou
v podkapitolach popsany pouze metody testovani pomoci MTT testu, elektronova

a fluorescencni mikroskopie, které jsou vyuzivany v experimentalni praci.
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2.6.1 MTT test

MTT test se pouziva pro urCovani viability bunék. Metoda je zalozena
na redukci Zlut¢ého MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid)
na nerozpustny fialovy formazan. Reakce probiha na mitochondrialni membrané zivych
bunék. Po piidani isopropanolu (okyseleny HCI) se formazan rozpusti a vzniklé fialové
zabarveni se vyhodnocuje spektofometricky pifi vinové délce 570 nm (referencni vinova
délka 650 nm). Vysledna hodnota absorbance roztoku odpovida metabolické aktivité

zivych bungk. Plati ¢im vy$§i naméfena absorbance, tim vice Zivych bunék [19].
2.6.2 Elektronovy mikroskop

Pomoci elektronového mikroskopu mizeme pozorovat adhezi bunék
na vlakenné struktute scaffoldu, nejlépe v porovnani s piivodnim nosi¢em bez bunék.
Ve své podstaté je elektronovy mikroskop obdobou optického mikroskopu.
Misto svételného svazku vyuziva elektrony urychlené elektrickym polem a misto
sklenénych cocek jsou pouzity elektromagnetické Cocky. Pozorovany objekt musi byt
umistén ve vakuu, aby nedochéazelo k interakcim elektron s atmosférou, ktera by
ovlivitovala drahu leticich elektronti. Nejvétsim rozdilem oproti  svételnym
mikroskoptim je jejich velikd rozliSovaci schopnost, mize tak dosdhnout mnohem
vétSitho zvétSeni a to az 1000 000x. Podle pozorovani objektu se elektronové
mikroskopy d€li na rastrovaci elektronové mikroskopy (SEM), které umoZziuji
sledovani povrchu objektu a transmisni elektronové mikroskopy (TEM), které mohou

analyzovat vnitini strukturu vzorku [20].
2.6.3 Fluorescenc¢ni mikroskop

Fluorescen¢ni mikroskopie se pouziva pii studiu adheze a proliferace bunék.
Zobrazuje jiny pohled neZ elektronovy mikroskop, ktery umoZiluje pozorovat bunky
spolecné s vldkennou strukturou. Tato mikroskopie je jedna z nejpouzivanéjSich pro
zviditelnéni urcit¢ latky a struktury v bunice. Zakladem je fluorescencni barvivo
(fluorofor, fluorochrom), coz je latka schopna, po ozafeni svétlem urcité vinové délky,
absorbovat energii a uvoliiovat energii, ktera se projevi jako svétlo 0 delsi vinové délce.
Struktury, které obsahuji fluorochromy zati v obraze mikroskopu Vv riznych barvach

na temném pozadi [21].
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2.7 Materialy pro vyrobu cévni nahrady

Vseobecné materidly pro vyrobu tkanového nosi¢e musi spliiovat Sirokou skalu
narokt, které jsou na n¢ kladeny. Mezi tyto latky patii zejména piirodni a syntetické
polymery nebo jejich kombinace. 1 kdyZz je na trhu cela fada polymeru, ne kazdy

polymer je vhodny pro urcity typ scaffoldu.

Chceme-li uvazovat o vhodnych materialech tkanového nosice pro vyrobu cévni
nahrady, musime zohlednit n€kolik dulezitych vlastnosti, které by m¢la latka spliovat.
Mezi tyto vlastnosti se samoziejm¢ fadi biokompatibilita, coz znamend, ze Vv daném
mist¢ nesmi byt toxicky va¢i organismu a nevyvolavat zanétlivou reakci.
Dale biodegradabilita, ktera urcuje rychlost rozpadu tkanového nosice. Jak je jiz
popsano Vv kapitole 2.4, pfi tomto rozpadu si buiiky tkanovy nosi¢ nahrazuji vlastni
mezibunétnou hmotu a rozpadové produkty jsou z téla vylouceny. V tomto piipadé je
obzvlast dilezitd pravé jeho biokompatibilita. Zaroveil musi umoznit interakci bunék,

jako je adheze, proliferace, diferenciace a produkci extracelularni hmoty [22].

Kromé toho by také materidl mél spliltovat mechanické vlastnosti dané tkané.
V ptipadé cévnich ndhrad to jsou zejména mechanické vlastnosti, které jiz byly zminény
jak u biologickych cév, tak u cévnich umélych nahrad. Mezi n¢ zejména patii pevnost
Vv tahu a tlaku, které dodéavaji tkafiovému nosici cévnich nahrad jeho pruznost a pevnost.

Téchto vlastnosti je zapotfebi nejen pro funkénost nédhrady, ale také pfi jeji implantaci.
2.7.1 Pftirodni polymery

V této kapitole jsou popsany biodegradabilni a biokompatibilni pftirodni
polymery, které byly pouzity v riznych experimentech pii vyvoji cévni ndhrady. Tyto
polymery jsou a mohou byt samoziejmé aplikovany i v jinych odvétvich tkanového
inzenyrstvi, vyskytuji se i jako soucast biologickych tkani. V pfipadé cév se jedna

hlavné o kolagen a elastin.
Kolagen

Kolagen je hlavni slozka extracelularni matrix pojivové tkané. Jedna se
0 nerozpustny skleroprotein, zajistuje celistvost a pevnost tkani, ve kterych je obsaZen.
Je to jeden z nejvice se vyskytujicich proteint v Zivych organismech. V téle savci tvori

25-30 % vsech proteinti. Kolagen je obsazen v chrupavkach, kloubech, kostech, kiizich,
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cévach atd. Zaroven je to velmi trombogenni material, ze kterého by nebylo vhodné
vyrabét vnitini vrstvu cév. V souCasné dobé je zndmo nejméné 27 typt kolagend,
ale 80-90 % kolagenu v lidském téle se sklada z typu I, II a III. Sklada se z fetézcu alfa
1 a alfa 2, které se malo lisi poradim aminokyselin. Tyto fetézce tvoii trojitou spiralu,
ktera se nazyva tropokolagen a je zékladni jednotkou kolagenu. Pomoci hydrolyzy lze
Z kolagenu ziskat zelatinu. Vafenim se kolagen pfeménuje na glutin, coz je latka

s rosolovaci schopnosti a dilezita slozka zelatiny [23] [16].

Kolagen typu I, II, III a IV je obsazen v jednotlivych vrstvach cév, jak jiz bylo
popsano v kapitole 2.1.3.

K ptipravé kolagennich vldken pomoci elektrostatického zvlakniovani se pouziva
roztok lyofilizovaného kolagenu v 1,1,1,3,3,3-hexafluoropropan-2-olu, 2,2,2-
trifluorethanolu  nebo  1,1,1,3,3,3-hexaflouropropan-2-onu.  Nevyhoda  téchto
rozpoustédel je v jejich cené a ekologické Setrnosti. Bohuzel pii pouziti jinych
rozpoustédel dochédzi k poruseni kolagenni struktury a tim padem ke ztraté¢ jeho
vlastnosti, jako je napiiklad jeho nerozpustnost ve vodném prostiedi a mechanicka
pevnost. Tato fakta komplikuji ptipravu nanovlaken z kolagenu v laboratornim prostiedi
a zaroven zavrhuji jejich ptipadnou primyslovou vyrobu. Resenim by byla piiprava
smésnych vldken, kde by kolagen zastupoval sekundarni slozku a primarni slozkou

by byl jiny, Iépe zvlaknitelny, polymer [24].
Elastin

Elastin je téméf nerozpustny protein vyskytujici se v mimobunééné hmoté
spoleéné s kolagenem. Ma elastické schopnosti, diky nimZz pomaha navratit tkan
do ptivodniho tvaru. Z divodu jeho nerozpustnosti se pouziva jeho forma alfa — elastin,
eventudlné tropoelastin, coz jsou bilkoviny tvofici elastin. Pouziti tropoelastinu
v tkanovych nahradach s malym prisvitem muze byt velice pfinosné z hlediska jeho
elestatickych vlastnosti, které studoval Li a kolektiv [25]. Elastin je povazovan za
netrombogenni material a 1ze ho, na rozdil od kolagenu, pouzit pro vyrobu vnitini

vrstvy tunica intima.
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Li a kol. vroce 2005 [25] ve svém clanku popisuji, Ze tropoelastinu ma po
a kolagen. Porovnani téchto elastickych vlastnosti dokazuje, ze tropoelastin

je nejvhodnéjsi pro vyrobu tkanového nosice [25].
2.7.2 Syntetické polymery

Na syntetické polymery jsou kladeny podobné naroky jako na pftirodni
polymery. Vyhoda syntetickych polymer spo¢iva ve snadnéj$im zpracovani a lepsi
skladovatelnosti, nez je tomu u polymerd pfirodnich. Scaffoldy mohou byt vyrobeny
s pozadovanymi  vlastnostmi, jako je naptiklad reprodukovatelnost diky
zachovani molekulové hmotnosti v jednotlivych Sarzich. K syntetickym materialim
patii naptiklad kyselina polyglykolovda (PGA), kyselina polymlééna (PLA),
polykaprolakton (PCL) a dalsi, o kterych se zminuji naptiklad Lanza a Langer ve své

knize Principles of tissue engineering [16].
Kyselina polyglykolova (PGA)

Kyselina polyglykolova je tuhy termoplasticky material s vysokou krystalinitou
46-50 %, skelnym ptfechodem pohybujicim se okolo 35-40 °C a teplotou tani okolo
230 °C. PGA je biodegradabilni polymer a muize byt vyuzivan v medicinskych
aplikacich. Produktem degradace je kyselina glykolova, coz je piirozeny metabolit,
to ovSem nemusi byt vyhodou, protoze pii vysSich koncentracich mtize dojit k okyseleni
a k poskozeni tkan¢. Kone¢nymi rozpadovymi produkty PGA je oxid uhli¢ity a voda.
Tyto slozky poté té€lo vylouci ptes dychaci systém ¢i moci. Kyselina polyglykolova
se muze zpracovavat vyrobou extruze, vstiikovanim, lisovanim, avsak je vysoce citliva
na hydrolytickou degradaci, proto by se mély peclivé kontrolovat a fidit vyrobni
podminky [16].

Kyselina polymlééna (PLA)

Jelikoz ma molekula kyseliny mlééné chiralni centrum, vyskytuje se ve dvou
izomernich formach d (-), | (+) a v racemiské smési (d, 1). Polymery z této slouceniny
jsou obvykle oznacovany pravé pomoci jejich chirality. U tohoto polymeru se teplota
skelného piechodu pohybuje mezi 60-65 °C a teplota tani kolem 155 °C. PLA je vice
hydrofobni nez PGA a zaroven tak odolné&jsi pii styku s vodou, nez je tomu u PGA.

Podobn¢, jako tomu je u kyseliny polyglykolové, tak i u kyseliny polymlécné
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je produktem degradace kyselina mlécna, ktera se bézné nachazi v lidském organismu

a je vylu¢ovana ve formé vody a oxidu uhli¢itého [16].
Polykaprolakton (PCL)

Polykaprolakton je v dnesni dobé jeden znejpouzivangjSich syntetickych
polymerit v oboru tkanového inzenyrstvi. Jednd se o semikrystaliticky polymer
s teplotou skelného ptfechodu piiblizné okolo —60 °C. Polykaprolakton se vyznacuje
nizkou teplotou tani a to kolem 60 °C, coz neni vhodné pro vSechny sterilizaéni metody
(mize tak dojit ke znehodnoceni povrchu tkanového nosice). Pivodné bylo PCL
zkoumano jako mozny biomateridl. Bylo zji§téno, ze tento materidl degraduje
za pomoci mikroorganismii a byl vyhodnocen jako biodegradabilni pro obalové
materidly. Pozd¢ji bylo zjisténo, ze degradace polykaprolaktonu probiha jak
hydrolytickou, tak i enzymatickou degradaci v lidském téle. Rychlost degradace tohoto
materiald je vyrazné mensi, nez tomu je u PLA, a proto se soblibou vyuziva na
dlouhotrvajici tkanové nosice bungk ¢i aditiv v podobé 1éka. Jako ostatni polymery, tak
i polykaprolakton muze byt kombinovan s dal§imi polymery. Vznikem takového

kopolymeru je mozno ovlivnit jeho degradaci [16].

Milleret a kolektiv v roce 2012 [26] ke svému vyzkumu na téma Viiv priuméru
vidaken povrchu cévni nahrady na krevni ¢innost vyuzili kopolymeru kyseliny glykolové
a mlééné PLGA v porovnani s DP (polyester-uretan) ve dvou koncentracich (15%
a 25%). DP byl rozpustén v hexafluorpropylenu a chloroformu v poméru 25:75. Naopak
PLGA pouze v chloroformu. V obou koncentracich byla naméfena vlakna s menSim
praimérem u roztoku s PLGA. Vldkna pod 1 pm byla namétena z vysledki 15%
koncentrace jak v ptipadé PLGA, tak i DP. Studie prokazala, ze u vlaken s primérem
pod 1 um nevznika tolik trombtl, jako tomu je u vldken s primérem nad 1 pm. Tato
studie poukazuje na to, Ze z tohoto diivodu by prvni vrstva tkanového nosi¢e méla byt

S co nejmen$im prumérem vldken [26].

Kopolymer kyseliny mlééné a polykaprolaktonu P(LLA — CL) (70:30) vyuzil ve
své praci Dong a kolektiv vroce 2008 [27]. Zabyvali se dlouhodobou viabilitou
hladkosvalovych bunék prasat na nanovldkenném nosi¢i po dobu 105 dni. Vysledky
ukazaly, ze bunky rostly velice dobfe a vyrazn¢ nezvysily rychlost degradace

kopolymeru. Dale byla dokazana produkce extracelularni matrix buitkami [27].
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Obrazek 14. Kultivace hladkosvalovych bunék po (A) 5, (B) 17, (C) 70 a (D) 105 dnech na nanovidkenném nosici
[27]

Cottam a kolektiv v roce 2009 [28] provedli studii zamé&fenou na sterilizaci
polykaprolaktonu pomoci gama zafeni. Bylo zjisténo, ze sterilizace gama zafenim nema
nepiiznivy vliv na povrchové vlastnosti tkanového nosic¢e a ze nema vliv na adhezi ani
proliferaci bunék. Bunky se chovaly stejné, jako by byl tkanovy nosi¢ sterilizovan
Vv laboratofi, naptiklad za pomoci ethanolu. Dale bylo zjisténo vyrazné snizeni rychlosti

degradace polykaprolaktonu po uc¢inku sterilizace gama zafenim [28].

Kombinaci syntetického polymeru PCL a pfirodniho kolagenu (1:1) zkoumali
Tillman a kolektiv vroce 2009 [29]. Ve své praci se zabyvali stabilitou in vivo
zvlaknéného cévniho tkanového nosice. Podrobnéji zjistovali mechanické vlastnosti
a chovani bun¢k po mésici v kralicim organismu. Kolagen typu I byl pouzit z teleci
kaze, endotelové a hladkosvalové bunky pak zovce. Tyto bunky byly nasazené
na scaffold a 5 dni kultivovany za pomoci bioreaktoru. Bylo zjisténo, ze kombinace
materialu polykaprolakton/kolagen podporuje adhezi a proliferaci jak endotelotelovych,
tak 1 hladkosvalovych bunék. Déle se prokazala vyssi pevnost v tahu pfed implantaci

nez u biologické krali¢i tepny. Po meésici v krali¢im organismu tato pevnost klesla
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az pod pevnost normalni krali¢i tepny. Na konci tohoto vyzkumu ztistala céva prichozi
a celistvd, coz je dikazem toho, Ze i kdyZz pevnost po implantaci klesla, stale byla

dostatec¢na, aby vydrzela tlak, ktery na ni pasobil v organismu [29].

Ju a kolektiv roku 2009 [30] vyuzili ve své praci PCL a kolagen I 1:1. Prace byla
zalozena na piipravé dvouvrstvého tkanového nosice. Bylo zjisténo, Ze hladkosvalové
bunky lépe proliferuji na scaffold s vétSimi pory a vétSimi priméry vldken. Naopak
vladkna malého priméru svédci endotelovym bunkédm a podporuji jejich rist a adhezi.
Aby bylo vyhovéno obéma typiim bunék, byl vytvoren dvouvrstvy tkdnovy nosic, ktery
mél vnitini sténu s vldkny o priméru 0,27 um a vnéjsi sténu s vlakny 0 pruméru 4,45
um. Vysledky ukazaly, ze takto vyrobeny tkanovy nosi¢ vyhovuje obéma typiim bun¢k,

podporuje pozadovanou adhezi a proliferaci, je biokompatibilni, biodegradabilni

s dobrymi mechanickymi vlastnostmi [30].

Obrazek 15. Snimky z fluorescencniho mikroskopu. (4) Endotelové buiiky na vnitini strané scaffoldu (oznaceny
zelené) a (B) hladkosvalové buriky na vnéjsi strané scaffoldu (oznaceny cervené). Modie odbarvena bunécnd jadra
(DAPI). Céra stupnice znact 500um (zvétseni 100x) [30]

Dalsi praci, kterd byla tentokrdt zaméfena na strukturu povrchu tkanového
nosice a proliferaci krysich endotelovych bunék provedl Xiang a kol. roku 2011 [31].
Xiang mezi sebou porovnaval vlakenny nosi¢ pouze z polykaprolaktonu (PCL),
z kombinace pavouciho hedvabi (pNSR32)/PCL v poméru 5:95 a kombinace
PNSR32/PCL/ zelatina (Gt) v poméru 5:85:10. Ze strukturdlniho hlediska byla
hodnocena porozita a tloustka vlakna. Tkanovy nosi¢ pNSR32/PCL/Gt mél veétsi
porozitu (86 %) nez nosi¢ z kombinace pavoucich pPNSR32/PCL a samotného PCL,
kter¢ meély porozitu shodnou (82 %). Tento nosi¢ mé¢l zaroven i1 vlakna o vetSim
priméru (116 nm) nez scaffoldy z pNSR32/PCL (113 nm) a samostatného PCL (111

nm). Dale byla dokazana i vétsi proliferace endotelovych bun¢k na scaffoldu ze vsech
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zminénych slozek pouzitych materidlti. Otazkou jsou vSak mechanické vlastnosti

tkanového nosice, které nebyly zjistovany [31].
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Obrazek 16. Snimky fezii thanovych nosicit po 7 dnech kultivace krysich endotelovych bunék (400x): (A) PCL, (B)
pNSR32/PCL, (C) pNSR32/PCL/Gt [31]

~
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3 Experimentalni ¢ast

Cilem této diplomoveé prace bylo vytvoftit tkanovy nosi¢ cévni ndhrady skladajici
se ze dvou vrstev simulujicich vrstvu tunica intima a tunica media pomoci
elektrostatického zvldknovani na kolektor v podobé rotujici tycky. Tato vyroba
probihala za piedpokladu, ze pro vytvofeni nahrady vnitini vrstvy je potiebna tvorba
bazalni laminy, na které porostou endotelové buiiky. Tato bazalni lamina by méla byt
tenkd, neorientovana vldkenna vrstva S malymi péry a vlakny o malém prameéru,
z dtivodu dobré adheze endotelovych bunék, které rostou ve sméru toku media (krve).
Dale by neorientovana vlakenna vrstva méla zamezit prorastani hladkosvalovych bunék
vnitini vrstvy. Ve vrstvé nahrazujici stfedni vrstvu je naopak potfebna orientace vlaken
s vétsimi pory pro hladkosvalové bunky. Nasledné byla nanovlakenna vrstva podrobena

in vitro bunéé¢nému testovani.
3.1 Material

Ke zvlaknovani byl pouzit synteticky polymer polykaprolakt (Sigma — Aldrich,
Mn = 45000) rozpustény v chloroformu (Penta), ethanolu (Penta) akyseliné octové
(Penta).

0

+C—(CH;)5—-01

Obrazek 17. Polykaprolakton [16]

Jak jiz bylo feceno v uvodu experimentalni €asti, pro ndhradu bazalni laminy
jsou dulezita vlakna s malym pramérem. Kvuli této skutecnosti musela byt nalezena
spravna koncentrace roztoku polykaprolaktonu s vhodnym rozpoustécim systémem.
Zvlaknéné byly tii koncentrace PCL (16%, 17% a 18%) v rizném poméru slozek
Vv rozpoustécim systému chloroform — ethanol — kyselina octova v pomérech 6-1-3, 7-1-
2, 8-1-1. JelikoZ se jednalo pouze o porovnani a nalezeni vhodné vladkenné vrstvy,
probihalo zvlaknovani na plochy kolektor. Zvlakinovani probihalo pii napéti 20kV,
V 15cm vzdalenosti kolektoru od jehly, davkovani roztoku 2 ml/h. pii teploté 21 °C
arelativni vlhkosti vzduchu 30 %. Primérnéd tloustka vldken byla vyhodnocovéna
v programu NIS Elements Ar. Nasledné z téchto vysledkt byly vytvoreny histogramy,

které jsou v ptiloze 1.
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Pro zvlakilovani na rotujici tycky byl vybran roztok 16% koncentrace PCL
V rozpous$técim systému 8-1-1, jehoz histogram je vyhodnocen v grafu 1. Z grafu
je patrné, ze z vétsi Casti pramér vlaken dosahoval hodnoty v rozmezi 100-200 nm.
Déle podle snimkl z elektronového mikroskopu nastaly nejmensi deformace vlaken
pravé pfi pouziti tohoto roztoku. Tato zvldknénd struktura na plochy kolektor
je znazornéna na obrazku 18. Snimky z elektronového mikroskopu téchto a ostatnich

vlakennych struktur jsou v pfiloze 2. Pfi koncentracich PCL niz§ich nez 15 % jiz

dochazelo k tvorbé defektu.
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Graf 1. Histogram namérenych vidken 16% PCL v 8-1-1

Obrazek 18. Zvlaknéné 16% PCL 8-1-1 na plochy kolektor. Zvetseni 1500 %; méritko Sum
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3.2 Zarizeni na vyrobu scaffoldu

Na Technické univerzit¢ v Liberci byla navrhnuta a postavena stabilni
konstrukce zafizeni pro vyrobu cévnich nahrad. Jedna se o zafizeni, které je tvofeno
hlinikovymi profily, vzajemné pospojovanymi tak, aby byla zajisténa jeho pozadovana
tuhost. Ve spodni ¢asti zafizeni jsou umistény Ctyfi vySkou regulovatelné stojiny,
zarucujici jeho vyvazenost. Pro stejnomérnost tloustky cévni nahrady je zajistén
linearni pohyb jehly (elektrody) v horizontalnim sméru. Jehla je pohanéna pneumaticky
zatizenim dodaném firmou Festo (obrazek 19A), které je umisténo ve spodni casti
stroje. Dva piepinace polohy umisténé na pohonné jednotce umoziuji prepinani
linearniho posuvu tam a zpét pomoci pneumatického systému. Témto dvéma
pfepinaciim polohy je moZno nastavit libovolnou vzdalenost mezi sebou, ktera urcuje
vzdalenost linearniho posuvu. Na pohonné ¢asti linearniho posuvu je umisténa
zvlaknovaci jehla (obrazek 19B), do které vede hadicka s roztokem zvlaknovaciho
polymeru z plastové stiikacky. Davkovani roztoku je fizeno elektrickym linearnim
pohonem pomoci linearni pumpy (kd — Scientific 100, USA). Dalsi pohonna ¢ast této
konstrukce je jiz zminovany uzemnény rotujici kolektor nad jehlou. Rotujici kolektor
je ve tvaru tyCky z nerezové oceli o priméru 1-6 mm. Z jedné strany je pohon tycky
zajistén zafizenim Dremel (Model 4000) a jeho skli¢idlem. Z druhé strany je tycka
zajisténa pomoci dvou lozisek, ktera jsou usazena v pouzdru. Zatizeni Dremel je volné
poloZeno vedle celé konstrukce a pomoci ohebné hiidele pfenasi poZadovanou rychlost
otaCeni ke kolektoru. Rotujici kolektor umoznuje wuzivateli nastaveni raznych
vzdalenosti od elektrody. Elektroda je napajena vysokonapétovym zdrojem (Spellman
SL150). Zafizeni na vyrobu scaffoldu, jenz je mozné vidét na obrazku 20, bylo
umisténo do digestofe vybavené odvétravanim, kvili dostateénému odvodu vypari

Z rozpoustéciho systému.

Obrazek 19. A)Posuvné zarizeni. B) Zvldkiovaci jehla na pohonné casti linedrniho posuvu
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Obrazek 20. Zvidknovaci zafizeni a jeho 3D schéma 1) Injekcni stiikacka s polymerem 2) Pohonnd cdst linedrniho
posuvu 3) Jehla 4) Rotujici kolektor 5) Prepinac polohy.
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3.3 Vyroba scaffoldu

V prvé fad¢ byla vyrabéna nahrada bazalni laminy jako prvni vrstva tkanového
nosice. Cilem bylo prozkoumat cilenou neuspotfadanou strukturu vlaken, kterd byla
zajiSténa minimalnimi otackami tyCky. Daéle primér a piipadné deformace vlaken
vzniklé pfi zvlakinovani na rotujici tycku. Tloustka scaffoldu byla priblizné 800 pm,
aby se dala bezpecné bez poskozeni stahnout ztycky. U této prvni vrstvy byla
zkoumana pouze jeji vnitini strana z divodu proliferace endotelovych bunék na této

strané nosice.

Po vyrobeni vlakenné vrstvy zastupujici bazalni laminu se na jeji vnéjSi Cast
pokracovalo ve zvlakiovani druhé vrstvy nahrazujici vrstvu tunica media. Jak bylo
feCeno v tivodu experimentalni ¢asti této diplomové prace, je dilezita orientace vlaken
z divodu tspésné proliferace hladkosvalovych bunék. Tuto orientaci je mozné ovlivnit
regulovanim otaéek rotujiciho kolektoru. Z diuvodu vzniklych obtizi optimalizace
vyroby bazalni laminy, které budou popsany v kapitole 3.4, nebyla tato problematika
detailné feSena. Pokus o vyrobu samotné vrstvy byl jiz na Technické univerzité
v Liberci usp&né proveden vroce 2013. Tehdy bylo na 6mm rotujici tycku
zvlaknovano 18% PCL rozpusténé v chloroformu a ethanolu v poméru 9:1 a nejvétsi

orientace vlaken bylo dosazeno pii obvodové rychlosti 282,6 m/min [32].

Jak bylo feceno v kapitole 2.1.3, cévy se skladaji navic ze tfeti vrstvy, ktera
se nazyva tunica adventitia. Tato vrstva nebyla vyrdbéna z diivodu predpokladu

samovytvoteni v organismu.
Parametry vyroby

Parametry vyroby, jako je zvolené napéti, primér jehly, vzdalenost jehly
od kolektoru, rychlost davkovani polymeru v plastové stiikacce a otacky rotujici tycky,
byly nastavovany a ménény podle vzniklé vldkenné struktury. Proces zvlaknovani

probihal 70-80 minut pfi 21-23 °C a relativni vlhkosti vzduchu 40 %.
Analyza vlakenné struktury

Po sejmuti tkanového nosice z ty¢ky byly zhotoveny vzorky, které se nasledné
nalepily na ter¢ik. Ter¢ik se vlozil do zlaticky (Quantum, Q150R — ES) a byl potaZzen

vrstvou zlata o tloustce 5 nm. Poté byl vlozen do skenovaciho -elektronového
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mikroskopu (Phenom, FEY), zjehoz snimkd byla pozorovana vlakenna struktura

vzorkd.
3.4 Struktury vytvorenych vlakennych vrstev scaffoldu

Prvni dva nosie byly vyrobeny dle podminek zvldknovani uvedenych
v tabulce 1. Jak je vidét na obrazku 21A, u prvniho nosi¢e na vnitini strané vlakenné
vrstvy zacalo dochézet k deformacim vladken. Naopak tomu bylo na jeho vnéjsi strané¢
(obrazek 21B), proto byla dale vénovana pozornost pouze vnitinim sténam, které
prichazeji do styku s rotujicim kolektorem (tyCkou). Pro eliminaci téchto deformaci
byly upraveny podminky zvlakinovani druhého nosic¢e. Eliminace téchto defekti vSak
nebyla Gspésna, jak je vidét na obrazku 22. Byly tedy zkoumany jiné divody vzniku

téchto deformaci.

Tabulka 1. Podminky zvldkiiovant nosicit

NP w Vzdalenost jehly Davkovani Pramér jehly
Oznaceni nosice | Napéti [kV] od tycky [cm] [mi/h] [mm]
1 15 15 2-3 0,7
2 8 17 2-3 0,7

Obrazek 21. Prvni vyrobeny nosic. A) Vnitini strana nosice. B) Vnéjsi strana nosice. Zveétseni 1000%; méritko 110um
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110pm

Obrazek 22. Vnitini sténa druhého nosice. Zvétseni 1000 x; méritko 110 um

3.4.1 Pridavny plochy kolektor

Jednim moznym divodem, pro¢ se prvni vrstva vlaken pii styku s rotujici ty¢kou
deformuje, je vysoka intenzita elektrického pole Vv okoli cylindrického kolektoru
Smalym primérem. Z tohoto divodu bylo navrhnuto nad rotujici tycku umistit
uzemnény plochy kolektor (obrazek 23), ktery by caste¢né tuto vysokou intenzitu

elektrického pole kolem rotujici ty¢ky narusil a tycka se chovala jako sbéra¢ vlaken.

Obrazek 23. Zvlaknovaci zarizeni s pridavnym plochym kolektorem
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Pro ptedstavu velikosti a rozlozeni intenzity elektrického pole v okoli rotujici
ty¢ky bylo zvldknovaciho zafizeni bez i s pfidavnym plochym kolektorem v riiznych
vzdalenostech od ty¢ky vymodelovano v programu COMSOL Multiphysics. Zafizeni
bylo konstruovano v fezu ve Ctyfech usporadanich, a to: bez ptidavného kolektoru
a s ptidavnym plochym kolektorem ve vzdalenostech 5 cm, 1 ¢cm, 0,5 cm od rotujici

ty¢ky. Vysledky jsou znazornény na obrazku 24, 25 a 26.

Surface: Zlectric potential (V) Arrow: Electric field
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Obrazek 24. Zvilaknovaci zarizeni bez pridavného kolektoru
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Surface: Electric potential (V) Arrow: Electric field
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Obrazek 25. ZVldknovaci zarizeni s piidavnym kolektorem ve vzdalenosti 5 cm od rotujici tycky

Surface: Electric potential (V) Arrow: Electric field
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Obrazek 26. Zvlaknovaci zarizeni s pridavnym kolektorem ve vzdalenosti 1 cm od rotujici tycky
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Na obrazcich 24-26 jsou zobrazeny vysledky zprogramu COMSOL
Multiphysics. Z téchto vysledkd mizeme vidét vyrazné vyssi intenzitu elektrického pole
Vv okoli cylindrického kolektoru oproti uspotadani experimentu s deskovym kolektorem.
A tim bylo potvrzeno, Ze umisténim ptidavného deskového kolektoru na rotujici

valcovy kolektor dojde ke snizeni intenzity elektrického pole.
3.4.2 Vysledky s pridavnym plochym kolektorem

Na zéaklad¢ vysledkt z programu COMSOL Multiphysics bylo dale zvlaknovano
na rotujici tycku s pfidavnym plochym kolektorem ve vzdalenostech 0,5-3 cm.

Podminky, za kterych zvlakinovani probihalo, jsou zaznamenany v tabulce 2.

Tabulka 2. Podminky zvidkitovani nosicii s pridavnym kolektorem

Vzdalenost Primer
Oznaceni | Napéti Vzdalenost jehly ty¢ky od Davkovani il
nosice | [kV] od tycky [cm] plochého [mi/h] Emmﬁ
kolektoru [cm]
3 10 20 3 2-3 0,7
4 10 20 1 2-3 0,7
5 20 20 1 2-3 0,7
6 20 20 0,5 2-3 0,7
7 10 25 1 2-3 0,7
8 10 25 0,5 2-3 0,7

Jak je zaznamenano v tabulce 2, byla vyzkouSena vyroba nahrady bazalni
laminy pfi riznych uspofadanich experimentu. VétSina vyslednych snimki
z mikroskopu ovSsem ukazala, Ze dochazi k podobnym deformacim, jaké jsou
znazornény na obrazku 21A a 22. Vyjimka nastala v pfipadé nosi¢e s oznacenim 4,
jehoz struktura je zobrazena na obrazku 27 a podminky zvlaknéni v tabulce 2. Piesto, Ze
na této struktufe doSlo k malym deformacim vlédken, byla tato struktura podobna té
zvlaknéné na plochy kolektor, zobrazené na obrazku 18 v kapitole 3.1. Kvuli dobrému
vysledku byl pokus o vyrobu totozné struktury zopakovan za stejnych podminek.
Jednou s pridavnym kolektorem a jednou bez ptidavného kolektoru pro srovnani. Jak je
vidét na obrazcich 28A a 28B, vladkenna struktura vnitini stény vykazovala opét
deformace. Tentokrat ale mnohem vétsi deformace vykazovala vlakenna vrstva, ktera

byla zvldknéna za pomoci ptidavného kolektoru. TudiZz se vyznamny vliv pfidavného
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plochého kolektoru pii zvlaknovani nepotvrdil. Ostatni snimky z elektronového

mikroskopu jsou Vv ptiloze 3.

G g “a J P,
»’ 77 Z f’é : ’:.‘ 7 " “
) 2 Lo (‘ p
i a o2, /

Obrazek 28. Zvldknénd vidkennd struktura. A) Bez pridavného kolektoru. B) s pridavnym kolektorem. Zvétseni
1000%; méritko 120 um
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3.4.3 Nerezova a uhlikova rotujici tycka

Z divodu obtizného sundavani vldkenného nosi¢e znerezové tycky byla
pofizena kompozitni uhlikovd ty€ka se stejnym primérem s pifedpokladem mensi
adheze nanovldkenné vrstvy na uhlikovy kompozit. Tento ptedpoklad se vSak
nepotvrdil, nebot’ se ukézalo, Ze adheze je pro oba materidly stejna. Zvldknovani
probihalo zvlast’ na uhlikovou a nerezovou tycku za podminek stejnych jako v ptipadé
nosi¢e ¢.4. Byl vynechan piidavny plochy kolektor z divodu popsaného na
konci kapitoly 3.4.2, dale byla fizena relativni vlhkost vzduchu mezi 25-30 %
a zajiSténa minimalni obvodova rychlost rotace tycky bez zafizeni Dremel. Relativni
vlhkost vzduchu a minimalni obvodova rychlost byly zamérné sniZzeny z dalSiho

mozného davodu deformaci vlaken.

Obrazek 29. Vidkenna vrstva na uhlikové tycce

Po ziskani snimkii z elektronového mikroskopu bylo zjiSténo, Ze na uhlikové
tyéce nedochazi k deformaci ,slinuti“ vlaken (obrazek 30A). Naopak V porovnani
na nerezové ty¢ce opét dochazi k deformaci vlaken, jak je mozné vidét na obrazku 30B.
Pokus byl opakovan a snimky z elektronového mikroskopu byly identické
s predchozimi vysledky. Dalsi snimky zvlaknéné vnitini vlakenné vrstvy na uhlikovou

ty¢ku jsou v priloze 4.
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Obrazek 30. Vidkennd vrstva A) z uhlikové tycky B) z nerezové tycky. Zvétseni 1000, méritko 120 um

Z dosavadnich vysledk byl vliv sniZeni relativni vlhkosti vzduchu vyloucen
asnim i minimalni rychlost otaeni kolektoru. Dal§i z mozného divodu, pro¢ je
na uhlikové tycce lepsi vlakenna vrstva, mize byt jeji velky mérny elektricky odpor

oproti nerezové tycce.

V piipadé uhlikové kompozitni ty¢ky byl vypocitan mérny elektricky odpor
2,38 Q.m. A u nerezové tycky 6,616 x 10° Q.m. Ob& tycky byly dlouhé 47 cm
S primérem 6 mm. Jelikoz se ale jedna o uhlikovy kompozit, bude jeho vodivost

pokazdé jina, v zavislosti na vyrobé a vyrobci.

Dale byl vizudlné¢ porovnadn na elektronovém mikroskopu (VEGA3 SB;
TESCAN) vzorek povrchu nerezové a uhlikové tyCky. Na obrazku 31 je vidét,
ze povrch nerezové tycky neni hladky. V ptipadé povrchu uhlikové kompozitni tycky
jsou vidét zalita uspotradana uhlikova vlakna, ktera diky své pravidelné orientaci mohou

mit také urcity vliv na vznik defektll na vnitini strané vlakenné vrstvy scaffoldu.
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VEGA3 TESCAN|

SEM HV: 30.0 kV SEM MAG: 40 x VEGA3 TESCANJ  SEM HV: 30.0 kv SEM MAG: 200 x

WD: 15.12 mm Det: SE 2mm
View field: 10.4 mm Date(m/dly): 04/28/14 FT TUL Liberec

WD: 12.73 mm Det: SE 500 pm

View field: 2.08 mm Date(m/dly): 04/28/14 FT TUL Liberec

1

SEM HV: 30.0 kV. SEM MAG: 55 x VEGA3 TESCANJ SEMHV:30.0kV  SEM MAG: 200 x VEGA3 TESCAN
WD: 11.21 mm Det: SE 2mm WD: 11.72 mm Det: SE 500 ym
View field: 7.58 mm Date(m/dly): 04/28/14 FT TUL Liberec View field: 2.08mm Date(m/dly): 04128/14 FT TUL Liberec

Obrazek 31. Povrch nerezové a uhlikové tycky. A) Nerezova tycka. Zvétseni 40%, méritko 2 mm. B) Nerezova tycka.
Zvetseni 200 %, meritko 500 um. C) Uhlikova tycka. Zvétsent 40 %, meritko 2 mm. D) Uhlikova tycka. Zvétseni 200 x,
meéritko 500 um.

Nevyhodou grafitové tyc¢ky bylo jeji uchyceni ve skli¢idle zvlakiiovaciho stroje.
Po upnuti dochézelo k poskozeni tycky vuci sevieni skli¢idla, jak je mozné vidét
na obrazku 32A a opakované pouziti tohoto kolektoru by nebylo mozné. Proto bylo

vyrobeno nerozebiratelné pouzdro S nerezovym nastavcem pro uchyceni ve sklicidle

(obrazek 32B).

Obrazek 32. A) Poskozena uichytova cast na uhlikové tycce. B) Pouzdro pro uchyceni uhlikové tycky

47



3.4.4 Vybrany scaffold pro biologické testovani

Pro biologické testovani byl vybrdn nosi¢ S oznacenim ¢&islo 4. Jednalo
se o scaffold s nejlepsi zvlaknénou strukturou, jak je uvedeno v kapitole 2.4.2.
Makroskopicky snimek zvlaknéného scaffoldu je na obrazku 33. Vnitini strana

vladkenné struktury byla podrobena méfeni primeéru vlaken a porovitosti.

Obrazek 33. Vyrobeny scaffold

Pramér vlaken

Tloustka byla méfena na 100 vldknech z n€kolika detailnich snimka vldkenné
struktury pofizenych z elektronového mikroskopu a vyhodnocenych v programu NIS
Elements Ar. Na obrazku 27 této vlakenné struktury jsou vidét i vlakna o vétSim
priméru nez 1 um. Z tohoto divodu bylo zvlast’ provedeno métfeni primérné tloustky
vldken do 1 pum a nad 1 um. Primérna tloustka vldken do 1 pm cinila
435,73 +215,64 nm. Dale primérnd tloustka nad 1 pm byla vyhodnocena

na 2,4+ 0,64 um. Z namétenych hodnot byly vytvofeny dva histogramy, které jsou
v grafu 2. Zaznam hodnot je v ptiloze 5.
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Graf 2. Histogram namérenych primérii vidken.
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Velikost poru

Priméra velikost porti byla odhadnuta na 3,78 + 2,2 um® pomoci prahovéni
v programu Lucia 4.82 od firmy LIM, na stejnych snimcich jako byla méfena primérna
tloustka vlaken. Jelikoz primérna velikost endotelovych bunék je 10-20 pm [33],

endotelové buiky by se nemély dostat skrz vlakennou strukturu.
3.5 Biologické testovani na vlakenné vrstvé scaffoldu

Jak jiz bylo popsano v kapitole 3.4.4, pro biologické testovani byl vybran
vlakenny nosi¢ s oznacenim ¢islo 4. Testovani probihalo Vv laboratofich tkanového
inzenyrstvi Katedry netkanych textilii na Technické univerzité v Liberci. Zejména bylo
zjistovano, zda je nosi¢ vhodny pro bunétnou adhezi a proliferaci. Provedené
laboratorni postupy jsou popsany v této kapitole. Jednotlivé kroky téchto postupt jsou

uvedeny v piiloze 6.
3.5.1 Priprava vzorki

Za ucelem ziskani vzorkl byl scaffold (obrazek 33) podélné rozstizen a pomoci
dérovacky z n¢j byly vystfizeny kruhové vzorky o priméru 5,5 mm. Velky ohled byl
bran na to, aby se scaffold osadil buiikami na vzorky vlakenné vrstvy z vnitini strany
nosice, predstavujici ndhradu bazalni laminy. Takto pfipravené vzorky byly vloZeny
do 96 jamkovych kultiva¢nich desti¢ek pro prvni, téeti, sedmy a ¢trnacty den testovani.
Do kazdé¢ desticky bylo vlozeno 7 vzorkt vladkenného cévniho nosice pro testovani:
4 MTT test, 1 fluorescenéni a 2 elektronova mikroskopie. Jako kontrolni material bylo
pouzito 7 vzorku ze zvlaknéného 16% PCL (8-1-1) pro porovnani bunétné adheze
a proliferace. Tento material, jehoZ primér vlaken byl vyhodnocen na 321 £ 146,67 nm,
byl zvlaknén na pfistroji Nanospider a pouzit z divodu prokazatelné dobré bunécné

proliferace na takto vyrobené vlakenné vrstve.
3.5.2 Osazeni scaffoldu buiikami

Scaffoldy byly osazeny lidskymi endotelovymi buiikami (Human Umbilical
Vein Endothelial Cells; HUVEC) od firmy Lonza. VSechny vladkenné nosice byly po
dobu 30 min. sterilizovany 70% ethanolem a poté pétkrat promyty sterilnim PBS
(phosphate-buffered saline — fosfatovy puftr, pH 7,4).
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Z kultivaéni lahvicky s buitkami HUVEC bylo odsato medium EBM-2
(Endothelial Cell Basal Medium-2, Lonza) a buiky byly oplachnuty sterilnim PBS.
Dale byly piidany 2 ml trypsinu (proteaza), diky némuz dojde k uvolnéni bunék od dna
kultivaéni lahvicky. Po uvolnéni bun¢k bylo pfidano 6 ml media EBM-2. Bunky byly
resuspendovany a pomoci automatické pocitacky bunék (LUNA, Logos
biosystems) byla zjisténa koncentrace bunék na 1 ml bunééné suspenze. Na kazdy nosi¢
a do jamek pozitivni kontroly bylo naneseno 200 pl bunééné suspenze s finalnim
po&tem bun&k 1x10%. Jako negativni kontrola byly pouZity stejné scaffoldy ovSem bez
bun¢k, pouze s Cistym médiem (EBM-2). Oproti tomu jako pozitivni kontrola byla
pouzita jamka osazena pouze buiikami bez scaffoldu. Takto pfipravené desticky
se scaffoldy (obrazek 34) byly po dobu testovacich dnii umistény v inkubatoru

pfti teploté 37 °C a 5% CO,. Kultivaéni médium EBM-2 bylo ménéno kazdy druhy den.

Obrazek 34. Scaffoldy v kultivacnich jamkdch

3.5.3 Testovani viability, adheze a proliferace bunék

Dalsi krok po osazeni nosicli bunék bylo jejich testovani zivotaschopnosti,
adheze a proliferace na tkanovém nosi¢i. Testovani probihalo prvni, tfeti, sedmy
a étrnacty den od nasazeni bunék na scaffold. V jednotlivych testovacich dnech byly
scaffoldy testovany MTT testem (test buné¢né viability; 3 vzorky, 1 negativni

a 1l pozitivni kontrola) a byly vizualné¢ vyhodnoceny s vyuzitim fluorescenéni

50



a elektronové mikroskopie. Principy vyhodnocovani vSech pouzitych metod jsou

popsany V kapitole 2.6.

Pro MTT test byly vzorky nosi¢l ptfesunuty do sterilnich jamek kultivacni
desti¢ky. K nosi¢tim bylo ptidano 50 ul MTT a 150 ul média EBM-2. Poté byly vzorky
inkubovany 3 hodiny pti 37 °C, 5% CO,. Po uplynuti této doby bylo médium s MTT
odsato a bylo pfidano 200 pl kyselého isopropanolu (okyselené HCI). Po rozpusténi
fialovych krystalk formazanu (produkt stépeni MTT buinkami MTT — 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium  bromid) byla spektrofotometricky
zméfena absorbance pii vlnové délce 570 a 650 nm (ELx808 Absorbance Microplate
Reader od firmy BioTek). Vysledné hodnoty absorbance zkusebnich vzorkt se od sebe
odecetly a byl z nich spocitan primér se smérodatnou odchylkou, jejichZ hodnoty jsou
vgrafu 3. Jak jiz bylo zminéno v kapitole 2.6.1, ¢im vétsi absorbance, tim vétsi

mnozstvi zivych bunék.

Vzorky pro fluorescenéni mikroskopii (Nikon Eclipse Ti-E) byly fixovany
vymrazenym methanolem (-20 °C) a po promyti PBS byly obarveny proprium iodidem

(Sigma — Aldrich). Obarvené vzorky byly opét promyty PBS.

Vzorky pro elektronovou mikroskopii (VEGA3 SB; TESCAN) byly fixovany
2,5% glutaralaldehydem v PBS a poté odvodnény vzrustajici ethanolovou fadou 60 %,
70 %, 80 %, 90 %, 96 % a 100 % ethanolu. Vysu$ené vzorky byly nalepeny na tercik

a pozlaceny na zlati¢ce stejnym zptsobem, jaky je popsan v kapitole 3.3.
MTT test vyhodnoceni

Vysledky MTT testu jsou zaznamenany V nasledujicim grafu 3. Zgrafu
je patrné, Ze absorbance na vzorku vlakenného nosi¢e (CEVA) byla Vv pribéhu
experimentu vys§i neZ na kontrolnim vzorku vldkenného nosice (PCL). Nicméné
celkovy trend absorbance u obou vzorkid do 7. dne klesal. Posledni testovaci den
nacévnim vlakenném nosi¢i absorbance stoupla. Dale v pribéhu MTT testu
se prokazalo, Ze pozitivni kontroly vykazovaly nartist absorbance na rozdil od bunék
na scaffoldech, tudiz 1ze zavrhnout hypotézu, ze by byl problém v testovanych bunikach.
Nizka absorbance negativnich kontrol se také potvrdila. Kompletni graf s pozitivnimi

a negativnimi kontrolami je v ptiloze 7 této diplomové prace.
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Graf 3. Vyhodnoceni MTT testu ve 14 testovacich dnech

Fluorescen¢ni a elektronova mikroskopie

Snimky z fluorescenéni mikroskopie odpovidaly hodnotdm z MTT testu.
Na prvnim snimku z prvniho testovaciho dne, ktery je na obrazku 35A je patrné, ze
buiky jsou téméf homogenné rozlozeny a adheruji na cévni nosi¢. Snimek ze 7.
testovaciho dne dokazuje, ze postupem ¢asu buné€k ubyva. Vyjimkou je 14. den, kdy jak
podle MTT testu, tak i dle snimku z fluorescenéniho mikroskopu pocet bunék roste.
Tato skutecnost mohla nastat z divodu pomalého rustu endotelovych bunék oproti
jinym bunéénym typum. Nicméné se da predpokladat, ze se bunky vice rozrustaji az
kolem 14. dne. Na zaklad¢ téchto skutec¢nosti by se v nasledujicich experimentech mélo
nasazovat veétSi mnozstvi bunék. Tim by se podpofil jejich riist — bunky produkuji
signalni molekuly a ristové faktory do média. V ptipad¢, Ze je bun€k mélo, dostanou
vzajemné méné signalli a to znamena pomalejsi rist a naopak. To zaroven znaci, Ze
kdyz je bun¢k malo, hrozi jim bunééna smrt (apoptodza). Zaroven vsak obrazek 35C ze
14. testovaciho dne naznacuje, ze byly buniky chybné resuspendované a nehomogenné
nasazené na scaffold. Tim mohlo dojit ke zkresleni vysledkll a k postupnému tmrti
bunck. Z téchto ditvoda byl proveden dalsi pokus, ktery je popsan niZe. Dalsi snimky
z fluorescencniho mikroskopu jsou v piiloze 8. Dale v pfiloze 9 jsou snimky

kontrolniho materialu PCL, na kterych je vidét horsi proliferace nez na cévnim nosici.

52



Obrazek 35. Snimky cévniho nosice s HUVEC z fluorescencni mikroskopie. A) 1. testovaci den B) 7. testovaci den C)
14. testovaci den. Zvétseni 100 %, meritko 100 um.

SEMHV: 30.0kV  SEM MAG: 3.00 kx |

WD: 15.02 mm Dot: SE 20 pm

SEMHV: 300KV  SEMMAG: 1.00kx | | 1 VEGA3 TESCAN

WD: 14.77 mm Det: SE 50 ym FT TUL Liberec

Obrazek 36. Snimky cévniho nosice s HUVEC z elektronové mikroskopie. A) 1. testovaci den B) 7. testovaci den.
Zvétseni 3000 %, meritko 20 um. C) 14. testovaci den. Zvétseni 1000%, meritko 50 um.
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Snimky z elektronového mikroskopu, které jsou na obrazku 36, upozornily
na stejné velké deformace na vldkenné vrstvé, jako nastavaly pfi zvlakiiovani ostatnich
scaffoldli na nerezovou tycku. To zna¢i nehomogenni rozlozeni velkych deformaci
nanosici, které nebyly nalezeny pii prvnim zkouméni vzorku na elektronovém
mikroskopu. Pfesto je na snimku vidét, Zze bunky proliferovaly i na deformované
vlakenné struktuie (obrazek 36C). Z 1. testovaciho dne nebyl nalezen zadny pozistatek
bun¢k (obrazek 36A). Oproti tomu na obrazku 36B mutizeme vidét porostlou vlakennou
Mizeme ale fici, ze snimky z elektronového mikroskopu odpovidaji vysledkim z MTT
testu a snimkim z fluorescenéniho mikroskopu. Vice snimkd z elektronového

mikroskopu je v ptiloze 10.

Na zéklad¢ vysledki popsanych vyse byl proveden dalsi pokus. Pfi tomto
pokusu byly tfi scaffoldy osazeny koncentraci bundk (HUVEC) 1x10* (stejna jako
Vv ptedchozim experimentu), dalsi tfi koncentrace 5x vyss§i — 5x10* ve 200 pl suspenze.
Pro porovnani proliferace byly na dalsi tfi nosi¢e naneseny mysi fibroblasty (3T3 Swiss
Albino) — 200 ul suspenze s koncentraci bungk 1x10%. Tyto buiiky byly vybrany pro
jejich snadnou kultivaci na riznych materidlech a ptredev§im pak na PCL
z Nanospideru, ktery byl pouZit jako kontrolni material. Z divodu kritického nedostatku
vzorkd cévniho vldkenného nosiCe byly provedeny testy pouze za pomoci
fluorescenéniho a elektronového mikroskopu a pouze 3 testovaci dny (prvni, tieti
asedmy den). Postup nasazeni bun€k na scaffold a pfiprava na fluorescenéni
mikroskopii byly stejné jako v ptedchozich kapitolach 3.5.2 a 3.5.3, jen pro mysi
fibroblasty bylo pouzito jiné kultivatni médium a to DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle's Medium; Lonza). Média EBM-2 a DMEM byla ménéna opét kazdy druhy den.
Z diivodu uvedeného vyse byly vzorky z fluorescencni mikroskopie dale pouzity pro

elektronovou mikroskopii. Snimky druhého pokusu jsou Vv tabulce 3.
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Tabulka 3. Porovnadni snimkit cévniho nosice s HUVEC a 3T3 mysimi fibroblasty z fluorescencniho mikroskopu.
Zveétseni 100 %, meritko 100 um.

, Pocatecni koncentrace bun¢k 0sazena na cévnim nosic¢i ve 200 ul
Testovaci
den suspenze
1x10* HUVEC 5x10" HUVEC 1x10° 3T3
1.
3.
7.

Na snimcich s endotelovymi buiikkami HUVEC je po prvnim testovacim
dni viditelny rozdil v nanesenych koncentracich bunék na cévnim nosi¢i. Na nosici
S vyS$i nasazenou koncentraci adoruje vice bun¢k neZ na nosi¢i s niz$i nasazovaci

koncentraci. 3T3 mysi fibroblasty nasazené se stejnou koncentraci jako HUVEC
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(1x10% se v prvnim dni mnozstvim vizualné podobaji, az na tvar bunék, které maji 3T3

odlisny.

Podle snimkt z nasledujiciho testovaciho dne (3. den) je znacny ubytek
endotelovych bunék, které byly nasazeny s nejnizsi bunécnou koncentraci. Ze snimku
s koncentraci endotelovych bunck (5><104) si je mozné¢ povSimnout, ze nedochdzi
K bunécné apoptoze. Na vzorku s mysimi fibroblasty je vidét, ze dochazi k proliferaci

a je patrny vyssi pocet bunck oproti prvnimu testovacimu dni.

U snimkt z posledniho testovaciho dne (7. den) si je mozné povSimnout,
ze endotelové bunky v obou koncentracich neproliferuji na pfipravenych cévnich
nosicich. Naopak 3T3 mysi fibroblasty s po¢ate¢ni koncentraci 1x10* proliferuji velice
dobte. Tento vysledek vypovidd o vhodné vldkenné struktufe cévniho nosice pro
proliferaci bun¢k. OvSem vV piipadé¢ endotelovych bunék se ukazalo, ze 5x vyssi
nasazovaci koncentrace nesta¢i a v budoucnu by se mélo uvazovat o jejim zvyseni
napiiklad az na 1x10°. Déle byla zjisténa v&tsi proliferace endotelovych bundk i 3T3
mysSich fibroblastii na cévnim nosi¢i neZ na kontrolnim materidlu PCL, jehoZ snimky

S bunikami jsou v pfiloze 11.

Vysledky z elektronové mikroskopie ukdzaly obdobné deformace vlaken
a podobnou proliferaci bunék jako v pfedchozim experimentu, kdy byl scaffold osazen
pocateéni koncentraci 1x10* bunk. Kvili deformacim na scaffoldu je presngjsi
vyhodnoceni proliferace bunék za pomoci fluorescencniho mikroskopu. Obrazky z této

mikroskopie jsou v ptiloze 12.
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4 Shrnuti

Cilem této diplomové prace bylo vyrobit metodou elektrostatického zvlakinovani
vhodny dvouvrstvy scaffold nanovlakenné cévni nahrady. Nejdilezitéjsi bylo
optimalizovat strukturu nahrady bazalni laminy, kterd slouzila pro proliferaci

endotelovych bun¢k.

Vyroba scaffoldu probihala podobné jako v nékolika zde citovanych publikacich
(Xu 2004, Edwards 2010, Hu 2012), které popisovaly vyrobu cévniho nosi¢e na rotujici
ty¢ku (kolektor). OvSem nikde na snimcich Vv téchto publikacich se nenachazi
vyobrazeni vnitini vlakenné struktury nosice, nybrz jen vnéjsi, ktera se ztotoziiuje s nasi
vnéj$i vladkennou strukturou. Pfi pokusu vyrobit idealni strukturu bazalni laminy,
dochéazelo k velkym deformacim v prvnim styku vlédken s kolektorem. Deformovana
vldkna by se dala oznalit jako ,slinutd”, coz mulze vyrazné ovlivnit proliferaci
endotelovych bunék. Z tohoto divodu je tato prace zaméfena pievazné na eliminaci

téchto deformaci.

Prvni domnénka, pro¢ dochdzi k deformacim, vedla k vysoké intenzité
elektrického pole okolo rotujici ty€ky. Pro rozbiti této intenzity byl pouzit ptidavny
uzemnény plochy kolektor, umistény nad rotujici ty¢ku. Pomoci programu COMSOL
Multiphysics bylo zjisténo, ze snizovanim vzdalenosti plochého kolektoru od rotujici
ty¢cky se intenzita elektrického pole rozlozi rovnomérné na plochy kolektor
a nesoustedi se pouze Vv okoli rotujici tycky. Nésledujici vyrobené vladkenné vrstvy
ovSem nevykazovaly eliminaci téchto defektd. Pro eliminaci vlakennych deformaci bylo
dale odzkouseno snizeni relativni vlhkosti vzduchu a byly snizeny otacky rotujiciho

kolektoru pfi zvlakiovani. Zadny z téchto faktort deformace neovlivnil.

V dalsi casti byl kolektor z nerezové oceli nahrazen uhlikovym kompozitem.
Bylo zjiSténo, Ze vnitini vldkennd struktura scaffoldu obsahuje vldkna o vétSim
primé&ru, ale jiz bez vétSich deformaci. Opakované zvldknovani potvrdilo stejné
vysledky. Problém nastaval pfi uchyceni grafitové tycky ve sklicidle, kdy se pii otaceni
deformovala. To bylo vyfeSeno specidlnim nerozebiratelnym pouzdrem s nerezovym
nastavcem pro uchyceni do skli¢idel. Dal§im problémem by mohly byt vysoké
obvodové rychlosti tycky, pfi kterych by mohlo dochdzet k jejimu ohybu mezi

sklicidlem alozisky. Daéle bylo zjiSténo, ze grafitova tyCka nesnizuje adhezi
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nanovlakenné vrstvy. Do budoucna bych doporucil vyzkouSet zvlaknovani na

teflonovou ty¢ku nebo tycky z jiného materialu.

Pti laboratornim testovani byly na vzorky scaffoldu nasazené lidské endotelové
bunky (HUVEC). Byl proveden MTT test, fluorescen¢ni a elektronova mikroskopie.
Vzorky byly testovany prvni, tieti, sedmy a c¢trnacty den. Prvni vysledky ukazaly,
ze buniky nedostatecné adoruji na tkanovy nosi¢ a diky tomu postupem casu
na scaffoldu Spatné proliferuji a dochazi k bunécné apoptéoze. To mohlo mit dle
ziskanych snimkt z fluorescen¢niho mikroskopu nékolik davodi. Prvnim divodem
mohlo byt Spatné resuspendovani bunck, druhym davodem jejich pocatecni
koncentrace. Tuto domnénku prokazal i snimek ze Ctrnactého dne, na kterém bunky
proliferovaly ve vizudlné¢ mnohem vét§im mnozstvi. V neposledni fadé mohou mit vliv
na adhezi bunék vlastnosti materidlu. Jelikoz je PCL hydrofobni polymer, nemusi byt
adheze bilkovin a nasledn€ i bunék idealni. Ovlivnéni smacivosti povrchu, naptiklad
pouhym smacenim v PBS del§i dobu, by mohlo pfispét k lepsi adhezi bunék. Dale
snimky z elektronového mikroskopu ukézaly, ze ackoliv byl vybran scaffold
s nejvhodnéjsi zvldknénou strukturou, vykazoval na nékterych mistech stejn¢ velké
deformace jako ostatni nosi¢e. OvSem snimky ukdzaly dobrou bunécnou proliferaci

¢trnécty den i1 na téchto deformacich.

Z davodi Spatné proliferace endotelovych bunék bylo provadéno jejich
porovnavani s 3T3 mySimi fibroblasty. Endotelové buniky vSak jiz byly nasazeny v 5x
vetsi koncentraci oproti plivodni. Z kritického nedostatku vzorku byly provedeny testy
pouze prvni, tfeti a sedmy den na fluorescencnim a elektronovém mikroskopu.
Vysledné snimky ukazaly, Ze 1 kdyz byla pocatecni koncentrace nasazenych bunék
vys$8i, dochazelo na vzorcich Kk postupné bunécné apoptdze. Vyjimka nastala u 3T3
mysich fibroblasti, které velice dobie proliferovaly. Pro dalsi prace bych doporucil
postupné zvySovat nasazovaci koncentraci bun€k pro lepsi proliferaci endotelovych
bun¢k, zménu polymeru, nebo vhodnou modifikaci hydrofobniho povrchu PCL.
V soucasné dobé je na Technické univerzité v Liberci testovan kopolymer PURASORB
PLC 7015 (kopolymer PLA/ PCL 70/30), ktery se jevi jako slibny material pro tvorbu
budoucich nanovlakennych cév. Zejména vynika diky svym mechanickym vlastnostem,
jako je lepsi adheze a proliferace endotelovych bun€k na prvnich vyrobenych

scaffoldech.
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5 Zavér

Vyrobou vhodné nahrady maloprimérovych cév se krom& mnoha vyzkumnikt
ve svété zabyvala i tato diplomova prace. Cilem bylo vytvofeni nanovlakenné cévni
nahrady imitujici vrstvy biologické cévy pomoci elektrostatického zvlakiovani.
Ukazalo se, ze optimalni vlakennou vrstvu pro endotelové butiky nelze snadno vytvofit,
z davodu prevladajicich vlakennych deformaci na jeji vnitini strané. Z tohoto ditvodu se
dal tato prace zabyvala vyrobou optimalni vnitini vrstvy nahrazujici bazdlni laminu
cévni nahrady. Pro eliminaci téchto deformaci bylo jako jedna z variant navrzeno
zvlaknovani na uhlikovou nebo do budoucna teflonovou tycku. NejlepSi vyrobena
vldkennd vrstva byla osazena endotelovymi buiikami a podrobena laboratornimu
testovani. Vysledky prokazaly nedostatecnou bunéénou adhezi a naslednou proliferaci

endotelovych bun¢k na vldkenné vrstve.

Pro vyvoj prvni vrstvy nanovldkenné cévni nahrady je nejdulezitéjsi
optimalizovat vlakennou bazalni laminu, na které endotelové buriky rostou. Proto bych
doporucil pokracovat v pokusech o jeji vytvofeni s pomoci jiz zminované teflonové
tycky ¢i jiného materidlu, vykazujici niz8§i adhezi vrstvy na kolektor. Déale bych
doporucil modifikaci zvlaknovacich zafizeni, ve smyslu rovnomérného nastavovani
vzdalenosti tycky od zvlaknovaci jehly. Tim by se mohlo zamezit tvorbé vibraci ty¢ky
pii vyssich obvodovych rychlostech. Z hlediska kultivace endotelovych bunék by se
mélo pokracovat v hledani a zvySovani spravné nasazovaci koncentrace bunc¢k na
pfipraveny scaffold s optimalni nahradou bazalni laminy. V pfipad€ materidlu bych
navrhoval zaméfit se na vybér vhodného polymeru, jehoz vlastnosti jako napiiklad
smacivost ovlivituji adhezi endotelovych bunék. V této praci byla optimalizovana
morfologie vnitini vrstvy cévni nahrady tak aby zajiStovala optimalni proliferaci
endotelovych bunék. Byla zkoumana tada parametri majici vliv na tvorbu defektd a
tyto parametry byly nasledné¢ podrobn¢ zkoumany. Problém tvorby defektl na vnitini
vrstvé cévni ndhrady byl ¢asteCné vyfeSen a byly navrZzeny budouci experimenty feSici

danou problematiku.

Pii psani této diplomové prace a potizeni poslednich vysledkli pokust, jsem
dospé€l k nazoru, ze vyrobit dvouvrstvou nanovldkennou cévni ndhradu s optimalni
vlakennou strukturou pro endotelové buiky, nebude velky problém. Jediné, co bude

opravdu zapotiebi pfi jeji tvorbe, je dostatek Casu a velkd trpélivost pii jejim testovani.
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Priloha 1

16% PCL 6-1-3 16% PCL 7-1-2

Histogram Histogram
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Priloha 2

16% PCL 6-1-3

Zvétseni 5000%; méritko 20 um

Zvétseni 15000%; meéritko 8 um

N

':'i

sy,

Zvétseni 10000%; meritko 10 um

16% PCL 8-1-1

Zvétsent 15000%; méritko 8 um
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17% PCL 6-1-3

%
W’;’mf -m;’n o

[

% |
A

Zvétseni 13000%; méritko 8 um
Zvétsent 5000%; meritko 8 um

..rim\m,, |
KL/ K 7\ ol
i

1

-1

Zvetseni 13000%; méritko 8 um
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17% PCL 7-1-2

17% PCL 8

Zvétseni 5000%; méritko 20 um
Zvétseni 2000%; méritko 60 um

Zvetseni 2000%; méritko 60 um




Zvétseni 2000%; méritko 60 um

18% PCL 6-1-3

Zvétseni 13000%; méritko 8 um

17% PCL 7-1-2

Zvétseni 5000%; méritko 20 um

Zvétseni 13000%; méritko 8 um

18% PCL 8-1-1

Zveétseni 5000%; méritko 20 um

Zvétseni 13000%; méFitko 8 um
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Priloha 3

Vzdélenost Primer
Oznaceni | Napéti | Vzdalenost jehly tycky od Davkovani jehly
nosice [kV] od ty¢ky [cm] plochého [ml/h] [mm]
kolektoru [cm]
3 10 20 3 2—-3 0,7
4 10 20 1 2—3 0,7
5 20 20 1 2—-3 0,7
6 20 20 0,5 2—3 0,7
7 10 25 1 2—-3 0,7
8 10 25 0,5 2—3 0,7

Nosié 3

Zvétseni 3000%; meritko 40 um

® LT e T

Vo,
o‘§

e
.

.

:

Zvétseni 1000x; méritko 120 um

Nosic¢ 5

Zvétsent 5000%; meritko 20 um
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Nosi¢ 6

v, R RS ’-\
¢ \i;‘ (NS P
< ,? ) &;Q L)(:&:‘r

)':r 19

Zvétseni 1000%; meritkol20 um

Nosic¢ 7

Zvétseni 500%; méritko 240 um

Zvétsent 3900%; meritko 30 um

Zvétseni 470%; méritko 250 um

Nosic¢ 8

I A i

''''''

e

Zvétsent 505%; meéritko 230 um
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Priloha 4

o " Vzdalenost jehly od Davkovani Primeér jehly
Uhlikova | Napéti [kV] tytky [cm] [mi/h] [mm]
tycka
10 20 2-3 0,7

Zvétseni 1000%; meritko 120 um

Zvétsent 10000%; meritko 10 um
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Priloha 5

Namérené tloust’ky vldaken pod 1 pm ze scaffoldu ¢. 4

126,24 298,67 383,16 486,85
130,42 298,54 398,14 507,41
149,34 298,76 398,3 510,73
160,41 298,55 403,57 515,8
183,87 302,64 406,31 521,41
189,65 316,1 406,75 534,31
191,21 316,3 409,88 549,76
201,42 321,98 422,42 552,54
201,33 330,44 423,67 570,67
211,71 340,63 425,61 593,22
222,46 340,38 427,11 604,46
236,13 342,86 430,26 657,87
236,99 343,08 435,64 695,19
239,31 343,67 435,86 812,2
252,67 350,05 437,42 840,21
252,45 352,43 441,58 886,3
254,43 361,76 445,08 903,56
269,12 368,06 450,12 920,41
271,07 377,77 450,65 923,45
272,69 377,07 454,73 945,97
281,37 377,39 467,34 965,54
285,64 381,12 470,01 980,32
287,23 381,41 470,2 983,01
290,45 381,73 476,46 989,72
297,13 382,41 479,67 993,14
Primér pod 1 pm [nm] 435,73
Smérodatna odchylka pod 1 pm [nm] + 215,64
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Namérené tloust'’ky vlaken nad 1 pm ze scaffoldu ¢. 4

1085 1896 2390 2807
1341 1915 2400 2825
1350 1915 2436 2829
1447 1915 2436 2885
1480 1936 2451 2893
1512 1941 2451 2998
1519 1966 2451 2998
1545 2010 2456 3047
1545 2040 2500 3047
1564 2040 2535 3095
1569 2046 2554 3095
1600 2046 2588 3095
1616 2094 2597 3138
1668 2111 2663 3158
1668 2134 2668 3265
1697 2134 2672 3310
1702 2197 2672 3310
1726 2219 2672 3336
1754 2247 2700 3355
1754 2263 2700 3456
1754 2285 2740 3623
1775 2313 2776 3703
1789 2320 2776 3821
1789 2333 2785 3876
1842 2359 2807 3924
Primér nad 1 pm [nm] 2385,31
Smérodatna odchylka nad 1 pm [nm] + 642,08
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Priloha 6

MTT test

1)
2)
3)

4)
5)
6)

Do sterilni lahvicky ptipravit 150 pl média EBM-2 a dopInéno o 50 ul MTT.
Testované scaffoldy pienést sterilni pinzetou do pfipravené sterilni desticky.
Pfiprava pozitivni kontroly — do jamkKy s narostlymi bunikami po odsati starého
média pridat 150 pl media a 50 pl MTT.

Vlozit do inkubatoru pti 37 °C po dobu 3 hodin.

Odsat médium s MTT.

Pridat 200 pl kyseleného isopropanolu a zmétit absorbanci.

Barveni bunék pro fluorescenéni mikroskopii

1)
2)
3)
4)
5)
6)

Vyjmout roztok s bunikami z inkubatoru.

Pridat methanol o teploté —20 °C a nechat plsobit 10 min za Gc¢elem fixace.
4x oplachnout buiiky nesterilnim roztokem PBS.

Pridat barvici roztok proprium iodid.

4x oplachnout buiiky nesterilnim roztokem PBS.

Pozorovat bunky fluorescenénim mikroskopem.

Priprava vzorkua pro elektronovou mikroskopii

1)
2)

3)
4)
5)

Fixace bun¢k na preparatu pomoci 2,5% glutaraldehydu.

Vysus$eni pomoci ethanolové tady (60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 96 %, 100 %),
v kazdé koncentraci ethanolu nechat vzorky 10 min.

Po dokonéeni ethanolové fady nechat vzorky vyschnout na parafilmu.

Vzorky se nalepi na pfipraveny tercik.

Ter¢ik se vzorky nazlatit a pozorovat v elektronovém mikroskopu.
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Priloha 7

Vyhodnoceni MTT testu ve 14. testovacich dnech

Absorbance (570-650)

0,7
0,6 T
0,5
.
0,4 M PCL
u CEVA
0,3 uPC
02 HNCPCL
M NC CEVA
0,1
0 -
1. den 3.den 7.den 14. den

Cas kultivace

PC - pozitivni kontrola, NC — negativni kontrola
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Priloha 8

1. den CEVA 3. den CEVA

Zvétseni 100%; méritko 100 um Zvétseni 100%; meritko 100 um

7. den CEVA 14. den CEVA

Zvétseni 100%; méritko 100 um Zvétseni 100%; meritko 100 um
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Priloha 9

1. den kontrolni PCL

3. den kontrolni PCL

Zvétseni 100%; méritko 100 um

Zvétseni 100%; meritko 100 um

7. den CEVA

14. den CEVA

Zvetseni 100%; meritko 100 um

Zvétseni 100%; meritko 100 um
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Priloha 10

Cévni nosi¢

SEM HV: 30.0 kV SEM MAG: 1.00 kx
WD: 26.24 mm Det: SE

Zvétseni 500%, métitko 100 um

SEM HV: 30.0 kV

WD: 26.24 mm Det: SE

[T

50 ym

SEM MAG: 3.00 kx | VEGA3 TESCAN|

20 pm

Zvétseni 3000x, metitko 20 pm

iy

@«
o 78
SEM HV: 30.0 kV
WD: 14.77 mm

VEGA3 TESCAN|
FT TUL Liberec|

SEM HV: 30.0 kV

FT TUL Liberec| WD: 14.77 mm

14. den

VEGA3 TESCAN|
FT TUL Liberec|

SEM MAG: 500 x 1

Det: SE 100 pm

Zvétseni 500%, metitko 100 um

SEM MAG: 3.00 kx : 1 i VEGA3 TESCAN|

Det: SE 20 ym FT TUL Liberec|

xyr

Zvétseni 3000%, méfitko 20 pm
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Priloha 11

Testovac Pocatecni koncentrace bunék osazena na kontrolnim PCL nosici ve 200 pl
de: suspenze. Zvétseni 100x, méfitko 100 pm
1x10* HUVEC 5x10* HUVEC 1x10* 3T3
1.
3.
7.
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Priloha 12

Testovaci

SEM snimky. ZvétSeni 1000x, méfitko 50 um

den

1x10* HUVEC

5x10* HUVEC

¢ £,
SEMHV:300KV  SEMMAG: 1.00kx 1

WD: 14.80 mm Det: SE 50 pm

SEMHV:30.0Kkv | SEMMAG: 1.00 kx
WiD: 14,80 mm. Det: SE 50 pm

SEMHV: 300KV SEMMAG: 100kx | ||
WO: 14,80 mm Det: S8 50 pm

SEMMV:00KV | SEMMAG: 1.00 ke Ll
WD: 14,83 mm Dat: SE 50ym
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WD: 14,82 mm

SEMHV: 300 kY.
w

1x10* 3T3

Det: SE

50 pm




