TECHNICKA UNIVERZITA V LIBERCI
Fakulta textilni [ |

Bunécna migrace na vlakennych materialech

Studijni program:
Studijni obor:

Autor prdce:
Vedouci prdce:

Bakalarska prace

B3107 - Textil
3107R007 - Textilni marketing

Andrea Samanova
Mgr. Katefina Strnadova

Liberec 2016



TECHNICAL UNIVERSITY OF LIBEREC
Faculty of Textile Engineering |

Migration of the cells on the fibrous scaffolds

Bachelor thesis

Study programme: B3107 - Textil

Study branch: 3107R007 - Textile marketing - textile marketing
Author: Andrea Samanova
Supervisor: Mgr. Katefina Strnadova

Liberec 2016



1
" TECHNICKA UNIVERZITA V LIBERC]
- Fakulta textilni

Akademicky rok: 2014/2015

‘.7 - i
14 m grace na vlakennych materidlech




Rozsah grafickych praci:

Rozsah pracovni zpravy: 30 - 40 stran

Forma zpracovani bakaldrské prace: tisténd/elektronicka
‘Seznam odborné literatury:

1. FRESHNEY R. 1. Cultureof animal cells. 2010, ISBN U:M)l:()’»zhl 29,
WARROW, J., C., PERLMAN, Z., E.,, WESTWOOD, N., J., MITCHISON,
(2004) A high-throughput cell migration assay using sc rat(-h wound




V Liberci dne




V4

Prohlaseni

Byla jsem seznamena s tim, Ze na mou bakalafskou praci se plné vzta-
huje zakon €. 121/2000 Sb., o pravu autorském, zejména § 60 — Skolni
dilo.

Beru na védomi, ze Technicka univerzita v Liberci (TUL) nezasahuje do
mych autorskych prav uzitim mé bakalaiské prace pro vnitini potfebu
TUL.

Uziji-li bakalarskou praci nebo poskytnu-lilicenci k jejimu vyuZziti, jsem
si védoma povinnosti informovat o této skute¢nosti TUL; v tomto pfi-
padé ma TUL pravo ode mne pozadovat Uhradu nékladd, které vyna-
lozila na vytvoreni dila, az do jejich skutecné vyse.

Bakalafskou praci jsem vypracovala samostatné s pouzitim uvedené
literatury a na zakladé konzultaci s vedoucim mé bakalarské prace
a konzultantem.

Soucasné Cestné prohlasuiji, ze tisténa verze prace se shoduje s elek-
tronickou verzi, vlozenou do IS STAG.

Datum:

Podpis:



PODEKOVANI

Ptedevs§im bych velmi rada pod€kovala vedouci své bakalédiské prace Ing. Kateting
Strnadové, za ptikladné vedeni a vybornou spolupraci, odborné rady, doporuceni literatury
k danému tématu a predevsim, za jeji trpélivost.

Dalsi podé€kovani patfi konzultantce mé bakalarské prace Ing. Véte Jencové Ph.D.
zajeji poskytnuté odborné rady, ochotné jedndni a spolupraci. Dale také Ing. Jifimu
Chvojkovi Ph. D. za poskytnuté materialy, které byly vyuzity pfi testovani v experimentalni
Casti a posledni pod€kovani patii vS§em dalSim pracovnikim Katedry tkanového inzenyrstvi

na Technické univerzité v Liberci.



Anotace

Tato bakalarska prace se zabyva testovanim nami vybranych materialt.
Konkrétné se jedna o nanovlakennou strukturu z polykaprolaktonu (PCL) vyrobenou
na Technické univerzité v Liberci a dermalniho kozniho krytu XeDerma®, ktery byl
pouzit jako material referenéni. Testovani probéhlo na zakladé toho, zda jsou vyse
zminéné materialy vhodné k vyuziti v regenerativni mediciné jako kandidati tkanovych
nosicl pro lé¢bu koznich poranéni. V teoretické casti budou popsany vybrané
technologie tvorby tkanovych nosic¢l. Déle budou popsany kryty ran, proces hojeni
a princip tkanového inzenyrstvi. Experimentalni ¢ast se bude zabyvat ptedevsim in vitro
testovanim. Jednat se bude pfedevS§im o zjiSténi, do jaké miry jsou buiiky na téchto

materialech schopny adherovat, proliferovat a pfedevsim migrovat.
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Annotation

This bachelor thesis focuses on testing of materials of our choice. These are
in particular a nanofibrous structure of polycaprolactone (PCL) made at the Technical
University in Liberec and a dermal wound dressing XeDerma®, which was used
as a referential material. Tests were done to find out if these materials are suitable to be
used in regenerative medicine as candidates of scaffolds for treating skin injuries.
In the theoretical part technologies, which can be used for scaffolds fabrication, will be
described. The following chapter describes different types of wound dressings, process
of wound healing and the principle of tissue engineering. The experimental part
describes the in vitro testing. The thesis was mainly about finding out how the cells are
able to adhere to these materials, how the cells proliferate and most importantly how

the cells migrate on the chosen materials.
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Seznam pouzitych zkratek

°C

%

ul
BSA
DMEM
FBS
FITC
FM
IPA
kV
ml
mm
MTT
NC
nm
PBS
PC
PCL
PGA
Pl
PLA
PLGA
SEM
Tg

Tm

stupeni Celsia

procento

objemové jednotka; mikrolitr; dle ST 1x107° |
hovézi sérovy albumin

Dulbecco's Modified Eagle Medium, kultivacni médium
fetalni teleci sérum

fluorescein isothiokyanat

fluorescen¢ni mikroskopie

isopropylalkohol

kilovolt

objemova jednotka; mililitr; dle SI 1x10-3 |
délkova jednotka; milimetr; dle SI 1x10-3 m
3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid
negativni kontrola

délkové jednota; nanometr; dle SI 1x10° m
fosfatovy pufr

pozitivni kontrola

poly(e-kaprolakton)

kyselina polyglikolova

propidium jodid

kyselina polymlécna

kopolymer kyseliny polyglykolové a polymlécné
skenovaci elektronova mikroskopie

teplota skelného prechodu

teplota tani

-11-



. Uvod

V soucastné dobé jsou nanovldkna v tkanovém inZenyrstvi v centru zajmu
mnoha instituci, vzhledem k jejich vlastnostem a struktufe, ktera do zna¢né miry
pfipomina extracelularni matrix. Nanovldkenné tkanové nosice jsou vyuzivané
Vv tzv. regenerativni mediciné jako nahrady tvrdych ¢&i mékkych tkani. Jedna
se napt. 0 chrupavku, slachy, cévy, kosti, kizi, atd.

Moderni tkanové inZenyrstvi se snazi o vyrobu stale lepSich nanovldkennych
tkanovych nosicli, na kterych by bunky optimalné rostly, a tim doslo k rychlejSimu
zhojeni defektu, kdy je chybéjici tkan nahrazena novou. Jako velkou vyhodu
nanovldkennych scaffoldl, I1ze uvést jejich otevienou porézni strukturu a obrovsky
mérny povrch, ktery umozituje buitkkdm na tkdfiovém nosi¢i dobte adherovat a zaroven
podporuje jejich migraci. Na vyrobu nanovlakennych materialt lze vyuzit celou fadu
polymerd. Tyto materidly mohou byt pfipraveny z piirodnich biopolymerd, z polymeria
syntetickych, nebo ze smiSené nanovlakenné struktury, coz je v podstaté kombinace
obou predchozich.

Tato bakalarska prace se sklada ze dvou ¢asti, a to z teoretické Casti, ktera
zahrnuje informace tykajici se dané problematiky a z ¢asti experimentalni. Hlavnim
cilem této prace bylo biologické testovani vldkennych material, které probihalo
na zaklade toho, zda jsou tyto materialy vhodné k vyuziti v regenerativni medicing jako
kandidati tkanovych nosi¢li pro lécbu koznich poranéni. K testovani byly vyuzity
dohromady dva materidly. Jako prvni materidl, 1ze uvést nanovlakennou strukturu
Z polykaprolaktonu (PCL), kterd byla vyrobena na Technické univerzit¢ v Liberci
technologii elektrostatického zvldknovani, konkrétné se jednalo o produkéni linku
Nanospider ™ Production Lines 500. Druhy material, ktery byl pouzit pro nas
experiment je dermalni kozni kryt XeDerma®, ktery je vyrabén spolecnosti
Bio Skin, a. s. XeDerma® je komeréné dostupny material z decelularizované praseci
kize. Pro nase testovani byl tento material zvolen jako referencni, vzhledem k jeho
vyuzivani V regenerativni mediciné. VSechny vzorky byly testovany v biologické
laboratofi na Katedfe Tkanového inzenyrstvi a nasledné¢ byly vyhodnocovany
prostfednictvim rastrovaci elektronové mikroskopie (SEM), fluorescenéni mikroskopie

a MTT testu.
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II. TEORETICKA CAST

V teoretické ¢asti budou popsany scaffoldy a zakladni principy tkanového
inzenyrstvi. Tato c¢ast se bude zaobirat také charakteristikou polykaprolaktonu
a komeréné dostupného materialu XeDerma®, vzhledem k jejich vyuziti pfi testovani
vV experimentalni Casti. Tato Cast bakalatfské prace se bude vénovat popisu vybranych
technologii tvorby tkanovych nosicl, jednat se bude pfedevSim o technologii
elektrostatického  zvlakinovani a technologii meltblown. Dale zde budou

charakterizovany typy koznich ran, proces hojeni a materialy pouzivané na kryti ran.
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1 Tkanové nosice

Tkanovy nosi¢ neboli scaffold vyjadiuje v tkanovém inzenyrstvi tzv. podptrnou
konstrukci pro rust bun¢k (viz obr. 1) ¢i celych tkani a 1ze ho povazovat za zakladni
pfedpoklad pro rozvoj moderniho tkanového inzenyrstvi. Jeden z hlavnich cili
moderniho tkanového inZenyrstvi, je vyvoj pfedevsim biodegradabilnich nosicl, které
jsou vyuzitelné v regenerativni mediciné¢. Zakladnim pozadavkem pro vyrobu
tkanovych nosicl je material, ktery je netoxicky. Dale by mél byt biokompatibilni
aVvidealnim pfipadé, by se mélo jednat o materidl se Strukturnimi a funkénimi
vlastnostmi, které jsou podobné nativnimu extracelularnimu prostfedi. Co se tyka
strukturniho hlediska, scaffold mize tvofit dvojrozmérnou nebo trojrozmérnou podporu

pro rast tkang, zalezi na zptisobu vyuziti [1, 2].

Obr. 1: Kmenova buiika vlasového vacku sedici na scaffoldu z PCL
nanovliaken, tento snimek byl pofizen prostiednictvim rastrovaciho
elektronového mikroskopu [3]

1.1 Tkanové inZenyrstvi

Piistup tkanového inzenyrstvi probiha pii standardnim postupu v nékolika
krocich a je zobrazen na obrazku 2. V tomto piipadé dochazi k odbéru bun¢k od darce
ajejich nasledné kultivaci. Kultivace bun¢k probiha in vitro (mimo télo darce)
za pfitomnosti zivin, rustovych a diferencianich faktorti. Poté, co je dosaZeno
potfebného mnoZstvi bunck, se tyto bunky nanesou na pfedem pfipraveny scaffold
0 pozadovanych vlastnostech. Sledovana je jejich adheze ke tkanovému nosic¢i
a proliferace. Po urcité dobé, kdy jsou bunky na scaffoldu kultivovany je mozna
implantace tkanového nosice zpét na postizené misto do téla pacienta. Implantace
scaffoldu a nasledna regenerace tkané probiha in vivo, tedy v téle pacienta. Cas

potiebny k ocekavané degradaci scaffoldu, musi byt shodny s ¢asem, ktery byl potiebny
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k vytvoreni nové tkané€. Postup tkanového inzenyrstvi lze rizn€ modifikovat. Jako dalsi
pfistup je mozné zminit implantaci samotného scaffoldu do téla pfijemce a nechat
télo, aby si tkan dotvofilo samo, v tomto piipadé se scaffold vyuziva pouze jako leSeni
[2].

Buiiky vyuzitelné v tkdnovém inzenyrstvi mohou byt autologni, jednd se
0 pacientovu vlastni tkan, kterd je pouze pfenesena na jiné misto téhoz pacienta, a tim
odpada riziko odmitnuti tkané imunitnim systémem. Déle je mozné vyuzit bunky
alogenni, coz je v podstaté tkan od jiného darce, ale stejného Zivoc¢isného druhu. Tento
zpusob darcovstvi je v praxi nejbéznéjsi, ale dochazi ke zvySovani rizika, odmitnuti
tkan¢ imunitnim systémem piijemce vzhledem ke genetické odliSnosti. Posledni
moznosti je odbér bunék od jiného zivocisného druhu a tento typ implantatu se nazyva
xenogenni. V tomto ptipadé je riziko odmitnuti télem piijemce nejvyssi, jelikoz rozdily
mezi jednotlivymi zivoCisSnymi druhy jsou mnohem vétsi, nez rozdily mezi jedinci

stejného druhu [2, 4].

implantace

faktory < , /’ \:dbor vzorku tkané
./\\ <
. 3 "
b

izolace bunék

il
nowie %_ﬁ Q;

e——

l
bunééna proliferace

¢ — —
kultivace bunék

Obr. 2: Princip procesu tkanového inZenyrstvi [5]

1.2 Pozadavky kladené na scaffold

Scaffold musi mit urcité vlastnosti a spliiovat pozadavky, které jsou na n¢j
kladené v zavislosti na zpusobu a mist¢ jeho vyuziti. Hlavni funkci scaffoldu je
poskytnout tkédni doCasnou podporu a tim usnadnit jeji regeneraci. Mezi zékladni
pozadavky, které jsou na scaffold kladeny, patii biokompatibilita, kterou musi tkanovy
nosi¢ splnovat vzhledem k invazivnimu vyuZiti v lidském organismu. Dale by m¢l
tkanovy nosi¢ spliiovat také urcitou mechanickou pevnost, srovnatelnou s Zivou tkani
vV mist¢ implantace a mél by mit kontrolovatelné povrchové vlastnosti (chemické

a fyzikalni). Vysoka porozita, propojeni port a povrchova struktura ma velmi pozitivni
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vliv na migraci, adhezi a proliferaci bun¢k. V urcitych ptipadech je biodegradace
scaffoldu vhodna, zalezi v§ak na aplikaci. Dilezité je, aby doba rozpadu materialu byla
pokud mozno Casové totozna s dobou ristu danych bun¢k a remodelace extracelularni

matrix [6].

1.3 Materialy pro pripravu nanovlikennych scaffoldi

Na vyrobu nanovldkennych scaffoldii je mozné vyuzit celou fadu polymert,
které 1ze rozdélit do tii skupin. Do prvni skupiny spadaji ptirodni biopolymery, jedna se
naptiklad o kolagen, chitosan, zelatinu a celuléozu. Do druhé skupiny patii polymery
syntetické, v tomto pfipadé se jednd o vyuziti naptf. kyseliny polymlécné
(PLA), kyseliny polyglykolové (PGA) a polykaprolaktonu (PCL). Tieti skupina je
tvofena smiSenymi nanovldkennymi strukturami, které jsou v podstaté kombinaci prvni
a druhé skupiny. K naSim testovacim ucelim, které jsou popsany v experimentalni

¢asti, jsme si zvolily synteticky polymer polykaprolakton [7].

1.3.1 Polykaprolakton (PCL)

Polykaprolakton je biologicky degradovatelny semikrystalicky polyester a jeden
z nejvice pouZzivanych polymerti v tkdnovém inZenyrstvi. Tento biodegradabilni
synteticky polymer je biologicky odbouratelny a vyznacuje se nizkou teplotou tkani
(Tm: 58~60 °C) a nizkou teplotou skelného piechodu (Tg: -60 °C). PCL spada do
skupiny alifatickych polyestert a je rozpustny v nepolarnich rozpoustédlech. Vyznacuje
se dobrymi mechanickymi a zpracovatelskymi vlastnostmi. MiZe byt vyuZivany
V primyslu v oblasti obalové techniky, déale v oblasti zemé&délskych aplikaci a nelze
opomenout oblast biomediciny vzhledem k jeho vyznamnosti z hlediska
biokompatibility s zivym organismem [7, 8].

Na Technické wuniverzit¢ v Liberci na katedfe netkanych textilii
a nanovlakennych materidld je polykaprolakton hojné¢ vyuzivan jako material pro
vyrobu scaffoldll pro tkanové inzenyrstvi, jelikoZ patii k nejpouzivanéjSim polymeriim

pro in vitro testy. Z tohoto dtivodu byl zvolen i pro nase testovani [7].
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2 Vyroba scaffoldu

Scaffoldy jsou, jak jiz bylo v této praci zminéno, nosi¢e vyuzivané v tkanovém
inzenyrstvi. Jednim z hlavnich divodu jejich vyuziti, je jejich porézni struktura tvofici
oporu pro rust bunék a v ptipadé 3 D struktury umoznéni proliferace bun¢k do celého
objemu scaffoldu. Scaffoldy je mozné dle technologie vyroby rozd¢lit na textilni vyrobu
scaffoldd, netextilni vyrobu scaffoldd, nebo jejich kombinaci. Mezi klasické textilni
technologie patii predevSim technologie tkani, pleteni a vyroba netkanych
textilii. Vysledkem textilnich technologii jsou vlakenné scaffoldy [2, 7].

Mezi netextilni vyrobu scaffoldi patii metody ,,self-assembly®, ,,solvent
casting”, ,rapid prototyping (viz obr. 3), ,laser-assisted bioprinting a jiné.
Tyto netextilni metody, je mozné pii vyrobné tkdnovych nosic¢ii kombinovat s ostatnimi
textilnimi technologiemi. Podrobné&ji jsou popsany v knize Lékaiské textilie 2. dil

a Vv této bakalaiské praci nebudou vice rozebirany [2].

Obr. 3: PLGA scaffold vyrobeny technologii rapid prototyping [2]

2.1  Textilni vyroba scaffoldi

Textilni technologie jsou hojné vyuZzivané k vyrobé& tkanovych nosicu, jelikoz
umoziuji vyrabét vysoce porézni vldkenné materidly. Takto vyrobené scatfoldy, l1ze d¢lit
podle jejich vlastnosti, jako je tvar (linearni, dvojrozmérmné ¢i trojrozmérné struktury),
porozita, prumér, délka a tvar vlaken, mechanické vlastnosti, povrchové upravy, pouzity
material atd. [2].

Tkanové nosice vyrobené textilni metodou spliuji pozadavky nejen oteviené
porézni struktury, jak jiz bylo zminéno vyse, ale poskytuji buiikdm také velky specificky
povrch, aby bunky mohly dobie adherovat. V této praci budou dale obecné
charakterizovany netkané textilie a technologie jejich vyroby. Jednat se bude
o technologii meltblown, technologie elektrostatického zvlaknovani a jejich moznou
kombinaci [2, 7].
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2.1.1 Netkané textilie

Nanovlékna lze charakterizovat jako vlakna, kterd maji priimér mensi nez 1000
nm. Nanovlakna se vzhledem k vyuziti nevyskytuji samostatné, ale jsou usporadana
do vyssich strukturalnich celkt. Jednat se muZe napf. 0 nanovlakennou vrstvu, neboli
netkanou textilii, s kterou je pak mozna realna manipulace [7]. Mezi vyhody netkanych
textilii patii napt. vysokd porozita s vhodnou velikosti pora pro dobré pronikani bunék
do scaffoldu, velikost a povrch viaken pro dobrou adhezi bun€k a moznost tvorby
trojrozmérnych struktur [2, 7].

V soucasnosti nabizeji nanovlakenné netkané textilie moznost vyuziti v mnoha
medicinskych oborech. Je tomu tak i v oblasti textilnich tkanovych nosict, kde
prevladaji predevSim jiz zminéné netkané textilie. Jeden z divodli vyuZiti netkanych
textilii ve zdravotnictvi, je snaha napodobit vnitini strukturu mezibunééné hmoty
v lidském téle, kterda se sklada z kolagenovych vlaken, které maji rozméry také
v nanometrech stejné jako nanovldkna. Usp&$né vyuZiti nanostruktur, jako 1é¢ebnych
prostiedkt, spocivd ve schopnosti napodobit piirozenou morfologii organismu
avmnoha pfipadech mohou diky své morfologii podporovat bunécny rist

v mistech, kde je tkan poskozena [2, 7].

2.1.2 Nanovlakenné scaffoldy

Mezi velké vyhody nanovlakennych scaffoldd, patfi kromé oteviené porézni
struktury, také jejich obrovsky mérny povrch, diky kterému je umoznéna dobra bunécna
adheze, proliferace a také migrace bunék do hloubky scaffoldu v ptipadé trojrozmérné
struktury. Nanovlakenné vrstvy predstavuji strukturu, ktera je do zna¢né miry schopna
pfipominat nativni extracelularni matrix (viz obr. 4). Pro porovnani, obr. 5 dokumentuje

fibroblasty v kolagenové pojivové tkani [7].

Obr. 4: Nanovlakenny scaffold z elektronové mikroskopie, zvétSeni 3000x,
material polykaprolakton [7]

-18 -



Obr. 5: Elektronova mikroskopie fibroblasti v kolagenové pojivové tkani
z rohovky potkana [9]

2.2  Metody vyroby netkanych textilii

Elektrostatické zvlaknovani je vhodna metoda pro vyrobu 2D scaffoldd, které
mohou byt vyuzitelné napf. jako materialy pro kryti ran. Touto metodou byl vyroben
i polykaprolakton, ktery byl vyuZzit pii testovani v experimentalni ¢asti. Jako
zastupce pro vyrobu 3D scaffoldd, Ize uvést technologii meltblown, kterou lze
kombinovat s technologii elektrostatického zvlakinovani, dle ¢lanku Erben et al. (2015)
[7, 11].

Tato kapitola se bude zabyvat vyrobou netkanych textilii. Bude zde detailné
popsan princip technologie meltblown, elektrostatického zvlaknovani a dal$i mozné
kombinace zvladknovacich metod. Proces vyroby jednotlivych technologii bude doplnén
o schémata, které poslouzi k ndzornym ukazkam a vysvétleni jednotlivych procesi

vyroby.

2.2.1 Technologie Meltblown

Technologie meltblown je komeréné vyuzivana od pocatku 80 let a v Ceské
republice, byla uvedena do provozu prvni linka v roce 1992 firmou Ecotherm
M¢lnik. Tato metoda vyrdbi vyrobky, které se skladaji z vldken volitelnych
pramérd, typicka jsou naptiklad mikrovlakna o priméru 2—4 um, kterd se vyznacuji
velkym mérmym povrchem. Touto technologii se samoziejmé daji vyrobit i textilie
Zz mnohem jemngjSich vldken (0,1 um), nebo také textilie z vlaken o béznych textilnich
jemnosti  (10-15  um). Mezi  nejCastéji  vyuzivané  polymery  patii
polyamid, polypropylen ¢i polyetylen [10].

V soucastné dob¢ se jedna o velmi vyuzivanou metodu a produkty vyrobené
prostiednictvim této technologie, najdou své uplatnéni v mnoha hygienickych,

technickych a I€kafskych odvétvi. Takto ziskané produkty lze je vyuzit jako filtracni
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média, zdravotnické textilie, sorpcni vlozky, dychaci masky, hygienické
vyrobky atd. Tato metoda je oproti technologii elektrospinning velmi energeticky
naro¢nd, vzhledem k ohfevu velkého mnozstvi vzduchu a jeho transportu

prostiednictvim vysokého tlaku [11].

2.2.2 Proces vyroby technologie Meltblown

Cely proces vyroby, ktery je popsan nize se sklada z nékolika zakladnich operaci

a je znazornén na obrazku 6.

1
| I, ‘2 3 6\
B * -

Obr. 6: Schéma Meltblown: 1 - extrudér, 2 - plnici $nek, 3 - davkovaci
¢erpadlo, 4 - vzduchové rozvody, 5 - zvlakiovaci hubice, 6 - kolektor [12]

Technologie meltblown je jednostupnovy proces, pii kterém dochazi k foukani
roztaveného polymeru proudem vzduchu s pomémé vysokou rychlosti. Roztaveny
polymer, je vytlacovany prostiednictvim trysky z extrudéru, na plochu perforovaného
sbérného pasu ¢1 bubnu. Vytvorend vlakna se formuji a ¢astecné poji do vldkenné vrstvy
na sbérném segmentu a jsou dale odvijena [10, 13].

Na pocatku samotného procesu, prochédzi polymer extrudérem, ktery slouzi
k taveni polymeru a k transportu taveniny. Extrudér je jednim z velice dulezitych prvkid
ve vSech zpracovadnich polymert a skladd se z vyhtivaného vélce s rotujicim
vytlacovanym Sroubem uvnitf, jak je znazornéno na obrazku 7. Jeho hlavni funkci je
roztaveni polymerniho granuldtu a jeho néasledného vytlaceni pfes trysku. Dopiedny
pohyb polymeru, probiha podél horkych stén valce mezi st€énou valce a Sroubem. Tani
granulatu v extrudéru je zptsobeno diky vysoké teploté, tfenim viskézniho proudéni

a mechanickym plisobenim mezi Sroubem a sténou valce [13].
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Obr. 7: Schéma tavného extrudéru: 1 - nasypka polymerniho granulatu,
2 - motor, 3 - externi ohFivace, 4 - vytla¢ovaci $nek, 5 - filtr [12]

Poté prochdzi tavenina pies davkovaci zubové cerpadlo, coz je nezbytné pro
prisun taveniny do zvlaknovaci hubice. Vldkna jsou tvofena ve specialni vytlaéné
hubici, kterou znazoriiuje obrazek 8. Vytlatna hubice je charakteristickdi mnoha
zvlakniovacimi otvory, které jsou vyvedeny na hran¢ hubice, a je k nim pfivadén
stlaeny horky vzduch. Pomoci proudu vzduchu, je vytékavajici tavenina strhavana

a nasledn¢ formovana, do tvaru vlakna na perforovaném sbérném kolektoru [10].

g
N A

-« 5~

Obr. 8: Proces Meltblown zvlakiiovani: 1 - polymerni tavenina, 2 - horky
vzduch, 3 - studeny vzduch, 4 - proud dlouzenych vlaken, 5 - kolektor [12]

2.2.3 Technologie Elektrostatické zvlaknovani

Technologie elektrostatické zvlaknovani (anglicky electrospnning) je zndma jiz
pres sto let a v poslednich dvaceti letech ziskala na popularité, vzhledem ke zvySenému
zajmu o nanovédu. Elektrostatické zvlakinovani, je vSeobecné velmi znama technologie
pro polymerni nanovldkenné materidly s ohledem na jejich uplatnéni pro biomedicinské
a technické aplikace [14]. Tento postup umoziiuje vyrobu polymernich vlaken
S prumery, které se pohybuji v rozmezi 50 nm az 1 pm [7].

Elektrospinning patifi v soucasné dobé mezi jednu z nejrozsifenéjSich

nanotechnologii, jelikoz se timto principem vyroby pfipravuji materidly pro tkanové

-21-



inzenyrstvi. Jednd se napt. 0 kryty na rany, nosice pro fizené uvolnovani 1éCiv a své
uplatnéni najdou také v technickych aplikacich. V soucasnosti je mozné elektrostaticky
zvlaknovat nejriiznéjSi polymery a kopolymery. Mezi nejpouzivanéjsi syntetické
materidly v tkanovém  inZenyrstvi, které jsou zpracovavany technologii
elektrostatického zvldknovani, patfi napf. kyselina polymlé¢na (PLA), kyselina
polyglykolova (PGA), kopolymer kyseliny polyglykolové a polymlééné (PLGA)
a polykaprolakton (PCL) [7].

Tato technologie je zaloZena na principu vyuziti elektrostatického pole, které
pusobi na elektricky nabit¢ viskoelastické kapaliny (polymerni roztok
¢itavenina). Vlivem elektrického pole, dochdzi k naruseni povrchu polymerniho
roztoku a formovani tzv. Taylorova kuzele. Ve chvili, kdy elektrostatické sily piekonaji
povrchové napéti, je z Taylorova kuzele vytazen velmi tenky proud roztoku, ktery se
V bicovaci z6né¢ vydlouzi na nanovldkna. Vznikla vldkna jsou soucasn¢ ukladdana
na kolektor. Mezi zakladni principy zvlakinovani, patii zvlakinovani z jehly, zvlaknovani

z ty¢ky, z vale¢ku a také ze struny [10, 15].

2.2.4 Proces vyroby technologie Elektrostatické zvlaknovani

Cely proces elektrostatického zvldknovani je zndzornén na obrazku 9.
Tento proces vyuziva elektrostatické a kapilarni sily k vytazeni vlaken z polymerniho
roztoku. Zvlaknovaci elektroda, tryska, nebo Kapilara je udrzovana v kladném,
nebo zaporném naboji pomoci stejnosmérného napajeciho zdroje (elektroda vysokého
napéti), v fadech desitek kilovolta (KV) a nabiji viskoelastickou kapalinu. Protipdl je
uzemnén, popiipadé muze byt nabit zaporné ¢i kladngé, ale vzdy musi byt docileno
rozdilu elektrického potencidlu pro dany druh specifického polymerniho
roztoku. Na polymerni roztok pusobi tii sily, jedna se o silu povrchového napéti, silu
elektrostatickou a kapilarni a dohromady formuji Taylortv kuzel, jak je mozné vidét
na obrazku 10 [16]. Ve chvili, kdy elektrostatické sily piekonaji povrchové napéti, dojde
k vytazeni polymerni kapky a vzniku velmi tenké vlakenné trysky. Tato vlakenna tryska
se nasledné¢ v bicovaci zoné vydlouzi aZz na nanovldkna, kterd se shromazd'uji
na kolektoru, opatieném napf. netkanou textilii [15]. Vzdalenost mezi zvlaknovaci
tryskou a kolektorem se zpravidla pohybuje mezi 15 a 30 cm. V zavislosti na pouzitém

polymeru je mozné upravit teplotu a relativni vlhkost pro zvlakinovani [12].
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Obr. 9: Schéma obecného procesu elektrostatického zvlakiovani z trysky:
1 - zdroj vysokého napéti, 2 - tryska s polymernim roztokem, 3 - proud
nanovlaken, 4 - uzemnény kolektor s nanovlikennou vrstvou [12]

Obr. 10: Znazornéni proudéni polymerniho roztoku: 1 - oblast stabilniho
proudu, 2 - oblast nestabilniho proudu, 3 - tryska, 4 - Taylortv kuZel,
5 - uzemnény kolektor [17]

2.2.5 NanoSpider

Tato technologie je zaloZena na elektrostatickém zvlaknovani z valce nebo ze
struny. Nanospider™ Production Linec 500, ktery je zobrazen na obrazku 11, je unikatni
zatizeni spole¢nosti Elmarco, ktery slouzi pro vyrobu nanovlakennych materiala a byl
pouzit i pro vyrobu nanovlakenné struktury z polykaprolaktonu (PCL), ktera poslouzila
pro naSe testovani. V naSem pftipad¢ se jednalo o zvlaknovani ze struny[18].

Princip této metody, je zaloZen na zvlaknovani z tenké vrstvy roztoku polymeru.
Na povrchu rotujiciho valce (¢i struny) se vytvari tenka vrstva polymerniho roztoku
a vlivem vysokého napéti je nabijena. Ve chvili, kdy dojde k ptesdhnuti kritické
hodnoty, vznikne na  povrchu kapaliny  velké mnoZzstvi trysek
(Tayloruv kuzel), ze kterych je vytazen velmi tenky proud roztoku, ktery se v bicovaci

z6n¢ vydlouzi na nanovlakna [18].
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Obr. 11: Zatizeni Nanospider™ Production Lines 500 [18]
2.2.6 Mozné kombinace zvlaknovacich metod

V soucasnosti je mozné metody elektrostatického zvlaknovani kombinovat
Sjinymi technologiemi. Jednat se muze naptiklad o Kkombinace technologii
meltblown, kterou lze dale kombinovat napf. s vibratnim naprasovanim castic. Vyroba
probiha kontinualné a vSechny technologie jsou zakomponovany do jednoho kroku, jak

znazoriiuje obrazek 12. Neni tedy nutné jakékoliv dalsi lepeni ¢i tvarovani [11].

Obr. 12: Schéma kombinace uspoiadani technologie meltblown v kombinaci
S elektrostatickym zvlakiiovanim a vibraénim naprasovanim ¢astic : 1 - sbérny
kolektor, 2 - polyamidovy zasobnik polymerniho roztoku, 3 — zdroje vysokého

napéti, 4 — jehlovy kolektor, 5 — vibra¢ni naprasovaci zafizeni, 6 — proud
vzduchu s vlakny a ¢asticemi, 7 — elektromotor, 8 — tryska, 9 — extrudér,
10 — zasobnik, 11 — prevodovka, 12 — motor [11]

Tato studie je popsana v praci Erben et. al (2015). Cilem této studie, byla vyroba
nového kompozitnitho materidlu, vyuZitelného pro kostni tkané, ktery se sklada
znanovldken, které byly vyrobeny technologii meltblown v kombinaci
s elektrostatickym zvlaknovanim a s vibracnim naprasovanim castic. Zajisténa byla tedy
nejen optimalni trojrozmérnd porézni struktura takto vyrobeného materidlu, ale také
dobré  mechanické  vlastnosti.  Uspé&né in  vitro  testovani  scaffoldu

dokazalo, Ze kompozitni materialy které jsou vyrobeny kombinaci meltblown
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a elektrospinningu, maji oproti materialim vyrobenych z jednoduchych meltblown
materiald, dostatek povrchovych vlastnosti a porézni strukturu. Tyto vlastnosti jsou
vyhodné nejen pro rist bungk, ale také pro dobrou adhezi a proto mohou slouzit takto
vyrobené scaffoldy, jako kostni nahrady aplikované v kostnim tkanovém inZenyrstvi
[11].

Dalsi moznosti je vyroba 3D materiali pomoci elektrostatického zvlaknovani
a metody rapid prototyping. Tato metoda je kombinaci nanovlaken a trojrozmérného
tisku. Princip spo¢iva ve vytvofeni nanovldkenné struktury pomoci elektrostatického
zvlaknovani. Na vytvofenou nanovlakennou vrstvu jsou natisknuty navrzené matice
z medicinského materidlu, ktery je navrzen pro 3D tiskarny a tim je mozné vyrobit 3D
nanovlakenné materialy [19].

Nanovldkenna vrstva, vyrobena technologii elektrostatického zvldknovani
a zvoleny vzor, miize umoznovat dokonalou adhezi pro bunky. Stejn¢ tak materidly
vyrobené kombinaci zvlaknovacich metod, se vyznacuji vlastnostmi, které jsou vyhodné
nejen pro rast bunék, ale také pro dobrou adhezi. Dalsi vyzvou pro budouci postupy
v tkdnovém inZenyrstvi, mize tedy byt testovani téchto materidll a jejich mozné vyuziti

pfi 1é¢beé koznich poranéni [11, 19].
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3 Obvazovy material na koZni rany

Obvaz je material, ktery slouzi k piekryti rany. Obvazové materidly, 1ze roz¢lenit
do dvou skupin. Prvni skupina zahrnuje suché obvazy, jedna se naptiklad
0 gézu, vatu, buni¢inu ¢i tkané obvazivo. Do skupiny druhé spadaji obvazové materialy
pro tzv. vlhké hojeni rany, které jsou v soucasnosti povazovany modernim trendem
V hojeni koznich ran. Je zji$téno, ze tzv. vlhké hojeni je oproti hojeni klasickou suchou
cestou mnohem U¢inngj$i. Rana se hoji rychleji a kvalitnéji, ve vlhkém prostiedi

S permeabilnim obvazem, oproti ran¢, kterd je udrzovana v prosttedi suchém [2].

3.1 Suché obvazy

Klasické suché obvazové materialy maji tendenci k traumatizovani kozniho
defektu, protoze se musi ¢asto vymeénovat, jinak mohou pfisychat ke spodiné rany a
pfi vyméné pak muze dojit ke strZzeni kozniho strupu. Pravé Castd frekvence vymény
obvazii zplUsobuje ochlazovani rany, coz muize zpisobit zmény pH v rané¢ a vést
k mnozeni pfitomnych mikroorganismt. Dalsi nevyhodou suchych obvazovych
materiali oproti vlhkému kryti, je daleko mensi schopnost odvodu vodnich par a plynt

z kozniho defektu, a také jejich nizka bariéra proti infekcim [20].

3.2 Obvazy pro vlhké hojeni koZnich ran

Jak jiz bylo zminéno, modernim trendem v soucasnosti je vlhky zplsob
oSetfovani ran. Tato technologie zaznamenala prudky rozvoj v 90 letech minulého
stoleti a v soucasnosti nabizi trh pomérné velké mnozstvi takto upravenych materiald
k 1é¢bé koznich ran. Technologie byla v minulosti vyvinuta piedev§im k 1éCeni
chronickych ran, ale dnes své uplatnéni nachazi v mnoha oblastech mediciny a stava se
tak nedilnou soucasti oSetfovatelské péce. VIhké prostredi v ran€ urychluje
hojeni, protoze tekutina, ktera je ranou vyluCovana, obsahuje velké mnozstvi vyzivnych
arastovych latek, které vzhledem ke svym vlastnostem pfispivaji k uspéSnému
hojeni. Mezi dal§i vyhody modernich materidli uzivanych k oSetfovani ran patii
napf. ochrana  pfed  bakteriemi, omezeni bolestivosti, sniZzeni frekvence

ptrevazu, schopnost materialu kopirovat spodinu rany a eliminace zapachu [21, 22].
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3.3 Moderni kryci prostiedky

Moderni prostfedky vyuzivané k lokalni 1é¢b€ ran, mohou mit rtznou
konzistenci a materialové slozeni. Pfi volbé krytu je nutné respektovat nejen charakter
kozni rany, ale také intenzitu sekrece. Vzdy je nutné dbat na to, aby kryt na rané
vytvoftil fyziologické prostredi, ve kterém dojde k rozvijeni repara¢niho procesu, ktery
bude vést k co nejrychlejSimu zhojeni kozni rany. Dnesni farmaceuticky primysl nabizi
velké mnozstvi modernich krycich prostfedkii, které jsou vyvinuty na zakladé
nejnovéjSich poznatki o hojeni rany. Tyto kryty je mozné rozdélit do zakladnich

skupin, které budou vyjmenovany a popsany v této kapitole [21, 23, 25].

3.3.1 Hydrokoloidni kryti

Z historického hlediska se jedna o nejstarSi obvazy nové generace, vytvaiejici
vlhké prostfedi. Obvazy se skladaji z polyuretanové folie a savé vrstvy
hydrokoloidu. Vrstva hydrokoloidu zajistuje ptiznivé klima pro hojeni rany s vlhkosti
kolem 90 % a také reaguje se sekretem rany a vytvaii tak gelovou hmotu, ktera se

idealn¢ piizptisobi povrchu rany [2, 23].

3.3.2 Alginatova kryti

Tato kryti jsou vyrabéna z vytazki z hnédych moiskych fas a lze je
charakterizovat jako kryti se zna¢nou absorpéni schopnosti. Alginat je
polysacharid, ktery se sklada z kyseliny manuronové a glukuronové. Alginatova vlakna
se pii kontaktu se sekretem rany zmeéni v nepfilnavy gel, ktery zacne tcinkovat jako
vlhky obvaz a soucastné se sekretem rany dochazi k pojimani zbytkd bakterii, hnisu
a odumfielych bunék. Je tedy ziejmé, ze rana je prostiednictvim alginatového krytu

VoW

samovolng¢ Cisténa [2, 23].

3.3.3 Hydrogelova kryti

Tyto kryty na rany, jsou prezentovany jako hydrogely trojdimenzionalni
struktury, které se skladaji pfevazné z polymerta nebo kopolymerii s vysokym obsahem
vody. Radime je mezi obvazy z hydrofilnich polymert, které jsou schopny reagovat
s vodnimi roztoky. Mezi jejich schopnosti patii rehydratace suché tkané¢, ale stejné
tak, jsou tyto kryty schopny absorbovat sekret exsudujicich ran. Pro pacienta jsou velice

komfortni, jelikoZ po aplikaci ranu chladi, a tim snizuji bolestivost rany [2, 23].
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3.3.4 Hydroaktivni pénova kryti

Hydroaktivni kryti jsou polopropustné obvazy, skladajici se z pénové
polyuretanové hmoty, ktera v sobé ma zakomponované gelové superabsorbéry.
Tyto kryty jsou schopny absorbovat ze sekretu rany vodu, bakterie a odumielé
bunky, ale bilkoviny a vitaminy v ran¢ ponechavaji. Hydroaktivni kryti stimuluje

granulaci a epitelizaci a chrani ranu pted vysusenim a jinymi zevnimi vlivy [23].

3.3.5 Absorpéni kryti s aktivnim uhlim

Tento kryt se sklada z jemné nedrazdivé pleteniny, kterd obsahuje aktivni uhli, které je
schopné pohlcovat bakterie, Cistit ranu a je redukovat zapach. Tyto kryty jsou
charakteristické zna¢nou absorpcni schopnosti, a jsou tedy vhodné na siln€ sekretujici

rany [2, 23].

3.3.6 Filmova kryti

Tyto kryty se skladaji z polyuretanu a jsou dostupné ve formé prihledné
folie, kterd je opatiend adhezivni upravou. Filmové kryti chrani nejen povrch
rany, ale je schopné vytvorit také Gi¢innou bariéru proti vstupu bakterii. Vyuzivaji se pfi

1é¢eni povrchovych defekti, nebo je lze vyuzit jako kryt sekundarni [2].

3.4 Pozadavky kladené na kryty ran

Idealni kryt na radny, by mél byt schopen spliovat urcitou interakci mezi
pokozkou a materidlem. Spravn€ zvoleny druh krytu na rany, je zdkladnim
predpokladem pro spravné a rychlé zhojeni kozni rany [24].

Mezi zakladni pozadavky, které jsou na obvazovy material kladeny, patii
dostatecnd pevnost materidlu, tak aby kozni rédna byla v pribéhu hojeni
chranéna. Pro zajisténi co nejmenSiho omezeni v hybnosti pacienta, je dllezita
dostatecna pruznost materialu. Déale by mél zajist'ovat ur¢itou vlhkost rany (nikoli ranu
mokrou) a schopnost vytvaret idealni prostfedi, pro epitelizaci rany. Mezi dalsi
pozadavky, patfi schopnost krytu vytvaret UCinnou bariéru proti infekcim a byt
nepropustny pro mikroorganismy. Dale nesmi pusobit toxicky na lidsky organismus

a nesmi vyvolavat alergické reakce [20, 24].
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3.5 Biologicka kryti

V posledni dobé se zacinaji vyuzivat biologické kozni kryty. Jedna se v podstaté
o biologické dermdlni a dermoepidermalni kozni ndhrady, které jsou prumyslové
vyrabéné. Aby mohl probéhnout uspésny zplsob 1€cby prostfednictvim biologického
krytu, granulujici spodina musi byt Cistd a zbavend nezaddoucich patogenti
a povlaka. Toto je v podstaté zakladni predpoklad uspesné 1€cby. Tato prace se bude
zabyvat dermalnim koznim krytem XeDerma®, vzhledem k jeho wvyuziti

pfi testovani, které je dale popsano v experimentalni ¢asti [25].

3.5.1 KozZni kryt XeDerma®

Jedna se o sterilni biologicky kryt (viz obr. 13) z bezbun&¢né praseéi kiize, ktery
je uréen pro 1éc¢bu akutnich a chronickych ran, vzhledem k jeho schopnosti zajistit
pro ranu vhodné prostiedi. Tento komeréné dostupny material je na trhu k dostani
od roku 2007 a je dodavany spoleénosti Bio-Skin, a. s. Tento material je k dostani
ve své sterilni suché formé (moznost dlouhodobého skladovani), pokud je
ale hydratovan, jeho biologické vlastnosti jsou podobné vlastnostem normalni lidské
kize [26]. XeDerma® je vyrobena z praseCich koznich S$tépt, ze kterych je
prostfednictvim enzymatické preparace odstranéna epidermis (pokozka) a vSechny
ostatni aktivni bunky dermis (Skéra). Zbyld matrix, coZz je v podstaté sterilni

mezibuné¢na hmota, je vhodna k 1é¢bé koznich ran [23].

Obr. 13: Kozni kryt XeDerma® [27]
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4 Kiize

Kiize je nejvetsi smyslovy organ naseho téla, ktery vytvari hrani¢ni vrstvu mezi
organismem a jeho okolim. Pfiblizn¢ tvoii 12-16 % celkové télesné hmotnosti a jeji
plocha je u dosp&lého jedince 1,5-2,0 m?. Jeden centimetr &tveredni ma 15 mazovych
zlaz, 3000 nervovych télisek, 100 potnich zlaz, 1 metr cév a 3 miliony bunck. Kize
funguje jako bariéra a za normalnich podminek chrani clovéka proti negativnimu vlivu
zevniho prostfedi a mikroorganizmt. Mezi pozitivni vlastnosti kiize patii regulace
télesné teploty, umoznéni zbavovani se odpadnich latek, zadrzovani vody v organismu
a vnimani chladu a tepla [28].

Kuzi tvofi tii vrstvy tkané (viz obr. 14): pokozka (epidermis), skara (dermis nebo
korium), a podkozi (subcutis nebo tela subcutanea). Mezi dalsi nedilnou soucast kiize
patii i piidatné organy, které se nazyvaji kozni adnexa jedna se 0 vlasy, nehty, chlupy,

potni zlazy a zlazy mazové [28].

4.1  Zevni vrstva kiiZe - pokozka

Jedna se o svrchni Cast tkané, ktera je tvofena né€kolika vrstvami koZnich

bunék. PokoZka tvofi ochranou bariéru proti vné&j$im vlivim.
Pokozka ma 4 typy bunék:

Keratinocyty: nachazeji se v nejspodn&jsi vrstvé epidermis a migruji smérem
Kk povrchu kiize, nové keratinocyty vznikaji pribéznym délenim a vyzravanim starSich
karatinocytt,, béhem jejich migrace k povrchu pokozky dochazi k jejich degeneraci
azvySeni obsahu bilkoviny  keratinu, odumiraji ve zcela povrchové
vrstve, kde se pribézné odlupuji v podobé Supina tim dochazi k plynulé obméné

pokozky [29]

Melanocyty: tyto bunky tvofi kozni pigment melanin a predavaji
ho keratinocytim, melanin je schopny pohlcovat skodlivé UV zafeni, které mtize nicit

bunky hlubsich vrstev a pfispiva k zabarveni pokozky do hnédého tonu [29]

Imunitni bunky: hlavnim tkolem téchto bunék je ochrana pokozky proti pronikajicim

mikroorganismim, které jsou schopny pohltit a zneSkodnit [29]
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Merkelovy buiiky: tyto buiiky je mozné charakterizovat jako dotykové receptory
a vyskytuji se v hlubsich ¢astech pokozky, jsou v kontaktu se senzitivnim neuronem

ve Skafre (tzv. Merkeluv disk) a spole¢né slouzi k vnimani dotyku [29]

4.2 Stredni vrstva kuze - Skara

Jedna se o pevnou a pruznou vazivovou vrstvu tkan¢, kterd je tvofena kolagennimi

a elastickymi vlaky.
Skaru tvo¥i 2 vrstvy:

Povrchova vrstva: tuto vrstvu lze charakterizovat jako sit’ jemnych elastickych vldken
s Cetnymi vazivovymi buiikami, do pokozky vybihd prostfednictvim papil, které maji
charakteristické usporadani (tvoii valy a ryhy) a promitd se do povrchové struktury
pokozky, nékteré papily obsahuji receptory kozniho ¢iti, jiné klicky krevnich kapilér
[29, 30]

HlubSi vrstva: vrstva je tvofena siti pevnych kolagennich vlédken, ve kterych jsou
uloZeny vazivové a tukové buiiky, v okach této sité¢ se nachédzeji vlasové vacky, mazové

a potni Zlazy, cévy a nervy [29, 30]

4.3 Podkozni vrstva

Jednd se o nejhlubsi vrstvu tkané, ktera je ulozena pod Skarou a spojuje kuzi
se svaly. Podkozni vrstva je tvofena fidkym vazivem a tukovymi bunkami, které jsou
shluknuté do tukovych polstarkii a slouzi jako zésobdrna energie. Hlavni funkci

podkozni vrstvy je ochrana proti mechanickému poskozeni a teplotnim vliviim [29, 30].

Lo/

pokozka

Obr. 14: Schéma stavby kiize [31]
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5

Definice koZni rany

Ranu lat. Vulnus, lze definovat jako poranéni normalni anatomické struktury

epitelidlni vrstvy tkané v dusledku zevnich faktori. Rdna miize byt podle mechanismu

vzniku zpusobena fyzicky, chemicky, mechanicky, nebo se muze jednat o tepelné

poskozeni [32].

5.1

nize.

5.1.1

512

513

Rozdéleni koznich ran

Rany mohou byt klasifikovany v mnoha ohledech a toto rozdéleni je uvedeno

Podle mechanismu vzniku
Mechanické: jednd se o rany trzné, ftezné, zhmozdéné, trzné

zhmozdéné, tlakové, stielné, secné, bodné, penetrujici

Chemické: rany vznikaji po kontaktu pokozky s louhem, kyselinou ¢i jinou

chemickou latkou
Aktinické: kontakt pokozky s radiaénim zafenim

Termické: jedna se opafeniny, popaleniny ¢i omrzliny [33, 34]

Podle délky 1é¢by

Chronické: tyto rano se nehoji déle nez 6-8 tydnili a Casto se pacientovi vraceji
ai pres adekvatni lécbu nemaji tendenci se hojit, typickym piikladem
chronickych ran jsou bércové viedy, dekubity ¢i komplikované se hojici

pooperacni rany [33, 34]

Akutni: tyto rédny vznikaji ve zdravé kostni tkani, kterd mlzZe byt
fyzikalng€, mechanicky ¢i termicky poskozena, hoji se obvykle v kratkém case
a bez komplikaci, pfi¢inou akutni rany, je ve vétSiné piipadech traz
¢i chirurgicky zakrok [33, 34]

Podle hloubky

Povrchové rany: jedna o poskozeni povrchové vrstvy pokozky (epidermis)

Hluboké rany: poskozeny jsou vSechny tii vrstvy tkané [33, 34]
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5.2  Proces hojeni koZnich ran

Hojeni kozni rany je kontinualni a fyziologicky proces, ktery vede k obnové
porusené struktury tkané, k obnové funkce kiize a ke kompletnimu uzavieni kozniho
povrchu. V priubéhu procesu hojeni probiha slozity biologicky proces, ktery zahrnuje
interakci rlznych typt bun€k stimulovanych ristovymi faktory, zanétlivymi
mediatory, enzymy, cytokiny a dal$imi latkami. Hojeni je v podstaté pfirozeny obranny
mechanismus lidského téla a probiha v nékolika fazich. Jednotlivé faze hojeni
se vzajemn¢ prolinaji, Casové prekryvaji a navazuji na sebe. Pro doporuceni vhodné

1é¢by je nutnd vyborna znalost fazového hojeni koznich ran [28, 35].

5.3 Faze hojeni

Kazda rana musi projit procesem hojeni, ktery probiha ve tfech fazich, které na sebe
nejen plynule navazuji, ale mohou se i vzdjemné piekryvat. Tyto faze jsou popsany

a vysvétleny nize.

5.3.1 Faze zanétliva (Cistici, exSudativni)

Jedna se o fazi zasadni (viz obr. 15), ktera nastava bezprostiedné po poranéni a trva
pfiblizné tii dny. V této prvotni fazi, je velmi dilezité co nejrychleji zastavit krvaceni
aranu co nejefektivnéji vycistit. Behem nékolika sekund od poranéni dochazi v misté
poruseni kozni tkané k vazokonstrikci. Ta je nezbytna k zastavé krvaceni do chvile,nez
dojde k seskupovani trombocytl a tim vytvoreni zatky neboli trombu, ktery ranu uzavie
a zaroven ji chrani pred bakteridlni kontaminaci a ztratou tekutiny. Hlavnim
mechanismem této faze je hemostaza. Dochdzi pii ni ke kontrakci hlavniho svalstva
a ke stazeni porusenych cév. V prubéhu minut se zastavuje krvaceni prostiednictvim
aktivace a agregace desticek a vypousténi koagulacnich faktor. V misté poranéni
dochazi k migraci leukocytii, jedna se predevsim o neutrofily a makrofagy, které se
podileji prostfednictvim fagocytdzy, coz je v podstaté proces pohlcovani bakterii
a ostatnich cizorodych latek, na ¢isténi rany. Makrofagy uvolnuji celou fadu cytokint,
chemotaktickych latek a rdstovych faktort. Piiblizné po 3 az4 dnech, dochazi

.....

m¢éla blizit ke konci a pfechazet do faze proliferaéni [33, 34, 36].
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Obr. 15: Féze zanétliva [36]

5.3.2 Faze prolifera¢ni (granulacni)

Jedna se o druhou fazi hojeni ran (viz obr. 16), ktera nastava obvykle 3 az 5 den
po poranéni a piekryva se s fazi zanétlivou. Ptiblizné€ za 4 az 5 dni od zranéni dochazi
k aktivaci fibroblastl, které ve velkém mnozstvi produkuji kolagen, ze kterého
je vytvorena sit’ pevnych kolagennich vlaken a také proteoglykany, které podporuji
tvorbu kolagennich vlaken a vytvareji gelovou substanci extracelularni matrix.
Ustiednim procesem této faze je migrace, proliferace a diferenciace bunék, které maji
za cil vytvofit nové cévy a vyplnit tak vznikly defekt granulaéni tkéni, jejiz vystavba je
zavisla na fibroblastech. Fibroblasty jsou schopny migrovat do vytvofeného trombu
a fibrinové sit€¢ a vyuzit ji jako provizorni matrix. Rustové faktory, mezi které patii
cytokiny, které jsou produkované bunikami imunitniho systému napt. makrofagy, jsou
schopné stimulovat migraci a proliferaci bunék [33, 37].

Béhem této faze dochazi k epitelizaci kozni tkané. Epitelizace je v podstaté
vytvoreni nové télni tkan€ a je uzce spjatd s granulaéni fazi, kterd vytvari v podstaté
nosnou plochu pro tvorbu nové tkané. Dochazi tedy k epitelizaci tkané, ktera je
rekonstruovéna z okrajii rdny po provizorni matrix. Béhem této faze je velice dilezité
udrzovani vlhkého prostiedi vzhledem k migraci bun¢k, kterym vlhké prostiedi vice
vyhovuje. Prolifera¢ni faze trva priblizné tii tydny a postupné ptechazi do remodelacni
faze procesu hojeni [33, 34, 37].
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Obr. 16: Faze proliferacni [36]

5.3.3 Faze remodelaéni

Jedna se o koneCnou fazi hojeni (viz obr. 17), ktera nastava pfiblizn¢ 21 dni
po zranéni a délka trvani této faze mulze byt 1 az 2 roky. V této fazi fibroblasty
pokracuji v produkci kolagenu, ze kterého je tvofena sit' pevnych kolagennich
vlaken. Kolagenni vlakna vytvareji pevné vazby s jinymi kolagennimi vlakny, a také
s molekulami bilkovin, a tim dochazi ke zvySovani napéti v jizve. Vysledkem
remodelacni faze je pevna a epitelizovana tkan, jedna se v podstaté o primarni jizvu
(vizobr. 18), ktera vsSak oproti pivodni tkani pfed jejim poranénim ztraci

na elasti¢nosti [36].

Obr. 18: Jizva - vysledny stav po zhojeni koZni rany [36]

-35-



5.4

Faktory ovliviiujici hojeni ran

Pro pochopeni procesu hojeni ran je nesmirn¢ dilezita znalost faktord, které hojeni ran

do zna¢né miry ovliviiuji. Proces hojeni muze byt v kterékoliv fazi ovlivnén jak

lokalnimi faktory, tak zejména faktory celkovymi.

a vyjmenovany nize.

5.4.1

5.5

Lokalni

Rozsah rany vzhledem k velikosti a hloubce
Lokalizace

Stari rany

Teplota rany

Ptitomnost infekce v rané

Celkové

Stav imunity

Vék

Stav vyzivy

Pooperacni komplikace [38]

Bunécna migrace

Tyto faktory jsou rozdéleny

V procesu hojeni koZnich ran je bunénd migrace velice dilezita

v okamziku, kdy dojde k poskozeni kozni tkang, vzhledem k migraci buné€k do mista

poskozeni, kde jsou buniky schopny poskozenou tkan nahradit. Bunéénd migrace hraje

samoziejmé podstatnou roly v Sirokém spektru dal$ich biologickych procesu. Jednat se

muze napiiklad o embryogenezi, coz je embryonalni vyvoj ¢loveéka (trvd cca 8 tydna

od oplodnéni vajicka), kdy dochazi k formovani struktur zarodku. Dulezité je

zminit, Ze bunécnd migrace mize byt také podstatou procesi, které lidsky organismus

poskozuji, jednat se mize naptf. 0 metastazovani nadorovych bun¢k. Dalsi piiklady,

pii kterych migrace hraje duleZitou roli, jsou napt. imunitni odpovéd ¢i zanét [39, 40].
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Pro studium migrace jsou nejCastéji vyuzivany zakladni in vitro metody

a n¢které z nich budou uvedeny a charakterizovany nize [39, 40].

5.5.1 "Scratch" test (poSkrabani, zacelovani ryhy)

Jednd se o bézné¢ uzivanou ekonomicky nenaro¢nou jednoduchou metodu
(viz obr. 19), pomoci které je mozné métit zakladni parametry tykajici se bunétné
migrace. Tato metoda se vyuziva napt. pii studiu procesu hojeni koznich poranéni. Cely
proces testovani pocina kultivaci bunék v kultivaénim médium. Po té, co bunky vytvoii
z 80 % souvislou vrstvu na dné¢ kultivacni lahvicky, je do této souvislé vrstvy bunék
napft. sterilni $pi¢kou vytvotfena ryha o definované velikosti. Vytvoii se tedy prazdné
misto v podob& ryhy a bunky vyskytujici se na okraji této ryhy zacnou samovolné
migrovat smérem ke stfedu a v pribéhu casu toto policko znovu zaplni. Cely proces této

metody je znazornén na obrazku 20 [40, 41, 42].

Obr. 19: Cty¥i stadia pribéhu "Scratch" testu provadéného na buiikach linie
MCF-7: A- vytvorena ryha o predem definované velikosti, B- stejné misto
focené po 24 hod., C- stav po 72 hod., D- stav po 120 hod. [41]

Obr. 20: ""Scratch™ test [39]

5.5.2 Testy pomoci zony vylouceni bunék

Tato metoda je zalozena na principu prazdného pole, na které nemohou bunky
adherovat. Existuje n€kolik postupi jak prazdné pole vytvofit, Ize vyuzit napt. zatky
(viz obr. 21), biokompatibilni gel, ohradky (inserty) ¢i Sablony. Princip této metody
bude vysvétlen na ptikladu se zatkou, v ostatnich ptipadech je princip stejny, ale pole je

vytvoreno jinak. Cely postup zac¢ina nasazenim bunck kolem zatky, které jsou péstovany
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az do chvile, kdy souvisld vrstva bunék pokryje dno kultivaéni nadoby
z 80 %. Nasledn¢ dojde k odejmuti zitky a builky migruji do prazdného
mista, které postupné zaplni [38, 42].

V ptipad¢ naseho testovani v tkanové laboratofi, byl zvolen postup vytvoieni
umélé rany prostiednictvim insertii s presné¢ definovanou velikosti (500 pum), jak je
mozné vidét na obrazku 22. Princip spociva v nasazeni bunc¢k do obou jamek
vinzertu. Po jeho odstranéni, je mozné sledovat bunéénou migraci po vzorcich

materialu do stfedu vytvorené rany [43, 44].

Obr. 22: Insert, firma Ibidi [44]

5.5.3 Stlacovaci test pomoci razitka

Tato metoda, je zaloZena na principu stlaeni souvislé vrstvy bunék, na podkladu
pomoci razitka. Po stlateni dojde k vytvoteni urcitého vzoru na vrstvé bunck, ktery je
totozny s tvarem razitka. Vyhodou tohoto testu, je vytvofeni umeélé rany s libovolnym
tvarem a studiem migrace bun€k v pfitomnosti bunéénych zbytkd, jak je mozné vidét
na obrazku 23 [39].

Obr. 23: Stla¢ovaci test pomoci razitka [39]
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5.5.4 Piasobeni chemikalii

Na souvislé vrstvé bun€k na podkladu, mize byt vytvofena uméld rana také
prostiednictvim pasobenim chemikalii. Jednat se mlze napi. o hydroxid sodny, ktery se
aplikuje na bunky. Buiikky se pii kontaktu s hydroxidem rozlozi a vytvoii model
rany, ktery je znazornén na obrazku 24. Velikost rany je fizena objemem aplikované

chemikalie [39].

-~
-

Obr. 24: Puasobeni chemikalii [39]

5.5.5 Snimani elektrické impedance bunék

Tato metoda vyuziva elektrické signaly jak k vytvoreni rany, tak ke sledovani procesu
hojeni (viz obr. 25). Bunky, které dosahuji v kultivacni nadob¢é konfluence 80%, se
dostavaji do kontaktu s elektrodou, kterd narusi bunécnou vrstvu a vytvoii tak dobie
definované prazdné pole. Prostiednictvim elektrod, které jsou umistény na dveé jamky, je
pak moZné snimat zaplhovani prazdného pole. Zvysujici elektricky odpor, ktery
je mozné méfit, vznika na zakladé migrace bungk, které postupné nartstaji na elektrodu

[40, 43].

Electrode

Obr. 25: Snimani elektrické impedance bunék [39]
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I1l. EXPERIMENTALNI CAST

Hlavnim cilem experimentalni ¢asti, bylo biologické testovani nami vybranych
materiall, konkrétné se jednalo o nanovlakennou vrstvu vyrobenou z polykaprolaktonu
(PCL) a komerén¢ dostupny material XeDerma®. Tato testovani probé&hlo
proto, abychom zjistili, zda je polykaprolakton vhodny k vyuziti v regenerativni
medicin€ pro 1écbu koznich poranéni. XeDerma® se jiz v urcitych piipadech pro 1écbu
koznich ran pouziva, a proto byla pouzita jako material referenéni. Pro biologickou
analyzu vldkennych materidld byl pouzit MTT test, elektronova a fluorescencni
mikroskopie. Pfi in vitro testovani, byla prostfednictvim insertu o pfesné definované
velikosti (500 um) vytvofena uméla rana a béhem testovacich dnti, byla sledovana
buné¢na migrace po vzorcich materialu do stiedu vytvofené rany. In vitro testovani
se zabyvalo také buné¢nou adhezi a proliferaci a nelze opomenout biologické testovani

pouzitych materialtt PCL a XeDermy®.
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6.1

6.1.1

Pouzity material

Biologické testovani in vitro

Buiiky: 3T3 mysi fibroblasty ATCC
Médium: DMEM (Dubelco’s modified Eagle’s medium) Lonza
Inzert Ibidi
Pouzité chemikalie

ATB antibiotika: Lonza

Penicillin - Streptomycin - Amphotericin B

BSA (hovézi sérovy albumin) VWR

DAPI (4',6-diamidin-2-fenylindol) Sigma - Aldrich
Ethanol Penta

FBS (fetalni teleci sérum) Biosera
Fluoroshield™ with DAPI Sigma - Aldrich
Glutaraldehyd Sigma - Aldrich
HCI Penta

IPA (isopropylalkohol) Penta

KCI Analytika
KH,PO4 Analytika

MTT (3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid)

Amresco
NaCl Analytika
Na;HPO,4 Analytika
Methanol Penta
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6.2

Phalloidin - FITC Sigma - Aldrich

P1 (propidium jodid) Sigma - Aldrich
Triton™ X-100 Sigma - Aldrich
Trypsin Biosera

Pouzité roztoky

DAPI: smichani 1l zdsobniho roztoku DAPI v 1ml PBS

DMEM, Kkultiva¢ni médium: smichani 90 ml DMEM, 10 ml FBS a 1 ml
antibiotik (Penicillin - Streptomycin - Amphotericin B), prace ve sterilnim

prostiedi, skladovani pti 4 °C, doba pouzitelnosti je jeden tyden
Glutaraldehyd: 2,5% roztok glutaraldehydu v PBS

Okyseleny isopropanol: k 50 ml IPA piidat 20 ul 35 % HCI. Vysledné pH

roztoku je 1. Skladovani pti pokojové teploté

PBS, fosfatovy pufr: smichani 800 ml destilované vody, 8 g NaCl, 0,2 g KClI,
1,44 g Na;HPOy4, 0,24 g KH,PO4, rozpustit michanim, Giprava pH = 7,4 a doplnit
do celkového objemu 1 | destilovanou vodou, sterilizace v autoklavu, skladovani

pii pokojové teploté

Propidium jodid: smichani 50 ul PI's 10 ml PBS, skladovani v temnu pfi 4 °C
Phaloidin - FITC: smichani 1pl zasobniho roztoku Phalloidin-FITC v 1ml PBS
MTT: rozpusténi 0,1 g MTT v 50 ml PBS, skladovéni v temnu pii 4 °C

Pouzité pristroje a programy

Cirkulovani digitalni vodni l4dzeil - LabTech

CO; inkubator - NB-203XL, N-Biotek
Flow box - bio 1l Advance, TelStar

Invertorovy fluorescenéni mikroskop - Eclipse Ti Nikon

LUNA Cell Counter - model L10001, Logos Biosystems
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NIS Elements AR

Program pro statistické zpracovani dat - Statistica 12

Rastrovaci elektronovy mikroskop - TESCAN VEGA TS 5130

Software pro méfeni pruméru vldken - NIS Elements AR

Spektrofotometr — BioTek ELX 808

Zlaticka Q150R - Quorum
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7 Principy pouzitych in vitro testovacich metod

V nasledujici kapitole budou popsany principy metod, které byly vyuzity

pii biologickém testovani in vitro.

7.1  MTT test

Metoda  MTT  testu spo¢ivd v  redukci  Zlutého  rozpustného
3 [4,5 dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromidu (MTT) na nerozpustny
formazan (fialové krystalky hvézdicového tvaru). K reakci dochazi na mitochondrialni
membrané zivych bunék a k rozpuSténi formazanu dojde po ptfidani silného
detergentu, v nasem piipadé se jedna o okyseleny isopropanol. Zabarveni
se vyhodnocuje spektrofotometricky pii vinovych délkach 570 a 650 nm (vinova délka
pozadi). Dulezité je zminit, Ze hodnota absorbance odpovida mnozstvi zivych bunék
a jejich fyziologii, ¢im tmavsi barva roztoku je, tim je vyssi absorbance, a také vyssi

metabolicka aktivita (viabilita) bun¢k.

7.2  Elektronova mikroskopie

Skenovaci elektronovy mikroskop (SEM) funguje na principu dopadu tenkého
svazku elektronll na testovany vzorek. Tento tenky svazek elektronii dopadad postupné
na vSechna mista vzorku. Primarni svazek elektronil se v podstaté pohybuje po vzorku
fadek po Ttadku pomoci elektromagnetického vinuti a vyrazi elektrony
sekundarni. Sekundarni elektrony jsou pfijimany detektorem a jsou pievedeny
na videosignal. Vysledny ostry obraz povrchu vzorku se vytvati postupnym skenovanim
a je zobrazovan na monitoru pocitace. Elektronovy mikroskop je fizen pocitacem a jeho
dopliikovy software je schopny zaznamenavat a archivovat ve standardnim
formatu. Prostfednictvim  elektronového mikroskopu jsme schopni  pozorovat
a charakterizovat testované vzorky, které jsou omezeny pouze velikosti vakuové

komory, do niz se vzorky vkladaji

7.3  Fluorescen¢ni mikroskopie

Tato metoda je zalozena na aplikaci fluorescencnich barviv, které po ozareni
(excitaci) svétlem wurCité vilnové délky vyzafuji (emituji) svétlo jiné vlnové
délky. Pro zviditelnéni molekul a bunék, které nemaji schopnost autofluorescence

(primarni pfirodni fluorescence, naptf. chlorofyl) je nutné wvyuzit fluorescencni
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latky. Fluorofory je potieba chranit pied intenzivnim svétlem, ve kterém se tyto latky
rozkladaji a trvale ztraceji schopnost fluorescence (tzv. fotovybélovani). Neéktera
fluorescenni barviva maji schopnost se sami vazat na bunécné struktury
napi. propidium jodid (PI) nebo 4°6-diamidin-2-fenilindo (DAPI), ktera barvi
DNA. Jind jsou kovalentné¢ vazana na latku, kterd se véaze na urCitou bunécnou
strukturu, napt. phalloidin se vaze na aktinova filamenta (vldkna) v bunice a fluorescein

isothiokyanat (FITC) je fluorescencni barvivo konjugované k phalloidinu.
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8 Postupy

8.1 Material

Zvldknéné vzorky z polykaprolaktonu (PCL) byly poskytnuty z Katedry
netkanych textilii a nanovldkennych materiald (KTN), na Technické univerzité
v Liberci, kde byly vyrobeny metodou elektrostatického zvldknovani na piistroji
NanoSpider - NS Production Lines 500 (12 % roztok PCL, M,, = 45 000, ve smési
chloroformu, ethanolu a kyseliny octové, v poméru 8:1:1, rychlost zvladknovani
50 mm/min). Jako referencni materidl byl pouzit dermalni kozni kryt
XeDerma®, coz je komeréné dostupny material, ktery byl zakoupen od spole¢nosti
Bio Skin, a. s.

Pro testovani byly pfipraveny vzorky o pruméru 15 mm, v pfipadé mensich
vzorkl se jednalo o hodnotu 6 mm v priméru. Vzorky (15 mm pramér) byly z materialu
vyfiznuty prostiednictvim ostrého trubkového bfitu za pomoci mirného tlaku
arotacniho pohybu. V piipadé mensich vzorkli (6bmm primér) byl materidl umistén
mezi dva papiry. Pomoci dirkovacky byly jednotlivé vzorky vystiihnuty a nasledné

separovany od papiru.

8.1.1 Sterilizace materialu

Vzorky byly nejprve sterilizovany v 70 % ethanolu po dobu 30 minut, pak byly
pfeneseny do sterilnich kultivacnich desti¢ek a nasledné¢ byly promyty sterilnim
PBS. Na takto pfipravené vzorky byly nasazeny burnky.

V ptipadé nasazeni buné¢k na suché vzorky bylo potieba piemistit testovany
material po jeho sterilizaci (70 % ethanol, 30 min.) na laboratorni Parafilm a ponechat
ho ve sterilnim boxu vyschnout po dobu nékolika hodin.

Odlisny postup sterilizace probihal v pfipadé testovani materidlu PCL
a referen¢niho materialu XeDerma®, kdy byl u referenéniho materialu kladen diraz
na testovanou stranu. Ve sterilnim boxu, byly jednotlivé vzorky vysviceny UV zéafenim
po dobu 20 minut a po uplynuti této doby, byly vzorky oto¢eny na druhou stranu

a postup sterilizace probihal stejné, jako v prvnim piipade¢.

8.2 Kultivace bunék

Pro in vitro testovani byly pouzity mysi 3T3 fibroblasty (ATCC USA), 9-10 pasaz

V zéavislosti na experimentu.
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8.2.1 Pasazovani

Buiiky byly kultivovany v kultivacnich lahvi¢kach spolu s médiem DMEM. Kultivace
bunék probihala v inkubatoru pfi teploté¢ 37 °C s 5% obsahem oxidu uhli¢itého.
Poté, co buiiky porostly 80 % dna kultivaéni nddobky, bylo odsdto médium a bunky
byly proplachnuty cca 2 ml PBS pufru. Po odsati PBS byly k buitkam ptidany 2 ml
nahfatého trypsinu a kultivacni nadobka byla vlozena do termostatu o teploté 37 °C, kde
byla ponechana 2 minuty. DalSim krokem byla kontrola bunék pod mikroskopem, zda
jsou bunky uvolnéné ode dna kultivacni lahvicky a v roztoku plavou. Nasledné bylo
pfidino 8 ml nového média DMEM a bunky byly spolu s médiem dukladné
resuspendovany. Ze vzniklé suspenze, bylo mozné pomoci automatické pocitacce bunék
(LUNA Cell Counter) stanovit mnozstvi bun¢k na 1 ml. Nasledn¢ byla suspenze bunék
rozdélena do novych kultivacnich lahvicek, pficemz do kazdé lahvicky bylo navic

pfidano cca 12 az 15 ml média DMEM.

8.2.2 Nasazeni bunék

Testovani probihalo ve c¢tyfech testovacich dnech a to 1., 3., 7., a 14. den
po zapoceti experimentu. V piipadé¢ experimentu, kdy byl u referen¢niho materialu
kladen duraz na stranu, na kterou budou bunky nasazeny, bylo testovani zkraceno
akoncilo 10. testovaci den. V tomto piipadé byly testovaci dny stanoveny
nal, 3., 6.a10 den po zapoceti experimentu. Pfi in vitro testovani uméle vytvofené
rany prostfednictvim inzertl (suchy vysterilizovany material) probihalo testovani
po dobu 72 hodin. Testovani bylo stanoveno na 0 hod., 24 hod. 48 hod. a 72 hod.

Vysterilizované vzorky (pramér 15 mm) byly pfendany do jamek sterilni
24 jamkové kultivaéni desticky. Ostatni vzorky (primér 6 mm) byly pfendany do jamek
sterilni 96 jamkové desticky. Ke kazdému vzorku byla pfidana bunécna
suspenze s pozadovanym  mnozstvim  zpasazovanych  bunék  (viz  postup
8.2.1). Koncentrace  bunék, Vv pfipadé vzorki opriméru 15mm byla
1x10* na 1 ml/jamku, v piipadé vzorkt s primérem 6 mm, byla koncentrace bun&k také
1x10* na jamku v 200 pl objemu média DMEM. V piipadé vzorkii sterilizovanych UV
(6 mm v priméru), byla koncentrace bunék 1x10° na jamku v objemu média 200 pl.
Nasledné byly takto pfipravené vzorky vloZeny do inkubdtoru a byly uchovany pfti

teploté 37 °C s 5% obsahem oxidu uhli¢itého.

-47 -



8.2.3 Vyména média

Vyména kultivaéniho média byla provadéna ve sterilnim prostiedi, podle
potieby, pfiblizné kazdé 2 az 3 dny. Z kultivacnich jamek, kde byly ulozeny testovaci
vzorky, bylo staré pouzit¢é médium odsito a nahrazeno cerstvym médiem DMEM
v mnozstvi 200 pl (vzorek 6 mm pramér) a 1500 ul (15 mm pramér). Médium bylo

vzdy pfed vyménou zahtato na teplotu 37 °C.

8.3 Méfeni pruméru vliken

Priméry vlaken byly naméfeny v programu NIS Elements AR. Pro vSechna méfeni,
byly pouzity snimky z elektronového mikroskopu o zvétSeni 5000x. Po spusténi
programu a vybrani vhodného snimku, byla provedena kalibrace. Dale byly méfeny
priméry vlaken tak, ze byl oznacen zacatek a konec usecky, ktera stanovovala okraje
vlakna. Pro v§echna méfeni jednotlivych vzorkt, bylo prométeno 100 vlaken z n€kolika

¢asti z jednoho snimku.

84 MTT test

K testovani, bylo pro kazdy testovaci den pouzito 5 vzorki PCL a 5 vzorku
referencniho materidlu XeDerma®. V piipad€¢ experimentu, kdy byl kladen diliraz
na stranu referen¢niho materialu, bylo pouzito 5 vzorkd XeDerma® strana A a 5 vzorkd
strana B. Pro kazdy testovaci den, byla dale pouzita jedna negativni kontrola
(NC), coz je v podstaté kontrola, kdy je vzorek inkubovan pouze s médiem bez bunék
a3 jamky kultivacni desticky s nasazenymi builkkami, ale bez pfitomnosti vzorku
(pozitivni kontrola, PC).

Vsechny testované vzorky, byly ve sterilnim prostfedi presunuty do nové sterilni
kultivaéni 96 jamkové desticky. Vzorky byly pfesunuty proto, aby se zabranilo
sledovani viability bun€k pfisedlych na dné jamky a zkoumaly se pouze
bunky, které na vzorcich adherovaly. Do kazdé jamky s testovanym materialem, bylo
ptipipetovano 150 ul DMEM a 50 ul roztoku MTT. Vzorky byly inkubovany
v inkubatoru pfi teploté 37 °C v 5% CO; po dobu 3 hodin.

Po uplynuti pozadované doby 3 hodin, bylo odsato médium s MTT ze vSech
vzorkli 1 pozitivnich kontrol. K rozpusténi krystalk formazanu, bylo pouzito
200 pl okyseleného isopropanolu, ktery na vzorky pusobil 5 minut. VSechny vzorky

byly roztokem né¢kolikrat oplachnuty, aby se vyplavil rozpustény formazan ze struktury
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materialu, a takto vznikly roztok byl pienesen do novych jamek. Desti¢ka s roztoky byla
vlozena do spektrofotometru, kde bylo provedeno méfeni absorbance, pii vinové délce

570 a 650 nm.

8.5 Priprava vzorki na SEM

Vzorky byly vyjmuty z kultivaéniho média a pfeneseny do novych kultiva¢nich
destic¢ek, kde byly vSechny materialy 2x proplachnuty v PBS. Nasledovalo zafixovani
proplachnutych vzorkti v 2,5% glutaraldehydu, ve kterém byly ponechany po dobu
10 minut pii teploté 4 °C. Po uplynuti doby, ktera byla potiebna k fixaci, byly vzorky
opct 2x oplachly v PBS a nasledné¢ byly promyty, vzristajici ethanolovou fadou
s koncentraci  60%, 70%, 80%, 90%, 96% a 100% v deseti minutovych
intervalech. Takto odvodnéné vzorky, byly pfeneseny na laboratorni Parafilm, kde byly
ponechany k vysuSeni. VysuSené vzorky byly pfipevnény oboustrannou lepici paskou

na tercik, a pozlaceny ve zlati¢ce 7 nm vrstvou zlata.

8.6  Priprava vzorki na fluorescenéni mikroskopii
Barveni propidium jodidem (PI)

Veskeré vzorky urcéené k barveni fluorescencni latkou Pl, byly ve sterilnim boxu
preneseny do nové desticky. Dale uz veskeré prace probihaly mimo sterilni box. Vzorky
byly 2x proplachnuty PBS pufrem a fixovany vymrazenym methanolem po dobu
10 minut pfi teploté 4 °C. Po uplynuti doby potiebné k fixaci, byly vzorky 3x promyty
roztokem PBS. K takto pfipravenym vzorkim, bylo pfidano 150 pl
(15 mm primeér) a50 ul (6 mm pramér) roztoku propidium jodidu. Prace
s fluorescenénim barvivem probihaly v Seré mistnosti. VVzorky byly barveny po dobu
10ti minut pfi pokojové teploté a po uplynuti této doby, byly 3x proplachnuty PBS

a uchovany v temnu, aby nedoslo k fotovybélovani pted mikroskopii.
Barveni DAPI

Vzorky byly ve sterilnim boxu pifeneseny do nové desticky. Dalsi prace
a barveni uz probihaly mimo sterilni box. Testované materialy byly 2x proplachnuty
PBS pufrem a fixovdny vymraZenym methanolem po dobu 10 minut pii teploté
4 °C. Nasledné byl od vzorkd odstat methanol a vzorky byly 3x proplachnuty roztokem
PBS. Ke kazdému vzorku bylo pfidano 150 pl (15 mm pramér) a 50 pul

(6 mm pramér) fluorescenéniho barviva DAPI. Vzorky byly barveny 5 minut
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pii pokojové teplot¢ anasledné¢ byly 3x oplachnuty PBS a ponechany v Seru
a ptipraveny k mikroskopii.

Barveni phalloidinem FITC + DAPI

Nejprve byly vzorky ve sterilnim boxu pfeneseny do nové desticky. Dale uz
prace probihaly mimo box. Testované vzorky byly dvakrat promyty PBS a fixovany
10 minut pfi teploté 4 °C roztokem 2,5 % glutaraldehydu v PBS. VVzorky byly po fixaci
3x proplachnuty roztokem PBS a buiiky byly permeabilizovany 0,1% roztokem Tritonu
X-100 v 0,1% roztoku BSA v PBS. Ke kazdému vzorku bylo ptfidano 150 pl (15 mm
prumér) a 50 pl (6 mm primér) tohoto roztoku a vzorky byly v roztoku ponechany
po dobu 5 minut pii pokojové teploté. Dale byly vzorky 3x oplachnuty PBS a barveny
150 ul (15 mm pramér) a 50 pl (6 mm pramér) roztokem phalloidinu 30 minut
pii pokojové teploté. Nasledné byly vzorky opét 3x proplachnuty PBS a barveny 150 pl
(15 mm pramér) a 50 pl (6 mm prumér) roztokem DAPI 5 minut pii pokojové teploté.
Po obarveni DAPI byly vzorky 3x oplachnuty PBS, a takto obarvené vzorky, byly
pfipraveny k mikroskopii. Fluorescencni barveni probihalo za Sera a pfipravené vzorky

byly pfed mikroskopii ponechany v Seru.
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IV. Vysledky a diskuze

9 Testovani uméle vytvorené rany prostirednictvim inzertu

Tento experiment je mozné charakterizovat jako pokus, kde byla uméle
vytvofena rdna prostiednictvim inzertt s piesné¢ definovanou velikosti
(500 um). Na dno 24jamkové kultivacni desticky, byl vlozen nami studovany material
(15 mm v priiméru), na ktery jsme umistili inzert, ktery je z jedné strany lepkavy a mél
by tak pfilnout k materialu. Do obou jamek v inzertu byly nasazeny buiiky o urcité
koncentraci. V nasledujicich testovacich dnech, byla sledovana bunééna migrace
po vzorcich materidlu do stfedu vytvotfené rany. Pro ucely této prace, byla bunécna
migrace testovana také na dné Petriho misky, aby bylo mozné zjistit, zda se tato metoda
jevi jako vhodnd k vytvofeni umélé rany.

Experiment byl provadén dohromady dvakréat, vzhledem k prvotnim potizim
s vlhkosti materialu po jeho sterilizaci ethanolem a néaslednym promytim sterilnim
PBS, kde se médium po napipetovani do komurek inzerti na testovanych vzorcich
rozteklo do vsech stran. Z tohoto divodu byl experiment opakovan s tim, Ze testované
materialy po sterilizaci ethanolem byly ponechany ve sterilnim boxu dva dny k vysuseni

a nasledné byly inzerty poloZeny na suché vysterilizované vzorky.
9.1 Invitro testovani

9.1.1 Fluorescen¢ni mikroskopie

Pro fluorescen¢ni mikroskopii byla bunécné jadra barvena propidium jodidem
(PI) a DAPI. Pro barveni aktinovych vlaken byl vyuzit phalloidin konjugovany

s FITC. Fluorescencni barveni probihalo dle protokolu (viz 8.6).
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Uméle vytvorena rana (inzert) - experiment ¢&. 1

Obr. 26: Snimky uméle vytvorené rany prostiednictvim inzertd, bunééna
jadra obarvena DAPI a aktinova filamenta obravena Phalloidinem FITC
(prvni snimek), bunééna jadra obarvena propidium jodidem (druhy snimek),
snimky sloZeny v programu Photoshop, tyto snimky byly nafoceny objektivem
o zvétSeni 4x: A - Petriho miska (1. den), B - Petriho miska (3. den)

|I Iﬂ C
Obr. 27: Snimky uméle vytvoi‘ené rany prostiednictvim inzert, bunééna
jadra obarvena DAPI, (snimky sloZeny v programu Photoshop), tyto snimky

byly nafoceny objektivem o zvétseni 4x: A - PCL (1. den), B - PCL (3. den),
C - PCL (7. den)




Snimky z prvniho testovaciho dne (viz obr. 26 a 27) ukazuji adhezi bun¢k
vV misté jejich nasazeni na dany vzorek, tedy obé dvé jamky inzertu. Dalsi snimky
Z nasledujicich dnii charakterizuji bunécnou migraci do stfedu vytvoiené rany na dné
Petriho misky a nanovlakenné struktury PCL. Na dn¢ Petriho misky bylo vytvofené
prazdné pole tieti den témét porostlé bunkami. V piipadé¢ PCL je mozné vidét, jak
bunky dal§i testovaci dny migruji do stfedu vytvofené rany. Ze snimkil je
viditeln¢, ze na Petriho misce je rédna plné vyplnéna buikami jiz 3. den
po nasazeni, ale u PCL ani 7. testovaci den koncentrace bun¢k ve stiedu rany neni
srovnatelna s Petriho miskou. V ptipadé referenéniho materialu XeDerma® nebylo
mozné pouzit snimky z fluorescencni mikroskopie, protoze se bohuzel ukazalo, ze mira
adheze bun¢k na tomto materidlu je velmi nizka. V ptipadé€ tohoto materidlu se bohuzel
se nepodafilo zachytit ani jeden ilustrativni obrazek.

Tento experiment byl opakovan jesté jednou s tim, ze byl pozménény postup
pti ptipravé vzorkl. Také byla zkracena doba testovani, které namisto klasickych
testovacich dnli probihala v fadech né€kolika hodin. Dobu testovani jsme zkratili
predevSim proto, abychom Iépe zachytili migraci bunék do stfedu rany. Jak jiz bylo
zminéno vySe, piiprava vzorkd konkrétné jejich sterilizace, byla pozménéna vzhledem
k faktu, Ze vysterilizovany vlhky material je nevhodny pro nalepeni inzertl. Inzerty
nebyly schopny k vlhkému materidlu dokonale pfilnout a médium s buiikami se tak
rozteklo na jednotlivych vzorcich do vSech stran. V dalS§im experimentu byly inzerty

tedy poloZeny, na suchy vysterilizovany material.
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Uméle vytvorena rana (inzert) - experiment ¢&. 2

0 hod. 24 hod.

48 hod. 72 hod.

Obr. 28: Snimky bunéénych jader 3T3 mySich fibroblasti obarvenych
propidium jodidem, mé¥itko odpovida 10 pm: XeDerma® (0 hod., 24 hod.,
48.,72. hod.)

Obr. 29: Snimky uméle vytvorené rany prostiednictvim inzertd, bunééna
jadra obarvena propidium jodidem, snimKky sloZeny v programu Photoshop,
tyto snimky byly nafoceny objektivem o zvétSeni 4x: A - PCL
(0 hod.), B - (24 hod.), C - (48 hod.), D - (72 hod.)
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Ze snimkd (viz obr. 29) zachycujici PCL material, které byly nafoceny
bezprostiedné po nasazeni bun€k na suchy vysterilizovany material, je vidét adheze
bunék v mist¢ nasazeni do obou jamek inzert. Ze snimki jsou viditelné¢ shluky
bun¢k, které postupné béhem dalSich testovacich hodin migruji do stfedu vytvotfené
rany. V ptipadé dermalniho kozniho krytu XeDerma® buriky na tomto materialu Spatné
rostly stejné jako v prvnim experimentu, proto byly pouZzity pouze ilustrativni
snimky (viz obr. 28), které zachytily mista na vzorku, kde se bunky
vyskytovaly. Nicméné je z tohoto experimentu patrné, Ze ani na suché sterilni vzorky
se inzerty vhodné nenalepi, coz zkresluje vyhodnoceni experimentu.

Z vysledka fluorescenéni mikroskopie vyplyva, ze adhezi a migraci bunék
do sttedu vytvofené rany vice podporuje nanovlakenna struktura PCL, oproti komeréné
dostupnému koznimu krytu XeDerma®. Vzhledem k neptiznivym vysledkim v piipadé
referenéniho materialu, byly provadény dalsi dva experimenty, kde byl testovany

samotny referen¢ni material XeDerma® spolu s nanovlakennou strukturou PCL.
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10 Testovani nanovliakenné struktury PCL a referen¢niho materialu
XeDerma®

Tento experiment byl zaméfen na testovani nanovlakenné struktury z PCL
a dermélniho kozniho krytu XeDerma®, ktery byl pouzit jako materidl
referenCni. Testovani téchto materiald probéhlo na zakladné toho, Ze bunky
na referenénim materialu oproti PCL hufe rostly. Experiment, pii kterém byly pouzity
nami studované materialy, byl provadén celkem dvakrat. Pfi druhém testovani byl bran
u materiali XeDerma® zfetel na stranu, na kterou se buiiky nasazuji. Z tohoto diivodu
bylo nutné, uz pfi ptipravé vzorkii odd¢lit stranu A od strany B. Z testovani bylo

pak mozné odvodit, ktera strana je pro rast bunék vhodné;si.

10.1 Morfologicka analyza vliken

Veskeré hodnoty namétené v programu NIS Elements, byly importovany

do programu M. Excel, kde byly dale zpracovavany.

PCL a XeDerma® strana A a B - experiment &. 2

)

A 1 AN il $ . v wi %
SEMHV: 100KV  SEMMAG:5.00kx | || || ||| VEGA3 TESCANJll  SEMHV: 100KV SEM MAG:5.00kx | |
WD: 17.67 mm Det: SE 10 um WD: 17.72 mm Det: SE 10 m
View fleld: 5.3 um _ Date(m/dly): 1112415 FT TUL Liberec View fleld: §5.4 um _ Date(midly): 11/25/15

Obr. 30: Snimky SEM materiali PCL z NC, méritko odpovida 10 pm -
material PCL, testovaci dny (1. den, 10. den)

Pruméry vlaken PCL, 1. testovaci den, NC

Primér [nm] St. Odchylka [nm] Minimum [nm] Maximum [nm]

569,51 322,23 181,16 1581,76

Tab. 1: Namérené hodnoty priméri vlaken, PCL, 1. testovaci den, NC
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Histogram - primeéry vlaken PCL

2192 29

00T-0 | ©
00¢-007

00€-00¢

4o 4]

001-00€

005-00%
009-00S
ﬁ( 00£-009

)
(=3

< 008-00.
000T-006
00TT-000T
00¢T-00TT
00€T-00CT

w

00vT-00€T | ©
00ST-001T

@

Graf 1: Cetnost zastoupeni jednotlivych t¥id priméri vlaken PCL, 1. testovaci

den, NC

Priméry vliken PCL, 10. testovaci den, NC

Primér [nm]

St. Odchylka [nm]

Minimum [nm]

Maximum [nm]

482,81

328,8

181,38

1483,99

Tab. 2: Naméfené hodnoty priméri vlaken, PCL, 10. testovaci den, NC

Histogram - primeéry vlaken PCL
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Graf 2: Cetnost zastoupeni jednotlivych tiid priméra vlaken PCL, 10.
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totozny, ale ma velice podobny trend. Tato hypotéza je i statisticky podlozena.
V programu Statistica 12 (jednovybérovy t-test) bylo zjisténo, ze na 5% hladiné
vyznamnosti (p = 0,062) se praméry vlaken 1. a 10. dne neli$i, tzn., ze manipulace
s materidlem pfi testovani nema vliv na priméry vlaken, a z tohoto hlediska se naSe

materialy neméni.

10.2 In vitro testovani

10.2.1 MTT TEST

Veskeré nameétfené hodnoty absorbance pifi 570 a 650 nm u testovanych
vzorkd, byly po naméfeni importovany do programu Microsoft Excel, kde byly dale
zpracovany. Zpracovani dat a tvorba grafi probihala v programu M. Excel. Naméiené
hodnoty absorbance, byly od sebe odecteny, a z téchto hodnot, byl vypoéitan pramér

se smérodatnou odchylkou a hodnoty byly vneseny do grafu.

PCL a XeDerma® - experiment €. 1

Na nasleduyjicim grafu (Graf 3) jsou vyobrazeny hodnoty absorbanci
jednotlivych materiald (PCL, XeDerma®), v zavislosti na testovacich dnech.
Pro znazornéni vysledkt, byl pouzit sloupcovy graf s chybovymi useckami (vybérové

smérodatné odchylky).

Hodnoty absorbance v zavislosti
na testovacich dnech

04

Absorbance (570-650 nm)

1.den 3.den 7.den 14. den

-0,1

Testovaci dny
PCL ® XeDerma

Graf 3: Hodnoty absorbance v zavislosti na testovacich dnech
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Z grafu 3 muizeme sledovat urCity nartst absorbance béhem jednotlivych
testovacich dnli, coz odrazi nartist mnozstvi bunék a jejich viabilitu na PCL
a XeDerma®. Vyssi mira absorbance je jasn¢ viditelnd u materidlu PCL, je to dano
pravdépodobné jeho nanovlakennou strukturou, ktera je schopna vyrazné¢ podporovat
bunécnou adhezi a proliferaci.

Mira bunécné adheze je u obou materidli srovnatelna. U PCL doslo
béhem 14dni v ramci testovani k naristu metabolické aktivity, pfiCemz nejvyssi
hodnota byla naméfena posledni, tedy 14. testovaci den. Naopak u materialu
XeDerma® doslo behem tii testovacich dnG sice k narGstu metabolické
aktivity, tato aktivita vSak sedmy testovaci den zacala klesat a 14. den vykazovala
nejniz§i hodnotu v ramci celého testovani. Tato skuteCnost miize byt dana
pravdépodobné samotnym materidlem XeDerma®, na kterém buiky nechtéji tolik
proliferovat, jako v pfipadé nanovlakenné struktury PCL. Nicméné z vysokych hodnot
smérodatnych odchylek u materidlu XeDerma® je také ziejmé, ze vzorky byly velmi
nehomogenné porostlé buitkami. Na zakladé téchto vysledka, vznikla hypotéza, ze by
buniky mohly preferovat proliferaci pouze na jedné ze dvou stran tohoto
materidlu. Proto byl proveden experiment €. 2, ktery je popsan nize.

Ve statistickém programu Statistica 12 (jednovybérovy t-test) bylo statisticky
zjiSténo, ze materidly (naméfené absorbance) se na 5% hladiné vyznamnosti lisi

3. a 14. testovaci den (p < 0,05). Toto statistické tvrzeni je zndzornéno v grafu 4.
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Hodnoty absorbance v zavislosti na testovacich
dnech

Absorhance (3TI63) nm)

W PCL WXsDerms

Graf 4: Hodnoty absorbance v zavislosti na testovacich dnech. Hvézdicky
zobrazuji statisticky vyznamnou odliSnost namérenych absorbanci 3. a 14. den
(p <0,05)

PCL a XeDerma® strana A a B - experiment &. 2

Na nasledujicim grafu (Graf 4) jsou vyobrazeny jednotlivé materialy
(PCL a XeD s ohledem na testovanou stranu A a B) a jejich hodnoty absorbance

V zavislosti na testovacich dnech.

Hodnoty absorbance v zavislosti
na testovacich dnech
04

0,3

0,2

0,1

1. den 3.den 6. den 10. den

Absorbance (570 - 650 nm)

Testovaci dny

HPCL ®XeDerma A M XeDermaB

Graf 5: Hodnoty absorbance v zavislosti na testovacich dnech
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Z grafu 4 je patrny nardst metabolické aktivity u PCL a XeDerma®
A, coz odrazi mnozstvi bun¢k na obou dvou testovanych materidlech. U PCL nedoslo
béhem 14ti dnt v ramci testovani k takovému narGstu metabolické aktivity, jako
v piipadé predchoziho experimentu (viz PCL a XeDerma® - experiment ¢. 1) Béhem
14testovacich dni hodnoty absorbance obou materialda (PCl a XeDerma A) opét vzrostly.
Mira adheze bun¢k na vSechny tii typy materialti byla srovnatelna. Dle vysledkia MTT
testu je patrné, ze i kdyz bunky na XeDerma® B adherovaly obdobné jako na ostatni
dva materialy, v nasledujicich testovacich dnech neproliferovaly. Vysoké hodnoty
smérodatnych odchylek ukazuji, stejné jako u predchoziho experimentu, na velmi
nehomogenni narast bunék na jednotlivych vzorcich. Zardzejici je 1 vysledek posledniho
experimentu, kdy builky vramci testovacich dni vyrazné neproliferovaly
ani na materialu PCL.

Nicméné¢ lze fici, ze pii porovnani strany A se stranou B referen¢niho materialu
XeDerma®, byly naméfeny vyssi hodnoty absorbance v ramci 14denniho testovani
u strany A. Toto tvrzeni doklada graf 4. Z vysledkit MTT, tedy lze povaZzovat stranu
A oproti stran€ B jako vhodné;jsi pro Gcely nasi prace.

Tvrzeni, ze mira adheze bunék na vSechny tfi typy materiali byla
srovnatelnd, 1ze statisticky podloZit. Na 5% hladin€é vyznamnosti se materialy

(namé&fené absorbance) nelisi (vypocitano v programu Statictica 12, ANOVA).

10.2.2 Fluorescen¢ni mikroskopie

Pro fluorescenéni mikroskopii, byly vzorky pouzitych materialti barveny pomoci
DAPI a propidium jodidu (P1) dle protokolu (viz 8.6).

-61-



PCL a XeDerma® - experiment &. 1

3. den

Obr. 31: Snimky bunéénych jader 3T3 mysich fibroblasti obarvenych DAPI,
méritko odpovida 100 pm - Fadky: material (PCL, XeDerma®), sloupce:
testovaci dny (1. den, 3. den, 7. den)

7. den

7. den

Obr. 32: Snimky bunéénych jader 3T3 mysich fibroblasti obarvenych
propidium jodidem, méritko odpovida 100 pm - fadky: material
(PCL, XeDerma®), sloupce: testovaci dny (1. den, 3. den, 7. den)
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SnimKy z prvniho testovaciho dne (viz obr. 31 a 32) ukazuji adhezi bun¢k
po nasazeni na testované materidly. V pfipadé referencniho materidlu XeDerma®
(1. testovaci den) je jasn¢ viditelna nizka mira adheze bun¢k, oproti PCL, na kterém
bunky adheruji ve vétsim mnozstvi jiz prvni testovaci den.

Dalsi snimky z nasledujicich testovacich dnt (viz obr. 31 a 32) charakterizuji
bunécnou proliferaci na jednotlivych materidlech. Podle predpokladi z ptedchoziho
testovani vykazoval referencni materidl oproti materidlu PCL menS$i miru
proliferace. Da se fici, ze buniky na XeDermé® prvni tii dny téméf nerostly. Naopak
nanovlakenna struktura PCL bunécnou proliferaci podporuje, coz je ze snimkl
ziejmé. Sedmy testovaci den je z vysledkl fluorescencni mikroskopie patrné, jak jsou
vzorky XeDerma® nehomogenné porostlé buikami. Vzorek barveny DAPI
je 7.testovaci den velmi dobfe porostly buikami, i kdyz v pfedchozich dnech
se na vzorcich skoro zadné buiikky nevyskytovaly. Zarovein se ale na vzorcich barvenych
Pl 7.testovaci den bunky vyskytuji jen ostrivkovit¢ a v o hodné mensSim poctu
nez na vzorku barvenym DAPIL Tento fakt pouze potvrzuje vysoké hodnoty
smérodatnych odchylek u MTT testu.

Porovname-li  vysledky z in vitro testt mezi Sebou, dojedeme
k zavéru, ze vysledky z MTT testu a fluorescen¢ni mikroskopie, které byly ziskané
v ramci 14ti denniho testovani jsou srovnatelné.

Zaroven z vysledkil tohoto experimentu lze usuzovat, ze zéalezi na strané
nasazeni bun€k u materialu XeDerma®. Proto byl tento experiment opakovan vzhledem
k referen¢nimu materidlu, na kterém bunky vykazovaly malou miru adheze
a proliferace. V dalSim experimentu byl bran ohled na stranu materidlu XeDerma®

na kterou se buiiky nasazuji.
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PCL a XeDerma® strana A a B - experiment &. 2

1. den

3. den XeD B

10. den XeD B

Obr. 33: Snimky bunéénych jader 3T3 mySich fibroblasti obarvenych
propidium jodidem, méfitko odpovida 100 pm - fadky: testovaci dny (1. den, 3.
den, 6. den, 10. den), sloupce: material (PCL, XeDerma® strana A, XeDerma®
strana B)
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Obr. 34: Snimky bunéénych jader 3T3 mySich fibroblasti obarvenych
propidium jodidem (snimky sloZeny v programu Photoshop), 10. den
testovani, tyto snimky byly nafoceny objektivem o zvétSeni 4x: A - PCL,
B - XeDerma® strana A, C - XeDerma® strana B

Snimky z prvniho testovaciho dne (viz obr. 33) dokumentuji adhezi bunék
po nasazeni na testované materialy PCL a XeDermu® stranu A a B. U nanovldkenné
struktury PCL (1. testovaci den) je jasn¢ viditelna vyssi mira adheze bunék oproti
materialu referenénimu.

Dalsi snimky (viz obr. 33) z nasledujicich testovacich dnt charakterizuji
proliferaci bunék na PCL. Podle pfedpokladu tento materiadl vykazoval stejné jako
Vv pfedchozim experimentu vys$i miru proliferace oproti komeréné dostupny material

XeDerma®.
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Ze snimkl zachycujicich referen¢ni materidl XeDermu® stranu A a stranu B
je ziejmé, ze bunky 1épe proliferuji na strané B. Toto hypotézu potvrzuje
i obr. 34 z 10. testovaciho dne, ktery byl slozen z jednotlivych snimk v programu
Photoshop. Ze snimkii je =zfejmé, Ze strana B je mnohem vice porostla

bunkami, oproti stran¢ A, na které se bunky vyskytuji spise ostrivkovité.

10.2.3 SEM

PCL a XeDerma® strana A a B - experiment ¢&. 2

gy 8 SR A ~ ST
SEMMV 1000 SEMMAG 100k ||| || vecns tescanflill SEM V100KV SEMMAG: 100k i vEGAs

WD 17.65 mm Det: SE WD: 17.68 men Det SE 50 ym.
View fleld: 277 um _ Date(midly): 11/24/15 FT TUL Liberec View fleid: 277 ym _ Date(midy): 1112515 FT TUL Liberec

SEMHV- 100KV SEMMAG: 1.00kx | VEGA3 TESCAN| SEM
WD 17.73 mm Det: SE WO: 17.70 mm et SE
View field: 277 ym _ Date(midly): 11725115 FT TUL Liberec View field: 277 ym _ Date(midly): 1112515

Obr. 35: Snimky SEM, méFitko odpovida 50 pm - fadky: material (PCL,
XeDerma® strana A, XeDerma® strana B), sloupce: testovaci dny (3. den, 10. den)
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Ze snimkit SEM (viz obr. 35) pro materialy PCL a XeDerma® byly vybrany
snimky z 1. a 10. testovaciho dne. Bohuzel v ptipadé materialu XeDerma® (strana B)
nebylo mozné snimky z 10. dne nafotit, jelikoZ jsme bunky na této stran¢ materidlu
nenasli.

Snimky SEM v pfipad¢ nanovldkenné struktury PCL, ukazuji oproti materialu
XeDerma® podstatné lepsi vysledky ohledné proliferace bunck. Tento vysledek
koresponduje s vysledky jak  zfluorescenéni, tak skenovaci elektronové
mikroskopie. Na snimcich z tfetiho testovaciho dne jsou v piipadé materialu PCL
a XeDermy® (strana A) viditelné malé plochy bunéénych vrstev. Naopak u materialu
XeDerma® (strana B), neni mozné pozorovat témé& zadné buinky. Snimky
z 10. testovaciho dne v ptipadé¢ PCL dokumentuji vrstvy buné€k zaujimajici témet celou
plochu testovaného vzorku. Material XeDerma® (strana A) vykazuje 10. testovaci den
oproti PCL proliferaci bun¢k v daleko niz§i mife. Co se tyCe strany B materialu
XeDerma® a vysledkl z elektronové mikroskopie, lze fici, ze se shoduji s vysledky
zZ MTT testu, nicméné se rozchazeji s vysledky z fluorescenéni mikroskopie.

Pokud shrneme celkové vysledky =z in vitro testovani, dojdeme
k zavéru, ze v pfipad¢ nanovlakenné struktury PCL se da fici, ze vysledky z MTT testu
korespondovaly se snimky z fluorescen¢ni mikroskopie a SEM. Podobné¢ jako v prvnim
experimentu, buiiky na tomto materidlu oproti XeDerm&® mnohem lépe adherovaly
a zaroven proliferovaly.

V pfipadé kozZniho krytu XeDerma® nelze porovnat vysledky snimki
Z fluorescencni mikroskopie (FM) s MTT testem, vzhledem k faktu, Ze se vysledky
rozchézeji. Hodnoty absorbance namétené pomoci MTT testu nekoresponduji se snimky
z fluorescencni mikroskopie. Tato skute¢nost mohla byt zplsobena pravdépodobné
vybérem jednoho vzorku pro FM i pro SEM. Oproti tomu pii MTT testu, bylo téchto
vzorkd vybirdno 5 od obou materidli. Z tohoto divodu, pak mohli pii mikroskopii
snimka vzniknout takového odchylky. Tento fakt podporuje také ndmi vySe zminénou
hypotézu, ze buiiky na vzorky z materialu XeDerma® adheruji velmi nehomogenné.

Z vysledkd in vitro testd vyplyva, ze jako vhodnégjsi material pro ucely nasi
prace se jevi materidl vyrobeny na Technické wuniverzit¢ v  Liberci

PCL, oproti referenénimu materialu XeDerma®, ktery je na trhu komerén¢ dostupny.
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V. Zavér

Cilem této prace bylo in vitro testovani vlakennych materialu, tak aby bylo
mozné urcit, zda jsou tyto materidly vhodné k vyuziti v regenerativni mediciné jako
kandidati tkanovych nosict pro 1é€bu koznich poranéni. V této praci byly zkoumany
dohromady dva materialy. Jednalo se o nanovlakennou strukturu PCL a referen¢ni
material XeDerma®, coz je dermalni kozni kryt z decelularizované praseci kuze, ktery
je jiz komer¢né€ dostupny a v urcitych diagnézach indikovany

Jako prvni byl provaddén experiment, kde byla uméle vytvofena rana
prostfednictvim inzertl s presné definovanou Sitkou (500 pm). Tento experiment byl
provadén celkem dvakrat, jelikoZ doslo k potizim s vlhkosti materidlu po jeho sterilizaci
ethanolem a naslednym promytim sterilnim PBS, kde se médium s buné¢nou suspenzi
na vzorcich rozteklo do vSech stran a nedoSlo k vytvofeni piesn¢ definované
rany. Vzhledem k uvedenym potizim, byl experiment opakovan s tim, ze testované
vzorky byly po sterilizaci ethanolem ponechiany dva dny se sterilnim boxu k jejich
vysuseni. Na vysuSené vzorky pak bylo mozné polozit inzerty.

Z prvniho testovani je patrné, ze metoda, kdy je na Petriho misce uméle
vytvorena rana prostiednim inzertd, funguje, ale z vysledki fluorescencni mikroskopie
(FM) je zfejmé, Ze tato metoda neni pfili§ vhodna na materidly, protoze inzerty
K materialim S$patné pfilinaji, a tim se nevytvoii pfesné definovana rana. Dochazi
k pronikani bunék i do jejiho stfedu a nelze tak sledovat zavirani rany.

Z druhého testovani, jehoz vysledky v podstat¢ koresponduji s vysledky
z prvniho testovani, vyplyva, Ze inzerty nelze vhodné nalepit na vlhky, ale ani na suchy
vysterilizovany material, a tato skuteénost zkresluje vyhodnoceni obou experimenti.
Nicméné z vysledki FM je ziejmé, Zze buiky lépe prosperovaly v obou pifipadech
na nanovlakenné struktute PCL oproti referen¢nimu materialu XeDerma®, kde bunky
témet nerostly. Z vysledk je tedy ziejmé, Ze materidl XeDerma® se nejevi jako vhodny
referen¢ni material pro nase in vitro experimenty a pro dals§i experimenty s inzerty by
proto jako kontrola mohla poslouzit Petriho miska, na které buiky velmi dobie
proliferuji. Na zaklad¢ téchto skutecnosti, dosla tato prace k zavéru, ze by bylo vhodné
otestovat samotné¢ materidly, aby bylo mozné zjistit, jak builky na tyto materidly
podporuji bunéénou adhezi a proliferaci.

Druhy experiment, pii kterém byly testovany nami studované materialy byl

provadeén také dvakrat, stejné jako v predchozim piipadé. Pfi druhém testovani byl bran
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u materialu XeDerma® zietel na stranu, na kterou se buiikky nasazuji, tak aby bylo
mozné zjistit, na které strané bunky lépe prosperuji. Z tohoto dtvodu, byly jednotlivé
vzorky pfi pfipravé materialu oddéleny na stranu A a stranu B.

Podle piedpokladi z ptedchoziho testovani a na zakladé vysledka in vitro testt
(MTT test a fluorescencni mikroskopie), byla potvrzena hypotéza, Ze nanovldkenna
struktura PCL vykazuje oproti referenénimu materialu daleko vétsi miru bunééné
adheze a proliferace.

V piipad¢ testovani PCL a materidlu XeDerma® (strana A a B), vysledky
fluorescencni a elektronové mikroskopie dokladaji, ze PCL opét vykazuje oproti
referenénimu materialu XeDerma® lepsi vysledky ohledné podpory bunééné adheze
a proliferace, coz se jiz neda fict o vysledcich MTT testu, ktery v ramci tohoto
experimentu byl neprokazatelny. V piipadé referenéniho materialu (strana A a B) nelze
S presnosti fici, ktera strana je pro Ucely nasi prace vhodnéjsi, jelikoz vysledky MTT
testu, fluorescencni a elektronové mikroskopie spolu v piipad¢ tohoto materidlu
nekoresponduji.

Z celkovych vysledkd in vitro testi obou dvou experimentu tedy vyplyva, ze
nanovldkenna struktura PCL vyrobend na Technické univerzité¢ v Liberci bunécnou
proliferaci oproti komeréné dostupnému koznimu krytu XeDerma® podporuje. Je tedy
zfejmé, ze material PCL vykazuje v pfipadé budouciho vyuZiti v regenerativni medicing
pfi lécbé koznich poranéni daleko lepsi vysledky, neZ komeréné dostupny material
XeDerma®. I ptestoze PCL vykazuje lepsi vysledky oproti materialu referen¢nimu,
bylo by vhodné tento experiment v budoucnu znovu zopakovat, vzhledem k tomu, Ze
pfi poslednim testovani builkky ani na PCL nerostly alesponn tak dobfe, jako
pfi predchozim testovani. V ramci této prace na zopakovani experimentu jiz nevyzbyl
¢as, mohlo by se tedy jednat o budouci postup v ramci tohoto experimentu. Pro dalsi
budouci experimenty by bylo vhodné optimalizovat metodu ,,wound healing assay*

(viz kapitola 5.5) tak, aby ji bylo vhodné aplikovat i na materialy.

-69 -



Seznam pouzitych zdroji

[1] AMLER, E. a kol. Lékaiské textilie, 1. dil. Praha: Ustav experimentalni
mediciny AV CR, 1. vydani, 2008

[2] LUKAS, D a kol. Lékaiské textilie, 2. dil. Praha: Asocicace inovaéniho
podnikani CR, 1. vydani, 2008

[3] Soucasna strategie pripravy trojrozmérnych nosicu metodou elektrospiningu.
sbornik  k  workshopu. OrganoNET [online]. Brno: Masarykova univerzita
[cit. 10. kvéten 2015]. Dostupné z:
http://organonet.med.muni.cz/media/62508/vy_02.pdf

[4] HONG, J. K. and KWON, S. M. Application of tissue engineering in stem cell
therapy. Journal of biomedical science and engineering [online]. Herndon, VA:
Scientific Research Pub, 2014, ¢. 7, s. 67-74 [cit. 11. kvéten 2015]. ISSN: 1937-6871.
Dostupné z: file:///C:/Users/Don%20Silver/Desktop/JBIiSE_2014021910120770.pdf

[5] BROWN, P. and STEVENS, J. Manofibers and nanotechnology in textiles.
Cambridge: Woodhead Publishing Limited, 1. vydani, 2007. ISBN: 978- 184-569-1059

[6] O'BRIAN, F. J. Biomaterials & scaffolds for tissue engineering. Materials today
[online]. Kidlington: Elsevier Science Ltd, 2011, s. 88-95 [cit.  11. ¢ervenec 2015].
ISSN: 1873-4103. Dostupné z: http://ac.els- cdn.com/S136970211170058X/1-s2.0-
S136970211170058Xmain.pdf?_tid=ca5ffae8-7a7c-11e5-9562
00000aab0f01&acdnat=1445711389 ea58bcheac5af2ded6b03d5e9e9030a6

[7] KRCHOVA, S. a kol. Nanovlakna v hojeni koznich ran. Ces. Dermatovenerol.
Praha: Mlada Fronta, 2014, roc. 4, s. 234-240. ISSN: 1805-0611

[8] HERMANOVA, S. et al. Novel Triazole-based Aluminium Complex for Ring-
Opening Polymerization of Lactones. Polymer Bulletin. 2011, ro¢. 67, ¢. 9, s. 1751-
1760. ISSN: 0170- 0839

[91 ALBERTS, B. et al. Molecular Biology of the cell. New York: Garland Science,
2002, 4. vydani, ISBN: 10:0-8153-3218-1

-70 -



[10] JIRSAK, O.a KALINOVA K. Skripta netkané textilie — urcené pro obor textilni
inzenyrstvi. Liberec: TU v Liberci, 2013, ISBN: 807-08-3746-2

[11] ERBEN, J. et al. The combination of meltblown and electrospinning for bone
tissue engineering. Materials Letters. 2015, 143, s. 172-176, ISSN 0167-577X

[12] KALINOVA, K. Thermal and chemical technologies of nonwovens production.
TU v Libereci. Part | [online]. [cit. 2. zafi. 2015]. Dostupné z:
http://www.ft.vslib.cz/depart 2010
/knt/web/index.php?option=com_docman&tas=cat_view&gid=47&Itemid=36

[13] DAHIYA, A. Melt blown technology. University of Tennessee [online]. 2004
[cit. 2. Zari. 2015]. Dostupné zZ
http://www.engr.utk.edu/mse/Textiles/Melt%20Blown%20Technology.htm

[14] WENJING, L., Sun, J. and XINGYU, JJ. Recent advances in electrospinning
technology and biomedical applications of electrospun fibers. Journal of materials
chemistry [online]. 2014, ro¢. 2, s. 2369-2380 [cit. 5. zaii 2015]. ISSN: 1364-5501.
Dostupné z:

http://pubs.rsc.org/en/content/articlelanding/2014/tb/c3th21478h#!divAbstract

[15] PHAM, Q. P., et al. Electrospinning of Polymeric Nanofibers for Tissue
Engineering Applications: A Review. Tissue Engineering [online]. 2006, ro¢. 12, ¢. 5, s.
1197-211 [cit. 12. zari  2015]. ISSN: 2152-4947. Dostupné¢  z:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/167716342006

[16] LUKAS, D, et al. Physical principles of electrospinning (Electrospinning as a
nanoscale technology of the twenty-first century). Textile Progress. 2009, ro¢. 41, ¢. 2,
s. 59-140, ISSN: 0040-5167

[17] Nanofiber technology research group [online]. [cit. 3. fijen 2015].
http://faculty.ksu.edu.sa/waheed.almasry/Pages/NanofiberTechnology.aspx

[18] Elmarco, Zarizeni Nanospider™ pro vyrobu nanovidken [online]. [cit. 10. ¥jen

2015]. Dostupné z: http://www.elmarco.cz/

-71-



[19] KYSELAK, T. VWroba 3D materidlii pomoci elektrostatického zvldkiiovani a
metody rapid prototyping. Liberec, 2014. Bakalaiska prace. Technicka univerzita v
Liberci. Fakulta Textilni. Vedouci prace Jiti CHVOJKA

[20] KRSKA, Z. Techniky a technologie v chirurgickych oborech. Praha: Grada
Publishing, a. s., 2011, 1. vydani, ISBN: 978-80-247-3815-4

[21] ZAHEDI, P, et al. A review on wound dressings with an emphasis on
electrospun nanofibrous polymeric bandages. InterScience. 2009, ro¢. 21, ¢. 2, s. 77-95

[22] NIPERTOVA, G. a PRIKAZSKA, M. VIhké hojeni ran a jeho vyuziti v
neonatologii. Pediatr. prax [online]. 2010, ro¢. 11, ¢. 6, s. 258-259 [cit. 15. fijen 2015].
Dostupné z
http://www.pediatriapreprax.sk/index.php?page=pdf view&pdf id=4770&magazine_id
=4

[23] POSPISILOVA, A. Létba chronickych ran modernimi krycimi prostiedky.
Prakt. lékaren [online]. 2010. ro¢. 6, €. 6, s. 276-281 [cit. 17. fijen 2015]. Dostupné z:
http://www.praktickelekarenstvi.cz/pdfs/lek/2010/06/04.pdf

[24] MULDER, M. et al. Basic priniciples of wound care. Cape Town: Pearson
Education South Afrika, 2002, 1. vydani, ISBN: 1-8689-1136-5

[25] BROZ, L. a kol. Lokalni péde pii hojeni ran po popaleni. Zdravotnictvi a
medicina [online]. 2006 [cit. 19. fijen  2015]. Dostupné  z:
http://zdravi.e15.cz/clanek/priloha-lekarske-listy/lokalni-pece-pri-hojeni-ran-po-
popaleni-173950

[26] POSPISILOVA, A. Légba bércovych viedi Xe-Dermou. Dermatol. praxe. 2009,
roC. 3, ¢. 4, s. 191-194

[27] XeDerma  [online]. [cit. 15. listopad  2015]. Dostupné  z:

http://www.medicem.com/cs/abu-new-downloads

[28] POKORNA, A. a MRAZOVA, R. Kompendium hojeni ran pro sestry. Praha:
Grada Publishing, a. s., 2012, ISBN: 978-80-247-3371-5

-72-



[29] MERKUNOVA, A. a OREL, M. Anatomie a fyziologie ¢lovéka pro humanitni
obory. Praha: Grada Publishing, a. s. 2008, ISBN: 978-80-247-1521-6

[30] KITTNAR O. a kol. Lékarska fyziologie. Praha: Grada Publishing, a. s., 2011.
ISBN: 978-80-247-3068-4

[31] Anatomie lidské kiize [online]. [cit. 23. listopad 2015]. Dostupné na:

http://www.hojeni-ran.cz/anatomie-lidske-kuze

[32] ABDELRAHMAN, T. and NEWTON, H. Wound dressings: principles and
practice. Surgery (Oxford). 2011, ro¢. 29, ¢. 10, s. 491-495, ISSN: 0263-9319

[33] ATHER, S. and HARDING, K. G. Wound management and dressing. Cardiff
University, UK: Woodhead Publishing. 2009, ISBN:
978-18-456-9271-1

[34] PEJZNOCHOVA, 1. Lokdlni osetiovani ran a defektii na kizi. Praha: Grada
Publishing, a. s. 2010, ISBN: 978-80-247-2682-3

[35] VYTEICKOVA, R. Osetiovatelské postupy v péci o nemocné III. Praha: Grada
Publishing, a. s. 2015, specialni ¢ast ISBN: 978-80-247-9743-4

[36] POSPISILOVA, A. Nové pohledy na hojeni a 1é¢bu ran. Practicus [online].
2011, ISSN: 1213-8711. [cit. 11. prosinec  2015].  Dostupné  z:
http://web.practicus.eu/sites/cz/Documents/Practicus-2011-05/27-nove-pohledy-na-

hojeni-a-lecbu-ran.pdf

[37] SAFRANKOVA, A. a NEJEDLA M. Interni osetiovatelstvi 1. Praha: Grada
Publishing, a. s. 2006, ISBN: 80-247-1148-6

[38] JANIKOVA, E. a ZELENIKOVA R. Ojsetiovatelskd péce v chirurgii pro
bakalarské a magisterské studium. Praha: Grada Publishing, a. s. 2013, ISBN: 978-80-
247-4412-4

[39] RIAHI, R. et al. Advances in Wound-Healing Assays for Probing Collective Cell
Migration. SAGE journals [online]. 2012, ro¢. 17, ¢. 1, s. 59-65 [cit. 13. prosinec 2015].
Dostupné z: http://jla.sagepub.com/content/17/1/59.full.pdf+html

-73-



[40] YARROW, J. C. et al. A high-throughput cell migration assay using scratch
wound healing, a comparison of image-based readout methods. BMC Biotechnology
[online]. 2004, ISSN: 1472-6750. [cit. 13. prosinec 2015]. Dostupné z:
http://www.biomedcentral.com/1472-6750/4/21

[41] KOVARIKOVA, P. a kol. Metody studia bund¢né migrace a invazivity
nadorovych bun¢k. Klinickd onkologie [online]. 2014, ro¢. 27, s. 22-27 [cit. 15. prosinec
2015]. Dostupné z: http://www.linkos.cz/files/klinicka-onkologie/186/4472.pdf

[42] LIANG CHCH. and GUAN JL. In vitro scratch assay: a convenient and
inexpensive method for analysis of cell migration in vitro. Nature Publishing Group
[online]. 2007, ro¢. 2, ¢. 2, s. 329-333 [cit. 15. prosinec 2015]. Dostupné z:
http://web.mnstate.edu/provost/Scratch%20assay%20from%20Nature.pdf

[43] In vitro pristupy k testovani migrace bunék. shornik k workshopu. OrganoNET
[online]. Brno: Masarykova univerzita [cit. 16. prosinec 2015]. Dostupné z:
http://organonet.med.muni.cz/media/62508/vy_02.pdf

[44] Culture-Insert Family [online]. [cit. 19. prosinec 2015]. Dostupné z:
http://ibidi.com/xtproducts/en/ibidi-Labware/Open-Slides-Dishes:-Removable-

Chambers/Culture-Insert-Family

-74 -



Seznam obrazkua

Obr. 1: Kmenova burika vlasového vacku sedici na scaffoldu z PCL nanovlaken........ 14
Obr. 2: Princip procesu tkaNovEho INZENYIStVI.....c.civeiiiieiieieccie e 15
Obr. 3: PLGA scaffold vyrobeny technologii rapid prototyping ...........c.ccccevvevrieeinennns 17
Obr. 4: Nanovlakenny scaffold z elektronové mikroskopie..........ccooevirvniniineiicnenn, 18
Obr. 5: Elektronova mikroskopie fibroblastii v kolagenové pojivové tkani.................. 19
ODbr. 6: SChEmMa MEItDIOWIN ......oviiiiiiiiiiiieieeieie et 20
ODbr. 7: Schéma tavného eXtrUd@IU,.......cceeiiviiiiiie ettt e e ebee e bee e 21
Obr. 8: Proces Meltblown zvIAKNOVANL.........ccccoiviiiiiiiii 21
Obr. 9: Schéma obecného procesu elektrostatického zvlaknovani z trysky .................. 23
Obr. 10: Znazornéni proudéni polymerniho rOZtOKU ...........cccevveviieiieniiiniiisieecens 23
Obr. 11: Zatizeni Nanospider™ Production Lines 500 .........c..ccocrrreeremrerrenrenresneenneon. 24
Obr. 12: Schéma kombinace uspofadani technologie meltblown v kombinaci
s elektrostatickym zvldknovanim a vibraénim napraSovanim CAStiC.........ccevervveriieeninnns 24
ODbr. 13: Kozni kryt XeDerma®..........cccurerieiriirieiiinieieesiesieesesie e 29
ODbr. 14: Schéma Stavhy KUZE........ceieiiiriiiieiie e 31
ODF. 152 FAZE ZANCHIIVA ...t 34
ODbr. 16: FAZE ProliferaCing .........ccooiiiiiiiiieieieie e 35
ODbr. 17: GranulaCng AZE ........ccooeiieiiiiiieieeee et 35
Obr. 18: Jizva - vysledny stav po zhojeni KOZni rany ..........cccceeveviereiiniiiisieneseeeen, 35
Obr. 19: Ctyii stadia pribehu "Scratch" teSt ..........vevvevreeeeeeerieeeeeers e e senesinen, 37
OB, 202 "SCrAtCN™ TEST... ... 37
Obr. 21: Test pomoci zony vylouceni bun€k - Zatka .........c.coovvviiieriiiniicicineeee, 38
ODbr. 22: Insert, firma IDIdi ... 38
Obr. 23: Stlacovaci test pomOCT TAZIKA .........coveiieriiiiiiiicciee s 38
Obr. 24: Pisobeni ChemMiKALIi.........cccuiiiiiiiiiieie s 39
Obr. 25: Snimani elektrické impedance bun€k ............ccooooovvveiiiinciiniieces 39

Obr. 26: Snimky uméle vytvofené rany prostfednictvim inzertd, bunécna jadra
obarvena DAPI a aktinovad filamenta obravena Phalloidinem FITC (prvni snimek),
bunéénd jadra obarvena propidium jodidem (druhy snimek), snimky sloZzeny v
programu Photoshop, tyto snimky byly nafoceny objektivem o zvétseni 4x: A - Petriho
miska (1. den), B - Petriho miska (3. deNn).......coeiiiiiiiiin e 52

-75-



Obr. 27: Snimky uméle vytvofené rany prostfednictvim inzertd, bunééna jadra
obarvena DAPI, (snimky slozeny v programu Photoshop), tyto snimky byly nafoceny
objektivem o zvétSeni 4x: A - PCL (1. den), B - PCL (3. den), C - PCL (7. den)........... 52
Obr. 28: Snimky buné¢nych jader 3T3 mysich fibroblasti obarvenych propidium
jodidem, métitko odpovida 10 um: XeDerma® (0 hod., 24 hod., 48., 72. hod.) ........... 54
Obr. 29: Snimky uméle vytvofené rany prostfednictvim inzertd, bunééna jadra
obarvena propidium jodidem, snimky slozeny v programu Photoshop, tyto snimky byly

nafoceny objektivem o zvétSeni 4x: A - PCL (0 hod.), B - (24 hod.), C - (48 hod.), D -

(4721 410 T 1 TSR 54
Obr. 30: Snimky SEM materialtt PCL z NC, méftitko odpovida 10 um - material PCL,
testovaci dny (1. den, 10. den) .......ccoouiiiiiiiiiiie e 56

Obr. 31: Snimky bunéénych jader 3T3 mysich fibroblasti obarvenych DAPI, métitko
odpovida 100 pm - fadky: material (PCL, XeDerma®), sloupce: testovaci dny (1. den,
K o L] Ao 1= o SR TRTSPRT 62
Obr. 32: Snimky bunéénych jader 3T3 mysich fibroblasti obarvenych propidium
jodidem, métitko odpovida 100 pm - tadky: material (PCL, XeDerma®), sloupce:
testovaci dny (1. den, 3. den, 7. den) ......coooviiiiiiiiic e 62
Obr. 33: Snimky buné&¢nych jader 3T3 mysich fibroblasti obarvenych propidium
jodidem, meéfitko odpovidd 100 um - tadky: testovaci dny (1. den, 3. den, 6. den, 10.
den), sloupce: material (PCL, XeDerma® strana A, XeDerma® strana B) ................... 64
Obr. 34: Snimky buné&¢nych jader 3T3 mysich fibroblastd obarvenych propidium
jodidem (snimky sloZeny v programu Photoshop), 10. den testovani, tyto snimky byly
nafoceny objektivem o zvétSeni 4x: A - PCL, B - XeDerma® strana A, C - XeDerma®
SLrANA B ... 65
Obr. 35: Snimky SEM, méfitko odpovida 50 um - fadky: material (PCL, XeDerma®
strana A, XeDerma® strana B), sloupce: testovaci dny (3. den, 10. den) ...........coc........ 66

-76-



Seznam grafia

Graf 1: Cetnost zastoupeni jednotlivych tfid pramért vlaken PCL, 1. testovaci den, NC

........................................................................................................................................ 57
Graf 2: Cetnost zastoupeni jednotlivych tfid priméri vlaken PCL, 10. testovaci den,
OSSP 57
Graf 3: Hodnoty absorbance v zavislosti na testovacich dnech ............ccccoevviieiiennnn, 58

Graf 4: Hodnoty absorbance v zavislosti na testovacich dnech. Hvézdi¢ky zobrazuji
statisticky vyznamnou odli$§nost naméfenych absorbanci 3. a 14. den (p <0,05)........... 60

Graf 5: Hodnoty absorbance v zavislosti na testovacich dnech .........ccccooevviiiiiennnnn, 60

-77 -



