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Anotace

Tato bakalaiska prace se zabyva nanovlakennou vrstvou z polyvinylidenfluoridu a jeji
modifikaci pro potlaceni fibrotické reakce. Fibroticka reakce je jednou z hlavnich pficin
pooperacnich komplikaci u onemocnéni glaukomu, proto je dalezité, aby tento problém
nenastal, nebo byl alespont minimalizovan. Tomu by mélo zabranit antifibrotiza¢ni ¢inidlo
mitomycin C, ktery bude vldkenna vrstva z polyvinylidenfluoridu obsahovat uz od
samého zacatku. V teoretické Casti je vysvétleno, z jakého ditvodu byl vybran tento
polymer s konkrétnimi rozpoustédlovymi systémy a jeho dalsi vyuziti ve tkdnovém
inzenyrstvi. Také budou blize popsany jednotlivé c&asti oka, které pii poskozeni
vyvolavaji oni onemocnéni glaukom, a to konkrétné: fasnaté télisko, trabekularni
sitovina a o¢ni nerv. Dale bude vysvétlena problematika adheze bunék a fibréza tkane,
kterd je pro tuto bakalafskou praci klicova. Experimentdlni cast je zaméfena
na optimalizaci polymerniho roztoku a vyrobu vldkenné vrstvy pomoci dvou zpisobl
elektrostatického zvladknovani, kdy je nasledné zkoumdna jejich morfologie. Dale jsou
materidly zkoumany pomoci in vitro testovani, kdy je pouzito antifibrotiza¢ni ¢inidlo,

které by mélo potlacit fibrotickou reakci.
Klicova slova:

glaukom, polyvinylidenfluorid, fibroticka reakce, tkanové inzenyrstvi, nitroo¢ni tlak



Annotation

This bachelor thesis deals with polyvinylidenfluoride nanofibrous layer and
its modification to prevent of fibrotic reaction. The fibriotic reaction is one of the main
causes of postoperative complications in glaucoma therefore it is important to prevent or
at least minimaze this index. This should be prevented by the antifibrotizing reagent
mitomycin C, which will the fibrous layer of polyvinylidenfluoride contain from the
beginning. Furthermore theoretical part explains why this polymer and its solvent systems
were chosen and what are its other uses in tissue engineering. There are also more
precisely explained functions of the individual parts of the eye that cause glaucoma
especially the ciliary body, the trabecular meshwork and the optic nerve. There is also
explained cell adhesion and tissue fibrosis which are important for this bachelor thesis.
The experimental part is focused on the optimization of the solution and the production
of a fibrous layer by two methods of electrostatic spinning. After that is examined their
morphology. Furthermore, the materials are subjected to cytotoxicity tests, due

to an antifibrotic reagent which should suppress the fibrotic response.
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glaucoma, polyvinylidenefluoride, fibrotic reaction, tissue engineering, intraocular

pressure
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Ac
ACG
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CO,
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g/mol
hm%
10P
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MMC
mmHg
mPa.s
Mw
NK
OAG
Ot/min
PBS
PK
PVDF
SEM
TS
B-PVDF
PP
PET
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- aceton

- glukom s uzavienym uhlem
- counting cell kit

- oxid uhlicity

- N,N-dimethyacetamid

- bunécné kultiva¢ni medium
- ethylen oxid

- fluorescencni mikroskopie

- gram na mol

- hmotnostni procento

- nitroo¢ni tlak

- interval spolehlivosti

- jehlové zvlaknovaci zafizeni
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Uvod

Glaukom je velice zdvazné o¢ni onemocnéni, jehoZ pfi¢inou je zvySeny nitroo¢ni tlak.
Trpi jim ptes 64 miliond lidi a je povaZzovano za druhou hlavni pfi¢inu slepoty na celém
svété. I kdyz je mozna operace ¢i sniZeni nitroo¢niho tlaku, jsou stdlym problémem
pooperacni komplikace, jako naptiklad hypotonie a fibroza tkané€. Proto je tfeba vytvofit
implantat, ktery bude t€émto problémim zabraiiovat. Touto otdzkou se zabyva obor
regenerativni mediciny, pfesn¢ji tkdnové inzenyrstvi, které se vénuje nahrazovanim

a regeneraci tkéani.

Hlavnimi pozadavky na implantait by mély byt: dostatecny pritok ocni tekutiny,
tzn. minimalné se pfiblizit hodnotdm za béznych podminek u zdravého oka, zabranovat

adhezi a sriistu okolnich tkani, netoxicita, nedegradabilni a hlavné biokompatibilni.

Tato prace je zaméfena na vyrobu implantatu, ktery zamezi riistu bun€k pfimo na ném
a jeho okoli. Jako vhodny polymer se jevi polyvinylidenfluorid, kdy v piedchozich
testech mél nejlepsi vysledky. Teoretickd Céast se bude zabyvat oborem tkanové
inzenyrstvi a vyuziti PVDF v tomto odvétvi také v jinych oblastech, nez jen pro vyrobu
vlakenné vrstvy k 1écbé glaukomu. Déle také budou vysvétleny pficiny a zplisoby 1écby
onemocnéni glaukom. Jelikoz celd prace navazuje na predchozi vyzkumy ptedeslych
studentll, nebude zamétena na vSechny jednotlivé ¢asti oka, ale pouze na vybrané ¢asti,
které pii ztraté své funkce souvisi s glaukomovym onemocnénim. Experimentalni ¢ést,
se zaméfuje na optimalizaci polymerniho roztoku a podminek pfi elektrostatickém
zvlaknovani, kdy je zkoumédna morfologie vlaken. Nasledné je vystavena biologickym
testim cytotoxicity v laboratofi na cytotoxicitu a ucinkiim antifibrotiza¢niho ¢inidla

o riznych koncentracich, které maji zabranit fibréze tkané.
Téma, kterym se bakalarska prace zabyva je pomérné nové a dosud neprobadané. Béhem

prace budou zjiStény nové poznatky, na které se poté bude moci ve vyzkumu dale

navazovat.
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I. Teoreticka cast

V teoretické ¢asti bakalai'ské prace bude popséna a vysvétlena problematika fibrozy tkané
a adheze bun¢k ve spojeni s o€nim onemocnénim glaukomem, které byvaji nejcastejsi
pooperaéni  komplikaci. Uvodni &ast se zabyva vyuzitim  implantatd
z polyvinylidenfluoridu 1 jinak, nez pouze pro lécbu glaukomu. K lepSimu porozumeéni
celé problematiky, bude blize vysvétleno samotné onemocnéni a jeho ptiznaky, rozdéleni
a zpusob 1écby. V textu se nachazi popis vybranych ¢asti oka, které u tohoto onemocnéni
hraji kli¢ovou roli, jelikoz pfti jejich nespravné funkci vznika nitroo¢ni tlak, ktery nemoc
vyvolava. V neposledni fadé¢ budou specifikovany konkrétni polymery a chemicka
rozpoustédla, kterd jsou vhodnd pro vyrobu vlakenné vrstvy. Popsany budou také

techniky ptipravy vrstev a konkrétni typy zvlaknovacich zatizeni.
1. Tkanové inZenyrstvi

Tkéanové inzenyrstvi patii pod obor regenerativni mediciny, ktera ma za kol nahrazovat,
zlepSovat ¢i regenerovat ¢asti tkani a organti. Pro tvorbu nové tkané vétSinou vyuziva
nosi¢e zvané scaffoldy. Tkanovy nosi¢ muze byt osazen lidskymi nebo zvifecimi
buiikami, ptipadné dale upraven pomoci riiznych aditiv. K vytvoteni nové funkéni tkané
jsou obvykle potfeba resorbovatelné, netoxické materidly a dale kmenové
¢i diferencované buiiky. Tkanové inZenyrstvi je nejvice vyuZzivano pro kostni a cévni
nahrady, kozni kryty, srde¢ni chlopné, kylni sitky, chrupavky, skelety pro regeneraci
poskozené michy, o¢ni ndhrady a mnoho dalSich. V této bakalatské praci bude konkrétné
feSena problematika zpisobu 1écby glaukomu pomoci nanovladkenné nosné vrstvy

z polyvinylidenfluoridu (PVDF) a nasledn¢ jeji modifikace (Vojtova 2016).
1.1. Aplikace PVDF ve tkanovém inZenyrstvi

PVDF neni pro tkaiiové inzenyrstvi typickym materidlem. Ve vétSiné ptipadd je hlavnim
cilem tohoto oboru vytvofit tkdfiovy nosi¢, ktery bude simulovat ptivodni organ nebo
tkai. Tady je to ale naopak, hlavnim cilem celé¢ho vyzkumu je, aby se buiiky nemnozily
a skrz nosi¢ mohla protékat nitroo¢ni tekutina a materidl byl nedegradabilni, coz PVDF

splituje ve vSech smérech.
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1.1.1. PVDF pro lécbu funkce mocového méchyte

Vyuziti PVDF ve tkanovém inZenyrstvi je mozné mnoha zplisoby, jeden z nich
je naptiklad pro vyrobu scaffoldu obsahujici PVDF nanovldkna s trvalym uvoliiovanim
proteinti, typ TGF-B (rGstovy faktor), v kombinaci s kmenovymi bunikami pro 1écbu
poruch funkce mocového méchyte, jak popisuje Ardeshirylajimi (2018). U tohoto organu
je dilezité, aby pii zotavovani probihala spravna funk¢nost stén resp. spravné kontrakce

(Ardeshirylajimi et al. 2018).

1.1.2. PVDF scaffold pro srdecni sval

DalSim objevem v tomto odvétvi je hypotéza, podle které by scaffoldy z PVDF mohly
slouzit jako srdecni zaplata. Arumugan v roce 2019 zkoumal vyuziti PVDF jako
srdecnich néplasti (patch). Jeho hypotéza byla zalozend na elektrostaticky zvldknénych
nanovlaknech z B-PVDF pro vyvoj srdecnich patchii. B-PVDF byl zvolen, protoze
vykazuje dobré piezoelektrické vlastnosti. Jde o regeneraci srde¢niho svalu pomoci
kmenovych bunégk, ziskané od zdravého a silného darce, nésledné jsou izolovany po dobu
2-3 tydnl a poté implantovany do mista jizvy v srde¢ni tkéni. Nevyhodou je pomaly
a zdlouhavy proces. Dals$i moznost je pomoci scaffoldi. Jizva se odstrani a nasledné
se nahradi scaffoldem, ktery napomaha rstu novych srdec¢nich svalovych bun¢k. Bylo
zjisténo, ze elektricky nabity, vodivy a piezoelektricky scaffold je vhodny pro in vitro
studium. Védci pouzili nanokompozit na bazi f-PVDF, ktery zlepSuje adhezi a proliferaci
srde¢nich svalovych bunék. VSe bylo i ovéteno in vitro studiem i hemolytickym testem
s pouzitim bun¢k H9¢2 (mysi myoblasty). Vysledkem bylo zjisténi, Ze materialy na bazi
B-PVDF pozitivné ovliviiuji pfilnavost a vyvoj srdecnich svalovych bun¢k. Scaffold byl
vytvofen metodou elektrostatického zvlaknovani. Takto zvldknény scaffold musi také
vytvofit dostateCnou hustotou povrchového naboje, kvili pumpovani srde¢niho svalu

(Arumugam et al. 2019).
1.1.3. PVDF pro lécbu periferniho nervu

Tteti hypotéza se zabyva piezoelektrickymi nervovymi kandly z PVDF, které jsou
zabudovany piedem diferencovanymi kmenovymi buiikami, kde mohou urychlit opravu

poskozeni perifernich nervi.
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Poranéni periferniho nervu je bézné traumatické onemocnéni, které ma casto za nasledek
smyslovou a motorickou disfunkci. Ming a kol. (2005) se domnivaji, ze nejlepsi feSeni
by byla uméla nervova trubice kombinované s kmenovymi buiikami. Na zaklad¢ zjisténi
z predchozich studii se predpoklada, Zze piezoelektricky nervovy kanal PVDF zaclenény
do Schwannovych bunék, které se pfedem diferencovaly od kmenovych bunék, mlze
podstatn¢ podpofit opravu poskozeni perifernich nervii. Divod, pro¢ byl opét zvolen
PVDF je podobny jako u srdec¢nich zéplat. PVDF je organicky piezoelektricky polymer,
ktery ma silné elektrofyziologické vlastnosti mechanickym natahovanim nebo polarizaci
elektrického pole. Pomoci elektrostatického zvlédkiiovani byl nejprve vyroben
trojrozmérny nervovy katetr z PVDF. Bohuzel, jak bylo popsano vyse, je to pouze

hypotéza a vSe je v zacatcich (Li et al. 2018).
1.1.4. PVDF pro vyrobu kylnich sit¢k

Operace kyly je nejCastéjSim chirurgickym zakrokem. Momentdlné je operovatelnd
pomoci kylnich siték. Jejim primarnim tkolem je trvalé a pfimétené posileni bfisni stény.
Tento pozadavek vyzaduje, aby nedoslo k zddné degradaci polymeru a textilni konstrukci.
NejcastejSimi materidly jsou polymery: polypropylen (PP), polyethylentereftalat (PET)
a polytetraflurotethylen (PTFE). V této studii byly sitky z PVDF porovnéany s PP a PET,
s ohledem na funkéni disledky a morfologickou odezvou tkané. Klinge a kol. (2002)

se totiz domnivaji, Ze by PVDF mohl vykazovat mnohem lep$i vlastnosti.

Analyza vysledkl potvrdila, Ze konstrukce kylové miizky vyrobené z PVDF by mohla
byt vhodnou alternativou k bézné pouzivanym materialim diky zlepSené biologické
stabilité a snizené tuhosti v ohybu. Ve srovnani s PET je PVDF odolnéjsi vici hydrolyze.
Dalsi nevyhodou kylni sitky vyrobené z PET je ta, ze po nékolika letech degraduji.

PP je sice stabilni, co se tyka degradace, ale vykazuje vysokou tuhost v ohybu.

2. Onemocnéni glaukom

vvvvvvvv

wrwe

zrakového nervu.
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Dochédzi k tomu narusenym odtokem trvale produkované tekutiny v dusledku
morfologickych zmén (glaukom s otevienym uhlem) nebo obstrukei (glaukom
s uzavienym uhlem) tkdni. Nahromadéna tekutina tlaci na zrakovy nerv a zptisobuje vyse
uvedeny zvyseny nitroocni tlak (IOP), tzn. vys$si nez 21 mmHg. Disledkem permanentné
zvySeného IOP vznikd mechanické naméhani na zadni strané o¢ni struktury, zejména
na lamina cribrosa (tzn. sitovita struktura, ktera se nachazi kolem otvoru ve skléte, skrze
ni prostupuji nervova vldkna), dale sousedni struktury, coz zplisobuje kompresi
a remodelaci, viz obrazek 1. Tyto zmény vedou k poSkozeni gangliovych bunék sitnice,

nasledné defektiim zorného pole a to poté vede k Gplné ztraté zraku (Wischke et al. 2013).

Normal Eye Eye with Glaucoma

\ 1 Build Up of f i1 o pgnc nerve
\ Aqueous \

Obrazek 1 - Schéma vzniku zvySeného nitroocniho tlaku;, 1 - nahromadeéna nitroocni tekutina,

2 - trabekularni sitovina 3 - poskozeni ocniho nerv (Visique kapitie eye care 2011)

Je to nebezpecné ocni onemocnéni, které se fadi mezi celosvétoveé druhou hlavni pfic¢inu
slepoty, protoze vétSinou nema zadné ptfiznaky. Dé se z pocatku fidit 1éky, které snizuji
nitroo¢ni tlak, ovSem u vétSiny pfipadl je nutny chirurgicky zakrok. Pfi tomto
onemocnéni dochazi ke snizeni poctu vldken zrakového nervu, jeho posSkozeni,
¢1 k defektim zorného pole (Rizickova 2016). V dobé, kdy si doty¢ny vSimne, ze ma
problémy s vidénim, je jiz onemocnéni v pokrocCilém stavu (napf. ztrata periferniho
vidéni) a dochazi k nevratné ztraté zraku. Globalni pfedpoklad glaukomu je cca 3,5%
u dospélych ve véku mezi 40 a 80 lety (Tham et al. 2014). Dle statistik v roce 2010 byl

odhadovany pocet pacientd s glaukomem 60,5 milionti. Pro rok 2020 modelové vypocty

ukazuji, ze pocet postizenych vzroste v priibéhu desetileti o 20 milionti lidi.
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Odhaduje se, ze do roku 2040 bude glaukomem trpet 112 miliont lidi na celém svété a vic
jak 11 milion bude kvili tomuto onemocnéni trpét slepotou. Postizeni glaukomem
pfevlada u zen, jakoz i kvuli jejich relativné vétsi dlouhovekosti. Vzhledem k tomu,
ze se u zen odhaduje, Ze maji celkové dvojndsobné zhorSeni zraku nez muzi, mélo by byt

vénovano vice pozornosti prave jim (Quigley 2006).

Nitroo¢ni tlak (IOP) je mozné méfit tonometricky, coz znamend nepiimé méfeni
na povrchu oka. Nejpfesnéjsi metoda pro méteni IOP je umistit tonometr do oka, nicméné
rizika spojend s touto technikou ji ¢ini nevhodnou pro rutinni klinické pouZiti. V soucasné
dobé existuje v praxi mnoho tonometrti a metod pro méteni IOP. Méteni IOP je zaloZeno
na principu Imberta-Ficka s pevné stanovenou povrchovou plochou a aplikaci proménlivé
sily. Z tonometru vylétne proud vzduchu, ktery se opfe o rohovku, a tim se zméfi jeji
odpor. Rovnovaha mezi silami kapilarni pfitazlivosti a elasticitou rohovky umoziiuje
méfit tlak, pfi¢emz sila 1/10 gramu pfi priméru 3,06 mm se rovna tlaku 1 mmHg. Déle
se da IOP méftit pomoci gonioskopie pro kontrolu thlu drenédze oka, optické koherencni
tomografie, vySetfeni zorného pole a vySetfeni zrakového nervu (de Padua Soares Bezerra

etal. 2019).

Onemocnéni mizeme délit na glaukom s otevienym (OAG) a uzavienym uhlem (ACG),
kdy timto pojmem je myslen odtokovy thel, nachézejici se uvnitt oka, mezi duhovkou
a rohovkou a fidici odtok tekutiny, kterd je okem neustale vytvafena pomoci fasnatych
télisek. Dal§imi variantami glaukomu s otevienym thlem jsou: glaukom s normalni tenzi,
sekundarni glaukom, vrozeny glaukom, pigmentarni glaukom a dals$i. Do skupiny
glaukomu s uzavienym uhlem déle fadime: glaukom s akutnim uzavienim, glaukom
s chronickym uzavienim thlu, neovaskularni glaukom. V této bakaléaiské praci se budeme
konkrétné zabyvat primarnim glaukomem s otevienym uhlem, ktery je i mimo jiné

nejrozsirenéjsi typ (Drderasmus 2020).

2.1. Glaukom s otevienym thlem

vrwe

zvyseny nitroo¢ni tlak, jelikoz tekutina nema kudy odtékat. Ptiznaky, jak bylo psano vyse,
jsou v raném stadiu t€Zko identifikovatelné, mezi nejcastéjsi se fadi ztrata periferniho

vidéni.
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Lécba muze probihat pomoci medikamentt, které snizuji hypertenzi, avSak ty ne vzdy
zabiraji, proto je ve vétSin€ pripadli nutnd operace pomoci laseru, ¢i invazivni chirurgie

napf. trabekulektomie (Kuang et al. 2020; Laroche a Nkrumah 2020).

2.2. Trabekulektomie

Bakalatska prace se bude zabyvat konkrétné trabekulektomii, jelikoZ je to nejrozsifenéjsi
typ operace glaukomu uz od roku 1970. Je jednoducha a pomérné rychlé (cca 20 minut).
Uspésnost zakroku se pohybuje kolem 95%, i piesto nese s sebou mnoho kratkodobych
¢i dlouhodobych komplikaci jako naptiklad infekce blebu, krvéaceni atd. (Razeghinejad
et al. 2017; Nilforushan et al. 2017).

Trabekulektomie je celosvétove nejastéjsi chirurgicky zdkrok a operacni technika
u pacientll s glaukomem s progresivnim poskozenim hlavy zrakového nervu a ztratou
zorného pole (Razeghinejad et al. 2017). Operace snizuje nitroocni tlak uvniti oka pomoci
drendzniho kandlu k pfesmérovani toku vody ven z oka, a tim dochazi k postupné
napravé. Probiha tak, ze se vytvoii umély otvor ve skléfe pro prebyte¢ny odtok komorové
tekutiny, viz obrazek 2. Spravna Ccinnost oka je zajiSténa prinikem tekutiny
do tzv. ,filtraéniho polstare* vytvofenym spravnou technikou seSiti. Tekutina se mlze
zpocatku nahromadit, ale poté protéka pod pojivovou ocni tkani, kde je absorbovéana

(Nilforushan et al. 2017).
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Obrazek 2 - Horni ¢ast - vytvoreni ,, filtracniho polstare ', nebo-li prostor pro nadmérné mnozstvi tekutiny,

dolni ¢ast —bleb (Healing touristry 2018, Hopkins medicine 2011 )

Béhem operace se pouzivaji rizné druhy antifibrotizacnich c¢inidel, nejbéznéjSim
je mitomycin C (MMC), ktery je aplikovan na povrch oka pomoci nasaklého polstaiku,
za uCelem snizeni zjizveni tkdn€ a zabranéni jejiho srustu. Zjizveni je nezadouci jev, ktery
zabrafiuje vstifebavani tekutiny zpét do obéhu. MMC je karcinogenni latka, tudiz se musi
po par minutach vyplachnout vodou, nebot’ by pfi delsi aplikaci mohly nastat komplikace

(Drderamus 2020; Glaucoma-association 2019; Hoffmann a Pfeiffer 2018).
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2.2.1. Pooperacni komplikace

Tato podkapitola se bude zabyvat buné¢nou adhezi a fibrotickou reakci. Tyto dva
pooperacéni jevy jsou pro tento vyzkum klicové. Jednak vldkennd vrstva by neméla
podporovat adhezi bun¢k a druhak fibroticka reakce je jednou z nejb&znéjsich pficin

zangtl., ktera se snazi byt minimalizovéna.
2.2.1.1. Buné¢na adheze

Bunééné adheze je jeden z aspektd, ktery je u tohoto tématu dilezity. Hlavnim cilem
celého experimentu je totiz podstatné, aby vldkenna vrstva bufikami nezaristala. Déle

budou poznatky vyuzity v experimentalni Casti pro in vitro testovani a testy cytotoxicity.

Bunéc¢na adheze je d¢j, pomoci kterého bunky tvoii kontakt mezi sebou a mohou fungovat
jako jedna jednotka. Adheze bunka s buiikou ¢i builkka s mezibunéénou tkani
neboli matrix, je zdklad ve vSech mnohobunéénych organismech, protoze napomahaji
ke tvorbé tkani. Hraji klicovou roli v bunécném ristu, diferenciaci a migraci. Jeji hlavni
funkci je usnadnit pfenos signdlu mezi nimi a celkové bunéénou komunikaci. Adheze
mezi dvémi buiikami je dalezita pfedevsim kvili interakci mezi patogenem a hostitelem.
Uspésnost tkanového inzenyrstvi a implantace kmenovych bun&k zavisi na adhezi Zivych
bun¢k na povrchu pfirodnich nebo biomimetickych scaffoldti. Mize k ni dojit dvéma
zpusoby, pfimy nebo nepifimy kontakt. U nepfimého kontaktu se bunky napojuji
k mezibunééné hmoté. Spojeni probihd riznymi typy spoju, jako napf. t€sné spojeni,
spojeni mezer, spojeni zavisla na signdlu apod. Mechanické sily jsou dilezitym prvkem
fungovani zivych bunék. Je zndmo, Ze bunécénd adheze tzce souvisi s aktinovym
cytoskeletem, jehoZ organizace je rozhodujici pro stanoveni strukturnich a mechanickych

vlastnosti bun¢k (Ungai-Salanki et al. 2019).

2.2.1.2.Fibroza tkané

Fibroza znaci tvorbu nadmérné pojivové tkané€ v organu nebo tkani, ve které se uklada
velké mnozstvi extracelularniho matrixu. Fibroza je dilezitym patologickym jevem
vétSiny chronickych onemocnéni, jako je fibréza rohovky, klize, ledvin, jater, plic a také

srdce (Asadi-Azarbaijani et al. 2019; Zhao et al. 2019).
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Fibroza vznikd v ptipadé¢ pooperacnich komplikaci. Mize dojit k endogennimu
¢1 exogennimu posSkozeni, tzn. zanét, zvySeny nitroo¢ni tlak, vysoka hladina glukdzy,
zména vnitiniho prostfedi. To ma za nasledek, Ze napf. o¢ni tkan podstupujici fibrozni
degeneraci méni svou prechozi morfologickou strukturu a biologickou funkei (Wang et

al. 2009).

Oc¢ni tkané, jak bylo uvedeno vyse, jsou také citlivé na fibrotickd onemocnéni,
napft. zjizveni v rohovce a spojivkach, pii proliferativni vitreoretinopatii (onemocnéni
myofibroblasty. Tento druh bunék je odvozen z typl epitelidlnich bun€k (Cocek nebo
sitnicovy pigmentovy epitel) a fibroblasti (napf. rohovkové), které jsou aktivovany
cytokinezi po poskozeni tkan¢. Po poranéni jsou primarni tkdné neustdle pfeménovany,

aby se obnovila normalni struktura a funkce.

wrwe

vyskytem myofibroblastli a nadmérnou akumulaci extracelularniho matrixu, nasledkem
toho vznikaji kontrakce tkani a jejich zhorSena funkce. Rohovka je tkan, kterd musi zGstat
prihledna a pravideln¢ zaktivend, aby dokéazala spravné odrazet svétlo. Proto je diilezité,
aby méla organizovanou strukturu kolagenovych vlédken extracelularniho matrixu
a proteoglykanti mezi nimi. A¢koli rohovka postrada vaskularitu, tak jeji hlavni slozky
podilejici se na opravé tkdné€, jsou podobné t€ém co ma klze: stratifikovany epitel
(vicevrstvy) a kolagenni matrix obsahujici mezenchymalni buiiky lezici pod nim. Hlavni
pfi¢ina fibrozy je zanct, aktivace fibroblastli a akumulace extracelularniho matrixu.
Nedostatek limbalnich kmenovych bunék vede k tvorbé vaskularizované jizvy
spojivkového ptivodu na povrchu rohovky. Prihlednost rohovky je snizena fibrézou/
zjizvenim, coz vede k naruSeni vidéni pacientll. Konkrétné u onemocnéni glaukom
se tomuto problému da piedejit pomoci antifibrotika mitomycinu C, ktery zabraiiuje
fibrotické enkapsulaci, ovSem i pfesto se miiZe stat, ze nastanou pooperacni komplikace

(Mahale et al. 2015; Saika et al. 2008).
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2.3. Vybrané ¢asti oka spojené s onemocnénim glaukomu

V této kapitole bude kladen dliraz na popis vybranych ¢asti oka, ktery je nutny znat pro
konstrukei vldkenného implantatu. Oko se sklada z pfedni a zadni ¢asti, kdy konkrétni
popis Casti je znadzornén na obrazku ¢. 3. Pfedni Cast je tvofena rohovkou, cockou,
duhovkou, sklivcem, fasnatym téliskem a trabekularni sitovinou. Zadni ¢ast je poté
tvofena ze sitnice, cévnatky, Zluté a slepé skvrny, o¢niho nervu. Konkrétné bude popsano
rasnaté télisko, trabekuldrni sitovina a o¢ni nerv. Zbytek ¢asti oka je popsan v diplomové
praci Ing. Klary Vrsinské. Vybér téchto tfi ¢asti byl zvolen, protoZze jimi protéka,
¢i je fizen, odtok nitroo¢ni tekutiny. V momenté, kdy je jedna z ¢asti poskozend, vznika

riziko zvySeného nitroo¢niho tlaku, a tim zac¢atek ocni nemoci glaukom.

Rez okem bélima
cévnatka
spojivka
sitnice
fasnaté télisko
duhovka sklivec
zomice Zluta skvrna
rohovka
Coctka
komorova voda zrakovy nerv

Obrazek 3 - popis oka (Hvezdarna 2013)

2.3.1. Rasnaté t&lisko

Rasnaté télisko je umisténo v piedni Gasti oka, pro které ma velice dileZitou funkci
a podili se na pfimém vizualnim vnimani. Je tvofeno fasnatou svalovinou, ktera se sklada
z kapilarniho jadra (to je obklopeno matrixem), a je pokryta dvouvrstvym epitelem.
Védci se domnivaji, Ze fasnata téliska poskytuji velkou plochu pro sekreci komorového
moku, glykoproteintl sklivce, antioxidatnich enzymi a neuropeptidil. Rasnaté télisko
je spojeno s &ockou a sklerou pomoci zonularnich vldken a fasnatych svalii. Rasnaté svaly
také slouzi k regulaci odtoku komorové vody ptes trabekuldrni sitovinu a skleralni

odtokové cesty.
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Zajimavosti je, Ze u morcat, kufat a lidi jsou fasnatd téliska pravidelné¢ usporadana
ve form¢ radidlnich zahybl kolem oka, ovSem ne vSichni obratlovci se vyznacuji timto
pravidelnym usporaddnim. U mysi jsou fasnata téliska uspofadana nepravidelné, protinaji
se a prolinaji navzdjem. Tento vypozorovany jev ukazuje, ze v fasnatych téliskach
existuje urCity stupeinn strukturdlni variace a potencidlné funkéni plasticity (Napier

a Kidson 2007).

Rasnaté t&lisko je povazovano za multifunkéni a interaktivni tkan, kterd skrz
neuroendokrinni systém (tzn. sit hormonalné aktivnich bun¢k difizné¢ umisténych
v organismu), uvoliluje endokrinni peptidy pomoci vnitini hypertenze ¢i hypotenze.
Timto systémem je regulovan pfitok a odtok komorové tekutiny, ktery ovlivituje velikost
nitroo¢niho tlaku na o¢ni nerv a tim pfispiva k rozvoji glaukomu. Tato interpretace celého
procesu je v souladu s fyziologickymi a genetickymi studiemi (Cocaprados a Escribano

2007).

Dalsi funkci této ¢asti oka je jev zvany akomodace. Je to proces, pfi kterém se za pomoci
fasnatého tcliska méni struktura skléry a ocni bulvy. Kdyz jsou objekty v blizkosti
tak je zuZené a cocCka je zmenSena, pokud jsou v dostatecné vzdalenosti, tak je télisko
uvolnéné a ¢ocka je naopak zvétSend. Proto, kdyZz koukdme na objekty zblizka po delsi
dobu, tak se zméni struktura skléry a oc¢ni bulva se zdeformuje, coZ ma za nésledek

kratkozrakost (Xie et al. 2018).
2.3.2. Trabekularni sitovina

Trabekulédrni sitovina (TS) je porézni pojivova tkan, kterd primarné reguluje komorovy
mok za ucelem udrzet nitroo¢ni tlak v idealni rovin€, viz obrazek 4. Tato slozita
trojrozmérnd struktura je umisténa v mist€ mezi duhovkou a rohovkou na okraji predni
komory oka. Je sloZena z kolagenniho a elastinového extracelularniho matrixu, ve kterém
jsou umistény bunky TS. V moment¢, kdy se struktura TS zméni, dochézi k tuhosti tkani
a tim k rozpadu fyziologickych rovnovah mezi produkci a vypousténim komorového
moku (Wang a Jiang 2020; Waduthanthri et al. 2019). V dasledku toho se miize zvysit

wrwe

nerv a nasledné vznik oc¢niho onemocnéni glaukom (Waduthanthri et al. 2019).
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Wang et al. se domnivaji, Ze by jeden ze zpusobu 1écby glaukomu mohla byt izolace

trabekularnich kmenovych bunék (Wang a Jiang 2020).
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Obrdzek 4 - schéma cirkulace nitroocni tekutiny (Zelenv-zakal 2020)
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2.3.3. Zrakovy nerv

Spojuje zadni ¢ast oka s mozkem, do kterého pomoci axoni vysila signaly. Odhaduje se,
ze axony optického nervu tvoii 38% vSech axonll vstupujici a vystupujici z centralniho
nervového systému. Axony, konkrétné zrakového nervu, jsou tvofeny z cca 1,2 miliont
gangliovych bunck, které lemuji vnitini ¢ast sitnice. Vedené vzruchy smétuji k lamina
cribrosa, kde se slouci do optické papily. Tim vznikne opticky nerv, ktery prenasi akcni
potencial. Opticky nerv je 45 az 50 mm dlouhy a je rozdélen do ¢tyt anatomickych ¢asti:

intraokuldrni (1-2 mm), intraorbitdlni (25-30 mm), intrakanalikularni (5-9 mm)

a intrakranialni (9-10 mm) (Selhorst a Chen 2009; Benowitz 2010).

Zrakovy nerv a onemocnéni glaukom spolu uzce souvisi, protoze ve chvili,
kdy je poskozen, znamena to zacatek slepoty. Toto ofni onemocnéni je spojeno
s nevratnym poskozenim axonli zrakového nervu a gangliovych bunék sitnice, proto
u pacientl s takovymto degenerativnim onemocnénim (jako je glaukom), je ztrata zraku
nevratna (Benowitz 2010). Nevratnd ztrata zraku u glaukomu je zpiisobena apoptozou,
nebo-1i bunéénou smrti gangliovych bungk sitnice. Jeji pfi¢ina neni zcela zndma, protoze

procesy apoptozy jsou velmi komplikované.
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Mechanismus, ktery je zodpovédny za apoptdzu gangliovych bunék, je spojen s hypoxii
(nedostate¢ny ptisun kysliku), kterd je nejcastéji disledkem zvyseného nitroo¢niho tlaku.
Ten poté tlaci na zrakovy nerv a doty¢ny prestava vidét, jak uz bylo mnohokrat zminéno

(Zalewska et al. 2016).

3. Elektrostatické zvlaknovani

Elektrostatické zvlaknovani (electrospinning) je proces, pii kterém dochédzi vlivem
siln¢ho elektrického pole plisobici na polymerni roztok nebo taveninu, k tvorbé velmi
jemnych vldken o primérech v desitkach ¢i stovkach nanometri. Zvlakiovat mizeme
dvéma zplsoby, bezjehloveé a jehlové. Touto metodou se piipravuji ultra jemné vldkna
pomoci elektrostatickych sil, které se snazi piekonat kapildrni sily, drzici kapalinu
ve formé roztoku. Elektrostatické proto, Ze je vyuzivano stejnosmérného zdroje vysokého
elektrického napéti (Nanopharma 2015; Divinova Nikol 2017; Stranska Denisa 2018;
Ding et al. 2019; Balogh et al. 2016). Tato technika je dostate¢né univerzalni
pro zpracovani vSech druhli materidlli, véetné organickych a anorganickych polymert
v riznych formdach, jako jsou roztoky, emulze, smési nebo taveniny, které slouzi
k vytvaieni komplexnich nanovlakennych struktur, véetné poréznich, dutych a jaddrovych

oball. (Ding et al. 2019; Balogh et al. 2016)
3.1. Bezjehlové elektrostatické zvlaknovani

Specialni piipadem elektrostatického zvldknovani je tzv. bezjehlové. Samotny proces
funguje tak, ze zdroj vysokého napéti je spojeny s polymernim roztokem, naproti tomu
je dana protielektroda, neboli kolektor, ktery je uzemnén. Pii zvldknovéani z volného
povrchu je tieba na elektrodu umistit ¢i nanést roztok, ze kterého bude kapalina
pfitahovana a nésledné¢ v podobé vldken zachytavana na kolektor. Pfi zvySujicim
se elektrickém napéti se kapka prodluzuje a tvaruje se do tzv. Taylorova kuzele. Roztok,
konkrétn€ bezjehloveé, mizeme zvlakiovat napt. z tycky, valecku, spiraly, kuzele, struny
a fady dalSich geometrii. Pro praktickou &ast bylo pouzito vyrobni zatizeni Nanospider' ™,
kde je jako elektroda pouzita struna (Nanopharma 2015; Divinova Nikol 2017; Stranska
Denisa 2018; Ding et al. 2019).
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3.1.1. Nanospider ™

Jedna z technik metod vyroby nanovladken wuvadénd v literatufe, je systém
elektrostatického  zvldknovani z volného povrchu vyuZzivajici technologii
elektrospinningu na zaiizeni Nanospider™. Vyhoda této technologie je kontinualni
sériova vyroba, vysoka vyrobni kapacita a snadné udrzba (Yalcinkaya 2019; Kostakova

et al. 2009; Elmarco 2004)

Je to nejzadanéjsi technologie pro kontinudlni a hromadnou vyrobu nanovldkennych
vrstev. Technologie Nanospider' byla vyvinuta profesorem Jirsakem a kol. v roce 2003
(O. Jirsdk et al. 2006). Poté nové modely vylepsila spolecnost Elmarco, kterad

je momentaln¢ nejveétsim ceskym vyrobcem Nanospiderd.

Technologie Nanospider'™ je jedna ze zptsobti bezjehlového zvlakitovani. Umozituje
primyslovou vyrobu vrstev tvofené nanovldkny o rtiznych primeérech. Tenkd vrstva
polymerniho roztoku je nanaSena na strunu pomoci pojizdného zasobniku (cartridge),
to zajiSt'uje veétsi efektivitu elektrostatického pole na struné. Z pocatku fungovalo zatizeni
na principu zvlaknovani pomoci vélecku, kdy rotac¢ni elektroda byla ponofena
do polymerni 14zné, postupné rotovala a z jejiho povrchu s polymerem byla tvofena
vlakna. Tento plivodni systém ma oproti zvlakiiovani pomoci struny jednu nevyhodu.
Davkovaci systém neni uzavieny a zvlakiiovani probihd v otevieném prostoru. To mlze
zpusobovat, ze polymerni roztok do sebe absorbuje vlhkost a béhem zvladknovani méni
svou viskozitu a vlastnosti. Rozdil mezi prvni a druhou generaci je tedy typ elektrody

a zpusob davkovani (Elmarco 2004; Yalcinkaya 2019; Kostakova et al. 2009).
3.2. Jehlové elektrostatické zvldknovani

Elektrostatick¢é zvldkiovani pomoci jehly funguje na podobném principu
jako zvldknovani z volného povrchu. Metodiku zvldkiiovani ovliviiuji trochu jiné
parametry. U této technologie polymerni roztok vytéka z jehly a je veden k uzemnénému
nebo opacné nabitému kolektoru vlivem elektrického pole, tak aby vytvofil sit’ vldken.
Vlékna jsou tvotfena o velikosti nanometrli, pficemz zavisi na priméru jehly, rychlosti
davkovani polymeru, velikosti elektrického napéti a vzdalenosti jehly od kolektoru

(Ahmad et al. 2013).
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V poslednich letech bylo provedeno nékolik prav zédkladniho principu elektrostatického
zvléknovani z jehly, kvili pouZziti pro sériovou vyrobu a pro zlepSeni funkénosti.
Pro splnéni vysokych pozadavki bylo nedavno testovano ne€kolik zvlaknovacich zatizeni
s vice jehlami. To se ukdzalo jako nevyhoda z hlediska nejednotné tvorby vlaken,
pfi kterém muselo byt doddvano mnohem vétsi napéti. Ovsem védci vypozorovali,
ze vyssi elektrické pole vede k vétSimu protazeni vldken a tim jsou vldkna ten¢i (Ahmad

etal. 2013).

Proces zvlaknovani ovliviluje nckolik parametrti. Jsou jimi napiiklad vzdéalenost
kolektort, velikost elektrického napéti, viskozita polymerniho roztoku. Je-li zvldkiovaci
zafizeni pfili§ blizko kolektoru, nebudou vznikat vldkna, ale roztok bude délat kapky
a sprejovat, protoze neni v dostate¢né vzdalenosti, aby se stihlo vypafit rozpoustédlo.
Pokud bude kolektor naopak pfili§ daleko, tak roztok nebude vibec ptitahovan, nevytvori
se Taylortiv kuzel a bude pouze odkapévat na podlozku. Jestlize by viskozita roztoku byla
ptilis nizka, opet polymer nebude zvldkiiovat a vrstva bude mit mnoho defektd (Divinova

Nikol 2017).

4. Materialy

V této kapitole budou popsany vSechny chemikalie, které byly pouZity v tomto vyzkumu.
Konkrétné polymery a jejich rozpoustédla a latky, které ovliviiuji vlastnosti vysledné
textilie. Budou popsany predevsim z hlediska jejich vlastnosti, vyuziti a zptisobu vyroby.

Konkrétni typy pouzitych latek poté budou k nalezeni v kapitole 5.
4.1. Polymery

4.1.1. Polyvinylidenfluorid

Polyvinylidenfluorid (PVDF) je synteticky, semikrystalicky termoplast, ktery vykazuje
silnou piezoelektrickou reakci. PVDF a jeho kopolymery jsou stabilni diky schopnosti
odolavat vlhkosti, oxidantiim, vysokym teplotam, vétSin€ chemikalii a ultrafialovému
a jadernému zéteni. Dale ma vysokou Zivotnost, je fyziologicky neskodny a zamezuje
rastu bunék. Dle normy DIN 51007 je teplota tani krystalitu > 169 °C, zélezi na typu
polymeru (Pariy et al. 2020; Titan-plastimex 2015).
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Obrazek 5 - Strukturni vzorec PVDF

Nejhlavnéjsi slozkou v PVDF je fluor (obrazek €. 5), ktery tvoti 59% z celkové hmotnosti.
PVDF ma pét fazi, alfa, beta, gama, delta a epsilon, které souviseji s riznymi fetézovymi
konformacemi. Elektroaktivni f faze vykazuje nejvétsi dipolovy moment a je zodpoveédna
za to, ze PVDF ma vodivé a piezoelektrické vlastnosti, oproti tomu je sice faze
a nepolarni, ale za to nejstabilnéjsi (Ferri et al. 2020; Pariy et al. 2020). Tyto vlastnosti,
které PVDF ma4, jsou vyhodou napiiklad pro vyrobu scaffoldii jako srde¢ni zaplata viz
kapitola 1.1.2. Dalsi jeho vyhodou je, Ze neni degradabilni a zamezuje riistu bunék jak
bylo popsano vyse. Tyto vlastnosti jsou pro tento konkrétni vyzkum vyhodou, jelikoz
je nutné, aby tekutina bez problému odtékala a nezédouci, aby se vyslednd vrstva
vstiebala. To samé plati i pro rist bunck, kdyby vrstva zarostla buitkami, tak by opét
zamezila cirkulaci kapaliny a spravnému chodu celého systému (Pariy et al. 2020). PVDF
je vyuzivano pifedev§im ve farmaceutickém a chemickém pramyslu, k vyrobé
polovodict, ke galvanickému pokovani, v automobilovém primyslu a ke zpracovani

celulozy a papiru (Titan-plastimex 2015).
4.2. Rozpoustédla

4.2.1. Dimetylacetamid

DMAC je jemné prumyslové rozpoustédlo pro elektrolyty i neelektrolyty. Je to Cira,
bezbarva kapalina se slabym zdpachem podobnym amoniaku, jejiz strukturni vzorec
je zobrazen na obréazku ¢&. 6. Siroce se pouziva pro agrochemikalie, 16¢iva, uméla vlakna,
pramyslové povlaky, filmy z jemnych chemikalii, odstraiiovace natéra atd. Diky svym
fyzikéalné-chemickym vlastnostem se DMAC snadno vstfebava inhalaci nebo muze

proniknout kiizi.
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Toxicita DMAC muze mit pro ¢lovéka neptiznivé u€inky, napi. podrazdéni kize, bolesti

hlavy, nechutenstvi, unavu a poskozeni jater (Behrouzeh et al. 2020; Zhang et al. 2018).

O
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Obrazek 6 - Strukturni vzorec DMAC (Commons wikimedia 2012)

HsC

4.2.2. Aceton

Aceton nebo-li dimethylketon, 2-propanon a beta-ketopropan na obrazku ¢. 7,
je bezbarvé, tekavé, hotlavé organické rozpoustédlo, snadno rozpustné ve vode, ethanolu,
etheru atd.. Charakterizuje se vyraznou vini a chuti. Aceton se vyskytuje v rostlinach,
stromech, vyfukovych plynech, sopecnych plynech a vznika jako produkt pii rozkladu
metabolismu zivociSnych tukd. Déle toto ¢inidlo mize byt obvykle pfitomno ve velmi

malém mnozstvi v moci i krvi (ve vétsim mnozstvi se da nalézt v moci a krvi diabetiki).

Ve vétsich davkach miize byt toxicky. Aceton je drazdivy a jeho inhalace mize vést
k hepatoxickym tc¢inktim, které zpisobuji naptiklad poskozeni jater. VyuZziva se k vyrobé
plasti, vladken, 1ékti a dalSich chemikalii. Pouziva se také k rozpousténi jinych latek

(Kalapos 1999; Abou-Zeid et al. 1978).

H3C CHj

Obrazek 7 - strukturni vzorec acetonu (Wikipedia 2020)

30



4.3. Antifibrotiza¢ni ¢inidla

4.3.1. Mitomycin C

Mitomycin C (MMC), viz obrazek 8, je pfirodni antimetabolitové antibiotikum, které
snizuje adhezi a potlacuje vaskularitu po dobu nékolika tydnti. Nevyhoda MMC je, ze mé
silné karcinogenni u€inky. Liu a kol. v roce 2005 zjistili, Ze intraperitonedlni podavani
MMC je ucinné pro prevenci primarnich nebo opakujicich se intraabdomindlnich adhezi
u potkand, jelikoz ma schopnost zesitovat DNA a inhibovat bunéénou mitézu. Dalsi
vyuziti je pfi chemoterapii, konkrétné k 1é€bé mocového méchyte a zaludku (Liu et al.

2005; Sultana et al. 2020; Abdel-Naby Awad a Hasan 2019).

HaN
L

O

Obrazek § - strukturni vzorec MMC (Stemcell 2020)

I1I. Prakticka cast

Prakticka ¢ast se zabyva vyrobou nanovlakenné vrstvy z PVDF pro 1é€bu glaukomu, ktera
bude nasledné¢ modifikovéana, aby byla schopna potlacit fibrotickou reakci. Cely vyzkum
navazuje na diplomovou praci Ing. Radima Pluchy, ktery zkoumal také vrstvy z PVDF
a jejich kombinace, kdy k PVDF byl pfidan polyethylenoxid (PEO). U téchto testti bylo
zjisténo, ze PVDF s PEO nejsou pro vyrobu idealni z hlediska jejich ptipravy, u které

musi byt dodrZena teplota vyssi nez 60°C.

Na zéklad¢ ptredchozich vyzkumt, byl vyhodnocen jako nevhodnéjsi material PVDEF.
Je to nedegradabilni material, ktery zamezuje riistu bun¢k (Pariy a kol., 2020). PVDF
je schopno pravé diky této vlastnosti potlacit adhezi bunck, coz je velice dilezity jev,

aby vrstva nezarostla a tekutina mohla volné protékat. viz. kapitola 4.1.
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Prvni vrstvy budou vyrobeny z PVDF v rozpoustédlovém systému DMAC a acetonu,

kdy budou zkoumany a hledany nejvhodnéjsi parametry pro vyrobu vrstev.

Dale budou v praktické ¢éasti popsany postupy vyroby vrstev na dvou typech
zvlaknovacich zafizeni. Vyhoda aplikace nanovlakenné vrstvy s inkorporovanym MMC
je takova, Ze by se postupné uvoliioval a zabranoval fibrotické reakci. Také budou
provedeny testy cytotoxicity o rtiznych koncentracich MMC, kdy nejvhodnéjsi
koncentrace budou elektrostaticky zvlaknény spolu s PVDF. Nésledn¢ budou vldkenné

vrstvy zkoumany a opét podrobeny in vitro testovani.

5. Typy chemikalii a priprava roztoki

V nasledujicim textu bude popsan konkrétni typ polymeru, jeho rozpoustédlovy systém,

poméry a mnozstvi. Déle zplisob piipravy samotnych roztokl a také vhodné podminky.

Pro tvorbu nanovldkenné vrstvy byl pouzit roztok z polymeru polyvinylidenfluorid
(Sigma, Mw 180 000 g/mol) s rozpoustédly N,N-dimethylacetamid a aceton
(Penta chemicals) v poméru (8:2). Konkrétné byly vytvofeny 3 roztoky o stejné
koncentraci 26 hm. % PVDF, ale s odliSnym postupem ptipravy. Prvni roztok byl
ptipraven z PVDF, do kterého byla ihned ptidana obé rozpoustédla DMAC a Ac v poméru
(8:2), nasledné byl michan 24 hodin pii 300 ot/min a teploté 55°C. Tato teplota byla
stanovena podle teploty odpateni acetonu, coz je 56°C. U druhého roztoku byla zména
v piipravé roztoku, nejdiive byl smichdn PVDF pouze v DMAC a po 24 hodinéch,
kdy mél roztok uz pokojovou teplotu, byl pfidan aceton. Tteti roztok byl ptipraven pouze
z PVDF v DMAC, bez pfitomnosti acetonu. Podminky michani byly u vSech roztoka

stejné, viz tabulka €. 1.
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Tabulka 1 - typy roztokit PVDF

Podminky pripravy
roztoku
Koncentrace PVYDF
Typ roztoku PVDF Rychlost
v roztoku [hm %] Teplota
michani
[°C]
[ot/min]
PVDF + DMAC + Ac
A 300 55
(8:2)
PVDF + DMAC + Ac
B 300 55
po 24 h. (8:2)
C PVDF + DMAC 300 55

6. Bezjehlové elektrostatické zvlaknovani

Pro zvldkiiovani bylo pouzito zafizeni Nanospider™ (NS 1WS500U, Elmarco), spolu
s klimatizaci (NS AC 150/1000/2000, Elmarco). Zvlakiiovani na Nanospideru™™

probihalo z divodu optimalizace roztoku a zjiSténi idedlnich parametrii pro zvlakiovant,

které budou pozdéji vyuzity pii jehlovém elektrostatickém zvldknovani.

Jako prvni byl zvlaknovan roztok PVDF + DMAC + AC (8:2), za podminek viz tabulka

¢. 3. Zvlaknovani bylo problematické, chvilemi k nému viibec nedochézelo, protoze

roztok po urcité dobé zvySoval svou viskozitu natolik, Ze zvlakiiovani nebylo mozné.

Jelikoz roztoky s acetonem i bez ného mély na prvni pohled podobnou viskozitu

a identické chovani pfi zvlakiiovani, byly podrobeny viskozimetrickému méfeni viz

tabulka ¢. 2.

Tabulka 2 - namérend viskozita roztoki PVDF

Typ roztoku PVDF

Viskozita [mPa.s]

A | PVDF + DMAC + Ac (8:2) 780 x 107

PVDF + DMAC + Ac po 24 3

B 420 x 107
h. (8:2)

C PVDF + DMAC 730 x 107
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Pfi porovnani s viskozitou samotného DMAC (945 x 10 mPa.s) a acetonu (316x10™
mPa.s), je z naméfenych hodnot v tabulce €. 2 viditelné, Ze roztok A (ktery pivodné
aceton obsahoval) a C, vykazuji podobné hodnoty 1 pfes to, Ze plivodni slozeni bylo
odli$né. Oba se svymi hodnotami piiblizuji spiSe k viskozité ¢isttho DMAC nez Ac, tudiz
po rozmichéni zlstalo v roztoku minimalni mnozstvi acetonu. To samé plati u roztoku B,
kdy je ocividné, ze viskozita se snizila pfiddnim acetonu té€sné pred zvldkinovanim. Timto
se potvrdilo, Ze zéalezi na postupu pfipravy. Aceton byl odpaten z roztoku disledkem
velmi malych netésnosti a vysoké teploté pfi michani, kterd byla 55°C. Tim, Ze teplota
odpateni acetonu je 56°C a ma vysoce t¢kavé a nestabilni vlastnosti, dochdzi k jeho uniku.
Experiment byl proveden nékolikrat a vzdy nastal stejny problém s roztokem, ktery byl
pfipravovan timto zplUsobem. Problémem je, Ze rozmichani PVDF s DMAC
je neproveditelné pfi nizsi teploté¢ nez je 55°C, proto byl zvolen nasledujici postup,
nejprve bylo rozmichdno PVDF s DMAC a druhy den, po zchladnuti roztoku na
pokojovou teplotu, 30 minut pied zvldkiovanim byl pfidan aceton, ktery snizuje viskozitu

roztoku.

Tabulka 3 - Rizné podminky a parametry pri zvldkiiovani roztoku PVDF

Rychlost
Vzdalenost Relativni
odtahu Teplota | Elektrické
Typ roztoku zvlaknovaci vlhkost
podkladové vzduchu napéti
PVDF jednotky od vzduchu
vrstvy [°C] [kV]
kolektoru [mm] [%]
[mm/min]
167 19 45 22 -10; 50
PVDF +
DMAC + Ac 173 9 35 22 -10; 50
(8:2)
173 9 55 22 -10; 50
PVDF + 173 9 55 22 -10; 50
DMAC + Ac
po24h. 171 12 19 22 -10; 50
(8:2)

Dale byl zvlakinovan pouze roztok PVDF + DMAC + Ac po 24 h. za podminek v tabulce
€. 3. Zde uz probihalo zvlaknovani produktivnéji, roztok mél nizsi viskozitu a vysledna

vrstva byla na prvni pohled homogenni.
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Zbytek podminek byl stejny nebo pouze nepatrné zmeénén. Velikost pravlaku skrz ktery
byl nanésen roztok na nerezovou zvléknovaci strunu, byla 0,7 mm, ktera byla vybrana

na zéklad¢é hodnoty viskozity roztoku.
6.1. Morfologie materialu

Vyhodnoceni vzorkl probéhlo na rastrovacim elektronovém mikroskopu (TESCAN,
Vega 3). SEM je typ mikroskopu, ktery zobrazuje povrch pevnych objekti. K tomu
vyuziva paprsek elektronti s relativné nizkou energii, ty se poté odrazi od pokoveného
objektu, ktery je vodivy a vykresluji viditelny obraz. Dokaze také orientacné urcit
prvkové slozeni preparatu (Joy et al. 2020). Vzorky byly umistény na tercik, pokoveny
vrstvou zlata o tloust’ce 10 nm a dany pod rastrovaci elektronovy mikroskop. Nasledné

byly potizeny snimky o riznych zvétSenich.

7 ¢ ) “a . o > &) V
SEMHV:200kV | WD: 1439 mm veGAs TESCANl  SEMHV:200kV | WD: 1436 mm VEGA3 TESCANJIl  SEM HV: 20.0 kV.

SEM MAG: 5.00 kx Det: SE 10 um SEM MAG: 5.00 kx Det: SE 10 pm SEM MAG: 5.00 kx Det: SE
View fleld: 55.4 ym | Date(m/dly): 08/08/19 TUL Liberec KNT View fleld: 55.4 ym | Date(m/dly): 08/08/19 TUL Liberec KN View fleld: 55.4 ym | Date(m/dly): 08/08/19 TUL Liberec KNT

i ! 3 o/
SEM HV: 20.0 kV. WD: 14.48 mm SEM HV: 20.0 kV. WD: 14.31 mm

SEM MAG: 5.00 kx Det: SE SEM MAG: 5.00 kx Det: SE
View fleld: 55.4 ym | Date(m/dly): 08/08/19 TUL Liberec KNT View fleld: 55.3 ym | Date(m/dly): 08/08/19 TUL Liberec KNT

Obrazek 9 - SEM snimky vysledné viakenné vrstvy pri zvétseni 5000x; A - vihkost 45%, aceton pritomen
od zacatku; B - vihkost 35%, aceton pritomen od zacatku, C - vihkost 55%, aceton pritomen od zacdtku,
D - vihkost 55%, s pridanim acetonu tésné pred zvlaknovanim

Parametr, ktery byl pfi zvladknovani nejvice ménén, byla vlhkost vzduchu, viz tabulka
¢. 3. To mélo dle mikroskopickych snimkti dopad na vyslednou morfologii vldkenné

vrstvy, viz obrazek 9.
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Nejhorsi vrstvy po vzhledové strance byly A, B, C. Je to z toho diivodu, jak uz bylo

popsano vyse, ze roztok zvldknoval nestejnomérné s Castymi prestavkami, kvali

zablokovani zvlakiovaciho privlaku vysoce viskéznim roztokem. Ze snimku je vidét,

ze C a E tvofi jemnéjsi vlakna. Vrstva C obsahuje mén¢ defektl nez vrstva E.

Uz na prvni pohled je zfejmé, ze vrstvy jsou nesourodé¢ a obsahuji rizné prameéry vlaken,

proto pro lepsi porovnani byly priméry naméfeny. Méfeni probihalo u 100 ndhodné

vybranych vladken, od kazdého druhu vldkenné vrstvy. Na zaklad¢ namétenych vysledk,

byl vypocitan aritmeticky primér a také 95% interval spolehlivosti (IS 95%).

Tabulka 4 - Aritmeticky priumér a interval spolehlivosti viakennych vrstev z PVDF

T Aritmeticky
vrsytzy priumér [nni]] 1595%
A 505,62 63,12
772,47 156,09
C 655,27 92,34
D 654,61 77,20
E 675,79 86,69

1000
900
800
700
600
500
400

Priméry vlaken [nm]

300
200
100

A

Obrazek 10 - Sloupcovy graf priiméru viaken s IS 95%

mB

mc
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V tabulce €. 4 je vidét, Ze po zméfeni pruméru vlaken, je vlakenna vrstva A nejjemnéjsi.
Dale pak nejvétsi prumeéry vlaken obsahuje vrstva B, 772,47 nm. To je vidno i z obrazku
¢. 10, ktery zobrazuje graf se zaznamenanymi hodnotami prumérii vlaken. Dalsi vrstvy
poté vykazuji pfiblizné stejné hodnoty, jen s lehkymi odchylkami. Vldkenna vrstva
na snimku D méla sice vldkna vétSiho priméru, ale vrstva byla rovnomérnéjsi.
Ve vysledku po vzhledové strance, pribéhu zvldknovani a dle naméfenych priméri
se jevi jako nejidealnéjsi vrstvy D a E, a¢ nemaji nejmensi priméry. Proto byl v dalSich
testech zvolen postup piipravy roztoku a podminky pfi zvlaknovani podobné témto

dvéma.
7. Biologické testovani idealni koncentrace MMC

V této ¢asti bylo zkouméno 10 riznych koncentraci MMC, pomoci testll na cytotoxicitu
ve tfech dnech. Tyto testy byly provedeny na zakladé¢ dvou ptedpokladi vysledné
vldkenné vrstvy, tj. aby dand koncentrace MMC byla schopnd zamezit ristu bunék
pfi minimalni mozné toxicite, jelikoz MMC je karcinogenni latka. Nésledné bylo dilezité
a nasledné dale zkoumana. Prvni den probihalo pasaZovani bun¢k a jejich nasazeni do
96 jamkové desticky, druhy den byl k buiitkam ptiddn MMC o riznych koncentracich
a tfeti den néasledovalo vyhodnoceni metabolické aktivity. Cilem bylo, aby bunky
na vldkennych vrstvach nerostly, proto bylo ur¢eno konkrétni rozmezi, kdy prvné musela

byt zjiSténa cytotoxicita roztokl, ze které se poté vychazelo pfi dalSich testech.
7.1. Pasazovani bun¢k

Kultivace bunék je proces, pfi kterém dochazi k jejich mnozeni, coz je mozné nazyvat
pasdzovanim bunck. Testy probihaly in vitro, kdy bunééna linie obsahovala 3T3 mysi
fibroblasty. Buiiky byly pfedem pfipraveny v kultivaénim mediu a nésledné doslo k jejich
pasdzovani. Ve probihalo ve sterilnim prostiedi, konkrétné ve flowboxu. Jako prvni byla
zkontrolovana morfologie bunék pod optickym mikroskopem. Nésledné¢ byl proveden
vypocet bun¢k na zatizeni LUNA, kdy celkova viabilita byla 96%. Detailni postup
pasdzovani je mozné najit ve videu od firmy Thermo Fisher scientific (Thermofisher

2019).
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7.2. Test cytotoxicity

Pro stanoveni testu cytotoxicity byl zvolen test CCK-8. Testy CCK-8 umoziiuji stanovit

zivotaschopnost bun¢k v testech bunécné proliferace, toxicitu zdravotnickych prostredkti

a materidlli, kdy se buniky nechaji rst v extra¢ni tekutiné s potfebnymi bunkami

po urcitou dobu a nasledné jsou vyhodnoceny, zda-li je konkrétni prostfedi pro n¢ vhodné

¢i nikoliv (Nelsonlabs 2019).

Testy probihaly pfi deseti riznych koncentracich MMC v kultivatnim mediu DMEM
(MMC/DMEM), viz tabulka &. 5., podle normy CSN EN ISO 10993-5, kdy byl zkouméan

cytotoxicky ucinek. Na zdklad¢ stanoveného mnozstvi MMC (od 750-5 pl), bylo

dopocitano mnozstvi DMEM a z toho vysledné koncentrace MMC/DMEM, tabulka €. 5.

Tyto koncentrace byly poté nasazeny na bunéc¢nou linii z pfedchoziho dne viz kapitola

7.1.

Tabulka 5 - vysledné koncentrace a jejich podil MM C/DMEM

koncentrace
MMC/DMEM MMC [pl] DMEM [pl]
[mg/ml]
1. 15x10™ 750 250
2. 13x10™ 650 350
3. 11x10™* 550 450
4. 9x10™ 450 550
5. 7x10™ 350 650
6. 5x10™ 250 750
7. 3x10™ 150 850
8. 2x10™ 100 900
9. 1x10™ 50 950
10. 0,1x10™ 5 995

Jako prvni byla desti¢ka osédzena 3T3 mySimi fibroblasty a nésledné po 24 hodinové

inkubaci byl roztok DMEM/MMC o riznych koncentracich ptepipetovan do 96 jamkové

desticky s bunkami.
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Jako negativni kontrola slouzily butiky v kultiva¢nim mediu (DMEM)), pozitivni kontrola
byla cytotoxické ¢inidlo Triton X-100 v koncentraci 0,1% Tritonu X-100 v DMEM.
Desticka byla inkubovéna 24 hodin pti 37°C a 5% CO..

ﬁ*r
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Obrazek 11 - 96 jamkova desticka o riiznych koncentracich MM C/DMEM, urcena k vyhodnoceni CCK-8
test; 1- 15x107™ mg/ml; 2- 13x10™ mg/ml; 3- 11x107* mg/ml; 4- 9x107 mg/ml; 5- 7x107 mg/ml; 6- 5x107°
mg/ml; 7- 3x10™ mg/ml; 8- 2x107 mg/ml; 9- 1x10™ mg/ml; 10- 0,1x107 mg/ml; 11 — DMEM; 12— TR-X

7.3. Vyhodnoceni

Po 24 hodinové inkubaci, byla metabolickd aktivita bun¢k stanovena CCK-8 testem
na zatizeni spektrofotometr (TESCAN), kdy byla méfena absorbance pii 450 nm. Kvuli
vysokym hodnotam bylo potieba koncentraci 0,1x10 mg/ml a &isté DMEM 10x zfedit.
Zbarveni roztoku bylo dle miry viability. DMEM mél nejtmavsi odstin oranzové, protoze
v ném byl obsazen nejvyssi pocet zivych bunck. Ty roztok spotiebovavaji pti vyzive,
kterou potiebuji k mnozeni, kdy za pomoci chemickych reakci, méni barvu roztoku
z rizové na oranzovou. Proto v jamkach, kde byly rizné koncentrace MMC a minimalni

pocet bunék, zlstalo spise rizovéjsi zbarveni roztoku.

Cisla 10 a 11 na obrazku & 11 jsou nejtmavsi, diivodem je vy$si koncentrace Zivych
bun¢k oproti ostatnim jamkam. U 1. sloupce roztokli je vidét, ze odstinem barvy

se priblizuje pozitivni kontrole, coZ je patrné i z obrazku ¢. 12, kdy v grafu ma hned

v

39



120

100

80

60

valiabilita [%]

40

) _ _ _ .I
0

koncentrace [mg/ml]

1 2 73 174 ©5 W6 W7 W8 W9 W10 mDMEM ETR-X

Obrazek 12 —graf metabolické aktivity fibroblastii po 24 hodinové inkubaci pri riiznych koncentracich se
smérodatnou odchylkou: 1- 15x10-4 mg/ml; 2- 13x10-4 mg/ml; 3- 11x10-4 mg/ml; 4- 9x10-4 mg/ml; 5-
7x10-4 mg/ml; 6- 5x10-4 mg/ml; 7- 3x10-4 mg/ml; 8- 2x10-4 mg/ml; 9- 1x10-4 mg/mli; 10- 0,1x10-

Piepocitané hodnoty Zivotaschopnosti bun¢k byly vyneseny do grafu viz obrazek ¢. 12,
kde jsou patrné cytotoxické ucinky materiald. Negativni kontrola (DMEM) byla
povazovana za 100% Zzivotaschopnost. Hranice Zivotaschopnosti buné¢k je 70% (v grafu
vyznaceno ¢ervenou ¢arou), coz vykazuje pouze Cisté DMEM a roztok MMC/DMEM
o koncentraci 0,1x10™* mg/ml. JelikoZ je pro tento vyzkum vyhodngjsi porovnavat
vysledky s pozitivni kontrolou, kdy buniky rostou minimaln¢, tak tyto dvé koncentrace,
které nejsou toxické, jsou pro tento vyzkum nevhodné, protoze neposkozuji okolni burky.
Ty by mély tendenci se dale mnozit a vznikala by fibroticka reakce. Na pozitivni kontrole
Triton X-100 (TR-X) je vidét, ze bunky byly mrtvé, latka nevykazuje zadnou
Zivotaschopnost. Jak je z grafu patrné, koncentrace od 1x10-* do 15x10™ jsou toxické.
Znamena to, ze na nich buiiky nerostou, proto musi byt nalezena ideédlni koncentrace
v tomto rozmezi, kterd dokaze potlacit fibrotickou reakci, ale také musi obsahovat
nejnizsi mozné mnozstvi MMC, kviili jiz zminéné karcinogenni vlastnosti. Proto by bylo
idealni hledat vhodnou koncentraci mezi hodnotami 1x10-* a 0,1x10-* mg/ml, jelikoZ jsou

to nejmensi mozné hodnoty mezi kterymi stale buriky nerostou.
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8. Priprava roztoku II.

Na zéklad¢ vysledkt bylo potieba pfipravit vhodné mnozstvi vodného roztoku MMC
(Sigma aldrich) v koncentracich 0,01 mg a 0,1 mg MMC, kdy vychozi koncentraci byla
0,2 mg MMC na | g materidlu z PVDF, ta byla poté jesté fedéna na piislusné koncentrace.
Vysledné pouzité koncentrace MMC byly zaznamenany do tabulky ¢. 6. VSechny roztoky
PVDF byly pfipraveny stejnym postupem jako u predchoziho zvlaknovani, tj. 26 hm%
PVDF s DMAC/Ac v poméru (8:2), kdy aceton byl piidan té€sné pred zvlaknovanim.

Tabulka 6 - Typy roztokit PVDF a prehled jejich slozeni

Koncentrace
Typ roztoku PVDF
MMC/PVDF [mg/1g]

PVDF + DMAC + Ac po

24 h. (8:2) )
PVDF + DMAC + Ac po 0,01

24 h. (8:2)
PVDF + DMAC + Ac po 01

24 h. (8:2)

9. Jehlové elektrostatické zvlaknovani

Pro ptipravu vlakenné vrstvy s MMC, bylo vybrano jehlové elektrostatické zvlaknovani.
Tento typ byl zvolen na zéklad¢ karcinogennich ti¢inkt MMC. Pro tento specilni piipad
musel byt vytvofen box, ktery byl cely kryty, aby prace s roztokem byla bezpecna,
viz obréazek €. 13. Roztok v laboratornich podminkach neni mozné zvlaknovat na zatizeni
Nanospider", bylo by to velice riskantni, protoze hrozi riziko nedostate¢ného vymyti
stroje. Z tohoto diivodu byl zvolen specialni box, kde byly vSechny ¢asti poté bezpecné

zlikvidovany.
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Obrazek 13 - Zvlaknovaci zarizeni: A - davkovaci pumpa; B - injekcni stiikacka s jehlou a polymernim
roztokem, C — uzemnény kolektor pro zachyt nanovidken; D - zvlikiiovaci box; E - zdroj elektrického

napeti

Celkem byly zvlaknovany tfi vrstvy, prvni byla pouze z ¢ist¢ého PVDF, druha obsahovala
navic 0,01 mg MMC/1 g PVDF a tieti 0,1 mg MMC/1 g PVDF. Tyto dvé koncentrace

byly vybrany na zéklad¢ ptedchoziho testovani cytotoxicity roztokl viz kapitola 7.

Podkladova vrstva byla z polypropylenového spunbondu. V tabulce ¢. 7 byly

zaznamenany podminky pfi zvldkinovani jednotlivych vrstev, které byly vypozorovany

Rz r1,x oy . ™
uz pti zvlaknovani na Nanospideru .

Tabulka 7 - podminky pri jehlovém zviaknovani

Vzdalenost Rychlost
Relativni
zvlakiovaci | davkovani Teplota | Elektrické | Primér
vlhkost
Typ roztoku jehly od polymerniho vzduchu napéti jehly
vzduchu
kolektoru roztoku (%] [°C] [kV] [mm]
(1)
[mm] [ml/h]
PVDF +
180 3,5 40 22,9 25,3 1,2
DMAC + Ac
PVDF +
DMAC + Ac 170 3,5 40 21,5 20 1,2
+ 0,01 MMC
PVDF +
DMAC + Ac 170 3,5 40 21,5 20 1,2
+0,1 MMC
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9.1. Vyhodnoceni

Tim, Ze roztoky byly optimalizovany uz na Nanospideru™, probihalo jehlové
elektrostatické zvlaknovani mnohem jednoduseji. Pouze stacilo najit vhodnou rychlost
davkovani polymerniho roztoku a velikost elektrického napéti. Dulezité bylo dodrzet
bezpecnost prace, kviili nebezpecnosti MMC. Vysledné vrstvy byly poté pouZity pro dalsi

in vitro testovani, ve kterych bude jejich morfologie nasledné zhodnocena.
10. In vitro testovani na vlakenné vrstvé

V této Casti experimentu budou popsany biologické testy v laboratotich. Vysledné vrstvy
vyrobené na jehlovém zvldknovacim zafizeni budou vystaveny testovani uc¢inki MMC
na danou vrstvu po dobu 14ti dnli. Bylo zji§tovano za jak dlouho se MMC vymyje
z implantatu a jestli buiiky osdzené na vrstvé budou po 14ti dnech pfi Ga€inku MMC

vykazovat Zivotaschopnost.
10.1. Ptiprava vzorki

Vzorky byly vyfiznuty o priméru 15,5 mm. Takto ptfipravené vzorky kruhového tvaru
byly dany do kultivacni desti€ky o 24 jamkach a vysterilizovany ethylenoxidem. Protoze
je material nesmacivy, musel byt zatézkdn pomoci sklenénych krouzki. Celkové byly
z kazdé vrstvy pfipraveny vzorky pro testy CCK-8, negativni kontrolu (NK), pozitivni
kontrolu (PK), fluorescen¢ni mikroskopii (FM) a skenovaci elektronovou mikroskopii
(SEM). Vzorky byly pfipraveny z vrstvy PVDF, PVDF/0,01 MMC a PVDF/0,1 MMC.
Naésledné byly vzorky vysterilizovany.

10.1.1. Sterilizace materialu

Sterilizace materialu, konkrétné ethylenoxidem (EO), se pouziva hlavné ke sterilizaci
lékaiskych a farmaceutickych produktl, které nemiizou byt sterilizovany pomoci
vysokoteplotni pary. EO je bezbarvy plyn, ktery mé hotlavé a vybusné vlastnosti. EO ni¢i
mikroorganismy, které zlstaly béhem vyrobnich nebo balicich procesii. Sterilizace EO
je nejéast&ji pouzivana metoda, ktera je schvalena podle normy CSN EN ISO 10993
7. ¢ast (Eurotherm 2020; CDC.gov 2016).
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Vzorky vyrobené v PVDF s MMC byly vysterilizovany v EO po dobu 12 hodin

ve sterilizacnim zafizeni Anprolene za podminek teploty 22°C a 44% vlhkosti.
10.1.2. Osazeni buikami

Piedtim, nez byly nasazeny buniky na vzorky, bylo provedeno jejich pasazovani,
konkrétné pasaz ¢. 13. To probihalo za stejnych podminek jako u ptedchoziho testu,
viz. kapitola 7.1. Nasledn¢ byly vSechny vldkenné vrstvy osazeny 3T3 mySimi
fibroblasty, které vykazovaly 88% viabilitu. Desticky byly dany opét do inkubatoru
pti 37°C a 5% CO», kde probihala jejich inkubace az do testovani.

10.2. Postup testovani

V této kapitole bude popsan postup vyhodnoceni pouze pro 2. testovaci den, nebot’ zbylé
testovaci dny probihaly stejnym zpisobem. Vyhodnoceni in vitro testovani tedy
probihalo 2., 7. a 14. den inkubace, kdy byly pfipraveny vzorky pro SEM, FM a CCK-8

testy. Kazdy typ vzorku mél specifické postupy pro pfipravu na vyhodnoceni.
10.2.1. CCK-8 testy — 2. testovaci den

Jako prvni byly pfipraveny vzorky pro metabolicky test CCK-8. Vzorky po 48 hodinach
od osazeni bun¢k na vrstvy byly oplachnuty v PBS a pfemistény do 24 jamkové desticky,
kdy v kazdé jamce bylo pfedem napipetovano 0,5 ml DMEM s CCK v poméru 9:1,

viz obrazek ¢. 14.
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Obrazek 14 - 24 jamkova desticka s vldakennymi vrstvami - 2. testovaci den; PK - pozitivni kontrola pro

vSechny tii typy vrstev; NK — negativni kontrola; A — PVDF vldkennd vrstva; B — PVDF/0,01 MMC
viakenna vrstva; C — PVDF/0,01 MMC vidkennd vrstva

Naésledovala 2 hodinové inkubace vzorkll v inkubatoru. Po uplynuti dvou hodin bylo

z kazdé jamky prepipetovano 200 pl roztoku do 96 jamkové desticky (obrazek 15)

a nasledn¢ vyhodnocena absorbance na spektofotometru.

it

R

Obrazek 15 - 96 jamkova desticka urcena pro spektofotometrii; A — PVDF; B— PVDF/0,01 MMC,; C -
PVDF/0,1 MMC; PK — pozitivni kontrola; NK — negativni kontrola
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10.2.2. Fluorescen¢ni mikroskopie - 2. testovaci den

Po dvou dnech inkubace, kdy byly builky nasazeny na vladkenné vrstvy, byly vyjmuty
vzorky pro FM. Ty byly nejprve oplachnuty pomoci PBS a nésledné¢ vlozeny do 1 ml
2% glutaaldehydu v PBS, ktery slouzi jako fixa¢ni a konzervacni ¢inidlo. Poté byl pfidan
I ml permeabiliza¢niho roztoku, ktery rozrusil membranu bunék pro sprdvné navazani
fluorescenc¢nich barviv. Nasledné byl pfipraven roztok z Phalloidinu FITZ (obarvuje
cytoskelet zelen¢) v permeabilizacnim roztoku v poméru 1:1000, kdy bylo do kazdé
jamky vpipetovano 300 pl smési. Po 30 minutdch bylo pfiddno barvivo DAPI working
solution, které obarvuje jadro modife. V mezikrocich bylo vSe proplachovano PBS,

ve kterém 1 vzorky zstaly zakonzervovany do doby jejich dalsiho pouziti.
10.2.3. Rastrovaci elektronova mikroskopie — 2. testovaci den

Vzorky pro SEM byly také oplachnuty pomoci PBS a glutaraldehydu. Nésledné byly
odvodnény v ethanolové tad¢é (60%, 70%, 80%, 90%, 96% a 100%), vzdy po dobu
5 minut. Dale byly vlozeny do nové desticky, kde byly uchovany pro SEM.

10.3. Vyhodnoceni in vitro testovani

10.3.1. Vyhodnoceni CCK

Pro vyhodnoceni CCK-8 testli bylo pouzito spektrofotometrické zatizeni (TESCAN),
které méfi absorbanci pii vinové délce 450 nm. Spektofotometr naméfil bunéénou
viabilitu po 2., 7. a 14. testovacim dni. U 7. a 14. dne byly u PK tak vysoké hodnoty,
ze spektrofotometr nebyl schopen je zaznamenat , tudiz musel byt roztok 10x ziedén.
Vsechny vysledné hodnoty, byly zprimérovany a vyneseny do grafu na obrazku ¢. 16,

kde je znazornéna absorbance jednotlivych vrstev pro 2., 7. a 14. testovaci den.
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Obrazek 16 - Graf zavislosti velikosti absorbance na urcitych viakennych vrstvach

Jak je v grafu na obrazku €. 16 vidéet, vSechny testovaci dny byla nejvyssi absorbance
u PK. Kde je patrné, Ze bunky skutecné vykazovaly metabolickou aktivitu. Na obrazku
¢. 16 je vidét, ze vSechny vrstvy pii 2. a 14. testovacim dni mély pfiblizné stejnou
absorbanci, mezi 0,3 — 0,4. U sedmého testovaciho dne se pravdépodobné snazily burniky
vykazovat metabolickou aktivitu a mnozit se, nebot absorbance lehce stoupla,
ale u vrstvy pouze z PVDF byla i tak nejnizsi. Zajimavé ovsem je, ze vysledky vrstvy
obsahujici koncentraci 0,1 MMC 7. den rapidné stouply oproti ostatnim a 14. den klesly
na nejniz$i hodnotu ze vsech. Nejpravdépodobnéjsim vysvétlenim je, Zze nékteré ze
zachycenych bun¢k na vrstve, vykazovaly zndmky Zivota a snahu o proliferaci, av§ak
v disledku pisobeni MMC a tim, Ze PVDF je material, ktery rast bun€k nepodporuje,

ptestaly vykazovat metabolickou aktivitu a zanikly.

Dle obrazka €. 16 je vidét, ze samotné vrstvy z PVDF a PVDF/0,01 MMC vykazuji stejné
hodnoty absorbance u vSech testovacich dni, zde je poté ptidavek MMC v takovéto
koncentraci mozné az zbyte¢ny, z divodu zabranéni rastu bunék na vrstvé. Ve vysledku
u 2. a 14. dne vyhodnoceni vSechny vrstvy kopiruji absorbanci negativni kontroly, vyjma
PVDF/MMC 0,1 pfi 7. testovacim dni. Na grafu z obrdzku ¢. 16 je jasné vidét,
ze uvolnovani MMC fungovalo po celou dobu testovani, protoze po 7. dni, kdy jejich

pocet stoupl, opé€t zacal klesat a pfiblizovat se poctem bunck negativni kontrole.
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10.3.2. Vyhodnoceni SEM snimki

Bylo pofizeno mnoho snimkii o riznych zvétSenich od 500x do 5000x. Snimky
na obrazcich 17-19 jsou vldkenné vrstvy z kazdého testovaciho dne, pti zvétSeni 3000x.
Jak uz bylo zminéno, roztoky byly zvlaknény na jehlovém zvlaknovacim zatizeni (JZZ)

za podminek, které jsou zaznamenany v tabulce €. 7.

Obrazek 17 - SEM snimky viakenné vrstvy z PVDF pri zvetseni 3000x; A — 2. testovaci den, B - 7. testovaci

den, C - 14. testovaci den

A
WD: 16.07 mm VEGA3 TESCAN

VEGA3 TESCAN[ll  SEM HV: 20.0 kv

L e
vecas Tescanfll SEMHV 200K WD: 1618 mm
SEM MAG: 3.00 kx Det: SE 20 pm

SEM HV: 20.0 KV WD: 16.10 mm
SEM MAG: 3.00 kx Det: SE 20 pm
View field: 92.3 um _ Date(m/d/y): 04/09/20

SEM MAG: 3.00 kx Det: SE 20 pm
TUL Liberec KNT

View field: 92.3 um _ Date(m/d/y): 04/09/20 View field: 92.3 ym | Date(m/d/y): 04/09/20

TUL Liberec KNT

TUL Liberec KNT

Obrazek 18 - SEM snimky vildkenné vrstvy z PVDF/0,01 MMC pri zvétseni 3000x; A — 2. testovaci den, B

- 7. testovaci den, C - 14. testovaci den

: % . ; L]

¥ J % /5 T
SEM HV: 20.0 kV WD: 16.17 mm L1 VEGA3 TESCANJll  SEM HV: 20.0 kv WD: 16.25 mm
SEM MAG: 3.00 kx Det: SE 20 ym SEM MAG: 3.00 kx Det: SE 20 pm SEM MAG: 3.00 kx Det: SE 20 pm
TUL Liberec KNT View field: 92.3 um | Date(m/d/y): 04/09/20

View field: 92.3 um _ Date(m/dly): 04/09/20

Obrazek 19 - SEM snimky vidkenné vrstvy z PVDF/0,1 MMC pri zvétseni 3000x; A — 2. testovaci den, B -
7. testovaci den, C - 14. testovaci den

TUL Liberec KNT

TUL Liberec KNT View field: 92.3 um _ Date(m/dly): 04/09/20
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Pii pohledu na vldkenné vrstvy je vidét mnoho defektii. Tyto defekty ve tvaru kapének,
jsou zfetelné viditelné pti zvétSeni 3000x, viz obrazky €. 17-19. Vrstvy obsahuji mnoho
defekti, aviak oproti vlakennym vrstvam vytvofené na Nanospideru™, které byly
nesourodé se zd4, ze vrstvy zvldknéné pomoci JZZ obsahuji o polovinu tenci vlakna,
coz 1 pti pozdé€j§im zméfeni jejich pramért pouze pro piiblizny piehled bylo potvrzeno.
Na druhou stranu je zde mnoho shluk vlaken a vrstva plisobi nehomogenné. Vytvorené
defekty miize mit také za nasledek MMC, ktery zhorSuje zvlaknitelnost roztoku,
¢i podminky v laboratofi, jako je teplota a vlhkost, které se nedaji u tohoto typu

zvlaknovani nastavit podle potieby.

P
8 S
SEM HV: 20.0 kV WD: 16.12 mm VEGA3 TESCAN
SEM MAG: 5.00 kx Det: SE TUL Liberec KNT]

Obrazek 20 - SEM snimek viakenné vrstvy PVDF/MMC 0,01 pri zvétseni 5000x, 14. testovaci den; A,B,C -
priblizné zastoupeni chemickych prvkii v neznamych objektech

Jedna z vyhod skenovaci elektronové mikroskopie je EDX analyza, kterd dokaze
pfiblizné zjistit chemické slozeni prvkl pozorovanych objektd. Aby byla ovéfena
pfitomnost MMC na vrstvach, bylo nutno vyhledat mista s defekty. Na obrazku ¢. 20
je snimek s chemickym sloZenim rtznych defektl. V jednom z nich, konkrétné B,
se nachazi navic kyslik v pomérném zastoupeni 2,4%. Jelikoz molekula MMC obsahuje
kromé uhlikt a vodikli mimo jiné také dusik a kyslik, je velmi pravdépodobné, ze se jedna
o ¢ast MMC. Je tedy ziejmé, ze MMC na vldkenné vrstvé ztstal v malém mnozstvi i po
14ti dnech a jeho uvolnovani bylo postupné. Defekty A i C jsou pravdépodobné Spatné

zvlaknény roztok PVDF, jelikoz se v jejich slozeni objevuje fluor.
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10.3.3. Vyhodnoceni fluorescen¢ni mikroskopie

Snimky byly vyhodnoceny pomoci fluorescen¢niho mikroskopu. Jelikoz cilem této prace
bylo, aby buniky na vlakennych vrstvach nerostly, probihalo jejich hledani velice obtizné.
Na snimcich 21-23 se nachazi malé mnozstvi bunék, kdy modra barva jsou jadra a zelena
jejich cytoskelety. Nejvétsi mnozstvi bunék na 1 mm” se nachazelo u samotné vrstvy
z PVDF, z ¢ehoz vypliva, ze MMC potlacuje mimo jiné i metabolickou aktivitu bunék,
protoze na vrstvach s koncentraci MMC jich uz bylo méné. Pro lepsi ptehlednost byl

pocet zaznamenanych bun€k vynesen do grafu, viz obrazek 24.

Obrazek 21 - FM snimky vrstev PVDF; A - 2. testovaci den, B - 7. testovaci den, C - 14. testovaci den

..

ObrdzekZZ FM snimky vrstev PVDF/0,01 MMC; A - 2. testovaci den, B - 7. testovaci den, C - 14. testovaci

Obrazek 23 - FM snimky vrstev PVDE/0,1 MMC; A - 2. testovaci den, B - 7. testovaci den, C - 14. testovaci
den
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Obrdzek 24 - graf poctu bunék/mm’ na jednotlivych vrstvéch

Z grafu je patrné, Ze MMC o koncentraci 0,1 mg a 1 0,01mg potlacuje fibrotickou reakci
a adhezi bun€k. AC na vrstvdch v koncentraci 0,01mg rostl vétsi pocet bunck,
tak je to stale oproti scaffoldim, na kterém je tento jev Zadouci jen nepatrné mnoZzstvi.
Zvyseni poctu bunék pii 14. dnu testovani mize byt z divodu, ze MMC se postupné
uvolnovalo do média, které muselo byt v prubéhu experimentu vyménéno (po 7 dnech).
Posledni testovaci den uZ pusobil pouze v minimalnim mnozstvi, proto se zbylé bunky
snazily adherovat a mnozit. Oviem stale se jedna o primémé 21 bundk na 1 mm?
coz je neSkodné mnozstvi. Ve finale vysledky koncentrace 0,01 mg MMC pro zabranéni
fibrotické reakce jsou podobné jako vrstva pouze s PVDF, proto soud¢ dle grafu

by nejideédlné;jsi byla koncentrace 0,1 mg MMC.
11. Shrnuti a zavér

Bakalafska prace se zabyvala vyrobou vldkenného implantitu pro lécbu ocniho
onemocnéni glaukom. Pro tento experiment byl vybran roztok z PVDF
v rozpoustédlovém systému DMAC a Ac s urcitou koncentraci MMC. Z pocatku
probihala optimalizace ptipravy roztoku, kdy po zjisténi idedlnich podminek byl do né;j
pfidan MMC. Pii této ¢asti bylo zjisténo pomoci naméfené viskozity, ze aceton musi byt
pfidan az tésn¢ pied zvladkilovanim, kvili jeho nizké teploté odpafovani. Nebot’

pfi nedodrzeni téchto podminek se kvili netésnostem v lahvicce vétsi ¢ast odpafila.
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Dale bylo potieba zjistit nejniz§i moznou koncentraci MMC (vzhledem k jeho
karcinogennim U¢€inktim), ktera by zabranila rastu bun€k a sristu tkani. Proto byla
vybrana koncentracni fada, kterd byla testovdna pomoci testu cytotoxicity. Po téchto
testech byl vybér zuzen na dvé koncentrace, a to 0,01 mg MMC a 0,1 mg MMC
v lg PVDF nanovldken. Toto mnozstvi MMC spolecné s roztokem z PVDF bylo
zvldkinovano pomoci jehlového elektrostatického zafizeni, kvili bezpecnosti prace
z divodu karcinogennich vlastnosti MMC. Do budoucna je doporuceno zvlaknovat
na zatizeni Nanospider ™ z divodu primyslové vyroby a regulace presnych podminek,
jako je vlhkost, teplota apod. Tyto vrstvy byly poté podrobeny in vitro testovani
a zkoumany pomoci elektronové a fluorescencni mikroskopie. Z vysledkii bylo patrné,
ze MMC se uvoliloval po celou dobu testovani, kdy 14. den byly zachyceny pod SEM
defekty obsahujici kyslik, ktery se nachazi i v molekule MMC. To potvrzuji i vysledky
z CCK-8, kdy 7. testovaci den bunky vykazovaly vysokou metabolickou aktivitu, ale
14. den byla jejich metabolicka aktivita potlacena uc¢inky MMC.

Z vysledki in vitro studie se ukézala koncentrace 0,1 mg MMC v lg PVDF jako
nejvhodnéjsi. U vSech testll, vykazovala nejidealnéjsi vysledky s malymi odchylkami.
Fluorescen¢ni mikroskopie potvrdila velmi nizké pocty bunék na vrstvé. Elektronova
mikroskopie prokazala nejjemnéjsi vldkna, coz by mohlo mit dobry vliv na pritok ocni
tekutiny. PVDF a MMC se jevi jako idealni kombinace pro vldkenny implantat pii [é¢bé
onemocnéni glaukom. Dle vysledki studie, zabraiiuji riistu bunck na vrstvé a fibrotické
reakci tkani. V budoucnu by bylo vhodné navrhnout lepsi rozpoustédlovy systém, nebot’
PVDF s DMAC a Ac nebyly uplné idedlni z divodu okamzité zvySovani viskozity
pfi chladnuti. Dale také ze SEM snimk je vidét, Ze vrstvy obsahuji mnoho defekti.
Otazka zni, jak by tato morfologie zpomalovala pritok o¢ni tekutiny po zavedeni
implantatu. Proto by bylo dobré se pro dals$i vyzkum zaméfit na transport tekutiny,

konkrétn€ u vrstvy PVDF/0,1 MMC, nebot’ vykazovala nejlepsi vysledky.
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